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FITOTOXICIDADE E METABOLOMA DE EXTRATOS FOLIARES AQUOSOS DE
ESPECIES DO CERRADO

RESUMO- As plantas com potencial alelopatico sdo promissoras no controle
sustentavel de ervas daninhas e, a caracterizacdo quimica dos compostos é
importante na identificacdo do potencial bioativo. Este estudo teve como objetivo
realizar a caracterizacdo quimica a partir da avaliacdo da atividade fitotoxica de
espécies medicinais do Cerrado de Mato Grosso. Para isto o trabalho foi dividido em
dois capitulos. No primeiro capitulo realizou-se uma avaliacéo fitotoxica em folhas de
12 espécies: Davilla elliptica, Tocoyena formosa, Combretum laxum, Himatanthus
obovatus, Rudgea viburnoides, Diteryx alata, Curatella americana, Qualea
grandiflora, Aspidosperma macrocarpon, Caryocar brasiliense, Tibouchina
candolleana e Miconia albicans, todas coletadas no municipio de Chapada dos
Guimardes/MT. Foi obtido o extrato aquoso para cada espécie a partir da trituracéo
em liquidificador de 50 g de folhas frescas com 500 mL de agua destilada.
Realizaram-se bioensaios de germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de
alface (Lactuca sativa L.) em diferentes concentracdes dos extratos: 0, 25, 50, 75 e
100% obtidas por diluicdo com agua destilada. Os resultados indicam que o efeito
alelopatico variou de acordo com a concentracdo dos extratos aquosos e a espécie
doadora. Os extratos foliares das espécies T. formosa, H. obovatus, R. viburnoides e
T. candolleana apresentaram indice de resposta alelopatico baixo. As espécies C.
laxum, D. elliptica, C. brasiliense e Q. grandiflora apresentaram maior potencial de
efeito fitotoxico sobre a germinacdo das sementes de alface. A partir destes
resultados realizou-se uma avaliacdo preliminar da composicdo quimica e grau de
toxicidade em nematoides dos extratos das espécies com maior efeito alelopético
(C. laxum, D. elliptica, C. brasiliense e Q. grandiflora). A técnica de espectroscopia
de infravermelho (IVTF) confirma a presenca de grupos funcionais com efeito
alelopatico como: alcanos, alcenos, fendis e aromaticos. A cromatografia em
camada delgada identificou a presenca das classes de compostos organicos como
terpenos, flavonoides, fendis e alcaldides nas folhas das espécies avaliadas. No
segundo capitulo, realizou-se o perfil metabdlico das folhas das espécies
Combretum laxum (Combretaceae), Davilla elliptica (Dilleniaceae), Caryocar
brasiliense (Caryocaracea) e Qualea grandiflora (Vochysiaceae). Inicialmente
confirmou-seo efeito alelopatico dos extratos em sementes de alface. Em seguida,
realizou-se a caracterizacdo quimica dos extratos mediante a técnica de RMN-1H.
Identificaram-se 69 metabolitos para D. elliptica, 74 para C. laxum, 66 para C.
brasiliense e 65 para Q. grandiflora, sendo principalmente compostos primarios. O
perfil metabdlico das folhas sugere que as espécies sdo diferentes, tanto
gualitativamente como quantitativamente. As analises multivariadas de agrupamento
hierarquico e discriminante indicam que existe semelhanca na composi¢cao quimica
e no efeito alelopatico entre as espécies C. laxum e Q. grandiflora devido,
possivelmente, a proximidade filogenética das espécies com relacédo a ordem.

PALABRAS CHAVES: RMN, alelopatia, planta medicinal, metabdlitos, filogenia.



PHYTOOTOXICITY AND METABOLOMA OF AQUEOUS FOLIAR EXTRACTS OF
CERRADO SPECIES

ABSTRACT -

Plants with allelopathic potential are promising in the sustainable control of weeds
and the chemical characterization of the compounds is important in identifying the
bioactive potential. This study aimed to perform the chemical characterization from
the evaluation of the phytotoxic activity of medicinal species from the Cerrado of
Mato Grosso. For this, the work was divided into two chapters. In the first chapter, a
phytotoxic evaluation of the leaves of 12 species was carried outDavilla elliptica,
Tocoyena formosa,Combretum laxum, Himatanthus obovatus, Rudgea viburnoides,
Diteryx alata, Curatella americana, Qualea grandiflora, Aspidosperma macrocarpon,
Caryocar brasiliense, Tibouchina candolleana e Miconia albicans,collected in the
municipality of Chapada dos Guimaraes / MT. The aqueous extract for each species
was obtained from the grinding in a blender of 50 g of fresh leaves with 500 mL of
distilled water. Germination bioassays and initial development of lettuce seedlings
(Lactuca sativa L.) were carried out in different concentrations of the extracts: 0, 25,
50, 75 and 100% obtained by dilution with distilled water. The results indicate that the
allelopathic effect varied according to the concentration of the agueous extracts and
the donor species. The leaf extracts of the species T. formosa, H. obovatus, R.
viburnoides and T. candolleana presented low allelopathic response index. The
species C. laxum, D. elliptica, C. brasiliense and Q. grandiflora had the greatest
potential for phytotoxic effect on the germination of lettuce seeds. From these results,
a preliminary evaluation of the chemical composition and degree of toxicity in
nematodes of the extracts of the species with the greatest allelopathic effect (C.
laxum, D. elliptica, C. brasiliense and Q. grandiflora) was carried out. The technique
of infrared spectroscopy (IVTF) confirms the presence of functional groups with
allelopathic effect such as alkanes, alkenes, phenols and aromatics. Thin layer
chromatography identified the presence of classes of organic compounds such as
terpenes, flavonoids, phenols and alkaloids in the leaves of the species evaluated. In
the second chapter, the metabolic profile of the leaves of the species Davilla elliptica
(Dilleniaceae), Combretum laxum (Combretaceae), Caryocar brasiliense
(Caryocaracea) and Qualea grandiflora (Vochysiaceae) was carried out. Initially, the
allelopathic effect of the extracts on lettuce seeds was confirmed. Then, the chemical
characterization of the extracts was performed using the 1H NMR technique. 69
metabolites were identified for D. elliptica, 74 for C. laxum, 66 for C. brasiliense and
65 for Q. grandiflora, being mainly primary compounds. The metabolic profile of the
leaves suggests that the species are different both qualitatively and quantitatively.
Multivariate analyzes of hierarchical and discriminant grouping indicate that there is a
similarity in the chemical composition and in the allelopathic effect between the
species C. laxum and Q. grandiflora, possibly due to the phylogenetic proximity of the
species with respect to order.

KEYWORDS: NMR, phytotoxic, medicinal plant, metabolites, phylogeny
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1. INTRODUCAO GERAL
O Brasil é considerado um dos maiores produtores e exportadores de
alimentos agricolas (OECD e FAO, 2015). A alta producéao implica ao pais grande
consumo de insumos, ocupando desde 2008 o primeiro lugar no ranking de
utilizacdo de agrotoxicos para o controle de pragas e doencas, fato este, que tem
ocasionado problemas ambientais e intoxicacdo humana (Londres, 2011). Na ampla
gama de agrotoxicos utilizados, os herbicidas sdo o grupo de maior crescimento na

indastria e representam 48% do mercado (Gupta, 2017).

Em contrapartida, ha interesse por novas alternativas de controle sustentavel
de plantas daninhas (Chaves et al., 2019). Uma das alternativas mais promissoras
para reduzir a dependéncia dos herbicidas sintéticos é o uso de plantas que
permitam desenvolver bioherbicidas a partir de compostos com atividade fitotoxica
(Jabran et al., 2015; Imatomi et al., 2015; Galon et al., 2016). Neste cenario, existe
crescente avango na procura de novas espécies, tanto cultivadas como nativas, com
potencial alelopético, que resultem em trabalhos futuros de prospec¢do quimica e
isolamento de moléculas e compostos bioativos (Benchaa et al., 2018; Pereira et al.,

2018; Anwar et al., 2019).

Em vista desses fatos, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de se
conhecer o potencial fitotoxico de espécies nativas do Cerrado de Mato Grosso. O
trabalho foi dividido em trés capitulos que permitem de forma mais clara e ordenada
a apresentacao dos resultados obtidos. O primeiro capitulo corresponde a revisédo de
literatura que contém a ciéncia da arte sobre alelopatia e as espécies utilizadas
neste estudo. O segundo capitulo contém os resultados dos bioensaios com extratos
aquosos de doze espécies do Cerrado Mato-Grossense sobre a germinacao e
desenvolvimento inicial de plantulas de alface como espécie indicadora; além disso,
contém a caracterizacdo quimica e toxicidade dos extratos das quatro espécies com
maior atividade fitotoxica. Por sua vez, o0 terceiro capitulo trata do estudo
metabolémico dos extratos das quatro espécies que se destacaram no capitulo
anterior quanto a atividade fitotoxica.
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2. CAPITULO 1. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alelopatia

A Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) define alelopatia como o
processo que envolve metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas ou
microrganismo (bactérias ou fungos) que influenciam no crescimento e
desenvolvimento de sistemas biologicos e agricolas (IAS, 1996). Na definicdo mais
recente de Zimdahl (2018) a alelopatia € considerada uma forma de interferéncia
gue ocorre em uma planta quando os compostos quimicos inibem o crescimento de

outra planta.

As plantas com alto potencial alelopatico podem ser usadas nos sistemas de
producédo agricola para o manejo de ervas daninhas mediante a aplicacéo direta de
extratos aquosos, cobertura viva ou morta, incorporacdo de residuos no solo, e
rotacdo de culturas (Jabran et al., 2015; Lakra et al., 2019). Entre as principais
espécies cultivadas alelopéaticas amplamente estudadas na literatura encontram-se o
sorgo, arroz, centeio, girassol, trigo, cevada e canola. Estas culturas se caracterizam
pela exsudacdo de compostos com forte poder alelopatico sobre outras espécies
(Jabran et al., 2015).

Os conhecimentos das interacfes ecologicas planta-planta identificam
espécies com potencial alelopatico, adequadas para desenhar, programar e
executar projetos bem sucedidos de restauracdo ecoldgica de areas afetadas por
plantas exéticas invasoras (Novaes et al., 2013; Lopes et al., 2017).

Estudos sobre alelopatia podem ser confundidos com estudos sobre
fitotoxicidade, embora 0s processos empregados na extracdo dos aleloquimicos e
nas condicbes dos experimentos permitam distinguir um do outro (Reigosa et al.,
2013). Os resultados de bioensaios de germinacdo e desenvolvimento inicial sob
condi¢cdes controladas de laboratério e que ndo cumpram com 0S critérios
estabelecidos por Inderjet e Weston (2000) para um estudo de alelopatia sao
considerados como atividade fitotoxica. Assim sendo, para as condi¢cdes do presente
estudo o termo fitotoxicidade sera considerado aos resultados inibitorios dos

bioensaios, causados pelos extratos aquosos avaliados.



13

2.2. Aleloquimicos

Os metabdlitos secundarios sdo compostos organicos sintetizados pelas
plantas e ndo estédo diretamente envolvidos no crescimento e na reproducao normal
de um organismo. Eles desempenham papel importante na defesa contra herbivoros
e defesa interespecifica (Frang et al., 2019), em resposta a diversos fatores
ambientais e com funcdo ecologica e especifica nas plantas, essencialmente
relacionadas a sobrevivéncia (defesa, estresse) e aptiddo reprodutiva (Chezem e
Clay, 2016). Sendo assim, sdo caracterizados por estarem restritos a certos taxons

(Matsuura et al., 2018; Zahedi et al., 2019).

Existem mais de 100.000 metabdlitos secundarios identificados e um
pequeno grupo sao descritos como aleloquimicos bioativos (Ahuja et al., 2012).
Estes compostos podem ser encontrados em diferentes concentragcdes em varias
partes das plantas (folha, caule, raiz, semente, flor e pdlen) (Gatti et al., 2004) e, sao
liberados para o ambiente por lixiviacdo foliar, exsudacéo de raizes, decomposicdo
de residuos, volatilizagdo ou incorporacao de detritos no solo (Inderjit e Duke, 2003).

Os aleloquimicos séo classificados em 14 categorias quimicas de acordo com
a via biossintética, sendo: (1) derivados do acido cinamico, (2) cumarinas, (3) fendis
simples, derivados do acido benzdico, acido galico e &acido protocatecuico, (4)
flavondides, (5) taninos condensados e hidrolisaveis, (6) terpendides e esteroides,
(7) acidos orgéanicos soluveis em agua, alcoois de cadeia direta, aldeidos alifaticos e
cetonas, (8) lactonas simples insaturadas, (9) acidos graxos de cadeia longa, (10)
naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas, (11) amino&cidos e
polipeptideos, (12) alcaloides e cianoidrinas, (13) sulfetos e glicosideos do 6leo de

mostarda e, (14) purinas e nucleosideos (Mandava, 2018).

A atividade alelopatica de uma espécie pode ser seriamente influenciada pela
mistura de metabdlitos presentes no extrato, sendo associada a complexa interacdo
molecular causada por sinergismo ou antagonismo dos compostos bioativos. Assim,
um aleloquimico avaliado individualmente pode demonstrar potencial fitotdxico
menor do que se avaliado em associacdo com outros aleloquimicos ou vice-versa
(Albuguerqgue et al., 2011).

Os modos de acdo dos aleloquimicos sédo diferentes de acordo com a
composicdo quimica e concentragdo presente no extrato obtido da planta doadora.
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Os modos de acdo mais descritos na literatura sdo: alteragdo da funcdo e
permeabilidade da membrana celular, interferéncia na absorcdo da éagua e
nutrientes, interferéncia no processo de respiracdo, influéncia no processo de
fotossintese e, alteragdo dos mecanismos reguladores vegetais (sintese de
proteinas e de acidos nucleicos) (Wink e Latz-Bruning,1995; Cheng e Cheng, 2015).

Portanto, as “plantas com atividade alelopatica” podem ser consideradas
como potenciais fontes de novas moléculas com acgdo herbicida para a industria
guimica, devido a necessidade constante de se encontrar alternativas sustentaveis
para o controle de espécies resistentes as moléculas sintéticas (Albuquerque et al.,
2011). No Brasil, o interesse nao é s6 nas intera¢cfes alelopéticas nos ecossistemas
naturais e agricolas, mas também nos produtos derivados dos aleloquimicos, como

reguladores vegetais e herbicidas naturais (Reigosa et al., 2013).

2.3. Caracterizacao fitoquimica

Os hioensaios séo ferramentas Uteis e rapidas para se conhecer o potencial
fitotoxico dos compostos secundarios presentes em espécies estudadas. No
entanto, os perfis fitoquimicos desses compostos podem ser de grande valor para se
determinar os compostos especificos responsaveis pelos efeitos alelopaticos (Pilatti
et al., 2019)

De acordo com Inderjit e Weston (2000) uma demonstracdo bem sucedida da
atividade alelopatica tem trés componentes: 1. ecoldgico - efeito fitotoxico; 2.
guimico - isolamento, identificacdo e caracterizacdo dos aleloquimicos e; 3.

fisioldgico - modos de acao.

Os recentes avanc¢os na quimica de produtos naturais, por meio de meétodos
modernos de extragdo, isolamento, purificacdo e identificacdo, tém contribuido para
um maior conhecimento de compostos secundarios. Muitos deles sédo considerados
aleloguimicos, e variam em composi¢cdo, em concentracao e localizacdo nas plantas
(Borghetti et al., 2013; Maraschin et al., 2017; Latif et al., 2017).

Existem varias técnicas utilizadas na caracterizacdo fitoquimica dos
compostos alelopéticos, dependendo do objetivo do estudo, tipo de metabdlito
secundario, custo e tamanho da amostra disponivel. Ha técnicas como
caracterizagdo por reagdo colorimétrica (Barbosa et al., 2001); CG (cromatografia

gasosa) e CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) associadas ou ndo a EM
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(espectrometria de massas); RMN (ressonancia magnética nuclear) e IVTF

(infravermelho com transformada de Fourier) (Maraschin et al., 2017).

Segundo D’Abrosca et al. (2013) a abordagem metabolémica baseada em
RMN para estudar a alelopatia oferece a possibilidade de superar varios problemas
relacionados a avaliacdo da atividade. A andlise por RMN pode ser feita em um
tempo relativamente curto, permitindo que grande numero de amostras sejam
analisadas e, consequentemente, as mais variaveis podem ser estudadas ao mesmo
tempo. Isso € muito Util tanto na identificacdo de compostos alelopaticos quanto na

elucidacdo do modo de acao dos aleloquimicos.

Para Macias et al. (2019), o uso da cromatografia liquida em conjunto com a
espectrometria de massas tem utilidade para a identificacdo e quantificacdo de
compostos. O desenvolvimento de técnicas combinadas favorece avangcos em
estudos aleloquimicos porque permite identificar um maior nimero de compostos

bioativos.

Segundo Latif et al. (2017) a melhor compreenséao da producédo de compostos
aleloguimicos em relacdo a estratégia de defesa das plantas e sua interagao
ecolégica permitem proteger e gerenciar melhor as culturas em desenvolvimento,
limitar a propagacéo de plantas invasoras, preservar as plantas nativas e criar
estratégias para o desenvolvimento e aplicacdo de aleloquimicos como novos

pesticidas.

2.4. Cerrado

O Cerrado € o segundo maior dominio brasileiro, depois da Floresta
Amazonica. Suas caracteristicas particulares, como clima sazonal, com épocas
secas e frias de inverno, acontecimentos naturais de fogo e, solos lixiviados com alto
teor de aluminio, propiciam o desenvolvimento de vegetacdo diversa (herbaceas,
arbustivas, gramineas) com adaptacdes particulares como cortica grossa na casca,
xilopédio, folhas com cuticulas densas e raizes profundas, que permitem interacoes
ecoldgicas particulares entre espécies ricas em compostos bioativos (Haridasan,
2001; Coutinho, 2002).

Na literatura foram reportados estudos de fitotoxicidade com espécies nativas
do Cerrado, como Silva et al. (2006) que estudaram 15 espécies das quais apenas
guatro mostraram efeito inibitorio em sementes de alface: Ouratea spectabilis,
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Pouteria ramiflora, Qualea grandiflora e Stryphnodendron adstringens. Souza et al.
(2007) estudaram quatro espécies nativas (Campomanesia adamantinum, Eugenia
dysenterica, Qualea parviflora eCaryocar brasiliense) que mostraram efeito inibitorio
no comprimento da raiz e da parte aérea de gergelim (Sesamum indicum). Gatti et
al. (2007) avaliaram 12 espécies e reportaram maior efeito na reducéo da velocidade
de germinacdo de sementes de alface e gergelim ao utilizarem as espécies nativas
Anadenanthera falcata, Davilla elliptica, Miconia albicans, Siparuna guianensis e
Xylopia aromatica. Imatomi et al. (2013) estudaram o efeito alelopatico de 15
espécies da familia Myrtaceae e reportaram que cada espécie se comporta de
maneira distinta em relacéo a alelopatia.

