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RESUMO

Arundo donax L. (Poaceae), conhecida popularmente como cana-do-reino, €
uma espécie exotica invasora do cerrado brasileiro. Sua propagacdo e
estabelecimento podem ameacar a diversidade e a manutencéo das espécies
nativas. Esta é uma espécie com elevada producdo de biomassa e de
reproducdo majoritariamente vegetativa através de seu vasto rizoma, fatores que
a tornam de dificil controle. Alelopatia, descrita como a producdo de
biomoléculas, principalmente compostos secundarios, por parte de um individuo,
que induzem efeitos positivos ou negativos em um segundo individuo, pode ser
um fator relevante na invaséo biolégica desta espécie. Desta forma o objetivo
deste trabalho foi analisar a alelopatia e os compostos fitoquimicos presentes
nas folhas e rizomas de A. donax por meio de testes fitoquimicos, visando ter
maior conhecimento sobre o papel da alelopatia na invasdo desta espécie no
Distrito Federal. Extratos aquosos e metandlicos foram produzidos a partir de
folnas e rizomas de A. donax coletados em areas antropizadas do Distrito
Federal. Para o experimento de alelopatia, estes extratos foram diluidos em
diferentes fracbes para teste de alelopatia em bioensaios de germinacéo contra
espécies alvo, estas duas espécies modelo, Lactuca sativa e Solanum
lycopersicum, um capim invasor, Panicum maximum, e uma espécie nativa do
cerrado, Handroanthus impetiginosus. Material extraido com agua e metanol de
folnas e de rizomas foi seco e utilizado para testes com foco fitoquimico.
Cromatografia de camada delgada CCDC), testes antioxidantes e
antimicrobianos, um ensaio de citotoxicidade, e andlises de ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massa foram realizados. Foi
possivel observar nos resultados obtidos que os extratos aquosos e metanadlicos
de folhas e rizomas foram inibitérios do crescimento em altura das espécies alvo.
Extratos metandlicos foram mais inibitorios que 0s aquosos, enquanto extratos
de folhas foram mais inibitérios que os extratos de rizomas. Por meio da CCDC
observamos que compostos fitoquimicos como alcaloides e flavonoides estéo
presentes majoritariamente nas folhas de A. donax, e possuem afinidade maior
com o metanol do que com a agua. Porém, a presenca destes compostos ndo

se traduziu em resultados positivos nos testes antioxidante, antimicrobiano e no
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ensaio de citotoxicidade. Por meio da RMN e da espectrometria de massa
tivemos a indicacdo da presenca de compostos fitoquimicos como alcaloides,
mas a grande quantidade de material presente nas amostras impediu analises
detalhadas. Os resultados obtidos comprovam a alelopatia desta espécie, em
situacdo de laboratério. Podemos afirmar que a maioria dos compostos
fitoquimicos ativos esta presente nas folhas, com menor afinidade a agua do que
ao metanol. Dentre estes compostos observamos a presenca de alcaloides,
flavonoides e outros compostos fendlicos. Este resultado contribui para explicar
um ponto relevante na invaséo biologica de Arundo donax, o que auxilia em
futuras acdes de controle populacional. Contudo, mais estudo é necessario para

se conhecer o completo potencial fitoquimico desta espécie desta graminea.

PALAVRAS CHAVE: Arundo donax, espécie exotica, invasdo bioldgica,

alelopatia, composto alelopético, fitoquimica, alcaloide, potencial fitoquimico



ABSTRACT

Arundo donax L. (Poaceae), popularly known as cana-do-reino, is an exotic
invasive species of the Brazilian Cerrado. Its propagation and establishment can
threaten the diversity and maintenance of native species. This is a species with
high biomass production and mainly vegetative reproduction through its vast
rhizome, factors that hinder control initiatives. Allelopathy, described as the
production of biomolecules, mainly secondary metabolites, by an individual,
which induce positive or negative effects in a second individual, may be a relevant
factor in the biological invasion of this species. Thus, the objective of this study
was to analyze the allelopathy and the phytochemical compounds present in the
leaves and rhizomes of A. donax by means of phytochemical tests, aiming to
have greater knowledge about the role of allelopathy in the invasion of this
species in Distrito Federal. Aqueous and methanolic extracts were produced from
A. donax leaves and rhizomes collected in anthropic areas of the Federal District.
For the allelopathy experimente, these extracts were diluted in different fractions
for allelopathic testing in germination bioassays against target species, these two
model species, Lactuca sativa and Solanum lycopersicum, one invasive grass,
Panicum maximum, and one native species of the cerrado, Handroanthus
impetiginosus. The material extracted with water and methanol of leaves and
rhizomes was dried and used for testing with phytochemical focus. Thin layer
chromatography (TLC), antioxidant and antimicrobial tests, a cytotoxicity assay,
and nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrometry analyses were
performed. The results obtained indicate that the aqueous and methanolic
extracts of leaves and rhizomes were inhibitory of growth at the target species.
The methanolic extracts were more inhibitory than the aqueous, while the leaf
extracts were more inhibitory than rhizome extracts. Through the TLC we
observed that phytochemical compounds such as alkaloids and flavonoids are
mainly present in the leaves of A. donax, and have greater affinity with methanol
than with water. However, the presence of these compounds does not translate
into positive results in the antioxidant, antimicrobian and cytotoxicity assays.
Through NMR and mass spectrometry, we indicate the presence of
phytochemical compounds as alkaloids, but the large amount of material present

