Ministério da Educacéo
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
Campus Pato Branco rPR
Programa de Pos Graduacgdo em Tecnologia de UINERSIDAE TECHOLGICAFEDERAL 00 PATANA
Processos Quimicos e Bioquimicos

MAYARA GOBETTI FERNANDES DA SILVA

AVALIA(}AO DO POTENCIAL ALELOPATICO DE RAIZES
DE CAPIM ANNONI-2 (Eragrostis plana Nees)
E ESTUDO FITOQUIMICO

DISSERTACAO

Pato Branco
2014



MAYARA GOBETTI FERNANDES DA SILVA

AVALIAC;AO DO POTENCIAL ALELOPATICO DE RAIZES
DE CAPIM ANNONI-2 (Eragrostis plana Nees)
E ESTUDO FITOQUIMICO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-graduacéo em
Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos — PPGTP, da Universidade
Tecnologica Federal do Parana — UTFPR —
campus Pato Branco, como requisito
parcial para obtencao do titulo de “Mestre
em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos” — Area do conhecimento:
Biotecnologia.

Orientadora: Prof?. Dr2. Sirlei Dias Teixeira.

Coorientador: Prof. Dr. Michelangelo Muzell
Trezzi

Pato Branco
2014



S586a

Silva, Mayara Gobetti Fernandes da.

Avaliacao do potencial alelopatico de raizes de capim annoni-2
(Eragrostis plana Nees) e estudo fitoguimico / Mayara Gobetti Fernandes
da Silva. -~ 2014,

a4 f. il ; 30 em.

Orientador: Profa. Dra. Sirlei Dias Teixeira

Coorientador: Prof. Dr. Michelangelo Muzell Trezzi

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Programa de Pos-Graduagao em Tecnologia de Processos Quimicos e
Biogquimicos. Pato Branco, PR, 2014

Bibliografia: f. 86 — 94,

1. Eragrostis plana Mees. 2. Fitoguimica. 3. Alelopatia. |. Teixeira, Sirlei
Dias, orient. |l. Trezzi, Michelangelo Muzzel, coorient. |Il. Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Programa de Pos-Graduagio em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioguimicos. V. Titulo.

COD (22. ed.) 660.281

Ficha Catalografica elaborada por
Suélem Belmudes Cardoso CRB9ME30
Biblioteca da UTFPR Campus Pato Branco




Ministério da Educacao

Universidade Tecnologica Federal do Parana
_ a Campus Pato Branco

PPETP Programa de Pds-Graduacgdo em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

TERMO DE APROVAGAO N° 17

Titulo da Dissertagao
“AVALIAGAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DE RAIZES DE CAPIM ANNONI-2
(Eragrostis plana Nees) E ESTUDO F1TOQUiMICO",

Autora
MAYARA GOBETTI FERNANDES DA SILVA

Esta dissertagdo foi apresentada as 13 horas e 50 minutos do dia 13 de agosto 2014,
como requisito parcial para a obtengdo do titulo de MESTRE EM TECNOLOGIA DE
PROCESSOS QUfMICOS E BIOQUiMICOS - Linha de pesquisa em Biotecnologia - no
Programa de Pos-Graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioguimicos. A
autora foi arguida pela Banca Examinadora abaixo assinada, a qual, apds deliberagao,

considerou o trabalho aprovado.

Prof2, Dra. Sirlei Dias Teixeira - UTFPR Prof. Dr. Vanderlei Aparecido de Lima - UTFPR
Presidente Examinador

Prof. Dra. Beatriz Helena Lameiro de Noronha Sales Maia - UFPR
Examinadora

Visto da Coordenacgdo

Prof.2 Dra. Raquel Dalla Costa da Rocha
Coordenadora do PPGTP

O Termo de Aprovacao assinado encontra-se na Coordenacao do PPGTP



Dedico esta dissertacdo a minha mée Denize e a minha irma Suélen, pelo amor,
apoio, confianga e motivacao incondicional que me mostrou a direcao

correta levando-me as vitérias dos meus desafios.



AGRADECIMENTOS

A Deus e a minha familia, que se esforgou tanto para que eu tivesse boas
condicbes de estudo, que me apoiaram dando-me forcas desde o inicio e
entenderam minha auséncia nessa etapa da minha vida.

Agradeco aos amigos e professores que colaboraram direta ou
indiretamente na realizacdo desta dissertacdo, e aos responsaveis pelos laboratorios
de Quimica e Agronomia da UTFPR - campus Pato Branco.

A minha orientadora, professora Dr®. Sirlei Dias Teixeira.

Ao meu coorientador, professor Dr. Michelangelo Muzell Trezzi.

Enfim, a todos que contribuiram para que esta dissertacédo fosse concluida.



"Spock (Star Trek)"



RESUMO

SILVA, Mayara G. F. da. Avaliacdo do Potencial Alelopéatico de Raizes de Capim
Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) e Estudo Fitoquimico. 2014. 99 f. Dissertacdo —
Programa de PoOs-graduacéo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos,

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2014.

O Capim Annoni-2 (Eragrostis plana Nees), considerado uma planta daninha
invasora e de dificil erradicacdo, tem a capacidade de dominar 0 meio em que se
encontra, sobrepondo-se a espécies nativas e agroeconOmicas. Parte desta
capacidade esta relacionada a efeitos alelopaticos causados por aleloquimicos
liberados por esta espécie. Assim, a identificacdo desses aleloquimicos pode ser
uma boa alternativa para producéo de bio-herbicidas. Neste estudo, determinou-se o
potencial alelopatico de extratos brutos de éter de petréleo, acetato de etila e
metanol provenientes da raiz de E. plana Nees coletadas no verdo na area
experimental do curso de Agronomia da UTFPR - campus Pato Branco, como
também um estudo fitoquimico para elucidacdo estrutural de possiveis
alelogquimicos. O potencial alelopatico foi avaliado a partir de bioensaios de
germinacdo e crescimento de radicula e hipocdtilo, utilizando-se duas espécies
receptoras (Ipomoea grandifolia e Euphorbia hetetophylla) e trés concentracdes dos
extratos brutos (200, 400 e 600 ppm). Como resultados observou-se que o0s extratos
brutos de éter de petroleo e acetato de etila atuam principalmente na cinética do
processo de germinacao, retardando-o, enquanto que o extrato bruto de metanol
atuou, sobretudo na diminuicdo da germinacéo, inibindo 75,4% em comparagdo com
o branco (dgua destilada), causando até deformidades e mortes de plantulas, estes
dados para a espécie receptora E. heterophylla, a mais afetada. Quanto ao
bioensaio de crescimento de hipocétilo e radicula, o extrato bruto de metanol foi o
menos eficaz, destacando-se o extrato bruto de éter de petréleo a 600 ppm contra a
espécie receptora |. grandifolia, causando uma diminuicdo no crescimento da
radicula e hipocoétilo de 66,3% e 65,5%, respectivamente, e o0 extrato bruto de
acetato de etila também a 600 ppm contra a espécie receptora E. heterophylla,
causou uma diminuicdo de 63,6% e 72% do comprimento do hipocdtilo e radicula,
respectivamente, ambos em comparagdo com seus respectivos brancos (agua
destilada). Através do estudo fitoquimico foi proposta a estrutura de um diterpeno,
por meio do fracionamento e purificagdo do extrato bruto de éter de petréleo, e um
composto, cuja estrutura ndo foi ainda completamente elucidada, este a partir do
extrato bruto de metanol. Os efeitos alelopéaticos apresentados pelas raizes do
Capim Annoni-2, foram bastante efetivos, podendo estes serem atribuidos as
substancias fitotoxicas isoladas nesse estudo.

Palavras-chave: Eragrostis plana Nees; fitoquimica; alelopatia.



ABSTRACT

SILVA, Mayara G. F. da. Assessment of allelopathic potential of a Capim Annoni-2
(Eragrostis plana Nees) Roots and Phytochemical Study. 2014. 99 f. Dissertagao —
Programa de PoOs-graduacéo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos,

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2014.

The Grass Annoni-2 (Eragrostis plana Nees), considered a noxious invasive and
difficult to eradicate plant has the capacity to dominate the environment they are in,
superseding Agrieconomic and native species. Part of this ability is related to
allelopathic effects caused by allelochemicals released by this species. Thus, the
identification of these allelochemicals can be a good alternative for the production of
bio-herbicides. In this study, we determined the allelopathic potential of crude
extracts of petroleum ether, ethyl acetate and methanol from the root of E. plana
Nees collected in the summer in the experimental area of the course of Agronomy
UTFPR - Pato Branco campus, as well as a phytochemical study for structural
elucidation of potential allelochemicals. The allelopathic potential was assessed from
bioassays of germination and growth of radicle and hypocotyl, using two receptor
species (Ipomoea grandifolia and Euphorbia hetetophylla) and three concentrations
of crude extracts (200, 400 and 600 ppm). As a result it was found that crude extracts
of petroleum ether and ethyl acetate act mainly on the kinetics of the germination
process by slowing it, while the crude methanol extract worked, especially in
reducing the germination inhibiting 75.4% in comparison with blank (distilled water),
causing deformities, and even death of seedlings these data to the recipient E.
heterophylla, most affected. Regarding the growth bioassay hypocotyl and radicle,
crude methanol extract was the least effective, highlighting the crude extract of
petroleum ether at 600 ppm against receiving |. grandifolia species, causing a
decrease in the growth of radicle and hypocotyl 66.3% and 65.5%, respectively, and
the crude ethyl acetate extract also receiving 600 ppm against E. heterophylla
caused a decrease of 63.6% and 72% of the length of the hypocotyl and radicle
respectively, both compared with their white (distilled water). Through phytochemical
study was proposed structure of a diterpene, through the fractionation and
purification of the crude extract of petroleum ether, and a compound whose structure
has not been fully elucidated, this from crude methanol extract. The allelopathic
effects shown by the roots of the grass Annoni-2, were quite effective, these can be
attributed to the isolated phytotoxic substances in this study.

Keywords: Eragrostis plana Nees; phytochemical; allelopathy.
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1 INTRODUCAO

A alelopatia pode ser entendida como a influéncia que uma planta causa
sobre outra, seja esta influéncia nociva ou benéfica, esta ciéncia diz que o efeito
alelopatico é ocasionado por substancias quimicas denominadas aleloquimicos, que
sao produzidos por uma determinada espécie de planta e disseminados no ambiente
(ALVES et al., 2004). Esses compostos organicos, devido ao seu potencial
alelopético, tém sido empregados como uma op¢do em substituicdo aos herbicidas
sintéticos. Os aleloquimicos provém do metabolismo das plantas, durante o
desenvolvimento destas, esses compostos oferecem alguns beneficios, como acéo
contra micro-organismos, virus, insetos, patégenos ou predadores e inibicdo ou
estimulagdo no crescimento ou desenvolvimento de outras plantas (WALLER, 1999).

A evolucdo na quimica de produtos naturais, através de técnicas de
extracdo, isolamento, purificacéo e identificacdo de compostos, tém contribuido para
o0 conhecimento de varios metabdlitos, sendo diversos destes potenciais
aleloquimicos.

Algumas espécies daninhas situadas nos agroecossistemas podem ter um
efeito alelopatico sobre os sistemas de plantio liberando os aleloquimicos pelas
folhas, raizes ou residuos vegetais. O Capim Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) é
uma espécie daninha nativa da Africa do Sul, que apresenta um rapido
desenvolvimento e é considerada uma planta infestante, com tendéncia a dominar o
espaco em que se localiza formando verdadeiras col6nias puras (BARBOSA et al.,
2012).

Desta forma, possivelmente estas caracteristicas podem estar relacionadas
ao potencial alelopatico desta espécie. Este trabalho justifica-se em funcdo da
possibilidade de realizagdo de um estudo sob o0 aspecto quimico das propriedades
alelopaticas do Capim Annoni-2 (Eragrostis plana Nees), por meio dos extratos
brutos (obtencao e testes) e da possivel identificacdo de substancias quimicas com
atividade alelopética e consequentemente acdo herbicida, uma vez que, os relatos
encontrados na literatura tratam do potencial alelopatico dessa planta apenas sob o

ponto de vista biolégico e ou agronémico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Examinar as propriedades alelopaticas do Capim Annoni-2 (Eragrostis plana

Nees) a partir do estudo fitoquimico das raizes dessa planta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos brutos das raizes de capim annoni-2 utilizando os solventes
éter de petréleo, acetato de etila e metanol;

e Utilizar analises no infravermelho, para observacdo de semelhancas e
diferencas dos extratos brutos obtidos;

e Avaliar o potencial alelopatico dos extratos brutos contra duas espécies
receptoras (leiteira (Euphorbia heterophylla) e corda de viola (Ipomoea
grandifolia));

e Isolar e identificar, por meio de técnicas cromatografica e espectrométricas,
o(s) metabdlito(s) secundario(s) fixo(s), obtido(s) do(s) extrato(s) bruto(s),

realizando-se um estudo fitoquimico;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 POTENCIAL ALELOPATICO

De origem grega, o termo alelopatia foi definido como a ligacdo das palavras
gregas alléton (mutuo) e pathos (prejuizo) (FERNANDES; MIRANDA; SANQUETTA,
2007; MOLISCH, 1937). Faz parte de uma cadeia de comunicagdo quimica entre 0s
organismos, colaborando para a defesa das plantas (VIDAL, 2010; TREZZI, 2002).