Segundo Novaes et al. (2013) apenas 32 familias de espécies do Cerrado (71
espécies) apresentaram bioatividade, sendo que, um namero reduzido das espécies
estudadas (8 espécies) foi avaliado do ponto de vista fitoquimico, com o objetivo de

identificar metabdlitos responsaveis por essas interacoes.

A desvalorizacéo do Cerrado causada pelo desconhecimento generalizado da
importancia e do potencial das espécies na industria farmacéutica, da producéo de
defensivos agricolas naturais e; da conservacdo e recuperacdo de areas
degradadas, gera a necessidade de focar em pesquisas visando preservar a
biodiversidade, a partir da descoberta do potencial fitotoxico de novas espécies e
aprofundar os estudos da riqueza de novos produtos bioativos que possam estar

disponiveis.

2.5. [Espécies estudadas
2.5.1. Davillaelliptica A.St.-Hil.

A espécie D. elliptica (Dilleniaceae) conhecida popularmente como lixeirinha,
lixeira, bugre e sambaibinha, € uma arvore decidua (julho a setembro) que atinge 1,5
m de altura, de ocorréncia no Cerrado brasileiro, com ampla distribuicdo neotropical.

O periodo de floracédo ocorre nos meses de junho a setembro (Silva Junior, 2005).

O arilo da semente é fonte importante de alimento para a fauna silvestre e, as
folhas silicosas sé&o utilizadas como lixa na cultura popular para arear as panelas. As
raizes sdo utilizadas na medicina popular como laxativas, adstringentes, tbénicas

(Rodrigues e Carvalho, 2001), sedativas para hérnias e hemorroidas (Silva Janior,
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2005). A infusdo das folhas € usada no tratamento de inflamacdes, Ulceras,

diarréias, inchacos e diurética (Pott e Pott, 1994).

Michelin et al. (2005) verificaram que o extrato das folhas e caule de D.
elliptica possui propriedades antimicrobianas. Acidos fenodlicos derivados, é&cidos
galicos, flavondides e taninos condensados foram identificados na composicédo
quimica do extrato metanodlico de D. elliptica, e sdo responsaveis pelo potencial
antimicrobiano (Michelin et al., 2005; Kushima et al., 2009). Além disso, estudos
verificaram o efeito inibitério de diferentes tipos de extratos de folhas de D. elliptica
na germinacdo e crescimento inicial de alface (planta indicadora) e espécies
invasoras (Euphorbia heterophylla e Panicum maximum), indicando que os
aleloquimicos presentes nos extratos apresentam potencial fitotoxico no controle das
espécies avaliadas (Gatti et al., 2007; Candido, 2016).

2.5.2. Tocoyenaformosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum.

A espécie T. formosa (Rubiaceae) é popularmente conhecida como jenipapo-
bravo, jenipapo-do-campo, guamar( e jenipapo-de-cavalo. E uma espécie decidua,
lenhosa, de porte arbustivo-arboreo de ampla distribuicdo geografica no Brasil,
preferencialmente em fisionomias campestres do Cerrado Sentido Restrito e,
eventualmente em areas de Cerradao (Durigan, 2004). A florag&do ocorre ao longo do

ano e a frutificacdo nos meses de janeiro a marco (Silva Junior, 2005).

A espécie é adaptada ao fogo e rebrota com vigor depois da queima ou corte.
A arvore é considerada ornamental com uso potencial no paisagismo devido as
chamativas flores amareladas ou brancas dispostas em inflorescéncias capitado-
cimosas e, pelas folhas geralmente acumuladas no final dos ramos (Sartorelli e
Campos, 2017). Na medicina popular, a espécie é comumente utilizada na regiao
Nordeste do Brasil como analgésico para diferentes sintomas de dores, como: dores
reumaticas, dor nas costas, mialgia e, multiplos usos para o tratamento de tosse,
torsado, cistite, problemas renais e cardiacos (Albuquerque et al., 2007; Cesério et
al., 2018).

No estudo realizado por Santos (2013), o autor demonstra que o extrato dos
caules e flores de T. formosa na concentracdo de 40% (p/v) apresenta propriedades

acaricidas sobre larvas de Rhipicephalus (Buphilus) microplus, com atividade
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superior a 95%. O extrato do caule de T. formosa possui iriddides, saponina
triterpénica e flavonoides glicosilados com propriedades antifungicas (Cladosporium
cladosporioides) (Bolzani et al., 1996). O extrato hidroetandlico das folhas tem
comprovada atividade antinociceptiva (redugcdo da dor), o que respalda as
propriedades analgésicas (Cesario et al., 2018).

2.5.3. Combretum laxum Jacq.

O género Combretum possui cerca de 370 espécies (Joly, 2002), das quais
22 ocorrem no Brasil, principalmente entre o Cerrado e a Floresta Estacional
Semidecidual nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Linsingen
e Cervi, 2008). A espécie C. laxumé um arbusto escandente de 2 até 17 m de altura,
conhecido popularmente como “pombeiro-branco” (Bisoli et al., 2008; Linsingen e
Cervi, 2008). Florece e frutifica entre setembro a margo, como corréncia natural

desde o sul do México até a Argentina (Linsingen e Cervi, 2008).

As espécies do género Combretum sdo conhecidas por serem ricas em
metabdlitos secundarios, particularmente triterpenos, flavonéides, fenantrenos,
bibencilos, estilbenos, lignanas e outros compostos aromaticos que revelam seu
potencial farmacol6gico ao apresentar atividade antimicrobiana, antibacteriana,
anticancer, antiinflamatoria, antihelmintica, hepatoprotectiva e antitumoral (McGaw
et al., 2001; Martini et al., 2004; Facundo et al., 2005; Ogbole et al., 2018).

Estudos de caracterizacdo quimica ja realizados demonstram a presenca de
triterpenos, miricitrina, mearnsitrina, quercitrina e acido elagico no extrato da parte
aérea de C. laxum (Bisoli et al., 2008; Guldbransen et al., 2014). Esses mesmos
autores demonstraram a atividade antifingica desta espécie contra Candida
albicans, C. krusei e Cryptococcus neoformans estudados em condi¢des de cultivo
in vitro. O extrato metandlico de folhas de C. laxum apresenta atividade herbicida
pré-emergente contra Agrostis stonolifera e pds-emergente contra Poa annua na
dose de 2 kg ha! com volume de 200 L ha*, sugerindo que o efeito observado foi

devido aos taninos presentes no extrato (Guldbransen et al., 2014).

Segundo Dorado-Rodrigues et al. (2015), a espécie C. laxum tem potencial de
cobrir extensas areas no Pantanal e torna-las impenetraveis, demonstrando

comportamento de planta nativa invasora. Nesse sentido, Silva et al. (2016)
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demonstraram o comportamento de C. laxum como planta invasora de comunidades
herbaceas de pastagens sazonalmente inundadas no Pantanal, o que provoca
empobrecimento e simplificacdo do numero de espécies nativas importantes na

dindmica ecolégica e econbmica.
2.5.4. Himatanthus obovatus (Mull. Arg.) Woodson

H. obovatus (Apocynaceae) € uma espécie de ocorréncia no Planalto Central,
no Cerrado Sentido Restrito e no Cerradao, principalmente nos estados de Mato
Grosso e Minas Gerais. E uma arvore decidua e lactescente com 4 a 5 m de altura,

comumente conhecida como lirio-do-campo ou pau-de-leite devido a exsudacédo

leitosa abundante de cor branca que produz ao se destacar a folha (Lorenzi, 2009).

Floresce durante quase o ano inteiro, os frutos amadurecem de julho a
setembro e, sdo apreciados pela fauna e populacao rural. Por ser uma planta de
pequeno porte tem potencial ornamental no paisagismo e na recuperacao de areas
degradadas (Silva Junior, 2005; Lorenzi, 2009). Na medicina popular, o cha das
folhas é utilizado para manchas na pele, coceiras e como depurativo. A casca serve
para febre, colicas menstruais e hipertenséo e, o latex como vermifugo, tratamento

de Ulceras estomacais e estimular a lactacdo em mulheres (Silva Junior, 2005).

As espécies do género Himatanthus sdo ricas em metabolitos secundarios,
principalmente lignanas, terpenos, iridoides, &cidos e glicitol, predominantemente na
casca e folhas (Soares et al, 2016). Observou-se atividade antibacteriana
(Streptococcus mutans e Staphilococcus aureus) do extrato da parte aérea (folhas,
casca e caule) da espécie H. obovatus, sendo isoladas duas lignanas, trés
norisoprenoides e duas misturas de terpenos (Lima, 2005). Gongalves et al. (2015)
reportaram efeito fitotoxico do extrato aquoso das folhas de H. obovatus no

desenvolvimento inicial de plantulas de alface.
2.5.5. Rudgeaviburnoides (Cham.) Benth.

Comumente conhecida como casca-branca, cot6 e cha-de-bugre, R.
viburnoides é uma espécie da familia Rubiaceae com distribuicdo no Cerrado e
Cerradao, preferencialmente em capoeiras, sobre terrenos bem drenados e de solos

arenosos de baixa fertilidade (Lorenzi, 2009). R. viburnoides apresenta boa
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habilidade de absorver nutrientes de solos pobres e pode hiperacumular aluminio,

independentemente da disponibilidade no solo (Malta et al., 2016).

De acorodo com Lorenzi (2009), é uma arvore entre 4 a 5 m de altura que
florece mais de uma vez ao ano, principalmente nos meses de agosto e setembro.
Os frutos amadurecem predominantemente nos meses de junho e julho e sdo muito

procurados pelos passaros.

A casca, as raizes e as folhas sdo bastante reportadas com efeitos
medicinais. As folhas s&o utilizadas na medicina popular como diuréticas,
hipotensoras, antirreumaticas e depurativas do sangue. Alves et al. (2004)
descreveram a presenca de taninos, flavonoides, triterpenos e saponinas na parte
aérea de R. viburnoides; sendo o ultimo composto responsavel pela atividade

antifangica contra Cladosporium cladosporioides (Young et al., 1998).
2.5.6. Dipteryx alata Vogel

A espécie D. alata conhecida comumente como cumbaru, cumaru, baru,
barujo e coco-feijjdo (Carvalho, 2003), ocorre no Cerrado Restrito, Cerradéo
mesotrofico e mata seca no territério brasileiro (Silva Janior, 2005). E uma arvore
decidua cuja floracdo ocorre entre os meses de marco e fevereiro e a frutificacdo de

janeiro a margo

A espécie tem grande importancia econémica, ambiental e social devido aos
diversos usos dados pela populacdo local; pode-se destacar o emprego na
arborizacdo urbana, em sistemas de integracdo lavoura-pecuaria-floresta e na
restauracdo de areas degradadas. A madeira € densa e pode ser utilizada na
construcao civil; as sementes ou améndoas fornecem um o6leo aromatizante usado
na medicina tradicional e, junto com a polpa do fruto sdo altamente energéticos e
nutritivos, usados na alimentacdo humana e animal (Carvalho, 2003; Sano et al.,
2004). Na medicina tradicional a casca € utilizada no tratamento de colicas
intestinais; o 6leo da semente € utilizado como anti-reumatico, revigorante e como

estimulante do suor e menstruacéo (Silva Junior, 2005).

Silverio (2012) ao testar o efeito alelopatico do extrato hexanico das folhas de
D. alata na germinacdo de sementes de repolho (Brassica oleracea var. capitata),

tomate (Solanum lycopersicum) e alface encontrou resultados diferenciados de
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inibicdo, dependente da espécie alvo utilizada, sendo o tomate o mais sensivel ao

extrato foliar (inibicdo completa), seguido do repolho e, finalmente, da alface.

Na caracterizacdo quimica de sementes de D. alata foram determinados
acidos graxos (oleico e linoleico, acidos palmitico, lignocérico, estearico, behénico,
gadoleico e araquidico), macronutrientes como potassio, fosforo e enxofre e,

micronutrientes como o ferro (Vera et al., 2009).
2.5.7. CuratellaamericanalL.

C. americana é uma espeécie amazonica pertencente a familia Dillineniaceae,
com ampla distribuicdo neotropical no territorio brasileiro, principalmente em
ambientes como Cerraddo, Cerrado Sentido Restrito, Campo Cerrado e Campo
Sujo. E uma arvore decidua caracterizada pela presenca de folhas silicosas,
utilizadas como lixa, dai o nome comum de lixeira (Silva Janior, 2005). E
particularmente abundante em areas de matagal que sofreram altera¢cdes; produz
sementes muito procuradas e consumidas pelas aves (Lorenzi, 2008). De acordo
com Silva Juanior (2005) a floracdo ocorre nos meses de junho a setembro e a

frutificacdo de setembro a dezembro.

Na medicina popular € utilizada para o tratamento de aftas, dores de cabeca,
resfriados, problemas de estbmago e como cicatrizante (Silva Junior, 2005). Em
estudo desenvolvido por Toledo et al. (2015), foi comprovada a atividade antifingica
do extrato da casca e caule de C. americana contra espécies de Candida.

As andlises fisico-quimicas das folhas de C. americana tém demonstrado a
presenca de compostos como: flavondides, terpenos, fendis, taninos, saponinas e
esterdides (Barbosa, 2011), os quais foram também encontrados em outras
espécies da familia Dillineaceae (El-Azizi et al., 1980). Barbosa (2011) verificou a
atividade fitotoxica do extrato diclorometanico das folhas de C. americana na
germinacdao, inibicdo do crescimento radicular e da parte aérea, em sementes de
Panicum maximum que evidenciam a presenca de compostos quimicos com

potencial fitotéxico em concentracdes semelhantes as dos herbicidas comerciais.

2.5.8. Qualea grandiflora Mart.
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Pertence a familia Vochysiaceae e € conhecida comumente como pau-terra,
pau-terra-do-cerrado, ariaua e pau-terra-da-folha-grande. A espécie Q. grandiflora é
uma arvore decidua, com periodo de floracdo de agosto a abril e frutificacdo de
dezembro a setembro (Silva Junior, 2005). Amplamente dispersa por todo o Cerrado
da regido Centro-Oeste do Brasil, a espécie apresenta ampla vantagem adaptativa,
podendo ocorrer em solo distrofico como mesotréfico, de baixa fertilidade, sendo

capaz de acumular altas concentracfes de aluminio (Carvalho, 2008).

s

Na medicina popular brasileira é utilizada a entrecasca como antisséptico,
contra a inflamacéao de Ulceras e feridas (Costa et al., 2008). A infusdo das folhas é
usada para o tratamento de diarréias com sangue, colicas e amebas (Rodrigues e
Carvalho, 2001); ainda, possui efeito analgésico e comporta-se como um potencial

anticonvulsivo (Gaspi et al., 2006).

Silva et al. (2006) verificaram o potencial alelopatico do extrato etandlico das
folhas de Q. grandiflora na germinacdo de sementes de alface, sendo observado
efeito inibitério na germinagédo em concentracdes maiores que 5 mg mL™. A literatura
revela a presenca de metabolitos secundarios como: saponinas, triterpenos, taninos,
compostos fenodlicos e esteroides no extrato etandlico da espécie Q. grandiflora
(Hiruma-Lima, 2006; Costa et al., 2008).

2.5.9. Aspidosperma macrocarpon Mart. & Zucc.

Esta € uma espécie que pertence a familia Apocynaceae, conhecida
popularmente como guatambu, guatambu-do-cerrado, peroba-cetim, pereira e
muirajucara (Lorenzi, 2008). E uma arvore decidua, com floracéo e frutificacdo de
julho a outubro, com exsudacao leitosa abundante ao se destacar as folhas. Tem
ocorréncia natural no Cerrado, Cerraddo (Brasil) e na Amazébnia (Bolivia) (Silva
Janior, 2005). A. macrocarpom é uma espécie melifera de uso potencial como planta
ornamental e na restauracdo de areas degradadas de preservacao permanente. A
madeira é pesada (densidade de 0,79 g cm) com usos na construcéo civil e naval
(Lorenzi, 2008).

O extrato etandlico da casca da raiz de A. macrocarpon é de particular
interesse devido & boa e especifica atividade contra o Plasmodium falciparum
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(maléria) (Mesquita et al., 2007). Mitaine et al. (1996) comprovaram a presenca de

alcaléides nas sementes e na casca do caule de M. macrocarpon.

2.5.10. Caryocar brasiliense Cambess.

7z

C. brasiliense € conhecida popularmente como pequi, piqui, améndoa-de-
espinho, grao-de-cavalo, pequerin e suari (Lorenzi, 2008). Tem ocorréncia natural no
Brasil, principalmente no Cerrado, Campo Sujo, Cerrado Sentido Restrito e Cerradéo
distréfico. A arvore é decidua (julho a setembro) com periodo de floragdo de junho a

janeiro, sendo polinizada por morcegos (Silva Junior, 2005).

E uma espécie de importancia comercial e cultural, principalmente porque os
frutos (furtificacdo de outubro a fevereiro) sdo comestiveis e apreciadissimos pela
populacéo local do Brasil Central, sendo parte da gastronomia tipica. A polpa possui
altos teores de acidos graxos insaturados (oleico e palmitico) (Lima et al., 2007) e é
utilizada para a extragcdo de manteiga, sebo e na producédo de licores (Lorenzi,
2008). Na medicina popular séo utilizadas diferentes partes da planta como toénicos

expectorantes e reguladores de menstruacéo (Silva Junior, 2005).

O extrato metandlico das folhas, caule e raiz de C. brasiliense apresentou
efeito inibitério na germinacao e desenvolvimento inicial de capim-colonido (Panicum
maximum), comprovando assim seu potencial herbicida no controle de plantas
daninhas, associado ao sinergismo de seus compostos presentes como alcaloides,
cardiotbnicos, cumarinas volateis, flavondides, taninos e saponinas (Moreira et al.,
2008; Rezende et al., 2011).

2.5.11. Tibouchina candolleana (Mart. ex DC.) Cogn.

A espécie T. candolleana é uma é&rbusto de 3 a 5 m de altura, conhecida
como quaresmeira ou quaresmeira-da-serra, pertencente a familia
Melastomataceae. E originaria do Brasil, sendo encontrada em matas ciliares (Meyer
et al., 2010). Trata-se de uma espécie apropriada para reflorestamentos e uso no
paisagismo, devido as chamativas flores de cor lilas e rapido crescimento. O periodo
de floracdo ocorre nos meses de junho a agosto e frutificacdo de agosto a dezembro
(Lorenzi, 2009).
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Estudos prévios com espécies do género Tibouchina evidenciaram a
presenca de taninos, antocianinas, flavondides e benzoquinonas no extrato das
plantas (Yoshida, 1999; Serna e Martinez, 2015). Santos et al. (2012) realizaram um
estudo fitoquimico da espécie T. candolleana a partir do extrato das partes aéreas
da planta e reportaram b-amyrin, a-amyrin e b-sitosterol como 0s principais
constituintes. Entre os compostos isolados o acido ursélico apresentou maior efeito

inibitorio no controle da bactéria endodéntica Bacteroides fragilis.
2.5.12. Miconia albicans (Sw.) Triana

Miconia € um dos géneros com maior numero de espécies da familia
Melastomataceae. Ocorre comumente em areas de vegetacdo secundaria e em
clareiras ou bordaduras naturais. A espécie M. albicans, conhecida comumente
como folha-branca, € uma planta arbustiva entre 1 a 4 metros de altura, floresce
entre setembro a novembro, com ocorréncia no Cerrado e Floresta Amazonica no
Brasil (Cunha et al., 2003). A espécie € acumuladora de aluminio e adaptada a solos

acidos, principalmente latossolos (Haridasan, 1982).