in the samples prevented detailed analyses. The results obtained confirm the



allelopathy of this species, in a laboratory situation. We indicate that most of the
active phytochemical compounds are present in the leaves, with less affinity with
water than with methanol. Among these compounds, we observed the presence
of alkaloids, flavonoids and other phenolic compounds. This result contributes to
explain a relevant point in the biological invasion of Arundo donax, which assists
in future actions of population control. However more studies are necessary to

know the full extent of the phytochemical potential of Arundo donax.

KEYWORDS: Arundo donax, exotic species, biological invasion, allelopathy,
allelopathic compound, phytochemistry, alkaloid, phytochemical potential.
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1.1 INTRODUCAO GERAL

Espécies exoticas afetam significativamente o ambiente durante o
processo de invasao. Na maioria dos casos, as populacdes de plantas e animais
nativas sdo atingidas negativamente, com reducdo no numero de individuos e
comunidades (PYSEK et al. 2012).

Uma espécie exotica, ao ser introduzida em determinada area, pode
alterar o balanco das interacdes entre as espécies nativas e a microbiota do solo.
Diferentes espécies interagem diferentemente com os microrganismos, gerando
microbiotas Unicas para aguele ambiente (BEVER et al. 1996). Este € um dos
pontos mais relevantes para uma invasao biologica, considerando que
alteracbes na microbiota podem afetar todo um ecossistema (WOLFE e
KLIRONOMOS, 2005).

As gramineas (Poaceae) sdo um grupo relevante em processos de
invasao biologica. Espécies deste grupo sédo conhecidas por serem frequentes
invasoras de ecossistemas, com casos observados em todos 0s continentes
(D’ANTONIO e VITOUSEK, 1992). Em geral sdo espécies com uso eficiente de
agua (EISSENSTAT, 1986) e elevada taxa de crescimento (THOMPSON e
HARPER, 1988), sendo, portanto, 6timas competidoras. Deste modo as
gramineas podem abalar todo um ecossistema, resultando em perda de
diversidade da flora e da fauna (D’ANTONIO e VITOUSEK, 1992).

Outro agravante a ser levado em consideracao nos ecossistemas secos
e sujeitos ao fogo, como no caso do Cerrado, € que a presenca de gramineas
invasoras pode aumentar a frequéncia de queimadas na regido (BROOKS et al,
2004). Estas espécies servem de combustivel, queimando e espalhando o fogo
mais rapidamente do que a madeira. Porém, as gramineas possuem menor
investimento na parte aérea, possibilitando uma recuperacdo mais rapida, o que
facilita a colonizacdo desses ambientes (D’ANTONIO e VITOUSEK, 1992).

Arundo donax (Figura 1) € uma espécie herbacea perene da familia
Poaceae, primeiro descrita por Carl von Linnaeus em 1753. Conhecida

popularmente como cana-do-reino, essa espécie cresce até oito metros de
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altura, com caule oco de poucos centimetros de diametro. Suas folhas séo
alternadas, com comprimento de até sessenta centimetros (PERDUE, 1958).
Seu rizoma € vasto (Figura 2), penetrando até um metro no solo e formando uma
extensa rede (ALDEN et al, 1998).

Figura 1. Coleta de Arundo donax L. (Poaceae) em area urbana do Distrito Federal, no
Campus da Universidade de Brasilia

O sucesso reprodutivo desta espécie se da por sua rapida reproducao
vegetativa (MARIANI et al, 2010), através do rizoma ou da fragmentacdo do
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caule. Apesar desta forma de reproducdo vegetativa acarretar baixa

variabilidade genética, populacdes de A. donax apresentam variacao fenotipica
significativa (KHUDAMRONGSUWAT et al, 2004).

Figura 2. Rizoma de Arundo donax. Imagem retirada de:
http://www.bamboocraft.net/bamboo/showphoto.php?photo=2809&size=big.