A alelopatia € definida como uma influéncia positiva ou negativa de
metabdlitos secundarios produzidos por uma planta e difundidos no meio em que
esta se encontra (SOUZA et al., 2007; FERREIRA; AQUILA, 2000).

O fenbmeno da alelopatia ilustra, no campo ecolégico, os mecanismos de
sucessao vegetal, onde plantas invasoras sao capazes de excluir plantas nativas a
partir de residuos e compostos quimicos liberados para o meio ambiente. Podendo
intervir em populagbes vegetais, tanto em &reas agricolas, quanto naturais
(ALMEIDA, 2006; HEISEY; HEISEY, 2003).

Primeiramente, os estudos sobre alelopatia eram realizados somente nos
paises da América do Norte e Europa. Contudo, nos ultimos 70 anos, esta ciéncia se
difundiu pelo mundo, sendo atualmente praticada em paises da Asia, América do Sul
e Oriente Médio (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTQOS, 2010).

Os compostos alelopaticos constituem diversos grupos de compostos
secundarios, e 0s progressos na quimica de produtos naturais, colaboram para a
identificacdo destes compostos, podendo estes serem estudados através dos
extratos organicos ou aquosos provenientes das plantas (COELHO et al.,, 2011;
CHON; KIN, 2002).

Um dos métodos mais empregados para se analisar o potencial alelopatico
estad associado a preparacdo de extratos de folhas e raizes de plantas, onde se
analisa a influéncia destes extratos na germinacdo e crescimento de plantas
receptoras. Sendo em seguida isolados e identificados os compostos que provocam
este potencial alelopatico, a fim de se conhecer a composi¢cdo dos extratos e
associar seus efeitos com as substancias isoladas (ALMEIDA, 2006; SISODIA;
SIDDIQUI, 2010).
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A identificacdo do potencial alelopatico de plantas adquire papel importante
no aspecto ecoldgico, sobretudo em relacdo a possibilidade de controlar espécies
daninhas e/ou invasoras, uma das principais dificuldades no desenvolvimento de
atividades agricolas (SOUZA FILHO et al., 2009; HIERRO; CALLAWAY, 2003).

3.2 COMPOSTOS COM EFEITO ALELOPATICO

As substancias alelopaticas produzidas pelas plantas sdo denominadas
aleloguimicos, compostos aleloquimicos ou, ainda, fitotoxinas (OLIVEIRA et al.,
2011). Estes compostos quimicos podem influenciar, por exemplo, na vegetacdo de
um local, na sucessao de plantas, na germinacédo de sementes, na produtividade de
culturas, dentre outros (DEMUNER et al., 2005).

A evolucdo na quimica de produtos naturais, através de metodologias
modernas de extracdo, isolamento, purificacdo e identificacdo, tém colaborado para
o conhecimento de numerosos compostos secundarios. Sendo muitos destes
compostos com potenciais alelopaticos (FERREIRA; AQUILA, 2000; CHON;
NELSON, 2010).

Estas substancias sdo sinais quimicos transmitidos ao meio ambiente,
comumente em pouca quantidade, sendo responsaveis pelas influéncias quimicas
positivas ou negativas entre diversas espécies de plantas (ALMEIDA, 2006). O
tempo de residéncia e a persisténcia destas no solo podem aumentar, diminuir ou
fazer cessar o seu efeito alelopatico. Inclusive, o proprio andamento diario do
metabolismo primario, que variam nas diferentes horas do dia, tem repercussfes no
metabolismo secundéario (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Cada espécie de planta tem a capacidade de produzir um grupo distinto de
substancias alelopaticas, com atuacdo sobre os membros do ambiente em que esta
inserida (INOUE et al., 2010). A quantidade de substancias produzidas e sua
composicdo variam de acordo com cada espécie de planta e das condi¢cdes do meio
em que esta esta inserida, como: temperatura, nutrientes, umidade, incidéncia de
luz, insetos, doengas e defensivos agricolas (SILVA; SILVA, 2007). Desta forma,

essas condi¢cbes extremas frequentemente aumentam a producdo de metabdlitos
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secundarios, consequentemente aumentando a atividade alelopatica da planta
(GOLDFARB; PIMENTEL; PIMENTEL, 2009).

Todas as espécies de plantas sdo aptas em produzir compostos alelopaticos,
sendo que estes sdo encontrados nas raizes, frutos, folhas, flores, sementes e
caules, e sua distribuicdo nas diversas partes das plantas é variavel (SILVA; SILVA,
2007). A localizacdo dos compostos alelopéticos nas plantas esta relacionada com a
facilidade de liberacédo destes para o meio ambiente, ou seja, o que pode tornar seus
efeitos mais rapidos (SOUZA FILHO; TREZZI; INOUE, 2011).

A acdo dos compostos alelopaticos pode ser analisada como acéo direta e
indireta. A acado indireta inclui a alteracdo das caracteristicas do solo, como
nutrientes e populacdo e/ou atividade dos micro-organismos. JA4 a acao direta
acontece quando os compostos alelopaticos unem-se as membranas da planta
receptora ou entram nas células, intervindo no seu metabolismo (FERREIRA;
AQUILA, 2000; KATO-NOGUCHI, 2003).

Na maioria das ocasibes, 0os compostos alelopaticos sédo seletivos em suas
atuacOes e as diferentes espécies de plantas também apresentam de certa forma
uma seletividade em suas respostas (OLIVEIRA et al.,, 2011). Os efeitos dos
aleloquimicos estdo sujeitos a sua concentracdo e quantidade disponivel para
absorcdo (SILVA; SILVA, 2007). Em meio aos principais grupos com potencial
alelopatico, destacam-se as benzoquinonas, cumarinas, flavonoides, terpenoides,
glicosideos, acidos fendlicos, alcaloides, rotenoides, catequinas e taninos (Tabela 1)
(VYVYAN, 2002; WANG et al., 2010).

Tabela 1 - Principais grupos organicos com potencial alelopatico. (continua)
Grupo Estrutura Basica Exemplo
0]
0]
(o]
OH
0-Benzoquinona HC = " Nn,

Benzoquinonas !

Sorgoleone - aleloquimico exsudado

das raizes do sorgo.
o} @]

p-benzoquinona




24

(continua)

Cumarinas

Flavonoides

Terpenoides

Acidos

Fendlicos

LI
0 0

1,2-Benzopirona

0]

Nucleo Flavanico

H,C
2 %CH‘?

H3C

IPP, DMAPP

0
O)LOH

Derivados do acido benzdico

O
WO“
Derivados do acido cinamico

*Sendo em ambos os casos uma das
substituices no anel, uma hidroxila

@]
-
" m
HO @] @]
Escopoletina - inibe a germinacgédo de
sementes e crescimento de varias plantas.

OH

HO 0]

OH 0]

Naringenina - Aleloquimico
Isolado do calopog6nio.

Acacidiol - Aleloquimico isolado da acécia.

HO
OH
OH

Acido Gentisico - Aleloquimico
Isolado do eucalipto.
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(continua)

H  CHs
CHj

L
o~ () %

Alcaloides

Grupo heterogéneo de

dificil definicao.
Julocrotina - Aleloguimico
isolado do croton.

Rotenoides =

@]

@]
12a-hidroxi-rotenona - Aleloquimico
Isolado da raiz do anil-bravo.
. O

Catequinas

OH

OH

Epicatequina - Aleloquimico
isolado do Tachi preto
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(concluséao)

Esta classe € identificada nas plantas com

Taninos potencial alelopético através de ensaios

classicos laboratoriais especificos.

O O -
~o
H @]
H H
R
~0 /O O“R
R
HO ?
OH R

Taninos galicos

Fonte: VYVYAN, 2002; OLIVEROS-BASTIDAS et al., 2009; WANG et al., 2010; MUANGSIN et al.,
2011; SOUZA FILHO et al., 2005; ARRUDA et al., 2006; LUZ et al., 2010; CAVALHEIRO et al., 2009;
SEBASTIAO et al., 2010; LOBO et al., 2008; VITAL et al., 2004.

Estas substancias atuam diretamente na fisiologia das plantas,
especialmente na divisdo, alongamento e estrutura celular, além de intervirem no
crescimento, permeabilidade da membrana celular, respiracéo, fotossintese, sintese
lipidica, protéica, e de &cidos graxos (Figura 1) (FERREIRA; MEDEIROS; SOARES,
2008).



ATUACAODOS COMPOSTOS ALELOPATICOS

REGULAGAO DO ABERTURA ALTERAGOES NO
CRESCIMENTO ESTOMACAL METABOLISMO
DIVISAO ) ,
CELULAR FOTOSSINTESE | |— PROTEICO
SINTESE .
ORGANICA — LIPiDicO
METABOLISMO

~ | RESPIRATORIO

Figura 1 — Meios de atuacdo dos compostos alelopéticos na

fisiologia das plantas.
Fonte: Adaptado de GOLDFARB; PIMENTEL; PIMENTEL, 2009.
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Os aleloquimicos sao liberados das diferentes partes das plantas para o

meio ambiente de diversas maneiras, como exsudacao radicular, decomposicdo de

residuos vegetais, volatilizacao, e lixiviacao (figura 2) (ZHANG; PAN; LI, 2010).

VOLATILIZAGAO > ALELOQUIMICOS

|\

RESIDUO VEGETAL

A
] / RESIDUO VEGETAL

Wz |

LIXIVIACAO BIODEGRADAGAO

v
EXUDAGAORADICULAR

v
ALELOQUIMICOS

Figura 2 — Formas de liberacdo dos aleloquimicos.

O percentual de liberagcdo dos aleloquimicos depende da concentracéo

destes nos tecidos da planta e das condi¢cdes ambientais do meio em que esta esta

inserida (TREZZI, 2002).
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3.3 BIOENSAIOS DE AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO

Existem véarias metodologias que podem ser utilizadas na identificacdo da
atividade alelopética e, muitas destas sdo fundamentadas na obtencdo de extratos
brutos de diferentes espécies de plantas, e podem ser obtidos empregando multiplos
solventes, com polaridades distintas, como hexano, éter de petréleo, diclorometano,
acetato de etila, etanol e metanol (VIDAL, 2010).

Em estudos iniciais, quando ndo ha conhecimentos prévios sobre a espécie
gue se deseja estudar, o ideal € que se preparem dois extratos brutos: um com
solvente de baixa polaridade e outro com solvente de alta polaridade, ambos
utilizando extracdo exaustiva. Este método permitird um resultado mais real do
potencial da planta em estudo como fornecedora de aleloquimicos (SOUZA FILHO;
GUILHON; SANTOS, 2010).

Na escolha de plantas receptoras para os bioensaios, o ideal € que elas
respondam aos testes alelopaticos de modo mais proximo possivel da condicéo real
do meio ambiente (DA SILVA, 2009). Observa-se ainda um melhor resultado com o
uso de duas ou mais plantas receptoras, pois, permite um melhor dimensionamento
do potencial alelopético da planta doadora, bem como uma condicdo mais adjacente
da realidade do ambiente. Dentre as diversas plantas receptoras a mais utilizada € a
alface (Lactuca sativa) (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010).

Em meio as diferentes metodologias empregadas na identificacdo da
atividade alelopatica das plantas, destacam-se duas, a de germinacdo de sementes
e a de desenvolvimento de radicula e hipocatilo.

O teste alelopatico de germinacao de sementes utiliza semeadura em placas
de Petri, tendo a capacidade de analisar os efeitos sobre a germinacéo total, como
também, o indice de velocidade de germinacdo. Este teste é realizado em cameras
de germinacdo, em condi¢cdes controladas de temperatura e luz, e em tempo
variavel, de 7 a 10 dias. Em alguns estudos, contam-se as sementes germinadas ao
término do tempo de incubacdo e calculam-se os resultados; em outros estudos, a
contagem é diaria, onde as sementes germinadas sdo/ou ndo abolidas (SOUZA
FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010). Nesses processos, considera-se germinadas,
as sementes cuja expansao radicular seja igual ou superior a 2 milimetros (TREZZI,
2002; JUNTILA, 1976).
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O bioensaio de desenvolvimento de radicula e hipocétilo (Figura 3), abrange
a incubacdo de sementes pré-germinadas em placas de Petri ou caixas gerbox,
normalmente com dois dias de germinacédo, por um tempo de 7 a 10 dias, onde, ao
final deste tempo ou em todos os dias, mede-se o extensdo da radicula e do
hipocétilo da planta receptora do composto alelopatico (ALVES et al., 2004).

t‘-.. .{I -
Ly
'\ = Hipocatilo
=Y
- __I _.::
L ~ Radiculs
% .