E amplamente utilizada na medicina popular brasileira contra problemas
digestivos e como analgésico e anti-inflamatério (Pott e Pott, 1994). Além disso, o
extrato das folhas da espécie possui propriedades antidiabéticas utilizadas na
medicina tradicional e, apresenta uso potencial na inibicdo da enzima PTP1B (Lima
et al., 2018). Segundo Alves et al. (2000), o extrato das folhas possui propriedades
antibacterianas, sendo efetivos contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
(Celotto et al., 2003).

Nos estudos de caracterizagdo quimica da espécie foram identificados poli-
fenois e triterpenos (Cunha et al., 2003; Pieroni et al., 2011; Lima et al., 2018).
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3. CAPITULO 2. ATIVIDADE FITOTOXICA DOS EXTRATOS FOLIARES
AQUOSOS DE DOZE ESPECIES DO CERRADO

RESUMO - As plantas com atividade fitotoxica sdo consideradas promissoras para o
desenvolvimento de bioherbicidas visando o controle de plantas daninhas. O
presente trabalho objetivou avaliar a atividade fitotdxica de extratos aquosos de
folhas de doze espécies nativas do Cerrado de Mato Grosso: Davilla elliptica,
Tocoyena formosa, Combretum laxum, Himatanthus obovatus, Rudgea viburnoides,
Diteryx alata, Curatella americana, Qualea grandiflora, Aspidosperma macrocarpon,
Caryocar brasiliense, Tibouchina candolleana e Miconia albicans, sobre a
germinacao e desenvolvimento inicial de plantulas de alface (Lactuca sativa L.). Os
extratos aquosos de cada espécie foram obtidos a partir da trituracdo em
liquidificador de 50 g de folhas frescas com 500 mL de agua destilada. Utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado, com cinco concentracdes de cada extrato: O,
25, 50, 75 e 100% e, quatro repeticdes de 25 sementes de alface em cada. Os
bioensaios foram conduzidos em condicdes controladas de temperatura e
luminosidade (20 °C e 12 h de fotoperiodo) durante sete dias. Os extratos foram
caracterizados quanto ao pH e potencial osmético (PO). Avaliou-se a porcentagem
(PG) e o indice de velocidade de germinacdo (IVG), porcentagem de plantulas
anormais (PA), indice de resposta ao efeito alelopatico (IR), comprimento da parte
aérea (CA), comprimento da raiz (CR) e massa seca das plantulas (MS).
Determinou-se o grau de toxicidade dos extratos a partir de ensaio de toxicidade
como o nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans. O efeito alelopético variou
de acordo com a concentracdo dos extratos aquosos e a espécie estudada.
Verificou-se que os extratos foliares das espécies D. elliptica, C. laxum, C.
brasiliense e Q. grandiflora apresentaram maior atividade fitotoxica sobre a
germinacdo das sementes de alface que variou entre 96 e 17% e o indice de
resposta ao efeito alelopético que ficou entre -0,4 e -0,9 na maxima concentracéo de
100%. A espectroscopia de IVTF dos extratos aquosos destas quatro espécies (C.
laxum, D. elliptica, Q. grandiflora e C. brasiliense) confirmam a presenca de grupos
funcionais inibidores de germinacdo e desenvolvimento inicial das plantas como
alcanos, alcenos, fendis e aromaticos. Também foram reportadas as classes de
compostos como: fendis, alcaldides, flavonoides e terpenos com propriedades
fitotoxicas. Os resultados dos experimentos com 0s extratos aquosos indicam
atividade fitotoxica e descartam toxicidade para animais.

Palavras-chave: alelopatia, aleloquimicos, bioensaios, inibicdo, Lactuca sativa L.
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3. CHAPTER 2. PHYTOTOXIC ACTIVITY OF AQUEOUS FOLIAR EXTRACTS OF
TWELVE SPECIES OF THE CERRADO

ABSTRACT-Plants with phytotoxic activity areconsidered promising for the
development of bioherbicides aiming to control weeds. The present work aimed to
evaluate the phytotoxic activity of aqueous extracts of leaves of twelve native species
from the Cerrado of Mato Grosso: Davilla elliptica, Tocoyena formosa,Combretum
laxum, Himatanthus obovatus, Rudgea viburnoides, Diteryx alata, Curatella
americana, Qualea grandiflora, Aspidosperma macrocarpon, Caryocar brasiliense,
Tibouchina candolleana e Miconia albicans, on the germination and initial
development of lettuce seedlings (Lactuca sativa L.). The aqueous extracts of each
species were obtained from the grinding in a blender of 50 g of fresh leaves with 500
mL of distilled water. A completely randomized design was used, with five
concentrations of each extract: 0, 25, 50, 75 and 100% and four replicates of 25
lettuce seeds each. The bioassays were conducted under controlled conditions of
temperature and light (20 ° C and 12 h of photoperiod) for seven days. The extracts
were characterized for pH and osmotic potential (PO). The percentage (PG) and the
germination speed index (IVG), percentage of abnormal seedlings (PA), response
rate to the allelopathic effect (IR), length of the aerial part (CA), root length (CR) were
evaluated ) and seedling dry mass (DM). The degree of toxicity of the extracts was
determined from a toxicity test such as the free-living nematode Caenorhabditis
elegans. The allelopathic effect varied according to the concentration of agueous
extracts and the species studied. It was found that the leaf extracts of the species D.
elliptica, C. laxum, C. brasiliense and Q. grandiflora showed greater phytotoxic
activity on the germination of lettuce seeds that varied between 96 and 17% and the
response rate to the allelopathic effect which was between -0.4 and -0.9 at the
maximum concentration of 100%. IVTF spectroscopy of aqueous extracts from these
four species (D. elliptica, C. laxum, Q. grandiflora and C. brasiliense) confirms the
presence of functional groups that inhibit germination and early plant development
such as alkanes, alkenes, phenols and aromatics. Classes of compounds such as
phenols, alkaloids, flavonoids and terpenes with phytotoxic properties have also been
reported. The results of experiments with aqueous extracts indicate phytotoxic
activity and discard toxicity for animals.

Key-words: allelopathy, allelochemicals, bioasays, inhibition, germination, Lactuca
sativa L.
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3.1. INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro é a Savana tropical com maior diversidade do mundo e,
0 segundo dominio com maior extensao do Brasil, depois da Floresta Amazonica,
ocupando aproximadamente 24% de territorio nacional (IBGE, 2019). Possui cerca
de 12.700 espécies de plantas das quais 50% séo endémicas (IBGE, 2020), sendo
considerado um dos 25 hotspot mundiais de biodiversidade devido a rigueza em
espécies, grau de endemismo e ameaca (Mittermeier et al., 2011; Oliveira et al.,
2019).

O Cerrado é o ambiente mais fragmentado do Brasil, principalmente pela
ocupacdo por pastagens cultivadas e culturas agricolas (Strassburg et al., 2017). A
reducdo acelerada das areas do Cerrado somada a perda de diversidade pela
presenca de espécies exoticas invasoras tem originado mdaltiplos estudos e
programas de recuperacdo ecologica, visando entender as complexas interacdes
ecoldgicas e bioquimicas que ocorrem entre espécies; e assim conservar melhor a
diversidade do Cerrado (Klink e Machado, 2005; Veldman et al., 2015; Lopes et al.,
2017; Schmidt et al., 2019).

A alelopatia € uma interacdo bioquimica bastante estudada, definida como a
influéncia geralmente prejudicial, de uma planta sobre outra, devido a compostos
guimicos téxicos presentes nos tecidos vivos da planta que s&o liberados no
ambiente (Zimdabhl, 2018).

Um dos principais enfoques da alelopatia € encontrar compostos bioativos
como potencial fonte de moléculas organicas de acdo herbicida, devido aos
crescentes casos de espécies invasoras resistentes aos sitios de acdo dos
herbicidas comerciais (Albuquerque et al., 2011). De acordo com Heap (2019) foram
reportadas 258 espécies resistentes a 23 dos 26 sitios de acdo dos herbicidas
sintéticos comerciais, sendo necessaria a procura de novas alternativas sustentaveis
de controle de plantas daninhas a partir da descoberta de novos compostos

fitotoxicos.

Os aleloquimicos sdo compostos provenientes do metabolismo secundario
sintetizados pelas plantas como subprodutos de processos fisiologicos que podem
influenciar no comportamento biolégico e ecoldgico de outras espécies vizinhas

(Cheng e Cheng, 2015). O comportamento dos aleloquimicos observado sob
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condi¢cdes controladas de laboratério pode ser distinto ao observado no campo,
devido a natureza orgéanica e a complexidade das estruturas (Inderjit e Callaway,
2003). Contudo, o0 uso de bioensaios de fitotoxicidade sdo Uteis para direcionar a
identificacdo e isolamento de novos compostos bioativos (Leather e Einhellig, 1986;
Inderjit e Weston, 2000). Os bioensaios consistem em avaliar o efeito do extrato de
determinada planta doadora na germinacdo e desenvolvimento inicial de uma

espécie alvo, em condi¢cdes controladas de laboratorio (Albuquerque et al., 2011).

Os extratos sdo comumente obtidos a partir das folhas da espécie doadora,
devido a maior biomassa disponivel (serapilheira) (Reigosa et al., 2013), coleta ndo
destrutiva da planta e por ser metabolicamente mais ativa devido ser o 6rgédo da
planta onde se realizam as transformagdes bioquimicas (Mckean, 1993). No entanto,
€ possivel utilizar outras partes como caule, raiz, flor e semente (Silva et al., 2018).
Existem varias técnicas de extracdo dos compostos alelopaticos de uma planta;
normalmente sdo extraidos de partes da planta trituradas em agua (extrato aquoso)
ou via solventes organicos (extrator organico) com diferentes solventes (metanol,
etanol, acetona, outros), obtendo-se, apés a filtragem, o extrato com 0s compostos
alelopaticos (Medeiros, 1989; Pérez-Leal et al., 2005). Os extratos aquosos sao
bastante utilizados neste tipo de ensaio por se assemelharem as condi¢cdes
ocorridas no campo (Silva et al.,, 2018). De acordo com Reigosa (2013) a alface
(Lactuca sativa L.) € a planta, indicadora, mais utilizada no Brasil nestes
experimentos, poisapresenta homogeneidade genética, germinacdo rapida e,
desenvolvimento inicial uniforme, além de ser considerada uma espécie bastante

sensivel aos aleloquimicos.

Embora diversos estudos fitotoxicos ja tenham sido realizados com espécies
nativas do Cerrado (Silva et al., 2006; Gati et al., 2007; Imatomi et al., 2013); existe
uma enorme riqueza de novos produtos bioativos que permanecem quase
inexplorados do ponto de vista fitoquimico; assim, as descobertas permitirdo ndo so
entender as complexas interagdes entre espécies, como também servirdo de base
para a producdo de novos herbicidas para o manejo sustentavel de plantas

daninhas.

Espécies de alta ocorréncia no Cerrado, como Diteryx alata, Himatanthus
obovatus, Tibouchina candolleana, Aspidosperma macrocaropon, Combretum

laxum, Qualea grandiflora, Davilla elliptica, Curatella americana, Tocoyena formosa,
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Miconia albicans, Caryocar brasiliense e Rudega viburnoides, apresentam
propriedades medicinais e uso popular em Mato Grosso. E sabido que as plantas
medicinais sdo fontes ricas em compostos bioativos. De acordo com Zahedi et al.
(2019) as plantas medicinais adaptadas a zonas &ridas incrementam a producédo de
metabdlitos especializados quando expostas a situacdes de estresse, pois, estes
metabdlitos ajudardo a planta a sobreviver na época seca (Verma e Shukla, 2015).
Assim, espécies coletadas em area propensa a queimadas repentinas na época
seca possuem importantes reservas de compostos com potencial bioativo que
precisam ser explorados quanto a toxicidade, além das propriedades medicinais.

Diante disso, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial
fitotoxico dos extratos aquosos de doze espécies nativas do Cerrado Mato-
grossense, mediante bioensaios de germinacdo das sementes e desenvolvimento

inicial de plantulas de alface (L. sativa L.).

3.2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em duas etapas: a primeira consistiu na avaliacdo dos
extratos aquosos de doze espécies nativas do Cerrado quanto ao efeito alelopético
na inibicdo da germinagdo de sementes e, quanto ao desenvolvimento inicial de
plantulas de alface. Na segunda etapa, caracterizou-se quimicamente e avaliou-se 0
grau de toxicidade dos extratos das espécies que apresentaram maior potencial

alelopético na primeira etapa do estudo.

3.2.1. Coleta do material vegetal

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizadas folhas de 12 espécies
nativas do Cerrado, coletadas de individuos adultos no municipio de Chapada dos
Guimaraes, Mato Grosso, Brasil. As coordenadas geograficas do local de coleta séo:
15°10" - 15°30' latitude Sul e 55°40" - 56°00 longitude Oeste, correspondente a uma
area de Cerrado de regeneracdo natural. O clima do local é o Aw segundo a
classificacdo de Koppen, com temperatura média anual de 21,5 a 22,5 °C;
precipitacdo meédia anual de 1.800 a 2.000 mm (ICMBIO, 2009) e o solo é

classificado como Latossolo vermelho (Saloméao et al., 2012).

A coleta foi realizada no periodo seco, entre 0s meses de agosto e setembro

de 2018; no horéario da manha, entre 08h00min e 10h00min horas, em condicfes de
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pleno sol. O material coletado foi transportado em sacos de polietileno, devidamente
identificados, para serem armazenados em camara refrigerada (18 + 2 °C) até o

preparo dos extratos aquosos (2 dias).

As doze espécies avaliadas correspondem a oito familias distintas de
angiospermas. A exsicata de cada uma das espécies coletadas foi depositada no

Herbario Central da UFMT e o cddigo correspondente € apresentado na Tabela 1.

TABELA 1. Espécies nativas do Cerrado Mato-Grossense utilizadas neste estudo
com o respectivo codigo da exsicata depositada no Herbario Central da
UFMT. Chapada dos Guimaraes/MT.

N° Espécies Familias Exsicatas

1 Davilla elliptica A.St.-Hil. Dilleniaceae UFMT 44313
Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.)

2 K. Schum. Rubiaceae -

3 Combretum laxum Jacq. Combretaceae UFMT 44312
Himatanthus obovatus (Mull. Arg.)

4  Woodson Apocynaceae UFMT 44362

5 Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. Rubiaceae -

6 Dipteryx alata Vogel Fabaceae UFMT 44376

7  Curatella americana L. Dilleniaceae UFMT 44363

8 Qualea grandiflora Mart. Vochysiaceae UFMT 44366

9 Aspidosperma macrocarpon Mart. & Zucc. Apocynaceae UFMT 44364

10 Caryocar brasiliense Cambess. Caryocaraceae UFMT 44365
Tibouchina candolleana (Mart. ex

11 DC.) Cogn. Melastomataceae ~ UFMT 44315

12 Miconia albicans (Sw.) Triana Melastomataceae = UFMT 44314

3.2.2. Preparo dos extratos aquosos

O trabalho de preparo dos extratos aquosos foi conduzido no Laboratério de
Sementes da Faculdade de Agronomia e Zootecnia da Universidade Federal de
Mato Grosso (UFMT), Campus Cuiab&d/MT. As folhas frescas de cada espécie foram
previamente lavadas e desinfetadas em solu¢cdo com hipoclorito de sédio a 2,5% por
5 minutos. Em seguida, foram enxaguadas com agua destilada e secas
delicadamente com papel toalha. As folhas foram trituradas em liquidificador por 1
minuto na proporcdo de 50 g de folhas para 500 mL de agua destilada em

temperatura ambiente (Pires e Oliveira, 2011).

Os extratos aquosos brutos, equivalentes as concentragdes de 100%, foram

peneirados (malha de 1 mm) e armazenados a 18 °C em frascos de vidro ambar,
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previamente identificados, até a utilizacdo nos bioensaios (2 dias). A partir dos
extratos aquosos brutos foram obtidas as concentracdes de 0, 25, 50, 75 e 100%

pelo método de diluicdo em agua destilada.

3.2.3. Caracterizacdo do pH e potencial osméticodos extratos

A determinagéo do pH foi feita em pHmetro modelo Instruterm pH-2000 e, a
condutividade elétrica (CE) com condutivimetro modelo Digimed DM-32. A partir dos
valores da CE determinou-se o potencial osmaético (PO) de acordo com a formula
proposta por Ayers e Westcot (1976), onde potencial osmaotico em atmosfera (atm) =
-0,36*CE, sendo CE em dS m? Os dados em atm foram transformados para

megapascal (MPa).

3.2.4. Bioensaios

Para a realizacdo dos bioensaios de germinacdo e de crescimento inicial
foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa L.) cultivar Veneranda adquirida
no comeércio local (marca Feltrin). Os bioensaios com 0s extratos aquosos de cada
espécie foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos, constituidos pelas concentracdes dos extratos foliares
obtidas por diluicdo 0% — controle, 25, 50, 75 e 100%, com quatro repeticdes de 25

sementes de alface em cada.

As sementes foram colocadas em caixas plasticas transparentes, tipo gerbox
(11 x 11 x 3 cm), sobre duas folhas de papel mata-borrdo umedecidas, com o0s
respectivos tratamentos, na quantidade de 2,5 vezes a massa do substrato seco. As
caixas foram tampadas e vedadas com filme plastico para reduzir a perda de
umidade, e mantidas em camara de germinacao tipo BOD, durante sete dias, com
temperatura constante de 20 °C e fotoperiodo de 12 horas, segundo as Regras Para

Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

3.2.5. Avaliagdes

As sementes foram avaliadas a cada 24 horas até a estabilizacdo da
germinacao, sendo consideradas germinadas aquelas que apresentaram 2 mm de
protrusdo radicular de acordo com o conceito de germinacao fisiolégica citado por
Marcos Filho (2015).
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Obteve-se a porcentagem de germinagdo (PG) e o indice de velocidade de
germinacao (IVG). A porcentagem de germinacédo foi calculada pela expressao: PG
= (N/A)*100, onde: N = numero de sementes germinadas, A = numero total de
sementes colocadas para germinar.

Para se calcular o IVG, foi utilizado o registro das contagens diarias do
namero de sementes germinadas e aplicada a formula proposta por Maguire (1962):

IVG = (G1/N1) + (G2/N2) +...+ (Gn/Nn)
Onde:
G1, G2, e Gn= numero de sementes germinadas na primeira contagem, na segunda
e na ultima contagem, respectivamente.
N1, N2, Nn = numero de dias da semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem,
respetivamente.

Ao final do experimento, aos sete dias, avaliou-se a porcentagem de plantulas
anormais (PA) (Brasil, 2009). As plantulas normais foram avaliadas quanto ao
comprimento da parte aérea (CA): regido de transicdo da raiz até a insercdo dos
cotilédones e, comprimento da raiz (CR): regido de transicdo da parte aérea até o
apice da maior raiz, com o auxilio de uma régua graduada em centimetros, sendo os
resultados expressos em cm plantula. Para se determinar a biomassa seca, as
plantulas medidas foram colocadas em céapsulas de aluminio, previamente
identificadas e, secas em estufa com circulagdo de ar forcada a 65 °C, onde
permaneceram 72 horas ou até atingirem massa constante. Apés esse periodo, as
amostras foram colocadas para resfriar em dessecadores, por aproximadamente 60
minutos e, pesadas em balanca semi-analitica (0,001 g), sendo os resultados de
biomassa seca expressos em mg plantula.

O indice de resposta ao efeito alelopatico (IR) sugerido por Williamson e
Richardson (1988) foi calculado de acordo com a férmula:

IR=1-C/T(T2ZC)oulR=T/C-1(T<C)

Onde:
C = velocidade de germinacéo do controle (0%) e T = velocidade de germinacao do

tratamento.

3.2.6. Analise estatistica dos dados

Para atendimento dos pressupostos da andlise de variancia, os dados foram
avaliados em funcdo da homogeneidade de variancia (Levene) e normalidade
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(Shapiro-Wilk), para cada variavel e espécie doadora correspondente, sendo
realizada a transformacdo dos dados quando necessario, adotando-se a
transformacéo angular arco-seno para porcentagem (PG, PA).

Com os dados paramétricos foi realizada a andlise de variancia (ANOVA)
para o extrato de cada espécie. Quando as diferencas foram significativas (p<0,05)
realizou-se analise de regressdo, sendo ajustadas regressdes polinomiais e, a
escolha baseada na significancia (p<0,05) e no coeficiente de determinacéo (R?). As
andlises foram realizadas com auxilio do programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2010). Paralelamente foi realizado teste Duncan (p<0,05) para comparacdo de
médias dos dados paramétricos e, para os dados ndo paramétricos foi realizado o

teste de Mann-Whitney com auxilio do programa estatistico SPSS verséo 22.

Andlise da toxicidade e composi¢cdo quimica

A partir dos resultados das doze espécies estudadas na primeira etapa, foram
escolhidas quatro com maior efeito alelopético, tanto em relacdo a inibicdo da
germinacdo das sementes, quanto ao crescimento inicial das plantulas de alface.
Assim, 0s extratos aquosos das espécies D. elliptica, C. laxum, C. brasiliense e Q.
grandiflora foram avaliados em fungdo da toxicidade e da composicao quimica a

partir da seguinte metodologia:
3.2.7. Ensaio de toxicidade

Para o ensaio de toxicidade dos extratos foi utilizado o nematoide de vida livre
Caenorhabditis elegans N2 nos estagios L4 (adultos) sincronizados (Porta-de-la-
Riva et al., 2012). Foram utilizados extratos aquosos (metodologia descrita
anteriormente) das espécies D. elliptica, C. laxum, C. brasiliense e Q. grandiflora
previamente liofilizados e diluidos em agua ultrapura na concentracédo de 4 mg mL™,
e 0 meio controle negativo (tampéo). Em uma placa de 96 pocos foram adicionados
80 ul de cada extrato (4 mg mL™?) e 20 pl de meio K contendo 15-20 nematoides por
poco. A placa foi selada e incubada em BOD por 24 horas, a 20 °C. Foram avaliadas
nove repeticbes por tratamento (poco). A sobrevivéncia dos nematoides foi
contabilizada utilizando uma lupa (Motic SMZ-168) e, quando necessario, foi

empregado estimulo fisico para observacdo de movimento corporal.
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Os dados ndo atenderam os supostos de normalidade e homogeneidade de
variancia, assim, andlise estatistica ndo paramétrica foi realizada utilizando a prova

Kruskal-Wallis com o auxilio do programa estatistico SPSS versao 22.

3.2.8. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (IVTF)

Identificaram-se 0s grupos funcionais presentes nos extratos aquosos das
guatro espécies com maior efeito alelopatico (C. laxum, D. elliptica, C. brasiliense e
Q. grandiflora). Os espectros de infravermelho das quatro espécies selecionadas
foram obtidos utilizando-se pastilha de brometo de potassio (KBr), seco em estufa
por 24 horas, preparada no laboratorio com o auxilio de uma prensa hidraulica na
proporcéo de 100 mg de KBr para 1 mg dos extratos aquosos liofilizados (Kumirska
et al., 2010) sendo inicialmente realizado o procedimento de background da pastilha
de KBr. As andlises foram realizadas em espectrofotdmetro Shimadzu Iraffinity-1
(Modelo IRAffinity-1; Cat.No. 206-73500-38; Serial NO. A21374902249S1; Marca:
Shimadzu Corporation) e a obtencdo dos espectros de IVFT foi via software
IRSolution (Versao: 1.50), utilizando os seguintes parametros de aquisicdo: Modo de
Medida (% Transmitancia); Apodizaiton (Happ_Genzel); Niumero de Scans (200);
Resolucéo (16); Range (400 a 4000 cm?); Gain (1). As analises foram realizadas em

triplicata para cada um dos extratos das espécies estudadas.
3.2.9. Identificacdo de classes

As classes dos metabdlitos secundarios foram identificadas por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando como adsorvente silica gel 60 0,20 mm F2s4 €
como eluente acetato: metanol 90:20 (v/v), com adicdo de uma gota de DMF
(dimetilformamida). As revelacOes foram realizadas com os seguintes reveladores:
vanilina para terpenos; cloreto férrico para compostos fenolicos (Wagner e Bladt,
2001); cloreto de aluminio para flavonéides (Jork et al, 1990) e reagente Ehrlich para

alcal6ides (Molyneux e Roitman, 1980).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do pH e potencial osmético (PO) dos extratos de cada espécie

encontram-se na Tabela 2. Segundo Gatti et al. (2004) solugbes com potencial
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osmaotico menores ou proximos de -0,2 MPa ndo interferem na germinacdo de
sementes de alface. Por sua vez, Wandscheer et al. (2011) demonstraram que 0s
parametros da germinacéo de alface ndo sao alterados quando expostos a solugcdes
com pH entre 3 e 11.

Todos os extratos estudados apresentaram valores dentro dos acima citados,
sendo que o valor maximo de potencial osmético obtido foi de-0,04 MPa
correspondente as espécies H. obovatus e A. macrocarpon. Os valores de pH dos

extratos foliares das espécies avaliadas ficaram entre 3,71 e 5,17 (Tabela 2).

TABELA 2. Potencial osmético (PO) e potencial hidrogenidnico (pH) dos extratos
aquosos obtidos de folhas de espécies nativas do Cerrado

Matogrossense, Chapada dos Guimaraes /MT, 2018.

Espécies pH PO (MPa)
Dauvilla elliptica A.St.-Hil. 4,63 -0,03
Tocoyena formosa (Cham. & Schltdl.) K. Schum 5,00 -0,02
Combretum laxum Jacg. 5,06 -0,02
Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson 4,71 -0,04
Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. 5,00 -0,02
Dipteryx alata Vogel 5,17 -0,02
Curatella americana L. 4,76 -0,03
Qualea grandiflora Mart. 3,92 -0,01
Aspidosperma macrocarpon Mart. & Zucc. 3,71 -0,04
Caryocar brasiliense Cambess. 3,72 -0,03
Tibouchina candolleana (Mart. ex DC.) Cogn. 4,08 -0,02
Miconia albicans (Sw.) Triana 4,22 -0,01
Agua (controle) 6,64 0,00

Para Ferreira e Aquila (2000), o controle do pH e da concentragdo osmética dos
extratos brutos € essencial nos testes de germinacdo em laboratorio, pois, podem
existir nos extratos substancias osmoticamente ativas que alteram com o pH, como
aminoéacidos, acucares e acidos organicos, inibindo a germinacdo e mascarando o
efeito alelopatico. Portanto, os resultados observados nos bioensaios correspondem
ao efeito dos metabdlitos secundérios presentes nos extratos e ndo por acdo do

potencial osmotico ou pH.
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A Tabela 3 apresenta os resultados dos bioensaios de germinacdo das
sementes e desenvolvimento inicial de plantulas de alface para os doze extratos
avaliados, nas cinco concentracdes testadas. Os resultados sé&o apresentados tanto
no modelo de regressdo ajustado como de teste de médias para cada variavel e

espécie estudada.
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TABELA 3. Germinacdo de sementes e desenvolvimento inicial de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) sob diferentes

concentracdes de extratos aquosos de folhas de espécies do Cerrado. Chapada dos Guimaraes /MT, 2018.

Variaveis

Concentragdes

0 =1 2
0 >5 50 75 100 Equacbes de regresséo ValorP CV R
Davilla elliptica A.St-Hil
PG 92,0a 910a 88,0 a 910a 73,0b Y=90,6+0,1680x-0,0032x2 ** 0,000 5,6 0,79
IVG 16,6 a 16,1 a 154 a 140a 9,4b Y¥=17,6-0,0661x ** 0,003 16,0 0,81
PA 10,0c 40,0 b 80,0 a 99,0 a 100,0 a - - 17,2 -
CA 2,8a 15b 1,3b - - Y=2,5875-0,0295x ** 0,003 13,6 0,84
CR 2,2a 26a 2,7a - - Y=2,48 0,598 29,5 -
MS 0,5a 0,4a 0,1b - - Y=0,5625-0,0085x ** 0,018 32,0 0,91
Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum
PG 99,0 a 95,0b 93,0b 96,0 ab 98,0 ab - - 3,9 -
IVG 239a 22,5a 22,3 a 215a 224a Y=22,5 0,205 6,1 -
PA 1,0 ab 50a 70a 4,0 ab 2,0ab A - - 98,9 -
CA 18a 1,6 ab 1,3b 13b 13b Y=1,770-0,0058x ** 0,049 19,1 0,88
CR 3,7a 1,8b 19b 20b 19b Y=3,4557-0,0556x+0,0004x2 ** 0,000 12,2 0,80
MS 0,5a 0,7a 0,6 a 0,6 a 0,5a Y=0,608 0,164 17,8 -
Combretum laxum Jacq.
PG 92,0a 83,0a 68,0 b 48,0 ¢ 17,0d Y=98,60-9,74x ** 0,000 12,0 0,95
IVG 16,6 a 10,0b 6,4 c 3,7d l1le Y=15,02-0,1491x ** 0,000 12,0 0,96
PA 10,0d 20,0d 39,0c 62,0b 910a Y=3,600+0,8160x ** 0,000 19,1 0,97
CA 2,8a 26a 2,3ab 19b - Y¥=2,8075-0,0107x ** 0,031 14,3 0,97
CR 22b 2,3ab 32a 32a - Y=2,12+0,0153x ** 0,006 15,2 0,86
MS 0,5a 0,3b 0,3b 0,3b - Y=0,4425-0,0033x * 0,023 40,3 0,60
Himatanthus obovatus (Miill, Arg.) Woodson
PG 99,0 a 98,0 a 98,0 a 99,0 a 97,0a Y=98,20 - 2,6 -
IVG 239a 23,6 a 23,3 a 239a 22,6a Y=23,46 - 50 -
PA 1,0a 2,0a 2,0a 10a 30a i Y=1,5 - 143,4 -
CA 1,8ab 20a 16b 15b 12c Y=1,9805-0,0071x ** 0,000 12,3 0,80
CR 3,7a 2,1b 19b l4c 12c Y=3,5586-0,0508x+0,0002x2 ** 0,000 12,7 0,95
MS 05a 0,6 a 0,6 a 0,6 a 0,6 a Y=0,53 - 9,5 -
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Rudgea viburnoides (Cham.) Benth

PG 99,0 a 96,0 ab 98,0 ab 95,0b 98,0 ab - - 3,3 -
IVG 239a 229a 225a 21,7 a 224 a Y=22,69 0,356 6,6 -
PA 10b 4,0 ab 2,0 ab 50a 2,0 ab - - 113,6 -
CA 1,8a 1,7a 1,8a 16a 1,7a Y=1,74 0,717 13,3 -
CR 3,7a 1,2b 1.2b 10b 09b Y=3,410-0,0754x+0,0005x2 ** 0,000 13,9 0,86
MS 0,5a 0,5a 0,6 a 0,5a 0,6 a Y=0,56 0,145 14,8 -
Dipteryx alata Vogel.
PG 99,0 a 99,0 a 98,0 a 92,0a 96,0 a - - 3,8 -
VG 239a 18,3 bc 21,5ab 15,1 cd 12,7 d Y=23,4291-0,1028x ** 0,000 12,0 0,79
PA 1,0a 10a 20a 8,0a 40a Y=3,2 - 114,1 -
CA 1,8a 19a 1,8a 1,6 a 15a Y=1,73 0,163 12,6 -
CR 3,7a 1,3b 1,4b 16b 15b Y=3,4056-0,0710x+0,0005X2 ** 0,000 12,3 0,81
MS 0,5a 0,5a 0,6 a 0,5a 0,5a Y=0,54 0,233 12,4 -
Curatella americana L.
PG 99,0 a 98,0 ab 98,0 ab 96,0 b 96,0 b - - 2,3 -
VG 239a 15,2b 130b 115c 11,0d - - 6,1 -
PA 10b 2,0ab 2,0 ab 40 a 40 a - - 86,6 -
CA 1,8a 1,7 ab 1,4 bc 1,3c 1,3c Y=1,8165-0,0058x% ** 0,014 15,1 0,89
CR 3,7a 10b 09b 09b 10b Y=3,4075-0,0876x+0,0006x2 ** 0,000 12,4 0,88
MS 0,5a 0,6 a 0,5a 0,5a 0,6 a Y=5,6 0,068 11,7 -
Qualea grandiflora Mart.
(1!4) (113) (112) (1!0) (110) N/ — *%
PG 96.0 a 91,0 ab 87.0 be 74.0 cd 68.0 d Y=1,3920-0,0042x 0,001 9,3 0,98
IVG 13,6 a 119b 10,1 b 8,3¢c 6,5c¢C Y=13,6550-0,0717x ** 0,000 12,4 0,95
PA 19,0 a 23,0a 38,0 a 76,0 a 100,0 a Y=8,20-0,860x ** 0,000 22,5 0,92
CA 2,3a 1,8b 1,5 bc 1,3c - Y=2,1948-0,0123x ** 0,001 12,4 0,96
CR 4.2 a 26Db 26Db 1,8¢c - Y¥=3,9221-0,030x ** 0,000 16,4 0,87
MS 0,5b 0,6 ab 0,6b 0,8a - Y=0,5256+0,0026x** 0,017 13,7 0,64
Aspidosperma macrocarpon
1,4 1,3 1,2 (1,0 (1,0 o - 0,001 9,3
PG 96,0a 910ab 87.0bc 740cd  680d Y=1,392-0,0043x 0001 97 0%
IVG 13,6 a 115b 10,6 bc 94c 99c Y=13,5607-0,0925x+0,0005x2 ** 0,000 7,5 0,98
PA 19.0b 21,0 ab 30,0 a 36,0 a 47,0 a - - 46,9 -
CA 2,3a 16b 16b 15b 1,4b Y=2,1759-0,0190x+0,0001x2 * 0,000 11,2 0,87
CR 4.2 a 21c 2,2 bc 2,6 bc 28b Y=3,96-0,0669x+0,0005x2 ** 0,000 15,5 0,99
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MS 0,5b 0,6 b 0,6 b 0,6 ab 0,8a Y¥=0,5121+0,0021x ** 0,036 15,6 0,85
Caryocar brasiliense Camb.
14 1,4 1,2 1,3 1,2 o
PG 9&0 ;b 9(7,0)a 8(5,0)c 9(0,0)b 8(6,0)c Y=96,20-0,1080x ** 0,011 57 0,59
IVG 135a 115b 98¢ 10,4 bc 92¢c Y=12,8450-0,0393x ** 0,000 9,9 0,82
PA 19,0c 38,0c 50,0 bc 80,0b 100,0 a - - 21,9 -
CA 23a 1,7b 12c 1,4 bc - Y=2,2784-0,0343x+0,0002x2 ** 0,000 12,4 0,99
CR 42 a 19c 2,5 bc 3,0b - Y=4,0834-0,0963x+0,0011x2 ** 0,000 17,2 0,84
MS 0,5¢c 0,6 b 0,7 ab 0,8a - Y=0,5339+0,0037x ** 0,002 11,0 0,97
Tibouchina candolleana (Mart. ex DC.) Cogn
PG 96,0 a 90,0 a 93,0a 90,0 a 84,0 a Y=90,6 0,066 59 -
IVG 13,6 a 11,3a 13,0a 12,7 a 13,6 a Y=12,81 0,261 12,1 -
04 0,5 0,6 0,4 1,0 o
PA 1(9,0)b 2(5,0)b 2(8,0)b 2(0,0)b 6(6,0)a Y=0,5013-0,0053x+0,00009x2 * 0,000 28,7 0,66
CA 23a 24a 22a 22a 17a Y=2,15 0,070 14,0 -
CR 4,2 a 3.4b 29b 13c 17c Y=4,1255-0,0284x ** 0,000 20,1 0,87
MS 0,5¢c 0,6 bc 0,6 bc 0,7b 0,8a Y=0,4938+0,0029x ** 0,000 12,1 0,90
Miconia albicans (SW.) Triana
PG (1,3) 1,2) (1,1) (1,1) 1,2) \?_=1 ,169 10,66 -
92,0a 84,0a 80,0 a 79,0 a 84,0 a Y=83,8 0,222 9,58 -

IVG 16,6 a 139 ab 9,7¢c 11,3 bc 12,4 bc Y=16,8935-0,1967x+0,0015x2 ** 0,001 14,7 0,90
PA 10,0d 42,0c 96,0 a 76,0b 100,0 a - - 11,0 -
CA 2,8a 18b - 12c - Y¥=2,5678-0,0192x ** 0,000 14,0 0,85
CR 22a 19a - 12a - Y=1,74 0,054 29,3 -
MS 0,5a 0,6a - 04a - Y=0,5 0,122 20,6 -

Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste Mann-Whitney (p<0,05) ou pelo teste Duncan (p<0,05).
CV: coeficiente de variacéo (%); R% coeficiente de determinacéo (%); **, *: significativo aos niveis de 1 e 5%, respectivamente, pelo teste F.

PG: porcentagem de germinagéo (%); IVG: indice de velocidade de germinacéo; PA: porcentagem de plantulas anormais (%); CA: comprimento da parte

aérea (cm); CR: comprimento da raiz (cm); MS: massa seca (mg plantula™?).
(): Dados transformados



47

Para a variavel porcentagem de germinacdao houve diferenca entre as
concentracbes dos extratos de D. elliptica, C. laxum, C. americana, Q.
grandiflora, A. macrocarpone C. brasiliense, variando entre 79 e 99% de
germinacdo. Os extratos das espécies C. laxum, Q. grandiflora, A.
macrocaropon e C. brasiliense reduziram a germinacdo das sementes de
alface, sendo os dados ajustados ao modelo de regresséo linear, com
coeficiente de determinacéo (R?) entre 59 e 98%.