Figura 3 — llustragdo da radicula e do hipocétilo.
Fonte: ANDRADE, et al., 2000 (com modificacdes).

O hipocadtilo e a radicula (Figura 3) sao gerados a partir do eixo embrionario
da semente, que contém tecidos nos seus dois extremos, oferecendo condicdes de
desenvolvimento nos dois sentidos, além das condi¢cdes de fixacdo ao solo e de

fotossintetisar os compostos indispensaveis para o seu crescimento (SASAKI, 2008).

3.4 POTENCIAL ALELOPATICO E PLANTAS DANINHAS

O grupo de espécies que infestam areas agricolas, pecuarias e outros
campos de importancia para os humanos, e que tomam varios lugares por qualquer
motivo, € denominado como uma planta daninha (PITELLI, 1987). As espécies
daninhas sao difundidas através de varios fatores, como animais, vento, agua e pelo
proprio homem. Normalmente, estas espécies produzem uma enorme quantidade de
sementes, 0 que garante uma infestacédo acelerada (SILVA; SILVA, 2007).

Uma espécie pode ser daninha em determinada ocasido, se estiver
intervindo negativamente, contudo pode ser favoravel em outras circunstancias
como controle de erosao, reciclagem de nutrientes ou ainda, como capacidade
medicinal (SILVA; SILVA, 2007).
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O fato das espécies daninhas conseguirem sucesso, em relacéo as espécies
cultivadas, acontece por terem uma maior agressividade e habilidade de se
adequarem aos fatores do meio ambiente, proporcionando, em amplas culturas, a
diminuicdo na producéo, pois, elas concorrem pelos recursos presentes no solo,
como nutrientes, agua e luz, liberando, assim, substancias alelopaticas, para
dominar o ambiente em que se encontram (INOUE et al., 2010).

A alelopatia vem sendo adotada como um importante mecanismo ecoldgico,
influenciando a vegetagdo existente em um ecossistema, a sucessao das espécies,
e 0 manejo e producgdo de culturas agricolas (OLIVEIRA, et al., 2011).

Diversas espécies daninhas tém potencial alelopético, tendo capacidade
para colaborar no controle de outras espécies daninhas por meio do uso de
compostos alelopaticos obtidos destas como herbicidas, sendo este um
procedimento seguro e eficaz, uma vez que estes produtos sao formulados a partir
de compostos naturais biodegradaveis e ndo permanecem no meio como poluente
(OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN, 2001).

O crescente desejo de substituir os produtos quimicos sintéticos utilizados
na agricultura por produtos naturais € 0 que motiva as pesquisas acerca da
alelopatia. Esta ciéncia pode ser empregada para aprimorar a sustentabilidade dos
agroecossistemas e manter a vegetagdo nativa, pois representam uma opcao
biolégica com acéo especifica e com minimo dano ao ambiente (OLIVEIRA, et al.,
2011).

A utilizacdo indiscriminada de herbicidas sintéticos tem provocado o
desenvolvimento de plantas resistentes a estes, o que conduz a uma demanda de
novas substancias quimicas cujos mecanismos e acdes sejam diferentes dos ainda
empregados (OLIVEIRA et al., 2011). Assim sendo, os compostos alelopaticos
extraidos das diferentes espécies de plantas podem ser usados como bioerbicidas
em substituicdo aos herbicidas sintéticos (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN, 2001).

3.5 ESTUDO FITOQUIMICO

Produtos Naturais incluem, um organismo inteiro (uma planta, um animal, ou

um micro-organismo) que nao tenha sido submetido a qualquer tipo de tratamento
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ou tratamento diferente de um simples processo de preservacdo (por exemplo,
secagem), parte de um organismo (folhas, raizes, galhos, flores de uma planta,
orgaos isolados de um animal), um extrato de um organismo, ou de uma parte de
um organismo, e compostos puros (por exemplo, alcaloides, cumarinas, flavonoides,
glicosideos, lignanas, esteroides, acuUcares, terpenos, etc), isolado a partir de
plantas, animais ou micro-organismos (SARKER et al., 2006).

Estratégias para a pesquisa na area de produtos naturais tém evoluido
bastante significativamente ao longo das ultimas décadas.Com a excelente evolucéo
nas areas da ciéncia da separacéo, técnicas espectroscopicas, além de ensaios in
vitro e in vivo, associado a varias técnicas hifenadas, por exemplo, CG-EM, CL-PDA,
CL-EM, CL-FTIR, CL-RMN, CL-RMN-EM, CE-EM, tornaram possivel a analise e pré-
isolamento do extrato bruto ou fragdes de diferentes fontes naturais, o isolamento e
deteccdo de diversos produtos naturais, estudos quimiotaxondmicos, controle de
gualidade de produtos fitoterapicos, além de estudos metabolémicos (SARKER et
al., 2006).

3.6 CAPIM ANNONI-2 (Eragrostis plana Nees)

Essa planta é caracterizada como uma graminea da familia Poaceae,
exotica, cespitosa (nascem varios troncos da mesma raiz), perene, de dificil
erradicacdo e com elevada habilidade de competicdo com plantas forrageiras em
pastos (CARLOTTO et al., 2010; ZEENI; ZILLER, 2011).

Natural do continente africano, especificamente da Africa do Sul, o Capim
Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) (figura 4), teve sua disseminacdo acidental no
Brasil na década de cinquenta, pelo estado do Rio Grande do Sul (ALFAYA et al.,
2002). Sua entrada no estado ocorreu devido a contaminacdo de sementes de

outras plantas forrageiras importadas da Africa (NACHTIGAL et al., 2009).
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Figura 4 — Capim Annoni-2 (Area Experimental UTFPR -
campus Pato Branco - PR).
Fonte: Talita Dalbosco.

Na década de 70, iniciou-se um estudo sobre a provavel caracteristica
nutricional desta espécie, bem como, sua utilizagdo como graminea forrageira em
pastagens. No ano de 1979, devido aos resultados pouco promissores, cOmo
desprezivel propriedade nutricional, baixa aceitacdo pelos animais, elevada
competitividade, resisténcia a seca e simples disseminacdo, esta espécie foi
considerada uma espécie daninha e invasora, centralizando os esfor¢cos em sua
erradicacao e/ou controle (ALFAYA et al., 2002).

A Capim Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) forma touceiras fortemente
enraizadas, tendo capacidade de alcancar, quando florescidas, 110 centimetros de
altura, reproduzindo-se vegetativamente pela ampliacdo lateral dessas touceiras
(FOCHT, 2008).

Considerado uma planta daninha hostil e de dificil controle na agricultura, é
responsavel por infestar quase 20% da vegetacdo dos campos da regido Sul do
Brasil, o que equivale a um espaco de 3,1 milhGes de hectares, tendo um unico
individuo a capacidade de gerar em torno de 300 mil sementes (GOULART et al.,
2009).

Sua expansao para diferentes regides acontece pela conducdo dos animais
e fluxo de automoveis (acostamentos) (MEDEIROS; FERREIRA, 2011). Esta planta
é, hoje em dia, uma espécie invasora em diversas regides da Asia, india, América do
Sul e Estados Unidos (BARBOSA et al, 2012). Sendo que seu dominio restringe-se

a controle quimico, utilizando herbicidas, e mecanico (NACHTIGAL et al., 2009).
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Os efeitos da alelopatia afetam a germinacdo e/ou desenvolvimento de
vegetacOes naturais, evento que pode estar colaborando para a expansdo do
Capim-Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) sobre os campos. Esta planta ativa os
mecanismos de crescimento, dificultando a germinacdo e o crescimento inicial de
outras plantas ao redor, dominando assim o lugar ao qual esta inserida (FERREIRA,
MEDEIROS; SOARES, 2008).
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4 METODOS

4.1 COLETA DO CAPIM ANNONI-2 (Eragrostis plana Nees)

As raizes de Capim Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) foram coletadas, no
verdo, na area experimental do curso de Agronomia da UTFPR — campus Pato
Branco. Sua exsicata esta depositada no Herbario da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Instituto de Biociéncias — PPG Botanica, sob o nimero ICN n°
174417.

4.2 PREPARO DA AMOSTRA

Apoés a coleta, as raizes do Capim Annoni-2 (Eragrostis plana Nees) foram
secas em estufa de circulacéo de ar a 35 °C (MARCONI MAO033/3I/NET), moidas em

moinho de facas (Pulverisette 14/Fritsch) e armazenadas para posteriores analises.

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Posterior ao preparo conforme o item 4.2, 164 g de raizes de Capim Annoni-
2 (Eragrostis plana Nees) foram pesadas em balanca semi-analitica (SHIMADZU
UX620H), e em seguida submetidas a extracdo exaustiva a frio, com solventes em
ordem crescente de polaridade: éter de petrdleo, acetato de etila e metanol p. a.
(Vetec Quimica Fina) (Figura 5). Os solventes foram renovados em intervalos de 48
horas, com 3 trocas no total (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010).



35

Raizes de Capim Annoni-2
(secas e trituradas)

Eter de petréleo (48 horas) .| Filtracdo

-

Eter de petroleo (48 horas) .| Filtracao Extratocom
- > éter de petréleo
Eterde petréleo (48 horas) | Filtragio

A J

L J

A J

Residuo

Acetatode etila (48 horas) _ Filtracdo

v

Extratocom

Acetatode etila (48 horas Filtracao
ll ) > ¢ Acetatode etila

L J

Acetato de etila (48 horas) | Filtracao

Ca

v

v

Residuo

Metanol (48 horas) | Filtracdo

b
L J

Metanol (48 horas) | Filtracdo Extrato Metandlico

L
L

Metanol (48 horas) | Filtracao

.

v

L 4

Residuo

Figura 5 — Fluxograma para obtengéo dos extratos.

Apos o término da extracdo exaustiva a frio, os extratos brutos obtidos foram
submetidos ao evaporador rotativo (QUIMIS Q344M2), a pressao reduzida e
temperatura de 35 °C, para completa remoc&o do solvente.

Todos o0s extratos concentrados foram submetidos a andlise por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) em
espectrometro PerkinElmer, analisando a regido de 4000 a 400 cm™ com resolucéo
de 2 cm™ e 32 varreduras, realizando duas leituras consecutivas de cada extrato,
para posterior analise estatistica por meio da Analise de Componentes Principais
(PCA) e Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA), utilizando o software
Pirouette versdo 4.0 (Infometrix, Seattle, Washington, USA), para verificar as
possiveis diferencas entre os extratos obtidos, devido a diferenca de polaridade dos
solventes utilizados em cada extracéo.

Para esta analise, os extratos foram diluidos em diclorometano, seco com
sulfato de sodio anidro, e posteriormente analisados através da formagédo de um

filme entre duas placas de KBr (brometo de potassio).
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Para o estudo fitoquimico utilizou-se 1 g de cada extrato bruto, sendo o
restante usado no preparo das solucfes para a realizacdo dos testes alelopaticos.
Nas solu¢des mais concentradas de 600 ppm foi utilizado uma proporcdo em massa
de extrato e Tween 80 (Vetec Quimica Fina) de 1:1 (OLIVA, 2006). A partir destas
solugdes foram realizadas diluicbes para a obtencdo das demais concentragfes de
400 e 200 ppm.

4.4 POTENCIAL OSMOTICO PELO METODO DE SCHARDAKOW

O teste foi realizado com &gua destilada e solucdes de sacarose nas
concentracdes de 0,01 a 1,00 mol.L™* (0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08;
0,09; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80; 0,90 e 1,00 mol.L™). Nas solucdes
a serem testadas (600, 400 e 200 ppm de cada extrato bruto e controle) foi
adicionado azul de metileno para facilitar a visualizacdo da movimentacdo da gota
(10 pL) nas solugdes de sacarose, avaliando assim a possivel interferéncia osmaotica
das solugdes a serem testadas (MAESTRI et al., 1998).

4.5 DETERMINACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DOS EXTRATOS BRUTOS

Todos o0s bioensaios foram realizados em triplicata, utilizando as
concentracdes de 200, 400 e 600 ppm de cada extrato bruto obtido (éter de petréleo,
acetato de etila e metanol). Em cada placa de Petri foi adicionado um volume de 5,0
mL da solucédo de cada extrato, sendo a partir de entdo, adicionado apenas agua
destilada sempre que necessario (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010). Em
todos os bioensaios foi utilizado agua destilada (Branco) e Tween 80, necessario
para solubilizacdo dos extratos, acrescido de solvente (Controle), e estes foram
realizados nos laboratérios do curso de Agronomia na UTFPR — campus Pato

Branco.
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4.5.1 Espécies Receptoras

As espécies utilizadas foram leiteira (Euphorbia heterophylla) (Figura 6) e
corda de viola (Ipomoea grandifolia) (Figura 7). As sementes foram adquiridas de
empresas de producdo de sementes e multiplicadas na area experimental do curso
de Agronomia da UTFPR — campus Pato Branco, passando por processo de limpeza

(desinfeccédo e selecdo de sementes) e quebra de dorméncia quando necessario.