Para D. elliptica a diferenca na porcentagem de germinacdo é
representada pelo modelo de regressdo quadratica, com R? de 79% e, s6
houve inibicdo da germinacdo na maxima concentracdo (100%). No caso da
espécie C. americana houve diferenca na porcentagem de germinacao entre as
concentracfes ao compara-las com o controle (0%), sendo maior a inibicdo na
maior concentracéo do extrato.

Na maioria dos casos a alelopatia ndo afeta a porcentagem de
germinacao, por ser considerado o parametro menos sensivel a acdo dos
aleloquimicos; porém, pode interferir no vigor das sementes, atuando na
velocidade do processo de germinacdo (Ferreira e Aquila, 2000; Borghetti e
Ferreira, 2004). Nesse sentido, os resultados do indice de velocidade de
germinacao (Tabela 3) demonstram que os extratos das espécies estudadas
neste trabalho causaram reducao significativa na velocidade de germinacao
das sementes de alface de maneira inversamente proporcional a concentracéo
dos extratos, com excecédo de H. obovatus, R. viburnoides e T. candolleana,
variando de 1,1 a 23,9; sendo que os maiores valores de indice de velocidade
de germinacao indicam maior rapidez e, portanto, menor interferéncia no
processo de germinacao da semente.

Os resultados do indice de velocidade de germinacédo seguiram modelos
polinomiais de primeiro e segundo graus com coeficiente de determinacéo (R?)
acima de 79%. De acordo com o teste de médias os resultados indicam
reducdo da velocidade de germinagcdo conforme se incrementa as
concentra¢cdes dos extratos.

Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por Gatti et al. (2007) e
Goncgalves (2016) que ndo encontraram diferencas na porcentagem de

germinacdo de sementes de alface com extratos aquosos de folhas de
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espécies nativas do Cerrado; porém, os autores relatam reducao significativa
no indice de velocidade de germinacéao.

Do ponto de vista ecoldgico, sementes que germinam mais lentamente
podem apresentar um desenvolvimento inicial reduzido e, portanto, ficam mais
susceptiveis as condicdes de estresse e, sGo menos capazes de competir por
recursos como agua e nutrientes (Jefferson e Pennachio, 2003).

As substancias alelopaticas podem induzir a formagdo de plantulas
anormais e, a raiz é a estrutura que responde mais drasticamente (Grisi et al.,
2011), sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais comuns (Ferreira e
Aquila, 2000). Neste estudo avaliou-se a porcentagem de plantulas anormais,
seguindo os critérios morfologicos apresentados na figura 1. As porcentagens
de plantulas anormais de alface variaram de 1 a 100%, aumentando com a
concentracdo dos extratos para a maioria das espécies estudadas (Tabela 3).

4
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FIGURA 1. Semente e plantulas de alface (Lactuca sativa L.) consideradas
anormais: a) germinacao incompleta, b) auséncia de raiz e ponta
gueimada, c) raiz fraca e desproporcional, d) auséncia de raiz, e)
auséncia de raiz primaria e presenca precoce de raizes

secundarias e, f) plantula normal.
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Neste trabalho, as plantulas de alface classificadas como anormais
(Tabela 3) apresentaram caracteristicas como: auséncia de raizes secundarias,
necrose no apice da raiz, escurecimento e endurecimento da raiz, geotropismo
negativo, auséncia ou atrofia da raiz primaria, raizes pequenas ou
desproporcionais em relacdo a parte aérea e auséncia de raiz. Estes efeitos
variaram em intensidade dependendo da espécie e concentracdo estudadas,
podendo as plantulas apresentarem no mesmo tratamento mais de uma destas
caracteristicas.

De acordo com Aloni et al. (2006), quando existe uma leséo na coifa, 0s
niveis de citocinina que controlam a curvatura geotropica da raiz sdo reduzidos
e induzem a inversao gravitropica da mesma. Essa inversdo gravitropica pode
ser Util para as plantulas, atrasando o contato das raizes secundarias com o
extrato (Imatomi et al., 2015). Por outro lado, uma reducdo da citocinina
combinada com outros horménios vegetais pode estimular a producdo precoce
de raizes secundarias (Fukaki e Tasaka, 2009), as quais sao pequenas e finas
e, comprometem o desenvolvimento normal das plantas.

A parte aérea das plantulas de alface foi menos sensivel ao efeito dos
aleloguimicos, sendo as alteracdes mais comuns a reducdo do comprimento,
dano e clorose dos cotilédones. A aparéncia clorética das plantulas € um
sintoma da degradacdo das moléculas de clorofila ou da inibicdo da sua
sintese, ambos devido a acdo dos aleloquimicos (Einhellig, 1986).

Os resultados dos parametros do bioensaio de crescimento das
plantulas de alface incluindo comprimento da parte aérea (CA), comprimento
da raiz (CR) e massa seca (MS), sdo apresentados na Tabela 3. Os extratos
foliares das espeécies D. elliptica, T. formosa, C. laxum, H. obovatus, C.
americana, Q. grandiflora e M. albicans reduziram o comprimento da parte
aérea das plantulas de alface com o incremento das concentracdes dos
extratos aquosos, representados por modelo de regressdo polinomial de
primeiro grau, com R? acima de 80%. Para os extratos aquosos foliares das
espécies A. macrocarpon e C. brasiliense a reducdo do comprimento da parte
aérea das plantulas de alface também foi dependente das concentracdes dos
extratos aquosos, no entanto, expressas por modelo de regressao polinomial

de segundo grau com R? de 87 e 99%, respectivamente.
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De acordo com Fariba et al. (2007) os aleloquimicos podem estimular ou
inibir o crescimento das plantulas dependendo da concentracdo. Resultados
similares de inibicdo foram encontrados por Souza et al. (2007) ao avaliarem o
desenvolvimento inicial de plantulas de gergelim (Sesamum indicum) em
substrato formado pela mistura de triturado de folhas secas de C. brasiliense e
solo em diferentes concentracdes (0,1 e 3% massa/massa).

No caso das espécies D. elliptica, T. formosa, C. americanae A.
macrocarpon ndo houve diferenca no comprimento da raiz das plantulas de
alface entre as concentracdes dos extratos aquosos, mas sim em relagédo ao
controle. Portanto, de acordo com os resultados do teste de médias, o efeito
inibitério dos extratos foliares das espécies ndo € intensificado com o
incremento das concentracoes.

Apenas os extratos foliares das espécies D. elliptica e M. albicans néo
apresentaram efeitos fitotoxicos no sistema radicular das plantulas de alface.
Assim, modelos de regressdo polinomial de segundo grau com R? acima de
80% foram ajustados para a maioria das espécies avaliadas. Quanto maior a
concentracdo dos extratos, maior o efeito inibitério de T. candolleana, H.
obovatus e Q. grandiflora. Por outro lado, as espécies R. viburnoides, C.
americana, Dipteryx alata e T. formosa ndo apresentaram diferenca entre as
concentracfes quanto ao efeito alelopatico inibitério, ndo existindo diferenca no
comprimento da raiz para a concentracdo minima de 25% e a maxima de
100%, embora diferindo do tratamento controle.

Houve reducdo de cerca de 71% no comprimento da raiz na
concentracdo minima do extrato de C. americana (25%) quando comparada
com o tratamento controle (0%). Resultados similares foram reportados por
Barbosa (2011) que avaliou o efeito alelopatico do extrato diclorometéanico de
C. americana no desenvolvimento de Panicum maximum, sendo que a 100
ppm houve reducdo de mais de 50% no desenvolvimento radicular e da parte
aérea.

Contudo, o comprimento da parte aérea da alface foi reduzido em
apenas 28% na maxima concentracdo (100%) do extrato de C. americana.
Nesse sentido, os resultados concordam com os obtidos por Lopes et al. (2017)
gue reportaram um maior efeito alelopatico do extrato aquoso de Lepidaploa

aurea (Asteraceae) no comprimento da raiz do que na parte aérea das
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espécies alvo (Lactuca sativa L., Raphanus sativus L., Solanum lycopersicum
L. e Sorghum bicolor L. Moench.). Goncalves et al. (2015) em bioensaio com
extratos de H. obovatus verificaram que a germinacdo de sementes de alface
nao foi afetada, no entanto, reduziu drasticamente o comprimento da raiz com
proporcao bastante menor da parte aérea.

Chung et al. (2001) sugerem que essa diferenca é devido ao contato
direto e mais prolongado da raiz com 0 meio que contém 0S compostos
aleloguimicos comparados com as outras partes da plantula. Magiero et al.
(2009) reportam gue a raiz € o 6rgdo mais sensivel ao efeito dos aleloquimicos,
pois, seu alongamento depende da divisao celular que, se inibida, compromete
consideravelmente o desenvolvimento normal da plantula.

O extrato foliar aquoso de D. elliptica proporcionou anormalidade em
100% das plantulas de alface nas concentragcdes de 75 e 100%, portanto, ndo
se obteve resultado dos parametros comprimento da parte aérea, comprimento
da raiz e massa seca, restando apenas trés concentracdes (0, 25 e 50%) para
a analise dos dados.

Tanto a varidvel comprimento da parte aérea quanto a massa seca
foram afetadas pelas concentracdes do extrato aquoso, sendo representadas
por modelos de regresséo linear de primeiro grau com R? acima de 84%.

Para o comprimento da raiz ndo houve diferenca entre as concentracdes
de 0, 25 e 50%. Contrariamente a estes resultados Gongalves (2016) reportou
que o extrato aquoso de D. elliptica inibiu mais de 50% o comprimento da raiz
de alface nas concentracdes de 50, 75 e 100%.

Em relagdo a variavel massa seca, houve efeito fitotoxico dependente
das concentracfes apenas para as espécies D. elliptica e C. laxum ajustado a
equacao de regressado polinomial de primeiro grau. Os aleloguimicos causam
fitotoxicidade nas plantas que é refletido na reducdo da massa seca das
plantulas de alface expostas aos extratos aquosos. Estudos realizado por
Carmo et al. (2007), reportaram reducédo da massa seca de plantulas de sorgo
(Sorghum granifero) sob tratamento com extrato de canela-sassafras (Ocotea
odorifera (Vel.) Rowher) na concentracdo de 10%. A reducdo da massa seca
pode ser devido a inibicdo de mecanismos de hidrolise ou a danificacdo da

estrutura celular (Hong et al., 2004).
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Segundo Reigosa et al. (1999), os aleloquimicos podem afetar
simultaneamente diferentes processos fisiologicos e o0s efeitos séo
dependentes da concentracdo e do alelogquimico presente, considerado o efeito
de “dente de serra”; assim, uma concentracao pode afetar de maneiras opostas
(positiva ou negativa) determinados processos.

Os resultados dos bioensaios realizados por Imatomi et al. (2013) com
15 espécies da familia Myrtaceae comprovaram que cada espécie doadora se
comporta distintamente em relagdo a atividade alelopatica, variando o grau do
efeito fitotoxico, independente da familia botanica da qual se obteve o extrato.

O indice de resposta alelopatica (IR) € um importante indicador dos
efeitos alelopaticos. No presente estudo os valores de IR foram sempre
negativos (Figura 2), o que significa que os efeitos alelopaticos dos extratos
aguosos foram inibitérios em sementes de alface e, na maioria dos casos dose
dependentes. Diversos estudos demonstram IR negativo a germinacdo das
sementes de espécies-alvo, proporcional a concentracdo dos extratos (Gao et
al., 2009; Quispe et al., 2010; Borella et al., 2011; Gongalves, 2016).
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FIGURA 2. indice de resposta alelopatica (IR) de sementes de alface (Lactuca

sativa L.) a diferentes concentracdes de extratos aquosos foliares

de espécies do Cerrado. Chapada dos Guimardes /MT, 2018.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente

de acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade. As barras

verticais representam o erro-padrdo da média.

O extrato aquoso foliar da espécie C. americana apresentou IR de -0,36

na menor concentracdo do extrato aquoso testado (25%) (Figura 2D),

indicando um maior efeito alelopatico em comparagdo as demais espécies

estudadas. No entanto, a espécie C. laxum teve IR proximo a -1,0 na maxima

concentracdo (100%) (Figura 2B), demonstrando forte efeito alelopético

negativo.

Em relacdo aos extratos aquosos das espécies T. formosa, H. obovatus,

R. viburnoides, A. macrocarpon e T. candolleana o indice de resposta

alelopatica foi negativo, mas, sem diferenca entre as concentra¢cdes; portanto,

a resposta alelopética baseada na velocidade de germinacdo ndo é melhor

com o incremento da concentracdo dos extratos destas espécies.
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Resultados similares quanto ao indice de resposta alelopéatica foram
reportados por Grisi et al. (2011) indicando que o extrato de frutos de Sapindus
saponaria exerce efeito inibitorio sobre o processo de germinacédo de alface,
cebola (Allium cepa), capim-arroz (Echinochloa crus-galli) e corda-de-viola
(Sapindus saponaria), em diferentes concentragoes.

De acordo com os resultados dos bioensaios, das doze espécies
medicinais estudadas foram selecionadas as espécies D. elliptica, C. laxum, C.
brasiliense e Q. grandiflora devido ao maior efeito alelopatico observado a
partir da inibicdo nos parametros germinativos (PG, IVG; IR) e de
desenvolvimento inicial da plantula indicadora (CA, CR).

Toxicidade em Caenorhabditis elegans

Os resultados de toxicidade indicam que os extratos aquosos das folhas
de D. elliptica, C. laxum, C. brasiliense ndo foram toxicos para C. elegans N2
depois de 24 horas de tratamento (0% mortalidade). Porém, houve diferenca
significativa na mortalidade entre o controle negativo e o extrato aquoso das
folnas da espécie Q. grandiflora, sendo amortalidade média de 10+5%,

indicando baixa toxicidade para C. elegans.

N&o existem relatos na literatura sobre a toxicidade dos extratos das
espécies D. elliptica, C. laxum e Q. grandiflora em nematoides. Por outro lado,
Ribeiro et al. (2012), demonstraram efeito nematicida do extrato aquoso da
casca e mesocarpo do fruto de C. brasiliense para a espécie de nematoide
Meloidogyne javanica. E comprovado em varios estudos que a composicio
guimica de uma espécie varia dependendo da parte da planta analisada,
influenciando na atividade biologica (Oliveira et al., 2012; Garcia et al., 2017),
assim, é demonstrado neste estudo que os constituintes presentes nas folhas

de C. grandiflora apresentam baixa toxicidade para C. elegans.

A vida média dos aleloquimicos pode variar desde algumas horas até
meses (Demuner et al., 2005; Cecchi et al., 2004), de tal modo, a persisténcia
dos aleloquimicos pode influenciar na quimica e microflora do solo (Smith,
2016; Xiao et al., 2017). Portanto, estudos de toxicidade utilizando nematoides
de vida livre como organismo padrdo, permitem evitar que 0s extratos aquosos
com atividade fitotoxica afetam a vida do solo ao serem aplicados diretamente

No campo.
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De acordo com os resultados € possivel afirmar que o efeito inibitorio
observado nos bioensaios corresponde, especificamente, a atividade fitotoxica

e ndo ao grau de toxicidade dos compostos quimicos presentes nas folhas.
Composicao quimica

O espectro infravermelho com transformada de Fourier (IVTF), baseado
nos valores de bandas de absorc&o na regido de infravermelho, foi obtido para
identificar os grupos funcionais dos compostos ativos presentes nos extratos
aguosos foliares das espécies com maior potencial alelopatico (D. elliptica, C.
laxum, C. brasiliense e Q. grandiflora) fundamentado em valores de bandas de
absorcdo na regido do infravermelho. Os resultados (bandas de absorcao)
obtidos via IVTF e grupos funcionais identificados sédo apresentados na Tabela
4. O espectro IVTF confirma a presenca de alcoois, fendis, alcanos, alcenos,
aromaticos, hidroxilas, acido carboxilico e aminas nos extratos aquosos foliares

destas quatro espécies nativas do Cerrado.

A banda larga centrada em ~3.300 cm? pode ser atribuida ao
alongamento da ligagdo -OH nas proteinas, acidos graxos, carboidratos e
lignina, presentes nas plantas. O alongamento de -OH também pode ser
atribuido a presenca de agua adsorvida na amostra (Amorim et al., 2016). Em
todos os espectros, a banda -OH ficou muito longa, encobrindo estiramentos
importantes de CH2 e CHs que auxiliariam na identificagdo de outros grupos
funcionais no espectro IV dos extratos.

Os grupos funcionais como alcanos, alcenos, fendis e aromaticos
encontrados nos extratos foliares das espécies estudadas, sao estruturalmente
similares aos reportados na literatura; estes inibem a germinacdo de sementes,
o desenvolvimento inicial das plantas, afetam a fotossintese e a absorcéo de
agua e nutrientes (Zhang et al., 2007; Djurdjevicm et al., 2008; Zhang et al.,
2010). Os fendis apresentam forte atividade fitotoxica que afeta a estrutura das
plantas e é um dos grupos funcionais mais profundamente estudados (Macias
et al.,, 2019). A presenca do grupo fenol no extrato de C. laxum (Tabela 5)
reforca os resultados do potencial alelopéatico obtido a partir dos bioensaios
(Tabela 3).
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Tabela 4. Bandas de absorgéo IVTF e grupos funcionais presentes nos extratos aquosos de folhas de Davilla elliptica, Combretum

laxum, Caryocar brasiliense e Qualea grandiflora. Chapada dos Guimaraes, 2019.

f Grgpos_ D. elliptica C. laxum C. b_rasiliense Q. grandiflora Tipo de vibragao
uncionais Banda (cm™)
Alcodis 1.042-1.072 1.034-1.111 1.042-1.103 1.042 Estiramento C-O%°
Fenol 1.234 1.204 1.227 1.211 Estiramento C-O2%8°
Aminaaromatica 1.366 1.335 1.343 1.335 Estiramento C-N*?
Amina 1512 ) 1520 1504 EstlramenNto assimeétrico e
deformacéao tesoura N-H®
Alceno 1.620 1.605 1.612 1.612 Estiramento C=C ligacé&o cis*
Aromaético 1.443 1.443 - - Estiramento simétrico C=C ©
Estiramento C-H com hibridizacéo
Alcanos 2.924 2.855-2.924 1.450 1.366-1.450 sp® metileno; deformacéao angular
simétrico de CH3 3578
Hidroxila 3.372 3.271 3.332 3.325 Estiramento O-H com ligacdo de
hidrogéniot:38
Acido carboxilico - - 1.697 1.697 Estiramento C=0 &7
Aromatico 764-826 . 640-818 763-918 Deformagao angular C-H fora do

plano®

LJemilugba et al., (2019); ?Oliveira et al. (2016); *Eassa et al., (2018); *Khan et al., (2018); °Pavia et al., (2010); ®Kpemissi et al., (2019); “Ujowundu et al.,
(2017); ®Ponou et al., (2008); °Traversa et al., (2010)
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E importante salientar que a atividade inibitoria de aleloquimicos, como
terpenoides, fenois e ésteres na supressao de plantas daninhas alvo, pode ser
regulada pela presenca de substancias menos alelopaticas, como
heterociclicos, alcoois, éteres, etc. Embora estes compostos sejam
considerados menos alelopaticos sdo também produzidos por plantas e podem
interagir com 0s outros metabdlitos e, assim aumentar ou diminuir o efeito

conjunto das substancias (sinergismo ou antagonismo) (He et al., 2005).

Os extratos aquosos das folhas de D. elliptica, C. laxum, C. brasiliense e
Q. grandiflora foram avaliados quanto a presenca de diferentes classes de
compostos secundarios como fendis, alcalbides, flavondides e terpenos. Os
resultados mostram que as espécies D. elliptica e Q. grandiflora apresentaram
as quatro classes estudadas. Esses resultados concordam com os descritos na

literatura ao nivel de género e/ou espécie(Tabela 5).

Tabela 5. Identificacdo das classes de compostos secundarios nos extratos
aquosos foliares de Davilla elliptica, Combretum laxum, Caryocar

brasiliense e Qualea grandiflora.

Classe Davilla Combretum  Caryocar Qualea
elliptica laxum brasiliense grandiflora
Fenois + 12 + 467 A + 10
Alcaléides + 3 + 57 + 89 _ 10
Flavonoides +*® - + 89 _10
Terpenos +1 + 67 40 410

(-) ausente; (+) presente

IMichelin et al. (2005); ?Kushima et al. (2009); ° Rodrigues et al. (2019); “Touré et al. (2011);
SUjowundu et al. (2010); ® Ayuba Abdul et al. (2015); '‘Bokhad e Rothe (2012); 8Rezende et al.,
2011; °Carvalho et al. (2015); °Costa et al. (2008)

Os resultados indicam que o extrato foliar aquoso da espécie C. laxum
ndo apresenta flavonoides na composicdo quimica; no entanto, foi reportado
presenca de flavonoides em outros estudos de espécies do género Combretum
(Ujowundu et al., 2010; Ayuba-Abdul et al., 2015). Os flavonoides s&o
compostos solluveis em agua devido a presenca de acUcares ligados a
estrutura, esta caracteristica aumenta seu potencial na producdo de futuros
herbicidas (Macias et al., 2019).

Os flavonoides sdo uma classe caracteristica das espécies do género

Combretum (Martini et al., 2004); porém, neste estudo nao foram identificados
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no extrato aquoso das folhas da espécie C. laxum (Tabela 5). Os resultados de
infravermelho da espécie confirmam a presenca do grupo funcional fenol
(Tabela 4), importante na estrutura molecular dos flavonoides junto aos anéis
aromaticos unidos a um grupo hidroxila; portanto, possivelmente a né&o
identificacdo da classe, utilizando cromatografia em camada delgada, pode ser
devido a baixa sensibilidade da técnica utilizada ou a baixa concentracdo no
extrato aquoso. Sugere-se o0 uso de outros reveladores, como por exemplo,
acetato de chumbo (Il) e solventes organicos como etanol no momento da
extracdo dos aleloquimicos de C. laxum, que permitam a identificacdo de
flavondides (Bokhad e Rothe, 2012).

Os compostos fendlicos tém sido estudados extensivamente e,
pesquisas indicam que interferem significativamente em varias enzimas
vegetais importantes ligadas aos processos fisiolégicos das plantas. Alguns
compostos fendlicos com reconhecida atividade alelopatica sédo acido ferulico,

acido caféico, acido galico e quercetina (Latif et al., 2017).

Os alcaldides formam o grupo mais importante entre os aleloquimicos
gue contém nitrogénio na composicdo; a maioria deles sdo derivados dos
aminoacidos, mas podem ser sintetizados via terpenodides. Sao o terceiro
aleloguimico mais estudado nos ultimos doze anos, depois dos fendis e

flavondis (Macias et al., 2019).

Os grupos funcionais e as classes de compostos reportados nos extratos
aguosos avaliados exibem propriedades fitotoxicas significativas que sustentam
a importancia dessas plantas no desenvolvimento de alternativas sustentaveis

no controle de plantas daninhas.

Alguns autores concordam que o0s bioensaios em laboratorio (condi¢cdes
controladas) sdo ferramentas importantes para estudo prévio sobre o possivel
potencial alelopatico das espécies, pois, demonstram apenas evidéncia de
fitotoxicidade na espécie alvo; no entanto, ndo recomendam extrapolar os
dados encontrados em laboratério para condicdes de campo (Inderjit e Weston,
2000; Blum, 2011; Reigosa et al., 2013).

Os efeitos dos extratos aquosos das folhas das espécies estudadas

sobre as sementes e plantulas de alface possivelmente sdo resultado da acéo
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dos aleloquimicos presentes nos extratos, visto que, de fato foram confirmados
efeitos fitotoxicos (inibitérios) na germinacdo e crescimento inicial das
plantulas. No entanto, é necessaria a caracterizacdo fitoquimica a partir de
técnicas avancadas de analise quimica para obtencdo de informacgbes
detalhadas e completas dos constituintes dos extratos, que facilitem na

identificacdo dos aleloquimicos responsaveis pela acdo alelopatica.

Assim, o conhecimento detalhado dos aleloquimicos dos extratos
aquosos das folhas das espécies estudadas pode servir como base para a
realizacdo de estudos mais aprofundados que visem avaliar o potencial
alelopético destas espécies em condi¢cdes de campo, utilizando como espécies-

alvo espécies invasoras e resistentes a herbicidas.

3.4. CONCLUSOES

Em condicBes de laboratoério, das doze espécies avaliadas, os extratos
aguosos foliares de Davilla elliptica, Combretum laxum, Caryocar brasiliense e
Qualea grandiflora apresentaram maior atividade fitotdxica na germinagao e
desenvolvimento inicial de plantulas de Lactuca sativa L.

A andlise preliminar da composi¢do quimica dos extratos aquosos indica
a presenca de grupos funcionais como alcoois, fendis, alcanos, aminas,
alcenos, aromaticos, hidroxila, acido carboxilico; e das classes de compostos
secundarios com atividade fitotoxica como fendis, alcaldides, flavonoides e
terpenos.

Os extratos aquosos de folhas das espécies Davilla elliptica, Combretum
laxum, Caryocar brasiliense e Qualea grandiflora ndo exibiram toxicidade para

animais.
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4. CAPITULO 3. METABOLOMA DEEXTRATOS FITOTOXICOS
DECombretum laxum, Davilla elliptica, Caryocar brasiliense e
Qualea grandiflora

RESUMO- O estudo quimico e biolégico de uma planta permite a identificacao
de compostos bioativos, bem como a potencial sintese de novos produtos de
uso agricola mais sustentavel. Neste estudo avaliou-se o efeito alelopético e a
composicao fitoquimica de extratos aquosos foliares das espécies nativas do
Cerrado Combretum laxum (Combretaceae), Davilla elliptica (Dilleniaceae),
Caryocar brasiliense (Caryocaraceae) e Qualea grandiflora (Vochysiaceae). Os
extratos aquosos das plantas selecionadas foram avaliados quanto ao efeito
alelopatico em sementes de alface (Lactuca sativa L.) como espécie
indicadora. Foram realizados bioensaios de germinacdo e desenvolvimento
inicial de plantulas com cinco concentracdes de cada extrato (0, 25, 50, 75 e
100%). Realizou-se a caracteriza¢do quimica dos extratos mediante a técnica
de RMN-'H. Os resultados dos bioensaios indicam que a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas de alface foram significativamente inibidos
pelos extratos. A composi¢cao quimica dos extratos foliares sugere que existe
diferenca qualitativa e quantitativa de metabdlitos entre as quatro espécies
estudadas. Analises multivariadas de agrupamento hierarquico e
discriminatério indicam que existe similaridade na composi¢cdo quimica e na
atividade alelopéatica entre as espécies C. laxum e Q. grandiflora,
possivelmente devido a proximidade filogenética das espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Metabdlitos, pequi, pau-terra, lixeirinha, pombeiro-branco
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4. CHAPTER 3. METABOLOMA OF PHYTOTOTIC EXTRACTS
OFCombretum laxum, Davilla elliptica, Caryocar brasiliense e Qualea
grandiflora

ABSTRACT- The chemical and biological study of a plant allows the
identification of bioactive compounds, as well as the potential synthesis of new
products for more sustainable agricultural use. In this study, the allelopathic
effect and phytochemical composition of aqueous leaf extracts from native
Cerrado species were evaluated: Combretum laxum (Combretaceae), Davilla
elliptica (Dilleniaceae), Caryocar brasiliense (Caryocaraceae) and Qualea
grandiflora (Vochysiaceae). The aqueous extracts of the selected plants were
evaluated for the allelopathic effect on lettuce seeds (Lactuca sativa L.) as an
indicator species. Germination and initial seedling development bioassays were
carried out with five concentrations for each extract (0, 25, 50, 75 and 100%).
The chemical characterization of the extracts was carried out using the 1H NMR
technique. The results of the bioassays indicate that the germination and initial
development of lettuce seedlings were significantly inhibited. The chemical
composition of leaf extracts suggests that there is a qualitative and quantitative
difference in metabolites between the four species studied. Multivariate
analyzes of hierarchical and discriminant grouping indicate that there is
similarity in chemical composition and in allelopathic activity between C. laxum
and Q. grandiflora species, possibly due to the phylogenetic proximity of the
species.

KEYWORDS: Metabolites, allelopathy, FTIR, pequi, pau-terra, lixeirinha,
pombeiro-branco.
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4.1. INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo as principais responsaveis pela reducdo de
rendimento das culturas agricolas, com média de 34% (Oerke, 2006). O uso
excessivo e inadequado dos herbicidas tem ocasionado problemas de poluicéo
ambiental, riscos a salde humana e resisténcia de plantas daninhas aos
diferentes sitios de acdo dos produtos sintéticos (Annett et al., 2014; Lakara et
al., 2019).

Com o aumento da populacdo mundial e a diminuicdo dos recursos
disponiveis, o manejo de plantas daninhas € um trabalho ainda mais importante
e desafiador na producdo de alimentos. Nesse sentido, a alelopatia tem
significado relevante para sistemas de manejo ecoldgico, sustentavel e

integrado de plantas daninhas (Jabran et al., 2015).

Diferentes alternativas de manejo utilizando espécies alelopaticas
demonstram respostas satisfatorias de controle mais sustentavel de plantas
daninhas (Tabaglio et al., 2013). O namero é crescente de produtos naturais
obtidos a partir de compostos bioativos de plantas alelopaticas (Ogata et al.,
2008; Miyake, 2009); assim, o papel dos bioherbicidas é destacado como
alternativa realista na implementacdo de programas de controle de plantas
daninhas. Potenciais herbicidas naturais como, por exemplo, os obtidos a partir
de 6leo volatil de Eucaliyptus ciitriodora (Batish et al., 2004), 6leo essencial de
Artemisia scoparia (Kaur et al., 2010), extrato aquoso de Eucalyptus globulus
(Puig et al., 2018) e, extratos aquoso, etanolico e metanolico de Cynara
cardunculus (Scavo et al.,, 2020) interferem no crescimento e processo

fisiologico de algumas espécies.

A alelopatia € apresentada como a habilidade de um organismo de
sintetizar e empregar um ou varios aleloquimicos para interferir sobre a
germinacdo, crescimento e/ou reproducdo de outros organismos (Ooka e
Owens, 2018). Os aleloquimicos s&o principalmente metabdlitos secundérios
de baixo peso molecular como alcalbides, fendis, flavondis, terpenos e
glucosinolatos produzidos pela planta alelopatica durante o crescimento, mas,
ndo sao utilizados para suprir necessidades primarias (El-Hadary e Chung,
2013).
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Segundo Schandry e Becker (2020) os aleloquimicos podem variar
guanto a via de sintese, estrutura quimica e atividade biologica; contudo a
definicdo envolve principalmente um processo biolégico e ndo uma classe

especifica de metabdlitos.

Os efeitos causados pela acdo dos aleloquimicos presentes em
determinada espécie sdo diferenciados em relagdo ao tipo e concentracdo do
extrato, parte da planta doadora e espécie alvo utilizada nos bioensaios, bem
como o parametro avaliado, sendo a porcentagem de germinacao uma variavel
pouco sensivel e, o comprimento da raiz o parametro mais sensivel ao efeito
inibitério dos metabdlitos devido ao maior contato com o extrato fitotoxico
(Chung et al., 2001)

Os bioensaios de germinacao e desenvolvimento inicial de uma espécie
alvo submetida a diferentes concentracdes de aleloguimicos € a técnica mais
comum utilizada para determinar o potencial alelopatico de uma espécie; no
entanto, os perfis fitoquimicos dos extratos podem ser de grande valia para
determinar os compostos especificos responsaveis pelos efeitos observados
(Pilatti et al., 2019).

O isolamento e a identificacdo de aleloquimicos podem levar a producao
de novos pesticidas de base biolégica através do fornecimento de estruturas
complementares para futuras sinteses e, como ajuda no desenvolvimento de
novos sitios moleculares-alvo que contribuiriam no manejo de pragas com

carater mais ecologico (Latif et al., 2017; Macias et al., 2019).

De acordo com Cheng e Cheng (2015), o rapido avango tecnoldgico na
analise quimica de produtos naturais tornou possivel isolar e identificar
guantidades minimas de compostos quimicos e realizar analises estruturais
sofisticadas dessas moléculas. Por outro lado, o perfil metabdlico tem provado
ser uma ferramenta (til e importante para se estudar a colecdo total de

produtos primarios e secundarios produzidos por uma planta (Latif et al., 2017).

A técnica de RMN (Ressonéancia Magnética Nuclear) € uma ferramenta
bastante completa e empregada na identificacdo qualitativa e quantitativa dos
constituintes de uma planta (Kato-Noguchi, 2003; Oliveira et al., 2011;

D’Abrosca et al., 2013). O uso da técnica de RMN é bastante recomendado na
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construcdo do perfil metabdlico das plantas pela ampla gama de constituintes
guimicos vegetais. Diversos estudos respaldam a utilizacdo desta técnica em
areas ligadas a metabolémica das plantas (Alcantara et al., 2007). A vantagem
da RMN sobre outras técnicas cromatograficas lidera na rapidez, né&o

seletividade, reprodutibilidade e estabilidade (Maraschin et al., 2017).

Fatores que influenciam a natureza alelopatica de um composto podem
estar relacionados aos modos de liberacdo e acao fitotoxica, bem como a
concentracdo bioativa, persisténcia e destino no meio ambiente (Inderjit e
Duke, 2003). Porém, condicdes de estresse abibtico e bidtico podem alterar
significativamente o conteido dos metabdlitos secundéarios produzidos pelas
plantas (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). As -caracteristicas climaticas,
edafologicas e ecolégicas do Cerrado influenciam na ocorréncia de plantas
ricas em compostos bioativos com propriedades fitotoxicas, moluscicida,

inseticida, fungicida e bactericida (Novaes et al., 2013).

O Cerrado possui uma grande diversidade de plantas de alta importancia
ecologica, econdbmica e cultural, destacando entre elas as espécies Davilla
elliptica (Dilleniaceae), Combretum laxum (Combretaceae), Caryocar
brasiliense (Caryocaraceae) e Qualea grandiflora (Vochysiaceae). Estas
espécies conhecidas como lixeirinha, pombeiro-branco, pau-terra e pequi,
respectivamente, sao utilizadas na medicina popular brasileira para o
tratamento e alivio de diferentes doencas devido ao alto potencial em
compostos ativos (Silva Juanior, 2005; McGaw et al., 2001; Costa et al., 2008).
Além disso, foram demonstrados efeitos bactericidas, fungicidas e inseticidas
em diversos estudos realizados com estas espécies (Kushima et al., 2009;
Ogbole et al., 2018; Breda et al., 2016; Candido, 2016). Porém, sdo poucos 0s
avancos em relacdo ao potencial fitotoxico das folhas e sobre os metabdlitos

primarios presentes em cada extrato.

Assim, o0 objetivo deste estudo foi analisar o metaboloma guiado em
funcdo da atividade fitotoxica dos extratos aquosos de folhas das espécies
Davilla elliptica, Combretum laxum, Caryocar brasiliense e Qualea grandiflora
dentro das especificidades da técnica de caracterizacdo quimica por

espectroscopia de RMN baseada no metabolismo primario.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Fitotoxicidade

Coleta do material vegetal

Para a realizacdo do presente estudo foram utlizadas folhas
completamente expandidas de quatro espécies nativas do Cerrado Mato-
Grossense. Uma exsicata de cada espécie foi depositada no Herbario Central
da UFMT com os correspondentes codigos: Davilla elliptica St. Hil (UFMT
44313), Combretum laxum Jacq. (UFMT 44312), Caryocar brasiliense Camb.
(UFMT 44365) e Qualea grandiflora Mart. (UFMT 44366). As folhas das
espécies a serem estudadas foram coletadas de individuos adultos no
municipio de Chapada dos Guimaraes, Mato Grosso, Brasil. As coordenadas
geograficas do local de coleta sdo: 15°30" - 15°45' latitude Sul e 55°50" - 55°80
longitude Oeste, correspondentes a uma area de Cerrado de regeneracdo

natural.

A coleta foi realizada no més de abril de 2019 (época chuvosa) no
periodo da manhd, entre 08hOOmin e 10h00min horas, em condi¢cdo de pleno
sol. O material coletado foi colocado em sacos de polietileno devidamente
identificados e armazenados em camara refrigerada a 18 £ 2 °C por quatro dias
até a elaboracao dos extratos aquosos.

Preparo dos extratos aquosos

Para o preparo dos extratos aquosos foi seguida a metodologia de
Vargas et al. (2019) com adaptacdo no processo de filtragem dos extratos
brutos, sendo realizada em papel filtro de café (composicdo 100% celulose)
com auxilio de uma bomba de vacuo (Vacuubrand RZ 5). A concentracdo dos
extratos aquosos brutos correspondeu a 10% (m/v), sendo este a concentracao
de 100% a ser estudada. Os extratos aquosos foliares foram obtidos em
triplicata para cada espécie avaliada. Posteriormente os extratos foram
armazenados a 18 * 2 °C em frascos de vidro ambar, previamente

identificados, até a utilizacdo nos bioensaios (3 dias).
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Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado com cinco tratamentos constituidos pelas
concentracdes dos extratos foliares obtidas por diluicdo 0% — controle, 25, 50,
75 e 100%, com quatro repeticbes de 25 sementes de alface var. Veneranda

(marca Feltrin).

Para a realizacdo dos bioensaios de germinagdo e de crescimento
inicial, as sementes foram colocadas em caixas plasticas transparentes tipo
gerbox (11 x 11 x 3 cm) sobre duas folhas de papel mata-borrdo umedecidas
com o0s respectivos tratamentos, na quantidade de 2,5 vezes a massa do
substrato seco. As caixas foram tampadas e vedadas com filme de plastico e
mantidas em camara de germinacao tipo BOD a 20 °C e fotoperiodo de 12
horas (Brasil, 2009).

Avaliacbes

As sementes germinadas foram avaliadas a cada 24h até a estabilizagéo
da germinacéo, sendo consideradas germinadas aquelas que apresentaram 2
mm de protrusdo radicular (Marcos Filho, 2015), quando se computou a
porcentagem de germinacédo (PG). O indice de velocidade de germinacéao foi
calculado de acordo a férmula proposta por Maguire (1962).