Figura 6 — Leiteira (Euphorbia heterophylla). Figura 7 — Corda de Viola (Ipomoea grandifolia).
Fonte: http://keys.lucidcentral.org. Fonte: https://www.fmcagricola.com.br/.

No processo de limpeza as sementes das duas espécies receptoras foram
desinfetadas com uma solucdo de alcool etilico 50% por 1 minuto, e em seguida
mantidas em contato com uma solucédo de hipoclorito de sodio/agua destilada 3:1
por 10 minutos, sendo posteriormente lavadas com agua destilada e secas a
temperatura ambiente para posterior realizacdo dos testes alelopaticos.

Nas sementes da espécie receptora corda de viola foi necessario realizar,
logo apds o processo de limpeza, a quebra de dorméncia através do contato das
sementes com agua destilada a 98 °C por uma hora, sendo em seguida secas a

temperatura ambiente para sua utilizagdo nos bioensaios.
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4.5.2 Bioensaio de Germinagcao de Sementes

Neste bioensaio a germinacdo das sementes, das duas espécies receptoras
(Ipomoea grandifolia e Euphorbia heterophylla), foi monitorada por 8 dias, onde as
sementes germinadas foram contadas diariamente, sendo consideradas germinadas
as sementes com extensédo radicular igual ou maior a 2 mm (JUNTILA, 1976). O
bioensaio foi conduzido em camara tipo BOD (Fanem, 347), em condi¢cbes
controladas, a temperatura de 26 °C e fotoperiodo de 12 horas, para ambas as
espécies receptoras (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010). As placas de Petri
com 9,0 cm de diametro, foram forradas com uma folha de papel filtro qualitativo
recebendo em seguida, 10 sementes cada.

A partir dos resultados obtidos, calcularam-se as variaveis tempo médio de
germinacdo (TMG), velocidade média de germinacdo (VMG), porcentagem de
germinacao (PG), porcentagem de sementes dormentes (PSD) e mortas (PSM) e
porcentagem de plantulas normais (PPN), anormais (PPA) e mortas (PM) conforme
as equacoes descritas a seguir.

Tempo Médio de Germinacgéo (TMG):

2N Xt
T™MG =——— (LABOURIAU, 1983)
2N
onde: - n; € 0 nimero de sementes germinadas no tempo i;
- t; € 0 tempo em dias apos o inicio do bioensaio;
-Amboscomi=1,2,3,4,5,6,7e8;

- Unidade: dias.

Velocidade Média de Germinagédo (VMG):
1
VMG = ? (LABOURIAU, 1983)

onde: - t é o tempo médio de germinacéo (TMG);
- Unidade: Sementes/dia.
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Porcentagem de Germinagéo (PG):
G= (g) x 100 (BRASIL, 1992)

onde: - N é o niumero de sementes germinadas (contagem do ultimo dia);
- T é o nimero total de sementes dispostas para germinar;
- Unidade: %.

Porcentagem de Sementes Dormentes (PSD) e Mortas (PSM):
D M
SD = (;) X100 e SM= (F) X 100 (OLIVEIRA et al., 2010)

onde: - D é o niumero de sementes dormentes (ndo germinaram);
- M é o numero de sementes mortas (ndo germinaram);
- T é o nimero total de sementes dispostas para germinar;
- Unidade: %.

Porcentagem de Plantulas Normais (PPN), Anormais (PPA) e Mortas (PM):

PN = (%) x 100 , PA= (%) X 100 (OLIVEIRA et al., 2010)

e PM= (%) x 100

onde : - Nr é o numero de plantulas normais;
- A € o numero de plantulas Anormais (com ma formacgao e/ou necrose);
- M é o numero de plantulas mortas;
- T € o numero total de sementes dispostas para germinar;
- Unidade: %.

4.5.3 Bioensaio de Crescimento de Radicula e Hipocatilo

O bioensaio foi realizado em camaras tipo BOD (Fanem, 347), a temperatura
de 26 °C e fotoperiodo de 12 horas, para ambas as espécies receptoras. Cada placa

de petri, forrada com uma folha de papel filtro qualitativo receberam 5 sementes,
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pré-germinadas em caixas transparentes do tipo Gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), com
dois dias de germinacdo. O alongamento da radicula e do hipocétilo foi monitorado
por um tempo de 8 dias, sendo todos os dias medido o crescimento destes (SOUZA
FILHO; GUILHON; SANTQOS, 2010).

Por meio dos resultados deste bioensaio pode-se calcular a média de
crescimento da radicula e do hipocétilo das plantulas, submetidos aos diferentes

tratamentos, como também a porcentagem de plantulas mortas.

4.5.4 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Foi aplicado um delineamento experimental inteiramente casualizado com
trés réplicas. Os resultados de todas as variaveis calculadas nos dois bioensaios,
para as duas espécies receptoras e para as diferentes concentracdes dos extratos
brutos, foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
avaliados pelo teste F e, em ocorréncia de uma diferenca estatistica significativa, as
médias foram comparadas com o teste de Tukey, ambos os testes com 5% de
significancia.

A andlise estatistica foi realizada no programa R Project (Team, R. Core. "R:
A language and environment for statistical computing.” (2012)), com o pacote
ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2013).

4.6 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos foram submetidos a técnicas de cromatografia, como
cromatografia em coluna (CC) utilizando coluna de 2,5 e 1,5 cm de didmetro e como
fase estacionaria silica gel 60 (0,063-0,200 mesch ASTM) para o fracionamento dos
extratos brutos de éter de petrdleo e acetato de etila e sephadex (Merck) para o
extrato bruto de metanol, cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando placas
de silica gel 60 de 0,2 mm de espessura (ALUGRAN-G/UV-F254) e cromatografia
em camada delgada preparativa (CCDP) utilizando placas preparadas através de
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uma emulsdo de silica-gel 60 (Carvalhes UV-245) em agua destilada sobre placas
de vidro (20 x 20 cm), sendo a camada sobreposta de 1 mm de espessura (SOUZA
FILHO et al., 2005; SEBASTIAO, 2010).

Como fase movel nas diferentes técnicas cromatograficas, foram utilizados
0s solventes apropriados para cada ensaio, dentre eles hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol P. A. (Vetec Quimica Fina), e como reveladores foi
utilizado, camara de iodo ressublimado e radiacdo de Iluz ultravioleta, nos
comprimentos de onda 254 e 365 nm (SOUZA FILHO; LOBO; ARRUDA, 2005).

As fragdes e substancias isoladas resultantes do processo fitoquimico foram

secas a temperatura ambiente para posterior elucidacéo estrutural.

4.6.1 Fracionamento do Extrato de Eter de Petréleo

Um grama do extrato bruto de éter de petroleo foi submetido a
fracionamento cromatogréafico em coluna (2,5 cm de didametro) em silica gel 60 de
0,2 mm de espessura, utilizando diferentes propor¢cées de solventes em ordem
crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol,
obtendo-se 100 fracdes de = 20 mL cada. As fracOes foram secas e posteriormente
analisadas por CCD, sendo as fracOes agrupadas (Figura 8) de acordo com o fator
de retencdo (Ry) apresentado e padrdo de revelacdo frente a radiacdo ultravioleta
(254 e 365 nm) e iodo ressublimado.

A fracdo em destaque vermelho na figura 8 foi submetida a CCDP, para se
obter as substancias que foram identificadas (Figura 9), as em destaque azul foram
purificadas e estdo em processo de identificagdo (Quadro 1) e as que ndo estao

destacadas foram purificadas e armazenadas para futura identificagao.
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RAIZ DE CAPIM ANONNI-2
(Seca e moida)
164,562¢
|

EXTRATO BRUTO DE
ETER DE PETROLEO

1,985¢g
I

CROMATOGRAFIA
EM COLUNA

lg
T

100 FRACOES

16- 24 (E5) 28-35(E7) 38-43(E9) 52-65(E11)
161 mg 92 mg 232mg 24mg

‘ 14-15 (E4) 25- 27 (E6) 36-37(E8) 44-51(€10) || |66- 100 (E12)

—_—
1-6(E1)
17mg

7-9(E2)
11mg

12mg 15mg 188 mg 92mg 49mg

Figura 8 - Agrupamento das fragdes provenientes do extrato bruto de éter de petréleo.

14 =15 (E4)
12mg
CCDP

Hexano:Diclorometano

. 6:4

| |

RVE -1 RVE-2 RVE-3
2mg Smg 3mg
. CG/EM
ETER-1 ETER-2

Figura 9 - Substancias identificadas a partir do extrato bruto de éter de petroleo.

No quadro a seguir estd sendo demonstrado o processo realizado para

purificacdo das fracbes em destaque azul no fluxograma na figura 8.
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Quadro 1 - Fluxogramas das frag8es purificadas do extrato bruto de éter de petréleo.

(continua)
10— 13 (E3)
7-9(E2) 25mg
11 mg
ccop Hexano Didoromet.
Hexano:Diclorometano exano.Diclorometano
8:2 . 7:3
| I ]
ETER-3 ETER-4 RVE - 4
4 3 . .
o — m ETER-5 ETER-6
3mg 18 mg
25— 27 (E6)
15mg
CCDP
Hexano:Diclorometano
. 3:7
ETER-7
8 mg
36— 37 (E8)
188 mg
CcC
Hexano (100%):Acetato de Etila:Metanal (100%)
21 Fragdes
1_5 6-7 RVE -5
ETER-8 8-21
123 mg
15 mg 9mg
CCDP
Hexano:Acetato de Etila
9:1
RVE -6 RVE -7 ETER-9 RVE -8
54 mg 21mg 13 mg 23mg




(continua)
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38-43 (E9)
232 mg

cC
Hexano (100%):Acetato de Etila:Metanol (100%)

&
<

27 Fracdes
| | | l
ETER - 10 RVE -9 ETER-11 RVE - 10
40 mg 138 mg 20 mg 8 mg
44 — 51 (E10)
93 mg
CCDP
Hexano:Acetato de Etila
) 8:2
| | ) 1 1
ETER - 12 ETER - 13 RVE — 14 RVE - 15
3mg 7mg 51 mg 12 mg
CCDP
Hexano:Acetato de Etila
7:3
I | |
RVE — 16 ETER- 14 ETER-15
3mg 7mg 11mg
52-65 (E11)
24 mg
CCDP
Hexano:Acetato de Etila
. 7:3
ETER-17

18 mg
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CCDP
Hexano:Acetato de Etila
1:1

(concluséo)
66 — 100 (E12)
45 mg
CCDP
Hexano:Acetato de Etila
. 6:4
RVE - 17 RVE - 18 RVE - 19
11 mg 10 mg 9mg

v

ETER-18
6 mg

Obs.: As substancias identificadas como éter estdo em processo de identificacdo e as identificadas
como RVE estdo armazenadas para futura identificacéo.

4.6.2 Fracionamento do Extrato de Acetato de Etila

Um grama do extrato bruto de acetato de etila foi submetido a fracionamento

cromatografico em coluna (2,5 cm de diametro) em silica gel 60 com 0,2 mm de

espessura, utilizando diferentes proporcoes (9:1, 8:2, ..., 1:9) de solventes em ordem

crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol,

obtendo-se 98 fracdes de = 20 mL cada. As fragOes foram secas, e posteriormente

analisadas por CCD, sendo as fracdes agrupadas (Figura 10) de acordo com o fator

de retencdo (R¢) apresentado e padrao de revelacédo frente a radiacdo ultravioleta

(254 e 365 nm) e iodo ressublimado.

As fragcdes em destaque azul foram purificadas e estdo em processo de

identificacdo (Figura 10 e Quadro 2) e as que ndo estdo destacadas foram

purificadas e armazenadas para futura identificacao.
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RAIZ DE CAPIM ANONNI-2
(Seca e moida)
164,562¢
1

EXTRATO BRUTO DE
ACETATO DE ETILA

2,596¢
1

CROMATOGRAFIA
EM COLUNA

lg
1

98 FRACOES

1-17 (A1) 26-30(A3) 34-37(AS5) 41-42 (A7) 47-53(A9) 72-74 (A11) | 78-84 (A13)
24mg 20mg 19mg 96 mg 141mg 132mg 22mg
18-25(A2) 31-33(A4) I 38-40 (A6) 43-46(A8) 54-71(A10) 75-77 (A12) || |/ 85-98 (A14)
58mg 17mg 158 mg 127 mg 140 mg 8mg 24 mg

|-

Figura 10 - Agrupamento das fragcdes provenientes do extrato bruto de acetato de etila.