No final do experimento foi avaliada a porcentagem de plantulas
anormais (PAN) (Brasil, 2009). As plantulas normais foram avaliadas quanto ao
comprimento da parte aérea (CA) e comprimento da raiz (CR) sendo os
resultados expressos em cm planta!. Para determinar a biomassa seca (MS),
as plantulas medidas anteriormente foram colocadas em capsulas de aluminio
e secas em estufa com circulagdo de ar forcada a 65°C, onde permaneceram
até atingir massaconstante. Apds esse periodo, as amostras foram
colocadas para resfriar em dessecadores, por aproximadamente 60 minutos, e
pesadas em balan¢a semi-analitica (0,001 g), sendo os resultados de biomassa
seca expressos em mg plantula® (Vargas et al., 2019).

Anédlise estatistica dos dados

Para atendimento dos pressupostos da analise de variancia, os dados
foram avaliados quanto a homogeneidade da variancia pelo teste de Levene e
normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, sendo realizada a transformagao dos
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dados quando necessaria, adotando-se a transformacdo angular arco-seno
para porcentagem. Com os dados paramétricos realizou-se a andlise de
variancia (ANOVA) para cada espécie. Quando as diferencas foram
significativas (p<0,05) realizaram-se teste de média Duncan (p<0,05) e teste de
regressao, sendo ajustadas regressdes polinomiais baseadas na significancia
(p<0,01 e p<0,05) e no coeficiente de determinacéo (R?). A andlise foi realizada
com auxilio do programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2010). Para os dados
nao paramétricos foi utilizado o teste de Man-Witney com auxilio do programa

estatistico SPSS versao 22.
4.2.2. Metaboloma

A andlise metaboldmica das espécies foi limitada as condicbes e
especificidades da amostragem, época de coleta, tipo de extragdo, e técnica de
identificacdo de compostos do metabolismo primario utilizada.

A técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi utilizada para
identificacdo dos compostos primarios presentes nos extratos aquosos das
folhas das espécies Davilla elliptica, Combretum laxum, Caryocar brasiliense e
Qualea grandiflora.

Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Solubilizou-se 10 mg de extrato aquoso liofilizado em 700 pL de agua
deuterada D20 (Sigma-Aldrich) contendo 99,9% de deutério e 0,05% (m/m) de
3- acido trimetilsililpropanoico-2,2,3,3-d4, sal de sb6dio, padronizando na
concentragdo amostral em 14,3 mg mL1. Apés a solubilizacdo, uma aliguota de
600 pL da solugcdo amostral foi transferida para os tubos de RMN de 178x5
mm, para posterior aquisicdo dos espectros. As analises de RMN foram
realizadas no equipamento Bruker 500 MHz na temperatura controlada de 25
°C.

A identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos foi realizada usando o
software rNMR (Lewis et al., 2009; Lewis et al., 2007) e a base de dados
Madison Metabolomics Consortium Database (MMCD) (Cui et al., 2008).
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Andlise estatistica dos dados

Os dados do perfil metabolico foram previamente filtrados, em funcéo da
presenca do composto em pelo menos duas repeticbes por tratamento, e
normalizados pela forma Z score. Seguidamente, os dados de concentragcao de
cada composto foram transformados por raiz cubica. A ANOVA foi realizada
para cada metabdlito e, quando significativo (p<0,05) foi aplicado o teste post-

hoc LSD de Fisher (diferenga minima significativa).

Andlises multivariadas foram realizadas tanto para os dados de
composi¢cdo quimica como para atividade alelopatica dos quatro extratos
aguosos. Foram realizadas analises de agrupamento hierarquico, PCA e do
discriminante linear (LDA) com dados obtidos neste estudo. Todos o0s
procedimentos foram realizados com o software estatistico Past (Hammer et
al., 2001).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos bioensaios de germinacdo e desenvolvimento inicial
das plantulas de alface sé&o apresentados na tabela 5. Os extratos aquosos das
espécies C. laxum e Q. grandiflora reduziram a porcentagem de germinacao
das sementes de alface. Os extratos foliares aquosas das espécies D. elliptica
e C. brasiliense proporcionaram reducdo no indice de velocidade de
germinacao, dependente da concentragdo dos extratos aquosos. No caso dos
extratos das folhas das espécies C. laxum e Q. grandiflora houve diferenca no
IVG em relacdo ao controle, mas ndo houve diferenca entre as concentracdes

testadas.

Em relacdo as variaveis comprimento da parte aérea e da raiz, houve
resposta inibitéria para todos os extratos, exceto para o comprimento da parte
aérea quando se testou o extrato de D. elliptica. A variavel massa seca foi
afetada negativamente com o extrato de C. laxum.

Existem diferencas nos resultados obtidos de certas variaveis avaliadas
para todas as espécies, em relacdo ao capitulo anterior, possivelmente devido
a época de coleta do material. No capitulo anterior as amostras foram
coletadas na época seca e neste estudo foram coletadas no mesmo local,

porém na época chuvosa.
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TABELA 5.Germinacdo de sementes e desenvolvimento inicial de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) em bioensaios com

diferentes concentracdes de extratos aquosos de folhas de Davilla elliptica, Combretum laxum. Caryocar brasiliense e

Qualea grandiflora. Chapada dos Guimares/MT, 2019.

Variaveis Concentracdes (%) Equacbes de regresséo ValorP CV R2
0 25 50 75 100
Dauvilla elliptica
PG 98,00a 91,00a 85,00a 90,00a 84,00 a Y=95,40-0,1160x** 0,01 559 0,67
VG 21,33a 17,65b 1528c 1455¢c 11,65d Y=20,58-0,0898x** 0,00 9,39 0,96
PA 800c 11,00c 20,00ab 13,00bc 25,00 a Y=8,20+0,1440x** 0,00 36,89 0,67
CA 2,52 a 2,69 a 2,96 a 2,56 a 2,45 a Y=2,63 0,47 15,67 -
CR 34la 2,54 b 2,72 b 2,59 b 2,08 b Y=3,1905-0,0105x** 0,00 10,09 0,74
MS 0,55 a 0,53 a 0,58 a 0,58 a 0,65 a Y=0,575 0,86 28,49 -
Combretum laxum
PG 98,00a 72,00b 78,00b 78,00b 78,00b Y=94,17-0,6617x+0,0052x2* 0,02 12,52 0,67
VG 21,32a 8,18b 8,75 b 8,30 b 8,30 b Y=19,76-0,3925x+0,0028x2** 0,00 13,44 0,85
PA 800b 43,00a 31,00a 40,00a 34,00 a Y=12,6857+0,8931x-0,0069x2* 0,00 3511 0,66
CA 252a 2,03ab 2,13ab 2,02 ab 1,89 b Y=2,11 0,11 15,19 -
CR 341 a 1,68 b 1,47 bc 1,26 ¢ 1,31 bc Y=3,2586-0,0592x+0,00041x2 ** 0,00 12,87 0,90
MS 0,55b 0,70ab 0,78 a 0,58 b 0,58 b Y=0,63 0,04 19,61 -
Caryocar brasiliense
PG 99,00a 98,00a 95,00a 94,00a 92,00a Y=95,6 0,22 4,3 -
IVG 21,32a 14,07b 12,7 bc 11,47 c 1l1c Y=14,11 0,00 9,52 -
PA 8,00 a 18,0 a 16,0 a 17,0 a 19,0 a Y=15,6 0,28 39,94 -
CA 2,52 a 1,96 b 1,89 b 1,85b 1,97 b Y=2,477+0,0207x-0,00015x2 * 0,01 12,70 0,94
CR 34la 2,82ab 2,88ab 2,45b 2,58 b Y=2,82 0,07 15,84 -
MS 0,55 a 0,59 a 0,63 a 0,57 a 0,66 a Y=0,60 0,76 23,02 -
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Qualea grandiflora

PG 98,00a 82,00b 84,00b 85,00b 77,00 b Y=93,0-0,1560x* 0,01 8,7 0,62
VG 21,32a 9,20b 9,28 b 9,20 b 8,80 b Y=19,8985-0,3664x+0,0026x2 ** 0,00 9,76 0,85
PA 800b 39,00a 38,00a 31,00a 37,00a Y=12,60+0,84x-0,0064x2** 0,00 29,66 0,70
CA 252a 216ab 2,23ab 1,87b 231la Y=2,52-0,0162x+0,0001x2 * 0,04 11,93 0,66
CR 34la 1,09c 1,27 c 1,46 ¢C 2,36 b Y=3,1848- 0,0807x+0,0007x2 ** 0,00 14,31 0,93
MS 0,55 a 0,66 a 0,65 a 0,62 a 0,64 a Y=0,62 0,27 12,03 -

Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05).
CV: coeficiente de variacdo (%); R% coeficiente de determinagéo (%); **, *: significativo aos niveis de 1 e 5%, respectivamente, pelo teste F.

PG: porcentagem de germinacao (%); IVG: indice de velocidade de germinacdo; PA: porcentagem de plantulas anormais (%); CA: comprimento da parte
aérea (cm); CR: comprimento da raiz (cm); MS: massa seca (mg plantula).
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No estudo realizado por Pelegrini e Cruz-Silva (2012), a sazonalidade da
coleta do material influenciou na atividade fitotoxica da espécie Coleus barbatus.
Viecelli et al. (2009) sugerem uma possivel alteracdo no metabolismo vegetal em

funcdo da variagcdo sazonal causada no ambiente.

Resultados do perfil metabdlico (qualitativo e quantitativo) obtidos a partir da
técnica de RMN sdo apresentados na tabela 6. Existe uma variacdo quantitativa
entre os metabolitos identificados no extrato aquoso foliar de cada espécie sendo
gue, no caso da espécie D. elliptica foram identificados 69 metabdlitos, na espécie
C. laxum 74 metabdlitos, 66 na C. brasiliense e, 65 na Q. grandiflora. Estes
constituintes quimicos foram, principalmente, metabdlitos primarios os quais
estiveram limitados ao banco de dados usados na identificacdo do espectro RMN.
Foi possivel identificar no espectro de RMN metabodlitos das classes
monossacarideos, dissacarideos, aminoacidos, acidos organicos e alcdois. Por
exemplo, metabdlito como &cido acético foi reportado no extrato das espécies C.
laxum e Q. grandiflora; prolina foi um composto presente no extrato de Q. grandiflora
e ja 0s compostos como estaquiose, glucose, manose e arabitol foram comuns nos

extratos das quatro espécies.
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TABELA 6. Perfis fitoquimicos identificados usando a analise 1H- RMN em extratos aquosos de folhas de Davilla elliptica,
Combretum laxum, Caryocar brasiliense e Qualea grandiflora, coletadas no municipio de Chapada dos Guimardes/MT,

20109.
N° Metabolitos D. elliptica C. laxum C. brasiliense Q. grandiflora
1 Stachyose 0,0299 + 0,01 0,0268 <+ 0,00 0,0528 =+ 0,04 0,1632 + 0,07
2 raffinose-hydrate 0,0120 + 0,01 0,0107 + 0,00 0,0221 + 0,01 0,0762 + 0,04
3 Kanamycin 0,0274 + 0,01 0,0113 <+ 0,00 0,0000 = 0,00 0,0628 <+ 0,06
4 D-Glucose-6-Phosphate-sodium-salt 0,0205 + 0,01 0,0218 + 0,00 0,0254 + 0,00 0,2378 =+ 0,11
5 d (+) mannose 0,0129 + 0,00 0,0211 <+ 0,01 0,0224 + 0,01 0,1912 + 0,11
6 D (-) Fructose 0,0259 + 0,01 0,0220 + 0,00 0,0294 + 0,01 0,2487 <+ 0,14
7 d (+) glucose 0,0206 + 0,01 0,0219 + 0,00 0,0145 + 0,01 0,2393 + 0,11
8 d(+)galactose 0,0240 + 0,01 0,0258 + 0,00 0,0320 + 0,00 0,2748 + 0,13
9 d(+)maltose-monohydrate 0,0235 + 0,01 0,0143 <+ 0,00 0,0472 + 0,01 0,3318 + 0,15
10 alpha-lactose-monohydrate 0,0264 + 0,01 0,0161 + 0,00 0,0553 + 0,01 0,1418 + 0,11
11 d(+)xylose 0,0227 + 0,01 0,0139 + 0,01 0,0156 =+ 0,01 0,2153 + 0,11
12 sucrose 0,0121 + 0,00 0,0124 + 0,00 0,0109 + 0,00 0,0998 <+ 0,05
13 Methyl-N-acetyl-alpha-D-glucosaminide 0,0354 + 0,02 0,0265 + 0,01 0,0376 = 0,00 0,1770 % 0,09
14 d-sorbitol 0,0364 + 0,02 0,0251 + 0,01 0,0582 + 0,01 0,1666 =+ 0,08
15 N-Acetylneuraminic-acid-type-1V-S 0,0358 + 0,01 0,0255 + 0,00 0,0376 + 0,00 0,3883 =+ 0,21
16 d-trehalose 0,0040 + 0,00 0,0143 + 0,01 0,0159 + 0,01 0,0374 + 0,02
17 E;-r'ig'r{]‘fggi‘t'dehyde's'phos"hat'd'ethy"aceta" 0,0024 + 000 00015 # 0,00 00047 + 0,00 0,0115 + 0,01
18 d-allose 0,0125 + 0,01 0,0134 <+ 0,00 0,0080 + 0,00 0,1192 + 0,07
19 d-m-tagatose 0,0300 + 0,01 0,0187 <+ 0,00 0,0282 + 0,00 0,1430 + 0,08
20 d-fructose-6-phosphate 0,0162 + 0,01 0,0143 + 0,00 0,0219 + 0,01 0,1417 =+ 0,08
21 D-Fructose 2,6-bisphosphate 0,0308 + 0,01 0,0293 + 0,00 0,0394 + 0,00 0,3450 + 0,18
22 alpha-D-Glucose-1,6-bisphosphate 0,0283 + 0,01 0,0268 + 0,00 0,0376 =+ 0,00 0,2936 =+ 0,17
23 n-acetyl-d-mannosamine 0,0089 + 0,01 0,0000 + 0,00 0,0000 + 0,00 0,0557 + 0,05
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25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

D-Fructose-1-phosphate

L-(-)-fucose

D-Glucono-1,5-lactone

d (-) arabinose

L (-) arabitol

d (+) sorbose

L-Gulonolactone
DL-alpha-Glycerol-phosphate-Disodium-salt-
Hexahydrate

D-Galactono-1,4-lactone
D-Ribulose-1,5-biphosphate
D-Xylonate-cadmium
gluconic-acid-sodium-salt

xylitol
alpha-D-Galactose-1-phosphate-K-M-H20
6-Phosphogluconic-acid-trisodium-salt
d-fructose-1,6-bisphosphate-sodium-salt
L (-) Carnitine
D-Saccharate-potassium-hydrogen
myo-inositol

D-carnitine

Glycerol

taurine

d-manitol

adonitol
L-methionine-methylsulfonium-iodide
D(+)Glyceraldehyde

I(+)erythrose

D,L-Glyceraldehyde

0,0511
0,0247
0,0114
0,0184
0,0316
0,0490
0,0240

0,0277

0,0086
0,0444
0,0020
0,0160
0,0174
0,0000
0,0151
0,0000
0,0343
0,0243
0,0137
0,0195
0,0451
0,0057
0,0057
0,0290
0,0191
0,0369
0,0000
0,0177

+ + + + + + I+

I+

++++4++4+++++H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+

0,01
0,01
0,00
0,01
0,01
0,02
0,01

0,01

0,01
0,02
0,00
0,00
0,01
0,00
0,01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,00
0,00
0,01
0,01
0,02
0,00
0,01

0,0277
0,0146
0,0071
0,0186
0,0258
0,0299
0,0000

0,0000

0,0082
0,0427
0,0017
0,0081
0,0103
0,0000
0,0197
0,0000
0,0152
0,0254
0,0154
0,0000
0,0195
0,0276
0,0045
0,0224
0,0000
0,0274
0,0383
0,0155

+ + + + + + 4+

+F++++++++H+++H+H+H+H+H+H+HFHFH+HFHFH+H

0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00

0,00

0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00

0,0457
0,0136
0,0112
0,0240
0,0377
0,0471
0,0379

0,0450

0,0228
0,0434
0,0030
0,0158
0,0173
0,0170
0,0171
0,0151
0,0535
0,0155
0,0162
0,0000
0,0393
0,0036
0,0091
0,0414
0,0000
0,0564
0,0279
0,0317

+ + + + + + 4+

I+

++++++H+H+MH+H+H+H+H+H+HFHFH+HFHFH+H

0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02

0,00

0,01
0,01
0,00
0,01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,03
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,01
0,02

0,3445
0,1251
0,0874
0,1506
0,2202
0,2836
0,0000

0,1954

0,0000
0,8593
0,0213
0,0849
0,0908
0,2774
0,1152
0,2429
0,0000
0,3738
0,1351
0,0000
0,2054
0,0244
0,0455
0,2162
0,0000
0,2657
0,0000
0,1390

+ + + + + + H+

I+

+F++++++++H++H+++H+H+H+H+HFHF+H+HFHFH+H

0,16
0,08
0,04
0,08
0,11
0,13
0,00

0,10

0,00
0,47
0,01
0,05
0,04
0,16
0,07
0,14
0,00
0,16
0,07
0,00
0,09
0,02
0,02
0,10
0,00
0,13
0,00
0,06
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

homovanillic-acid
(+)-Sodium-L-ascorbate
L-canavanine-sulfate-salt
I-threonine

Choline

[-asparagine
2,3-diphospho-D-glyceric-acid-pentasodium-
salt

| (-) threitol

D,L-Serine

meso-erythritol

d (-) 3-phosphoglyceric-acid
Ethanol

I(+)lactic-acid-calcium-salt
I-glutamine
N-N-Dimethylglycine-hydrochloride
muco-inositol
ADA-N-Carbamoylmethyliminodi-acetic-acid-
betaine

L-Tartaric-acid

Sodium-glycolate
Dihydroxyacetone

glycine

Hydroquinone

Methyl-Alcohol

Formaldehyde

scyllo-inosoitol
Orotate-monohydrate
Disodium-Succinate

0,0059
0,0000
0,0176
0,0000
0,0189
0,0174

0,0000

0,0600
0,0200
0,0088
0,0000
0,0089
0,0000
0,0000
0,0026
0,0173
0,0089
0,0056
0,0000
0,0026
0,0000
0,0049
0,0046
0,0019
0,0046
0,0000
0,0186
0,0011

+ + + + + 1+

I+

++++4++4+++++H++H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+

0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01

0,00

0,02
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00

0,0041
0,0000
0,0128
0,0000
0,0127
0,0000

0,0000

0,0367
0,0102
0,0046
0,0000
0,0060
0,0025
0,0038
0,0000
0,0127
0,0037
0,0026
0,0025
0,0018
0,0015
0,0028
0,0012
0,0104
0,0013
0,0005
0,0000
0,0000

+ + + + + I+

+F+++++++H+++H+H+H+HFH+FH+HFHFHH+H+ I+

0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00

0,00

0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,0000
0,0085
0,0206
0,0000
0,0000
0,0000

0,0285

0,0560
0,0194
0,0085
0,0096
0,0112
0,0000
0,0000
0,0000
0,0207
0,0076
0,0051
0,0013
0,0033
0,0012
0,0043
0,0000
0,0158
0,0029
0,0007
0,0000
0,0000

+ + + + + +

I+

+++++++++H+++H+H+H+H+H+H+HHFHFH+H+H+H+

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,01

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,0000
0,0000
0,1744
0,0000
0,2094
0,0000

0,0000

0,3722
0,0885
0,0574
0,1587
0,0740
0,0000
0,0000
0,0000
0,1262
0,0340
0,0281
0,0000
0,0181
0,0000
0,0291
0,0000
0,1242
0,0194
0,0056
0,0000
0,0000

+ + + + H+ I+

I+

=+ ++++++H+++H+H+H+H+H+H+HFHFH+HH+ I+

0,00
0,00
0,10
0,00
0,11
0,00

0,00

0,18
0,04
0,03
0,09
0,04
0,00
0,00
0,00
0,06
0,01
0,02
0,00
0,01
0,00
0,01
0,00
0,09
0,01
0,00
0,00
0,00
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80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

91

Acetyl-phosphate-lithium-potassium-salt
Glycolaldehyde

I-cystathionine

d-glucuronolactone

homogentisic-acid

Ethanolamine-HCI
Sarcosine-Hydrochloride
Isethionic-acid-potassium-salt
1,3-Dimethylurea

Acetic-Acid
N-Acetyl-alpha-D-glucosamine-1-phosphate-
disodium-salt

[-proline

0,0048
0,0082
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000

+ + H+ H+ M+ H+ H+ + H+ +

I+

I+

0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00

0,0028
0,0131
0,0114
0,0207
0,0077
0,0180
0,0013
0,0073
0,0004
0,0011

0,0000
0,0000

=+ H+ + H+ H+ H+ + + H+

I+

I+

0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00

0,0000
0,0155
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000

+ +H+ + H+H+H+ H+ + H+

I+

I+

0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00

0,0311
0,0941
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0093

0,1699
0,1423

=+ H+ H+ H+H+ H+ H+ H+ H+

I+

I+

0,01
0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,09
0,08
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A tabela 7 detalha os resultados da analise de variancia ANOVA seguido
do teste estatistico post hoc (LSD de Fisher), quando a variabilidade na
concentracdo do composto se mostrou significativa (p<0,05). As espécies
apresentam metabdlitos primarios comuns, no entanto, foram encontradas
diferencas em relacdo a concentracdo dos metabodlitos. Um total de 11
metabolitos se mostraram diferentes quanto a concentracdo ao se comparar o
extrato aquoso das quatro espécies estudadas.