No quadro a seguir esta sendo demonstrado o processo realizado para
purificacédo das fracbes em destaque azul no fluxograma na figura 10.

Quadro 2 - Fluxogramas das frac@es purificadas do extrato bruto de acetato de etila.

31-33 (A4) 7577 (A12)
26 — 30 (A3) 17 mg 8 mg
20 mg
ACETATO -2 ACETATO - 3 ACETATO - 4
20mg 17mg 8mg
85-98 (A14)
78 — 84 (A13) 24 mg
22mg
CCDP
Acetato de Etila:Metanol
. 1:9
ACETATO-5
22mg ACETATO -6 ACETATO -7
13 mg 8 mg

Obs.: As substéancias identificadas como acetato estdo em processo de identificacéo.
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4.6.3 Fracionamento do Extrato de Metanol

O extrato bruto de metanol (650 mg), foi submetido a fracionamento
cromatografico em coluna (2,5 cm de didametro) em sephadex, utilizando diferentes
proporcdes de agua destilada e metanol, obtendo-se 176 fracfes de + 4 mL cada. As
fracOes foram secas, com circulacéo de ar a temperatura ambiente, e posteriormente
analisadas por CCD, sendo as fracdes agrupadas (Figura 11) de acordo com o fator
de retencdo (Ry) apresentado e padrdo de revelacdo frente a radiacdo ultravioleta
(254 e 365 nm) e iodo ressublimado.

A fracdo em destaque vermelho na figura 11 est4d sendo proposta a
estrutura, as em destaque azul foram purificadas e estdo em processo de
identificacdo (Quadro 3) e as que nao estdo destacadas foram purificadas e

armazenadas para futura identificacéo.

RAIZ DE CAPIM ANONNI-2
SECAE MOIDA

164,562 g
|

EXTRATO BRUTO
DE METANOL

1,574g
|
CROMATOGRAFIA

EM COLUNA
700 mg
T
176 FRACOES
1-43(M1) | 80-91(M3) 98-99 (M5) 106-122(M7) 168- 176(M9).
161 mg 26mg 14 mg 180mg 1mg

44-79 (M2) | 91-97(M4) 100-105(M6}. 123-167(M8)
67 mg 25mg 39mg 131mg

Figura 11 - Agrupamento das fracdes provenientes do extrato bruto de metanol.

No quadro a seguir estd sendo demonstrado o processo realizado para

purificacédo das fracbes em destaque azul no fluxograma na figura 11.
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Quadro 3 - Fluxogramas das fragfes purificadas do estrato bruto de metanol.

80— 91 (M3) 91 -97 (M4)
26 mg 25mg
CCDP CCDP
Acetato de Etila:Metanol Acetato de Etila:Metanol
B 3:7 B 3:7
METANOL -2 METANOL -3 METANOL -4 METANOL -5
13 mg 9mg 7 mg 16 mg

Obs.: As substancias identificadas como metanol estdo em processo de identificacéo.

4.7 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Os compostos isolados foram identificados por meio de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e Carbono (RMN de 13¢), utilizando
0s espectrometros AC-200 ou Advance-400 (Bruker), operando respectivamente a
200 e 400 MHz para hidrogénio e 50 e 100 MHz para carbono, sendo estas analises
realizados no Departamento de Quimica da UFPR. Para a realizacdo das analises,
as amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (99,8%) (Aldrich) e como
padrdao de referéncia foi utilizando tetrametilsilano (TMS). Também utilizou-se
CG/EM, usando cromatografo gasoso (Varian 431-CG) acoplado a espectrémetro de
massas (Varian 210-MS) nas seguintes condi¢des: coluna VF-5ms (30m x 0,25mm X
0,25um), temperatura de injecdo 250 °C, rampa de aquecimento 60 °C - 3 °C/min -
240 °C, gés hélio e fluxo de 1 mL/min.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLETA E PREPARO DA RAIZ DE CAPIM ANNONI-2 (Eragrostis plana Nees)

O Capim Anonni-2 (Eragrostis plana Nees) foi coletado de uma éarea
infestada no campo experimental do curso de Agronomia da UTFPR — campus Pato
Branco (Figura 12) na estagdo do verdo, isto, devido a estudos anteriores que
compararam o efeito alelopatico desta planta com extratos de verdo e inverno,
obtendo-se melhores resultados com os extratos preparados a partir da coleta desta
na estacao do verdo (DALBOSCO, 2013).

Figura 12 - Area de coleta do Capim Annoni-2 - campo experimental do curso de
Agronomia da UTFPR - campus Pato Branco.

Apos a coleta separou-se a planta em raiz, folha e sementes, sendo estes
dois ultimos armazenados para estudos futuros, e as raizes lavadas, secas (Figura
13) e moidas (Figura 14).
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Figura 13 - Secagem das raizes de Capim Figura 14 - Moagem das raizes secas de
Annoni-2 (E. plana Nees). Capim Annoni-2 (E. plana Nees).

Posterior as raizes foram utilizados no preparo dos extratos brutos.

5.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos obtidos por meio da extracdo exaustiva a frio de 164
gramas de raizes de E. plana Nees, que foram posteriormente rota-evaporados
para completa remocédo dos solventes (Figura 15), renderam 1,98; 2,59 e 1,57
gramas de extrato bruto de éter de petroleo, acetato de etila e metanol,
respectivamente (Tabela 2).

Figura 15 - Extrato bruto de metanol sendo rota-evaporado.
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Tabela 2 - Rendimento dos extratos brutos.

Extrato bruto Massa seca (g9) Rendimento (%)
Eter de petrdleo 1,98 3,27
Acetato de etila 2,59 4,22

Metanol 1,57 2,59

5.3 INFRAVERMELHO

Os trés extratos brutos obtidos foram submetidos a anélise em infravermelho
(Figura 16) e posteriormente analisados estatisticamente, para comprovar as
diferencas e/ou semelhangas entre si, através da analise de componentes principais
(PCA) e andlise de agrupamento hierarquico (HCA) . Os espectros obtidos para os
extratos brutos de éter de petrdleo, acetato de etila e metanol podem ser observados

na figura 17.

Figura 16 - (a) Infravermelho, (b) suporte e placas de KBr e
(c) Interior do infravermelho com o suporte.

Os espectros no infravermelho foram divididos em quatro regides distintas, a
regido 1 na faixa de 4000 a 2500 cm™, a regi&o 2 de 2500 a 2000 cm™*, a regido 3 de
2000 a 1500 cm™ e a regido 4 na faixa abaixo de 1500 cm™, estas correspondentes
respectivamente a absorcgdes referentes a estiramentos de ligagdes simples de N, C
e O com H, triplas N=N e C=C, duplas de C com C, O e N, e ligacdes simples C-C,
C-0O, C-N e C-X (halogénio) (MCMURRY, 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).
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Figura 17 - Espectros no infra vermelho dos extratos brutos de éter de petréleo (em preto), acetato
de etila (em vermelho) e metanol (em azul).

Com base nesta subdivisdo, os espectros dos trés extratos analisados
apresentam-se semelhantes nas regides 1, 2 e 3 e distintos na regido 4 (picos em
evidéncia na figura 17). Desta forma os extratos apresentam na regido 1 absor¢des
correspondentes a vibracdes de deformacgdo axial de grupamento hidroxila (O-H)
entre 3600 e 3200 cm™, bandas de deformacéo axial C-H de arométicos entre 3000
e 3100 cm™, que coligadas a sinais na regido 4 entre 900 e 650 cm™ reforcam a
presenca destes compostos e bandas entre 3000 e 2760 cm™ correspondentes a
deformacg0Oes axiais de ligagbes C-H de grupamentos metila e metileno. Na regiao 2
eles apresentam absorcdo entre 2375 a 2250 cm™ provavel de estiramento de
ligacéo tripla C=C. Na regido 3 observa-se também em todos os extratos banda
entre 1850 e 1600 cm™ referente a ligacdes C=0. Finalmente observou-se na regido
4 absorcBes entre 1480 e 1000 cm™ correspondentes a deformacéo angular CH,
e/ou CH3; e deformacédo axial de ligacbes C=C e CH3-CO e bandas entre 1300 e
1000 cm™ frequentemente designadas a deformacéo axial C-O (MCMURRY, 2010;
SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Com os dados de infravermelho dos extratos brutos realizou-se a andlise

estatistica de PCA e HCA, a fim de comprovar estatisticamente a diferenca entre os
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extratos obtidos por meio de solventes com diferentes polaridades. Estas andlises
sdo consideradas andlises exploratorias, que visam evidenciar similaridades ou
diferencas entre amostras de um determinado conjunto de dados (SOUSA et al.,
2009; PANERO et al., 2006).

Os resultados da PCA geraram um grafico da primeira componente principal
versus a segunda (PC1 versus PC2) (Gréfico 1) o qual separou os dados espectrais
dos extratos brutos em trés grupos distintos. Ja os resultados da HCA séo
apresentados na forma de um dendrograma (Figura 18), o qual agrupou os extratos

em fungéo das suas similaridades.

100

Fator2 [27,4%)
L=1

=100 0 100
Fator 1(63,73%)

Grafico 1 - Gréfico resultante da analise de PCA, onde Fator 1 e 2 correspondem respectivamente a
PC1 e PC2, e RVE, RVA e RVM aos extratos brutos de éter de petroleo, acetato de etila e metanol
respectivamente.

Analisando-se o grafico da PCA pode-se constatar que as componentes
principais PC1 e PC2 descrevem 91,1% da variacao total dos dados originais, sendo
gue a primeira componente principal (PC1l) representa 63,7% enquanto que a
segunda componente principal (PC2) representa 27,4%, assim esta analise € mais
significativa segundo a PC1.

Também de acordo com a PC1 (63,7%) pode-se verificar que os extratos
brutos de éter de petroleo, acetato de etila e metanol apresentam diferencas entre si,
sendo mais especifico, ha uma certa similaridade entre o extrato de éter de petréleo

e acetato de etila e ambos se distanciam do extrato de metanol, isto provavelmente
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se deve a diferenca de polaridade dos solventes utilizados levando
conseqguentemente a extracdo de compostos mais apolares no caso do éter de
petréleo e mais polares no metanol, gerando assim bandas diferenciadas nos
espectros no infravermelho, principalmente na regiao 4, como pode ser observado
na figura 17.

Em relacdo a PC2 (27,4%) os dados se comportaram da mesma forma que
na PC1l, no entanto os extratos de acetato de etila e metanol apresentarem
similaridade entre si e ambos distanciaram-se do extrato de éter de petréleo. Através
desta analise conclui-se a diferenca significativa entre os extratos, principalmente
entre o de éter de petrdleo e de metanol, tanto pela PC1 quanto pela PC2, diferenca
ja esperada, em funcdo das polaridades distintas dos solventes em questao, ja o
extrato de acetato de etila, por ser extraido com um solvente de média polaridade,
apresenta semelhancas com os outros dois extratos em estudo dependendo da
analise pela PC1 (com o extrato de éter de petrdleo) ou PC2 (com o extrato de

metanol).

B

Figura 18 - Dendrograma resultante da analise de HCA, onde
RVE, RVA e RVM correspondem respectivamente aos extratos
brutos de éter de petréleo, acetato de etila e metanol.

Os resultados observados através da analise de PCA foram confirmados no
dendrograma obtido pela HCA (Figura 18), ou seja, é possivel observar a formacgao

de dois grupos distintos, um para o extrato bruto de éter de petrdleo e acetato de
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etila e outro para o extrato bruto de metanol, isto igual ao representado pela PC1 na
PCA (Gréfico 1), que é a componente principal que representa a maior parte dos
dados (63,7%).

5.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DOS EXTRATOS BRUTOS

5.4.1 Preparo das Solucdes e Determinacdo do Potencial Osmatico

Os testes alelopaticos foram realizados a partir de solugdes dos extratos
brutos concentrados, estas foram preparadas nas concentracdes de 600, 400 e 200
ppm, utilizando uma propor¢cdo em massa de extrato e Tween 80 de 1:1, para haver
a completa dissolucédo do extrato em agua destilada. Como branco foi utilizado agua
destilada, e como controle a proporcado 1:1 de maior massa (600 ppm) entre os
solventes utilizados nas extragdes e Tween 80 (Figura 19), para verificar a influéncia
ou ndo, destes nos testes alelopaticos, em caso positivo, poderia mascarar 0s

resultados reais gerados pelos extratos.

Figura 19 - Solugbes do extrato bruto de metanol, (a) 600 ppm, (b) 400 ppm, (c) 200 ppm
e (d) Controle (metanol + Tween).

Com estas solugdes de todos os extratos brutos foi realizado, anterior aos
testes alelopaticos, um ensaio para determinar o potencial osmético destes pelo

método de Schardakow, obtendo-se como resultado uma variagdo entre 0,000 a
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0,026 MPa para todas as solugfes testadas (Figura 20). De acordo com Rego et al.
(2007), somente potenciais osmoticos maiores que 0,600 MPa influenciaram a
germinacao da espécie Anadenanthera colubrina.

Assim, é possivel concluir que os potenciais osmoticos apresentados pelas
solugbes, dos extratos brutos e controle, ndo causou nenhum efeito osmoético
prejudicial, durante a realizagcdo dos bioensaios, nas espécies receptoras. Desta
forma, ndo houve influéncia nos resultados apresentados nos testes alelopaticos, o
gue poderia encobrir os efeitos reais dos extratos em estudo sobre as espécies

receptoras.

Figura 20 - Teste de Schardakow (método da gota): (a) colocando a gota
(10 pL) da solugéo a ser testada colorida com azul de metileno na solugéo
de glicose (0,001 mol/L), (b) exemplo de uma solu¢cdo em que a gota subiu
resultando em um potencial osmético menor que 0,026 MPa, (c) exemplo de
uma solucdo em que a gota ficou em equilibrio com a solucéo de glicose
resultando em um potencial osmético de 0,026 MPa.

5.4.2 Espécies Receptoras (Pré-analise)

Para a realizacdo dos testes alelopaticos, as sementes das espécies
receptoras utilizadas, leiteira (E. heterophylla) e corda de viola (l. grandifolia),
passaram por um processo de desinfeccdo e no caso da |. grandifolia pela quebra

de dorméncia (Figura 21).
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Figura 21 - (a) desinfeccdo das sementes de E. heterophylla, (b) quebra de
dorméncia das sementes de I. grandifolia, (c) e (d) sementes de E. heterophylla e
I. grandifolia, respectivamente, secas e prontas para andlise de germinagéo e/ou
germinagdo em caixas tipo Gerbox para analise de crescimento.

As sementes destinadas para analise de crescimento de hipocotilo e
radicula, ap6s desinfeccao e/ou quebra de dorméncia, foram germinadas durante 48

horas e posteriormente usadas para a realizacdo da analise (Figura 22).

Figura 22 - (a) sementes de |. grandifolia postas para germinar em caixas tipo Gerbox e
(b) sementes apds dois dias de germinacgéo.

5.4.3 Bioensaio de Germinacao
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O bioensaio foi realizado em triplicata, utilizando as solu¢des dos extratos
brutos nas concentracdes de 200, 400 e 600 ppm e branco e controle, sendo que foi
adicionado em cada placa de petri 5 mL destas (Figura 23), e a partir de entéo

apenas 1 mL de 4gua destilada a cada 24 horas.

Figura 23 - Inicio do teste de germinacao, (a) sementes de |. grandifolia e (b) sementes de
E. heterophylla.

As duas espécies receptoras foram monitoradas durante 8 dias, sendo que,
as sementes germinadas foram contadas diariamente, e no ultimo dia realizou-se a
contagem de sementes dormentes e mortas (Figura 24), e de plantulas normais,

anormais e mortas (Figura 25).

Figura 24 - Exemplos: (a) — sementes germinadas e - - - sementes
dormentes e (b) semente morta.



59

Figura 25 - Exemplo E. heterophylla: (a) plantula normal, (b) plantula
anormal e (c) plantula morta.
Os resultados podem ser observados nos quadros 4 e 5.
Quadro 4 - Resultados do bioensaio de germinagdo para a espécie receptora |. grandifolia.
© T § 5 § § @ @ 3
o %) o c 3 c c =] = =
a =} \% Q o [} (O] =1 = =
g | 3 2 E% 58 |E, |80 &2 |&,
o @ S » g o5 o g @€ |2 g Dg
c | g g $T|8E |28 |85 85 |8
‘0 s = o £ o 8 ° ° z ° < o
L = 3 ¢ £ g © @ Q Q Q
i 5 £§8 |5 £ £ 5 5
O z © z =z z zZ z
° Branco 7,67 2,33 0,00 7,67 0,00 0,00
()
© Controle 7,33 2,67 0,00 7,33 0,00 0,00
@ 200 3,33 2,67 4,00 1,67 1,33 0,33
[
& u 400 2,67 | 233 | 500 | 133 | 067 | 067
£ w 600 3,00 2,33 4,67 1,33 1,00 0,67
c
% m Branco 7,33 2,67 0,00 7,33 0,00 0,00
g E Controle 7,00 3,00 0,00 7,00 0,00 0,00
[
§_ 'g 200 4,00 3,00 3,00 1,33 1,67 0,33
Pl S 400 3,33 2,67 4,00 1,67 1,00 1,00
RS Q
i < 600 3,67 2,67 3,67 1,67 1,33 0,67
E Branco 7,33 2,67 0,00 7,33 0,00 0,00
S _ Controle 7,00 3,00 0,00 7,00 0,00 0,00
o
§ 200 4,33 2,67 3,00 2,00 1,33 1,00
[
= 400 5,67 2,67 2,00 3,00 2,00 0,67
600 5,00 3,00 2,00 2,33 1,67 1,00

Obs: Os dados apresentados sdo as médias dos valores das triplicatas do 8° dia do bioensaio.
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Quadro 5 - Resultados do bioensaio de germinagéo para a espécie receptora E. Heterophylla.
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©
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o
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Obs: Os dados apresentados s&o as médias dos valores das triplicatas do 8° dia do bioensaio.

Os dados em destaque (em negrito) nos quadros 4 e 5 representam o0s
melhores resultados para as variaveis avaliadas dentre todos os extratos para o
bioensaio de germinacédo com as espécies receptoras |. grandifolia e E. heterophylla,
respectivamente. Através destes resultados pode-se dizer qualitativamente
avaliando as sementes germinadas, principal variavel do bioensaio, que o melhor
tratamento para a espécie receptora I. grandifolia é frente ao extrato bruto de éter de
petréleo na concentracdo de 400 ppm, ja para a espécie receptora E. heterophylla
0s extratos brutos de acetato de etila e metanol, ambos a 600 ppm, foram os que

apresentaram os melhores resultados.
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A partir destes dados, calculou-se as variaveis TMG, VMG e PG (Quadro 6 e
7), que foram avaliadas estatisticamente em relacdo as concentracdes das solucdes

de todos os extratos brutos e espécies receptoras utilizadas.

Quadro 6 - Resultados das variaveis TMG, VMG e PG para a espécie receptora

I. grandifolia.
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600 3,46 0,29 50,0

Obs: Os dados apresentados séo as médias dos valores das triplicatas.



62

Quadro 7 - Resultados das variaveis TMG, VMG e PG para a espécie receptora
E. heterophylla.
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Obs: Os dados apresentados séo as médias dos valores das triplicatas.

Os dados em destague (em negrito) nos quadros 6 e 7 representam 0sS
melhores resultados dentre todos 0s extratos para as quatro variaveis avaliadas com
as espécies receptoras |. grandifolia e E. heterophylla, respectivamente. Atraves
destes resultados pode-se dizer qualitativamente que os melhores tratamentos para
a especie receptora I. grandifolia € frente ao extrato bruto de éter de petréleo e
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acetato de etila, ambos na concentracdo de 400 ppm, ja para a espécie receptora E.
heterophylla o extrato bruto de acetato de etila na concentracdo de 600 ppm, foi o
gue apresentou melhores resultados, com destaque também para a concentracao de
600 ppm dos outros dois extratos brutos.

Estatisticamente os resultados da analise de variancia para I. grandifolia e E.
heterophylla ndo apresentaram interacéo tripla significativa entre os tratamentos
avaliados, espécie receptora vs. extrato vs. concentracdo, pois de acordo com o
teste F as médias dos extratos brutos de éter de petréleo, acetato de etila e metanol
sao estatisticamente iguais, assim o efeito do potencial alelopatico dependente das

espécies receptoras e concentracdes utilizadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Resumo da ANOVA para as variaveis tempo médio de germinacdo (TMG), velocidade
média de germinacdo (VMG) e porcentagem de germinacdo (PG), plantulas normais (PPN) e
sementes dormentes (PSD).

Quadrado médio (QM)

Fontes de Variagdo GL

T™MG? VMG pG? pPNP PSD
Espécie (A) 1 00274  00019™  26898* 16,869  111,11™
Extrato (B) 2 0,0058"  00004"  85446™ 04983  130,00™
Concentracgéo (C) 4 13,193** 1,5201* 576,10** 131,31** 29,44ons
AxB 2 0,0777"° 00047 44,425+ 3,5981*  7,7700™
AXC 4 0,0061" 00022 33756 46883  27700"
BxC 8 0,2024%** 0,0061* 6,4976"°  0,6909"°  3,6110™
AXBxC 8  0020"™  00013"™  78840"  1,0074™  11,04"
Residuo 60 0,0482 0,0029 4,5503 0,5220 66,66
Total 89 0,6548 0,0712 35,082 6,8985 52,13

% estimados a partir de dados transformados por Box-Cox.
P estimados a partir de dados transformados por /(x + 1).
* p<0,05, ** p<0,01 e ns p>0,05 pelo teste F.

A variavel PSD néo apresentou diferenca estatistica significativa dentre
todos os ensaios realizados, o que prova a homogeneidade das sementes utilizadas
no boiensaio, independente da espécie receptora.

Para a variavel PG, principal resultado deste bioensaio, houve diferenca

estatistica significativa entre as espécies e concentracdes utilizadas, e na interacéo
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espécie vs. extrato (Gréfico 2) e espécie vs. concentracdo (Grafico 3). Assim, para a
interacdo espécie vs. extrato, observa-se que ao final do oitavo dias de experimento,
para a espécie receptora |. grandifolia os extratos mais efetivos sobre a inibicdo do
processo germinativo foram o de éter de petrdleo e acetato de etila, os quais sédo
estatisticamente iguais. Estes, reduziram as porcentagens de sementes germinadas
de 75% para 33,3%, inibindo cerca de 55,6% da germinacéao (Grafico 2).

A espécie receptora E. heterophylla foi mais afetada pela aplicacdo dos
extratos de acetato de etila e metanol, os quais foram considerados iguais pela
andlise estatistica, havendo uma reducgdo drastica na porcentagem de sementes
germinadas de 70,0% para 17,2%, inibindo em média 75,4% da germinacao (Gréfico
2). Desta forma, a germinacdo da espécie receptora E. heterophylla é mais
suscetivel ao efeito alelopatico do Capim Annoni-2 (E. plana Nees), destacando-se

0s extratos de acetato de etila e metanol.

60
E /. grandifolia i
50 { | = E. heterophylla
40 - o
9
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Grafico 2 - Porcentagem de Germinacdo (PG) avaliando a
interacdo Espécie vs. Extrato. As colunas seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

A interacdo concentracdo vs. espécie, prova que o efeito alelopatico sobre a
germinacdo de ambas as espécies receptoras ocorre realmente por parte dos
extratos aplicados, independente da concentracdo utilizada, ja que estatisticamente

as medias do branco e do controle s&o iguais (Tabela 3 e Grafico 3). Observa-se
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também, que ndo héa influéncia da concentracdo na germinacédo da Il. grandifolia e E.
heterophylla, pois, para as duas espécies receptoras as concentracées de 200, 400
e 600 ppm também sdo consideradas iguais. Desta forma a Unica diferenca
significativa ocorre entre as espécies utilizadas, sendo a E. heterophylla a mais
afetada, independente da concentracdo ou extrato utilizado, como citado
anteriormente (Gréfico 3). Assim, devido a sua sensibilidade, a espécie E.

Heterophylla pode ser recomendada para estudos de fitotoxicidade com extratos de

plantas.
80
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Grafico 3 - Porcentagem de Germinacdo (PG) avaliando a
interag8o Espécie vs. Concentracdo. As colunas seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

O processo de germinacao das sementes utilizadas no bioensaio foi avaliado
cineticamente por meio do célculo do TMG e VMG (FERREIRA; BORGHETTI,
2004). A variavel TMG apresentou interacdo significativa extrato vs. concentracao,
sendo o branco e o controle considerados iguais independente da espécie ou extrato
aplicado (Tabela 3 e Gréfico 4). Desta forma os solventes (éter de petrdleo, acetato
de etila e metanol) ndo influenciaram no aumento do TMG, sendo este efeito
realmente causado pelos compostos alelopaticos dos extratos utilizados.

De acordo com a analise estatistica os extratos de éter de petroleo e acetato

de etila, nas concentracdes de 400 e 600 ppm, foram os que mais influenciaram no
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aumento do TMG, de 1,24 dias para 4,52 dias, comparando-se com o branco, ou
seja, um aumento de 264,5% (Grafico 4), assim os aleloquimicos presentes nos
extratos de éter de petréleo e acetato de etila praticamente triplicaram o TMG das
duas espécies receptoras utilizadas neste estudo, destacando-se que quanto maior

o0 TMG, maior sera o periodo necessario para que um grupo de sementes germine.