TABELA 7. Metabdlitos (1H-RMN) identificados na ressonéncia cujas
concentracfes diferiram entre os extratos aquosos das espécies

Dauvilla elliptica, Combretum laxum, Caryocar brasiliense e Qualea
grandiflora, via analise de variancia (ANOVA) e teste LSD Fisher (p

< 0,05).
Metabolitos FDR Teste LSD Fisher
Etanolamina_HCI 6,95E-10 2-1;2-3;2-4*
| _asparagina 8,65E-10 1-2;1-3;1-4
Acido iseti6nico 2,49E-09 2-1,1-4,2-3;2-4
d_glucuronolactona 2,49E-09 2-1;2-3;2-4
N,N Dimetilglicina 4,03E-08 1-2;1-3;1-4,2-4
|_prolina 5,62E-08 4-1,4-2,4-3
Di-sodio_Succinato de soido 5,96E-07 1-2,1-3;1-4,2-4
I'metionina metil sulfonio iodado 8,17E-07 1-2;1-3;1-4
Cloridrato de trimetilamina 2,78E-05 1-2;1-3;1-4
Hidroquinona 0,017026 1-3;1-4,2-3;2-4
Kanamicina 0,028752 1-3;1-4,2-3;4-3

* 1: Davilla elliptica; 2: Combretum Laxum; 3: Caryocar brasiliense; 4: Qualea grandiflora

A maioria dos compostos apresentados na tabela 7 corresponde a
metabdlitos primarios importantes na sintese de outros compostos. O acido
isetionico foi reportando por Gupta et al. (2013) na composi¢cdo quimica de
macroalgas marinhas (Gracilaria dura) a partir da analise de metaboloma
baseado em RMN. Da mesma forma outros compostos como: glicina, prolina,

glucose, sacarose, galactose, glutamina, colina, acetilcolina e etanolamina
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reportadas por Gupta et al. (2013), também foram identificados nas espécies
estudadas (Tabela 6).

Ja foi relatado o uso do acido isetidnico e seus derivados na fabricacéo
de herbicidas (Milton, 1958). O extrato aquoso de C. laxum apresentou maior
concentracdo de &cido isetibnico em comparacdo com as demais espécies
avaliadas (Tabela 7), o que pode explicar o forte efeito inibitério observado por

esta espécie nos bioensaios com sementes de alface.

A hidroquinona € um fenol ndo volatil considerada um aleloquimico com
potencial alelopatico que atua ao nivel de raiz, mediante a interrupcédo do
transporte da membrana celular que interrompe a absor¢cdo de agua, levando a
um crescimento e fotossintese reduzidos, causando finalmente a morte da
planta (Barkosky, 1999). Este composto encontra-se presente em diferentes
espécies com reconhecido potencial alelopatico como o trigo e 0 arroz
(Deisinger, 1996) e, foi reportado por Pandey et al. (2005) como alternativa no
controle da planta daninha aquatica Chara zeylanica Willd, por causar danos
intensos na integridade da membrana celular, perda de atividades metabdlicas

e estresse oxidativo.

No estudo realizado por Yang et al. (2013) os autores descrevem que 0
aleloguimico hidroquinona € um potencial algicida por interferir no crescimento,
na fotossintese e na respiracdo de Phaeodactylum tricornutum. De acordo com
Chou e Muller (1972) a hidroquinona na concentragcdo de 50 ppm inibe o
crescimento radicular de aveia selvagem (Avena fatua L.) e da graminea
Bromus rigidus. De acordo com a caracterizagdo fitoquimica dos extratos, as
espécies C. laxum e D. elliptica apresentaram maiores teores de hidroquinona
nas folhas, podendo ter refletido na inibicdo do comprimento das raizes das

plantulas de alface (Tabela 5).

Kanamicina € um composto do grupo aminoglucosideo utilizado na
producao de antibiéticos ativos sobre bactérias gram positivas, gram negativas
e micobactérias. E utilizado também na producdo de plantas transgénicas de
arroz (Diaz-Granados e Chaparro-Giraldo, 2011) e de damasqueiro (Prunus
armeniaca) com agente seletivo (Machado et al.,, 1992). Nesse sentido, a
presenca de kanamicina nas folhas das espécies D. elliptica e C. laxum
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sustenta a atividade antibacteriana previamente citada na literatura para o
género Combretum (Martini et al., 2004) e para a espécie D. elliptica (Michelin
et al., 2005).

O estudo realizado por Candido (2016) determinou que o0 extrato
metandlico de D. elliptica causa fitotoxicidade na espécie Panicum maximum
inibindo todos os parametros de germinacdo e desenvolvimento inicial
avaliados. Estes resultados coincidem com os obtidos nos bioensaios (Tabela
5).

Estudos fitoquimicos do género Davilla, reportados na literatura,
identificaram a presenca de kaempferol, rutina, &acido galico, quercetina,
epicatequina, naringuina e miricetina (David et al., 1996; Guaraldo et al., 2001,
Rodrigues et al., 2008). Extratos de folhas da espécie D. elliptica possuem
derivados de acido fendlico (acido galico), flavonoides, cumarinas, saponinas,
esterdides e taninos condensados, isolados por Soares et al. (2005) e Kushima
et al. (2009).

Experimentos de fitotoxicidade foram realizados com extrato aquoso de
folhas da espécie Combretum kraussii na concentracdo de 2%, comprovando o
efeito inibitério no crescimento de plantulas de alface (Sunmonu e Van Staden,
2014). Bisoli et al. (2008) isolaram do caule da espécie C. laxum 11 compostos,
entre os quais triterpenos como oleanano, ursano e lupano utilizando a técnica
de 1D-, 2D-RMN e MS. Outros estudos reportam a presenca de azuleno,
compostos fenodlicos, flavondides, catequinas, triterpenos, esterdéides,
saponinas, acidos organicos e acucares redutores em espécies do género
Combretum (Pereira, 2015; Nopsiri et al., 2015). Em razdo dos escassos dados
na literatura sobre o0s compostos presentes em espécies da familia

Combretaceae, estes resultados podem contribuir para a taxonomia da familia.

De acordo com Allem et al. (2014), os efeitos fitotdxicos gerados pelo
tecido vegetal de folhas de C. brasiliense utilizando como substrato o solo, em
baixas concentragdes (0,75; 1,5 e 3% m/m) e em razoavel nimero de espécies
alvo de diferentes grupos funcionais (Sesamum indicum, Sorghum bicolor,
Urochloa decumbens e Tabebuia impetiginosa) sugerem que a serapilheira

desta espécie possa exercer real potencial alelopatico em condi¢cdes de campo.
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Andlises de cromatografia liquida acoplada a massas (LC-MS) revelam a
presenca de acido galico e quercetina em extratos hidroalcéolicos de folhas de
C. brasiliense (Oliveira et al., 2018), ambos compostos considerados fitotoxicos
e com alta bioatividade (Tseng et al., 2003; Ascari et al., 2010). A técnica de
espectroscopia RMN foi utilizada pela primeira vez na identificacdo dos

compostos das folhas da espécie C. brasiliense.

A investigacdo fitoquimica das folhas de Q. grandiflora resultou no
isolamento e identificacdo de compostos como kaempferol-3-O -a - L- (4 "- E-p-
coumaroyl) -rhamnoside, kaempferol-3-O -a - L- (4 " - Zp-coumaroil) -
ramnosideo, esqualeno, fitol, lupeol, a e B-amina, sitosterol, sitostenona,
sitosterol-3-O-B-D-glucopirandsido, acidos ursélico e oleandlico (Ayers et al.,
2008).

Embora muitos destes constituintes quimicos néo tenham sido
reportados no perfil metabdlico dos extratos aquosos das quatro espécies
deste estudo (Tabela 6), a literatura descreve o potencial alelopéatico de
diferentes classes como triterpenos, flavondides, taninos e alcalbides presentes
nestas espécies. Assim, os fendis sdo o grupo mais comum de metabdlitos
conhecidos nas plantas superiores que funcionam como mecanismo de defesa.
Acido gélico e quercetina sdo alguns fendis com conhecida acdo alelopatica
(Latif et al., 2017). Segundo Inderjit e Duke (2003) os terpenos sao 0s
compostos mais envolvidos na inibicdo do metabolismo das plantas alvo e
apresentam baixa solubilidade em agua, em comparacdo com outras classes

de metabdlitos.

O fluxo metabdlico através do metabolismo primario leva a sintese de
varios intermediarios essenciais necessarios para a sintese da grande
diversidade de metabdlitos especializados presentes nas plantas (Pott et al.,
2019). Portanto, a variacdo qualitativa e quantitativa dos metabdlitos primarios
entre espécies influencia na producdo de diferentes classes de metabdlitos
secundarios. Assim, por exemplo, os alcaldides sdo compostos do metabolismo
secundario que sao sintetizados a partir de nitrogénio, portanto, uma espécie
com altos teores de aminoacidos e compostos nitrogenados tem potencial para

produzir maior quantidade de alcaldides, os quais demonstraram atividade



89

defensiva contra uma ampla variedade de predadores e competidores (Macias
et al., 2003).

Os metabdlitos secundarios sao frequentemente glicosideos, que se
caracterizam por possuir uma ou varias unidades de agucares (glicose), sendo
gue os mais complexos possuem unidades incomuns de ramnose, galactose,
arabinose ou xilose. As diferencas nas concentracdes destes acucares e o tipo
de ligacdo podem influenciar na diversidade estrutural e funcional do composto
(Neilson et al., 2013). Deste modo, a concentracdo destes metabdlitos
primarios € importante para determinar o potencial da espécie na producdo de

compostos bioativos.

A sintese e armazenamento de compostos secundarios envolvidos na
defesa das plantas podem ocasionar a alocacdo de grandes quantidades de
recursos de carbono; porém, muitas plantas desenvolveram estratégias de
reciclagem e producdo de compostos bioativos de baixo custo energético. Esta
ciclagem pode originar um composto com atividade biologica totalmente
diferente. Os compostos secundarios sdo produzidos como ramificacdes nas
vias metabdlicas primarias; assim, um composto primario pode produzir
diferentes compostos secundarios com func¢des ou efeitos totalmente contrarios
ou modos de agdo diferenciados (Latif et al., 2017). Assim mesmo, algumas
classes de metabdlitos, como por exemplo, os fendis, podem ser produzidos a
partir de diferentes vias biossintéticas e precursores (compostos primarios)
(Neilson et al., 2013).

Entre as analises quimiométricas realizadas neste estudo esta o
agrupamento hierarquico ou clustering hierarquico, direcionado a agrupar as
amostras de acordo com suas similaridades utilizando algoritmos e ferramentas
apropriadas para a visualizacao e interpretagdo dos resultados. Os resultados
do estudo sdo sumarizados na arvore binaria (dendrograma) (Figura 3); dessa
forma foram identificados quatro grupos (cluster). As espécies C. laxum e Q.
grandiflora encontram-se agrupadas em relacdo ao perfil fitoquimico, o que
significa que sdo préximas quimicamente. J& as espécies C. brasiliense e D.

elliptica encontram-se mais isoladas.
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FIGURA 3. Analise de agrupamento hierarquico de distancia euclidiana dos
dados espectrais de 1 H-RMN de amostras de extratos aquosos
foliares das espécies Davilla elliptica (1), Combretum laxum (2),

Caryocar brasiliense (3) e Qualea grandiflora (4).

Considerando tanto os metabdlitos como as espécies como elementos
de agregacéao, estes sao observados de forma simultanea mediante um mapa
de calor (Apéndice A). Similaridades sdo observadas na natureza dos

metabdlitos, o que permite aglomera-los em 5 grupos (cluster).

De acordo com a analise discriminante associada a analise dos
guadrados minimos parciais (PLS-DA) (Figura 4), verifica-se que os grupos das
amostras (espécies) estdo significativamente separados entre eles por
componentes principais. Este tipo de andlise busca separar 0S grupos
amostrais sem maximizar a variancia, igual a analise de PCA, funciona pela

descoberta de variaveis latentes (Maraschin et al., 2017).
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Compaonent 1 (15.5 %)

Discriminacdo amostral dos metabdlitos ao longo dos eixos CP1
(15,5%) e CP2 (11,6%), consoante aos tratamentos (Davilla
laxum, Caryocar brasiliense e Qualea
grandiflora), a partir da analise discriminatéria associada ao calculo

dos quadrados minimos parciais (PLS-DA).

Na analise de componentes principais (Apéndice B), obtidos a partir dos

resultados dos bioensaios de germinacdo das sementes e desenvolvimento

inicial das plantulas, observa-se que existe proximidade em relacéo a atividade

biol4gica (fitotoxicidade) entre Q. grandiflora e C. laxum por se encontrarem no

mesmo quadrante. De acordo com a analise discriminatoria (PLS-DA) (Figura

5), as espécies Q. grandiflora e C. laxum estdo mais proximas em relagdo ao

efeito alelopatico por se sobreporem. Ja os extratos das espécies D. elliptica e

C. brasiliense encontram-se isolados, assim como o controle (agua destilada).
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FIGURA 5. Discriminacdo amostral das variaveis alelopaticas ao longo dos
eixos consoante aos tratamentos (Davilla elliptica, Combretum
laxum, Caryocar brasiliense e Qualea grandiflora), a partir da
analise discriminatéria associada ao calculo dos quadrados

minimos parciais (PLS-DA).

De acordo com Klein e Miller (1980) todas as plantas produzem metabdlitos
primarios semelhantes, como acucares, aminoacidos e acidos organicos. No
entanto, as plantas diferem amplamente nos tipos de compostos que produzem
a partir desses metabdlitos primarios por via biossintética. A producdo de
metabdlitos secundarios nas plantas pode depender de distintos fatores e
apresentar ocorréncias esporadicas; portanto, ndo parece desempenhar um
papel no metabolismo basico das plantas, mas sim na interacdo bioldgica.
Estes metabdlitos secundarios desempenham outras funcfes ndo essenciais
nas plantas que estdo ligadas a defesa, reproducéo e sobrevivéncia, de forte

importancia para a maioria das espécies.

A estrutura quimica dos metabodlitos secundarios € frequentemente
especifica e restrita a organismos taxonomicamente relacionados. A
classificacdo das plantas com base nos seus constituintes quimicos (primarios
e secundarios) e, suas vias biossintéticas, constituem a quimiotaxonomia
(Singh, 2016). Embora os metabdlitos primarios desempenhem pouco papel na

classificagdo quimiotaxbnomica, por estarem presentes nas plantas por
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natureza, servem como base Uutil de classificacdo em funcdo da quantidade

(concentracao) (Parimalan et al., 2014).

Nesse sentido, as espécies C. laxum e Q. grandiflora sdo espécies
pertencentes as familias Combretaceae e Vochysiaceae, respectivamente;
ambas as familias séo classificadas dentro da ordem Myrtales de acordo com
estudos filogenéticos (Tan et al., 2002; Cole et al., 2019). Este precedente pode
explicar a proximidade encontrada nos perfis dos metabdlitos primarios obtidos
a partir da técnica de RMN. Além disso, a proximidade na atividade biolégica
observada em relagdo ao potencial alelopético poderia estar relacionada com a
semelhanca filogenética das espécies o que contribuiria na classificacao

guimiotaxondmica das espécies.

Contudo, o comportamento alelopatico em funcdo da presenca dos
compostos bioativos ndo pode ser generalizado para todas as espécies, sendo
gue espécies da mesma familia ou género podem apresentar potencial
alelopético diferenciado (Imatomi et al., 2013), ou seja, o efeito alelopético pode
variar com a espécie e inclusive com a variedade avaliada; um exemplo muito
claro sdo os cultivares de arroz que apresentam diferente efeito fitotoxico na

supresséo de ervas daninhas (Kong et al., 2008).

4.4. CONCLUSOES

Os extratos aquosos foliares de D. elliptica, C. laxum, C. brasiliense e Q.
grandiflora sédo diferentes em relacéo a atividade bioldgica (fitotoxicidade) e ao
perfil metabdlico, qualitativa e quantitativamente dentro das especificidades do
estudo. Possivelmente a similaridade do perfil metabolémico das espécies C.

laxum e Q. grandiflora se deva a proximidade filogenética.
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4.6. APENDICES

APENDICE A. Mapa de calor de agrupamento entre espécies Davilla elliptica
(1), Combretum laxum (2), Caryocar brasiliense (3) e Qualea grandiflora (4); e
agrupamento entre compostos obtidos por RMN.
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APENDICE B. Andlise de componentes principais, calculados a partir de
parametros de germinacdo das sementes e desenvolvimento inicial de
plantulas de alface (Lactucasativa L.) tratadas com extratos aquosos das folhas

de Davilla elliptica, Combretum

grandiflora.
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