B Fter de Petroleo C cd: &
1 Acetato de Etila C
| Metanol

b b

Branco Controle 200 400 600

Concentracao (ppm)

Gréfico 4 - Tempo Médio de Germinacao (TMG) avaliando a
interacdo Extrato vs. Concentracdo. As colunas seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A VMG caracteriza-se como o inverso do TMG, ou seja, ela expressa o
namero de sementes que sdo germinadas por dia (FERREIRA; BORGHETTI, 2004).
Estatisticamente as médias da VMG das duas espécies receptoras utilizadas no
bioensaio sdo iguais, mas houve uma interacdo significativa entre extrato vs.
concentracdo (Tabela 3 e Grafico 5). Esta interacdo demonstrou que os extratos de
éter de petroleo e acetato de etila sdo estatisticamente iguais e que, independente
da concentracdo, eles sdo os que mais contribuem para a diminuicdo da VMG, em
média 66,7% menor quando comparada com o branco, passando de 0,81
sementes/dia para 0,27 sementes/dia. Esta diminuicdo € realmente causada pelos

extratos, pois ndo houve diferenca estatistica significativa entre as médias do branco

e controle (Gréfico 5).
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Grafico 5 - Velocidade Média de Germinacédo (VMG) avaliando a
interacdo Extrato vs. Concentracdo. As colunas seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Outro fator importante a ser considerado, € o fato dos extratos causarem
deformidades e mortes nas plantulas que germinaram durante o bioensaio,
influenciando assim no desenvolvimento destas. Estatisticamente foi avaliado a
PPN, sendo que esta variavel apresentou interacdo significativa entre espécie vs.
extrato e espécie vs. concentracdo (Tabela 3). Assim, o tratamento que apresentou
a menor PPN foi considerado o melhor, pois este foi 0 que causou mais
deformidades e/ou mortes de plantulas.

Analisando a interacdo espécie vs. extrato, pode-se dizer que a espécie
receptora E. heterophylla foi mais prejudicada do que a espécie |. grandyphollia,
destacando-se o0s extratos de acetato de etila e metanol, considerados
estatisticamente iguais e com média de 67,7% de plantulas com deformidades e/ou
mortas (Grafico 6). Para a interacdo espécie vs. concentracdo, o melhor resultado foi
obtido com a concentragcdo de 600 ppm, independente do extrato aplicado, e a
espécie receptora mais sensivel também foi a E. heterophylla, resultando em uma
média de 96,7% de plantulas com deformidades e/ou mortas. Sendo que estes
efeitos prejudiciais ndo foram causados pelos solventes utilizados, pois as médias

do branco e do controle foram consideradas estatisticamente iguais (Gréfico 7).
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Gréfico 6 - Porcentagem de Plantulas Normais (PPN) avaliando a
interacdo Espécie vs. Extrato. As colunas seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Grafico 7 - Porcentagem de Plantulas Normais (PPN) avaliando a
interacdo Espécie vs. Concentracdo. As colunas seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Através deste bioensaio pode-se constatar que 0s extratos de éter de
petréleo e acetato de etila, independente da concentracdo utilizada, afetam
principalmente a cinética do processo de germinacao, isto igualmente para as duas
espécies receptoras empregadas neste estudo. Quanto a inibicdo da germinacédo a
espécie receptora E. heterophylla, se demonstrou mais suscetivel que a I.
grandyphollia, principalmente frente ao extrato de metanol, independente da
concentracdo utilizada. O extrato de metanol também foi 0 que mais causou
deformidades e/ou mortes de plantulas, sendo novamente a espécie E. heterophylla
a mais afetada.

As diferencas de sensibilidade entre espécies receptoras Sdo comuns em
estudos alelopaticos, isto devido aos diferentes mecanismos de absorcéo,
translocacao e sitio ativo dos compostos alelopaticos presentes nos érgaos e tecidos
vegetais destas, podendo esta sensibilidade ser alterada de acordo com a
concentracdo destes compostos alelopéticos, condicdes ambientais e estadio de
desenvolvimento da planta (WEIR et al., 2004).

As alteracbes que ocorrem nos processos germinativos indicam mudancas
nas rotas metabdlicas, alterando assim o processo de desenvolvimento do embrido
da espécie receptora (FERREIRA; AQUILA, 2000), resultando em mudancas na
permeabilidade de membranas, transcricdo e traducdo do DNA, respiracdo celular
etc. (FERREIRA; BORGUETTI, 2004). Para que os compostos alelopaticos sejam
efetivos nas espécies receptoras, € preciso que estes sejam absorvidos em
concentracdes aceitaveis para atuarem sobre o metabolismo destas.

Assim, a germinacdo da espécie receptora |. grandifolia pode ter sido menos
comprometida, em relacdo a E. heterophylla, devido as suas caracteristicas rusticas,
sendo ela conhecida por sua tolerancia a alguns herbicidas, dentre eles o glifosato
(MONQUERO et al., 2004; RAMIRES et al., 2010).
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5.4.4 Bioensaio de Crescimento de Radicula e Hipocétilo

O bioensaio foi realizado em triplicata, utilizando as solu¢des dos extratos
brutos nas concentracdes de 200, 400 e 600 ppm e branco e controle, sendo que foi

adicionado em cada placa de petri 5 mL destas (Figura 26), e a partir de entdo

apenas 1 mL de agua destilada a cada 24 horas.

Figura 26 - Inicio do teste de crescimento, (a) sementes pré-germinadas de |. grandifolia e
(b) sementes pré-germinadas de E. heterophylla.

O alongamento da radicula e do hipocétilo das duas espécies receptoras

foram monitorados durante 8 dias, sendo estes medidos diariamente, e no oitavo dia

realizou-se a contagem de plantulas mortas (PM) (Figura 27).

Figura 27 - Exemplos de plantulas mortas: (a) |. grandifolia e (b) E. heterophylla.

Os resultados podem ser observados nos quadros 8 e 9.



Quadro 8 - Resultados do 8° dia de experimento das variaveis Comprimento da
Radicula, Comprimento do Hipocdtilo e Plantulas Mortas (PM%) para a espécie
receptora I. grandifolia.
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Obs: Os dados apresentados séo as médias dos valores das triplicatas.




Quadro 9 - Resultados do 8° dia de experimento das variaveis Comprimento da
Radicula, Comprimento do Hipocoétilo e Plantulas Mortas (PM%) para a espécie
receptora E. heterophylla.
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Obs: Os dados apresentados séo as médias dos valores das triplicatas.
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Os dados em destaque nos quadros 5 e 6 representam qualitativamente os
melhores resultados dentre todos os extratos para as trés variaveis avaliadas com
as especies receptoras |. grandifolia e E. heterophylla, respectivamente.

Estatisticamente as varidveis Comprimento de Radicula e Hipocotilo
apresentaram interacao tripla significativa entre os tratamentos avaliados, espécie
receptora vs. extrato vs. concentragdo, aliada a falta de normalidade. Assim, optou-
se por analisar o efeito dos extratos e concentracfes isoladamente dentro de cada
espécie receptora (Tabela 4 e 5), facilitando a interpretacdo estatistica e tornando os

dados normais sem necessidade de transformacao.

Tabela 4 - Resumo da ANOVA para as variaveis Comprimento de Radicula, Hipocétilo e
Porcentagem de Plantulas Mortas (PM) para o 8° dia do bioensaio em I. grandifolia.

Quadrado médio (QM)

Fontes de Variagéo GL

Comprimento  Comprimento b
da Radicula do Hipocétilo PM
Extrato (B) 2 196,03* 282,90** 0,828"°
Concentracio (C) 4 2050,71* 3795,40% 111,14*
BxC 8 82,67 28,80* 1,358™
Residuo 30 7,680 10,30 0,972
CV(%) 7,800 6,850 20,52

b estimados a partir de dados transformados por /(x + 1).
* p<0,05, ** p<0,01 e "° p>0,05 pelo teste F.

Tabela 5 - Resumo da ANOVA para as variaveis Comprimento de Radicula, Hipocétilo e
Porcentagem de Plantulas Mortas (PM) para o 8° dia do bioensaio em E. heterophylla.

Quadrado médio (QM)

Fontes de Variagdo GL Comprimento Comprimento do b
da Radicula Hipocétilo PM
Extrato (B) 2 146,01* 204,10% 2.219"°
Concentracgéo (C) 4 1500,5** 2787,28** 105,14
BxC 8 471,53+ 277,15 0,079™
Residuo 30 14,50 23,10 1,853
CV(%) 9,340 9,50 28,9

b estimados a partir de dados transformados por /(x + 1).
* p<0,05, ** p<0,01 e ns p>0,05 pelo teste F.
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Para a espécie receptora |. grandifolia a varidvel Comprimento da Radicula
apresentou diferenca estatistica significativa para os extratos, concentracdo e para a
interacdo extrato vs. concentracdo (Tabela 4). Assim, para a interacdo extrato vs.
concentracéo, observa-se que ao final do oitavo dia de experimento, 0s extratos
mais efetivos sobre a inibicdo do crescimento da radicula foram o de éter de petréleo
a 600 ppm e acetato de etila em todas as concentracdes, sendo estes tratamentos
considerados estatisticamente iguais (Grafico 8). Estes, reduziram em média a
radicula das plantulas de 54,37mm para 18,33mm, uma diminuicdo de 66,3% do
comprimento, quando comparado com o branco do tratamento com acetato de etila.
Esta interacdo extrato vs. concentracdo, prova que para 0s extratos de éter de
petréleo e acetato de etila o efeito alelopatico sobre a radicula é realmente por parte
dos aleloguimicos presentes nos extratos aplicados, ja que estatisticamente as
meédias do branco e do controle sdo iguais (Grafico 8).
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Grafico 8 - Comprimento da Radicula (mm) avaliando a Interacéo
Extrato vs. Concentracdo para a . grandifolia. As colunas seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A variavel para a medida do hipocétilo também apresentou diferenca
estatistica significativa para os extratos, concentracao e para a interacao extrato vs.
concentracédo (Tabela 4). Deste modo, o extrato mais eficaz sobre a inibicdo do

crescimento do hipocatilo foi o de éter de petrdleo a 400 e 600 ppm, sendo as duas
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concentragbes consideradas iguais estatisticamente (Grafico 9). O hipocotilo teve
uma diminuicdo em média de 65,5%, passando de 67,34mm para 23,22mm, quando
comparado com o branco.

Da mesma forma que para o comprimento da radicula, a reducdo do
comprimento do hipocétilo também ocorreu devido a acdo dos compostos
alelopaticos, ndo havendo interferéncia dos solventes de éter de petréleo e metanol
utilizados no preparo dos extratos de E. plana Nees, pois as médias do branco e do
controle foram consideradas estatisticamente iguais, a ndo ser por uma pequena

discrepancia no controle de acetato de etila (Grafico 9).
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Grafico 9 - Comprimento do Hipocétilo (mm) avaliando a interacao
Extrato vs. Concentrac@o para a |. grandifolia. As colunas seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Para este bioensaio também avaliou-se a mortalidade das plantulas, devido
a toxicidade dos aleloquimicos presentes nos extratos de E. plana Nees, por meio
do calculo de PM. Esta variavel apresentou diferenca estatistica a nivel de
concentracdo, sendo o branco e o controle considerados iguais independente do
extrato aplicado (Tabela 4 e Gréfico 10). Desta forma os solventes ndo influenciaram
na mortalidade das plantulas, sendo este efeito realmente causado pelos compostos

alelopaticos dos extratos utilizados.
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De acordo com a andlise estatistica as concentracfes de 200 e 600 ppm,
consideradas estatisticamente iguais e independente do extrato aplicado, sdo as
mais toxicas causando em média a morte de 61,1% das plantulas, comparado ao
branco que ndo causou a mortalidade de nenhuma plantula (Gréfico 10),
destacando-se que mesmo que uma plantula se desenvolva ha a probabilidade

desta morrer.
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Grafico 10 - Variavel PM (%) a nivel de concentracdo para |. grandifolia.
As colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A espécie receptora E. heterophylla seguiu o0 mesmo padrdo apresentado
pela I. grandifolia, com diferenca estatistica significativa entre as médias a nivel de
extrato, concentracdo e interacdo extrato vs. concentracdo, para as variaveis
Comprimento de Radicula e Hipocotilo, e diferengca quanto a concentracdo para a
variavel PM (Tabela 5).

Para a varidvel Comprimento da Radicula, observa-se no 8° dia de
bioensaio, que o extrato que mais inibiu 0 seu crescimento foi o de acetato de etila
em todas as concentracdes, ja que elas foram consideradas estatisticamente iguais
(Gréfico 11). O extrato de acetato de etila reduziu em média 63,6% do comprimento

da radicula, passando de 52,34mm para 19,06mm, em compara¢cao ao seu branco.
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Através da interacdo extrato vs. concentracdo, pode-se afirmar que para os
extratos de éter de petréleo e metanol, a diminuicdo da radicula ocorre por parte dos
compostos alelopaticos presentes nestes, pois a média do branco e do controle sao
estatisticamente iguais, menos para o controle de acetato de etila, porém ainda que
haja alguma interferéncia por parte do solvente, o efeito alelopatico se deve

principalmente a agdo dos aleloquimicos extraidos da E. plana Nees (Grafico 11).
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Gréfico 11 - Comprimento da Radicula (mm) avaliando a interacéo
Extrato vs. Concentracdo para a E. heterophylla. As colunas
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si significativamente ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Para a variavel Comprimento do Hipocdétilo, o extrato que causou a sua
maior inibicdo foi o de acetato de etila a 600 ppm (Grafico 12). O hipocoétilo
apresentou em meédia uma reducdo de 66,48mm para 18,59mm, ou seja, 72% a
menos que a média do branco. Igualmente a variavel Radicula, a inibicdo do
crescimento do hipocaétilo aconteceu por parte dos aleloquimicos presentes nos
extratos, ndo ocorrendo intervengcdo dos solventes neste efeito alelopatico, com
excecdo do controle de acetato de etila que apresentou uma pequena variagao
(Gréfico 12).



78

100 .
EE Eter de Petroleo
‘E [ Acetato de Etila
E go- d & Metanol
= ad al |a
e al |a
g o0
T f f
-
P c
£ 404 ber ¢ c
@
E b
3 e
£ 20 -
0

Branco Controle 200 400 600

Concentragao (ppm)

Grafico 12 - Comprimento do Hipocétilo (mm) avaliando a interacédo
Extrato vs. Concentracdo para a E. heterophylla. As colunas seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si significativamente ao nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Quanto a mortalidade das plantulas representada pela variavel PM, a analise
estatistica mostrou o0 mesmo resultado observado para a espécie receptora |I.
grandifolia, onde as concentracbes de 200 e 600 ppm, consideradas iguais e
independentemente do extrato aplicado, sdo as mais tdxicas ocasionando em média
59,6% de mortes de plantulas, quando comparado com branco que ndo causou a

morte de nenhuma plantula (Grafico 13).
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Grafico 13 - Variavel PM (%) a nivel de concentracdo para E.
heterophylla. As colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Através deste bioensaio pode-se constatar que o extrato de metanol € o que
menos afeta as variaveis Radicula, Hipocotilo e PM, isto para ambas as espécies
receptoras escolhidas para este estudo, sendo este resultado o oposto do que foi
observado para o bioensaio de germinacgéo, j& que para este o extrato de metanol foi
0 que apresentou o melhor resultado quanto a inibicdo da germinacao de sementes.

Mesmo para os tratamentos menos eficazes contra a inibicdo da radicula e
do hipocétilo, qualquer diminuicdo € favoravel, pois estas reducfes prejudicam a
capacidade de competicdo das plantas daninhas, auxiliando desta forma o
desenvolvimento das plantas de interesse econémico (SOUZA FILHO et al., 1997).

No decorrer de todos os bioensaios verificou-se a ocorréncia de diversas
anomalias nas sementes e plantulas das espécies receptoras |. grandifolia e E.
heterophylla, em comparacdo com 0s seus Brancos tratados apenas com agua
destilada. Assim observaram-se danificagcbes nas raizes primarias, que se
desenvolveram menos e de forma mais fina, apresentando posteriormente oxidacéo
da coifa (necrose da radicula) (Figura 28 (a) e (d)), indicando desta forma a acéo de
compostos téxicos presentes nos extratos de E. plana Nees. Algumas plantulas

também ndo desenvolveram raizes laterais, o contrario do apresentado pelas



80

tratadas apenas com agua destilada. Os hipocétilos de ambas as espécies
receptoras utilizadas neste estudo foram afetados, também apresentando oxidagcao
(Figura 28 (b), (c) e (d)), isto posteriormente a oxidacdo da coifa. Também foi
observada uma reducdo no desenvolvimento das folhas das plantulas,
principalmente para a espécie receptora E. heterophylla, além de ocorrer oxidacao

(Figura 28 (b) e (e)), da mesma forma que para a radicula e hipocaotilo.

Figura 28 - Exemplos da anomalias ocorridas durante os bioensaios: (a) oxidacao (necrose)
da radicula, (b) mal desenvolvimento das folhas, (c) oxidagdo do hipocétilo, (d) oxidacao da
radicula e hipocdétilo e (e) oxidagdo das folhas.

7

A interferéncia no desenvolvimento da radicula, € um dos principais
indicadores do efeito alelopatico apresentados por extratos de plantas. Isto devido
ao fato do contato direto das raizes com as substancias alelopaticas presentes nos
extratos em estudo, facilitando assim a absorcao e acao destas durante a fase inicial
de desenvolvimento, interferindo desta forma diretamente na divisdo celular das
plantulas, prejudicando o seu desenvolvimento (SOUZA FILHO et al.,, 1997;
FERREIRA; AQUILA, 2000).

De acordo com Rice (1984) as substancias mais polares, dentre elas os

compostos fendlicos, correspondem a uma parcela de produtos naturais onde se
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encontram a maioria das substancias com potenciais alelopaticos, estando esta
declaracdo de acordo com os resultados obtidos neste estudo, sendo que o extrato
de metanol foi o que mais inibiu a germinacdo da espécie receptora E. heterophylla,
esta a mais afetada no bioensaio de germinagao.

Na literatura encontraram-se poucos estudos referentes ao potencial
alelopatico do Capim Annoni-2 (E. plana Nees). O mais relevante obtive como
resultado a partir de extratos aquosos de E. plana Nees uma inibicdo na
germinacao de aveia preta (Avena strigosa) em 49,1% (extrato bruto de folhas +
raizes) (PERTILE, 2014).

5.5 FRACIONAMENTO DO EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos foram fracionados e purificados através de cromatografia
em coluna (CC) (Figura 29 (a), (b), (c), (d) e (e)), cromatografia em camada delgada
(CCD) (Figura 29 (f) e (g)) e cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
utiizando como reveladores cadmara de iodo ressublimado e radiacdo de luz

ultravioleta, nos comprimentos de onda 254 e 365 nm (Figura 29 (f) e (g)).

9 5 € D @ T

=) = al
Figura 29 - (a) Fracionamento do extrato de éter de petroleo, (b) e (c) acetato de etila e (d) metanol,

(e) fragBes obtidas do extrato de éter de petrdleo, (f) e (g) revelagdo da CCD por UV no comprimento
de onda 254 e 365 nm, respectivamente.

5.5.1 Substancias Identificadas do Extrato Bruto de Eter de Petroleo
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A amostra RVE - 2 (5 mg), proveniente da fracdo E4, de aspecto oleoso
(amarelo), inicialmente foi submetida & analise por RMN'H, sendo as absorcées
observadas (Figura 31) semelhantes as apresentadas pela substancia 3,20-di-
hidroxi-ent-1(10) 15-rosadieno (Figura 30 e Tabela 6) (WANG, 2013).

19H H
A~ a15=20
13 <
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Figura 30 - (a) Estrutura da 3,20-di-hidroxi-ent-1(10) 15-rosadieno e (b) Numeracg&o dos carbonos.

Tabela 6 - Comparacgéo das absor¢g8es experimentais com dados da literatura. (continua)
1 1
Posicao RMN"RVE -2 RMN! Literatura RMN"RVE - 2
ETER-1 ETER -2

1 6,07 (1H, dd) 548 (1 H,1) 5,44 (1H, d)

2 2,34 (1H, dddd), 2,01 (1H, m) 2,37 (1H, dddd), 1,96 (1H, m) 5,33 (1H, dd)

3 3,05 (1H, s largo) 3,52 (1H, dd) 5,05 (1H, dd)

5 2,11 (1H, m) 2,20 (1H, m) 2,11 (1H, m)

6 1,33 (1H, m), 1,75 (1H, m), 1,33 (1H, m),
1,77 (1H, m) 1,31 (1H, m) 1,77 (1H, m)

. 1,60 (1H, m), 1,65 (1H, m), 1,60 (1H, m),
1,26 (1H, m) 1,26 (1H, m) 1,26 (1H, m)

(concluséao)
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11

12

14

15

16

17

18

19

20

1,99 (1H, m)

2,09 (1H, m),
1,24 (1H, m)

1,43 (1H, m),
1,29 (1H, m)

0,94 (1H, m),
0,85 (1H, m)

5,82 (1H, dd)

5,05 (1H, dd),
5,33 (1H, dd)

1,05 (3H, s)

1,07(3H, s)

1,02 (3H, s)

4,71 (1H, d),
3,66 (1H, d)

1,92 (1H, m)

2,09 (1H, m),
1,22 (1H, m)

1,55 (1H, m),
1,27 (1H, m)

1,21 (1H, m),
1,19 (1H, m)

5,82 (1H, dd)

4,91 (1H, dd),
4,85 (1H, dd)

1,1 (3H, )

1,03 (3H, s)

0,68 (3H, s)

3,80 (1H, d),
3,28 (1H, d)

2,00 (1H, m)

2,09 (1H, m),
1,24 (1H, m)

1,43 (1H, m),
1,29 (1H, m)

0,94 (1H, m),
0,85 (1H, m)

5,82 (1H, dd)

5,05 (1H, dd),
5,33 (1H, dd)

1,05 (3H, s)

1,07(3H, s)

1,02 (3H, s)

4,71 (1H, d),
3,66 (1H, d)

Fonte: WANG, 2013.
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Figura 31 - Espectro de RMN de 'H da amostra RVE - 2.
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Observa-se discrepancia apenas no sinal do H-1, segundo a literatura,
55,48 (1 H; t) e, no espectro de RMN *H obtido da substancia RVE-2, § 6,07 (1H,
dd), observando-se a estrutura da substancia proposta, na figura 33, observa-se que
0 H-1 acopla com dois atomos de hidrogénio na posicdo 2 (6 2,37, 6 1,99),
pertencentes a um anel de seis membros e, que portanto podem assumir as
posicdes pseudo axial e pseudo equatorial, originando um duplo dupleto. Portanto a
amostra RVE-2 esta sendo proposta como sendo a 3,20-di-hidroxi-ent-1(10) 15-

rosadieno, um diterpeno de férmula molecular C,oH3,0,.

5.5.4 Estrutura Proposta para Substancia Isolada do Extrato de Metanol

Através da fracdo M5 (14 mg) do extrato bruto de metanol, foi obtido a
substancia METANOL - 1 (14 mg), sendo sua estrutura proposta baseada em dados
de RMN 'H relatados na literatura (ANDREI, 2002), para a rotenona (Figura 32).
Esta substancia ainda estd em analise, aguardando os dados espectrais de RMN

13¢, além de bidimensionais.

CH,

CH,

@)
@)

METANOL - 1 (M5)

OMe
Rotenona OMe

Figura 32 - Comparagé&o da estrutura proposta para METANOL - 1 com a rotenona.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

No estudo do potencial alelopatico da E. plana Nees, constatou-se que 0s
extratos brutos de éter de petroleo e acetato de etila afetam principalmente a
cinética do processo de germinacao, retardando o inicio da germinacao e diminuindo
0 numero de sementes germinadas por dia. Quanto a inibicdo da germinacdo o
extrato bruto de metanol foi 0 que se apresentou mais eficaz, sendo que este
também foi o que mais causou deformidades e/ou mortes de plantulas. Entre as
duas espécies receptoras utilizadas a E. heterophylla foi mais afetada que a I.
grandifolia, sendo desta forma mais suscetivel aos aleloquimicos presentes na E.
plana Nees. Quanto a avaliacdo da inibicdo do crescimento da radicula e hipocétilo,
0 oposto foi observado, sendo o extrato bruto de metanol o que menos afetou estas
duas variaveis. Devido a sua sensibilidade a espécie E. heterophylla pode ser
recomendada para estudos de fitotoxicidade de extratos de plantas.

Até o presente momento, por meio do estudo fitoquimico da E. plana Nees, foi
proposta a estrutura de duas substancias presentes em suas raizes, um diterpeno e
um rotenoide. Este estudo continuara e as substancias que ja foram isoladas, terdo
suas estruturas elucidadas.

Esta dissertacdo faz parte de um estudo com o Capim Annoni-2 (E. plana
Nees), que vem sendo realizado em parceria com o prof. Dr. Michelangelo M. Trezzi
(Departamento de Agronomia — UTFPR — campus Pato Branco). Estudo este que
aborda os aspectos fitoquimicos associados as propriedades alelopaticas das folhas
e raizes dessa planta, coletadas no inverno e no verdo. Portanto, os resultados que
nesta dissertacdo foram apresentados como preliminares, continuardo a serem
desenvolvidos e apresentados subsequentemente. E, mais ainda, faz parte da
proposta de estudo, a realizacdo de testes alelopéticos utilizando as substancias

puras, identificadas e que forem obtidas em quantidades suficientes.
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