A reprodugcdo majoritariamente vegetativa desta espécie, com grande
dificuldade para a producao de gametas viaveis, pode ter sido determinada pelo
abandono da diploidia (MARIANI et al. 2010). Variacdes de ploidia ocorrem com
frequéncia em angiospermas (LES e PHILBUCK, 1993). Varia¢gbes estas que
podem dar origem a linhagens nédo diploides (SHARBEL e MITCHEL-OLDS,
2001). Ainda existe certo conflito quanto ao nimero de cromossomos de A.
donax, com estudos mais recentes concluindo que este nimero chega a cento e
dez (BUCCI et al, 2013).

Arundo donax possui elevada produtividade de biomassa lenho celulésica
(CEOTTO e DI CANDILO, 2010). Em condicdo de 4gua em abundancia esta
espécie pode produzir cerca de 0,189 g/dia (SPENCER, 2006), e crescer em
altura até 6,25 cm/dia (RIEGER e KRAEGER, 1989). Isto torna esta espécie uma
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boa candidata para programas de crédito de carbono (WILLIAMS et al. 2009) ou
para a producdo de papel (SHATALOV e PEREIRA, 2002). Quando irrigado
apenas com agua poluida, com alta concentracéo salina, A. donax manteve sua
elevada produtividade, bem como removeu diversos elementos quimicos da
agua (WILLIAMS, 2009). Deste modo é possivel que A. donax possa agir como

uma espécie interceptadora de certos poluentes.

Andlises filogenéticas indicam que esta espécie é nativa do sudeste da
Asia e do Mediterraneo (DUDLEY et al, 2008; MARIANI et al, 2010). Arundo
donax foi disseminada durante milhares de anos através do seu cultivo por toda
a Asia, pelo sul da Europa, no norte da Africa, e mais recentemente, nas
Américas e na Australia (BELL, 1997). A especie normalmente ndo produz
sementes (WILLIAMS et al, 2009; MARIANI et al, 2010). Isto ocorre devido a
problemas durante a megasporogénese e microsporogénese (MARIANI et al,
2010; BOLOGH et al, 2012). Durante ambos os processos ha degeneracao e

colapso celular, resultando na ndo producao de évulos e graos de pélen viaveis.

A introducéo de A. donax em novos ambientes trouxe impacto sobre as
populacées nativas em varios locais no mundo. Nos Estados Unidos, A. donax é
considerada uma espécie invasora muito relevante, principalmente na Florida e
na Califérnia, onde populacdes riparias estdo sendo abaladas pela forte
competicdo apresentada pela espécie (DUDLEY, 2000). Os fragmentos de
rizomas e caules sao facilmente transportados por cursos de agua junto dos
quais esta espécie geralmente se encontra (BOOSE e HOLT, 1999), facilitando
sua dispersdo. Analises moleculares indicam que todos os individuos dispersos

nesses estados possuem baixa variacao genética (AHMAD et al. 2008).

Atualmente no Brasil temos diversas gramineas invasoras. No Parque
Nacional de Brasilia, area protegida, foram observadas mais de vinte gramineas
invasoras (MARTINS et al. 2007), com aumento de 133% nos oito anos
analisados por este levantamento. Arundo donax foi identificado dentro do
Parque, mas esta bem distribuido por todo o estado, principalmente em areas
antropizadas (SIMOES et al., 2013). Estima-se que a pratica do governo do
estado de rocagem mecénica favorece a disseminagdo desta espécie, devido ao

seu meétodo de reproducao.
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Um fendmeno importante no sucesso de invasdes bioldgicas é alelopatia.
Descrita como a producdo de biomoléculas, principalmente compostos
secundarios, por parte de um individuo, que induzem efeitos positivos ou
negativos em um segundo individuo (RIZVI e RISVI, 1992). Esse fendbmeno pode
alterar o balanco da competicdo com as espécies nativas (RIDENOUR e
CALLAWAY, 2001), ou ainda agir como inibidora contra patégenos do solo
(ZHANG et al, 2009).

Diversas plantas tém sido estudadas com enfoque alelopéatico, como o
jatoba-do-cerrado (Hymenaea stignocarpa Mart.), caracteristica do cerrado
brasileiro. Nesta espécie foram encontrados aleloquimicos em suas folhas e
frutos que podem permanecer ativos no solo por até noventa dias (OLIVERIA et
al, 2002). Do mesmo modo, em doze espécies diferentes da familia Myrtaceae
ocorrentes no cerrado foi evidenciada atividade alelopatica contra espécies alvo
modelo (IMATOMI, 2010).

Pelo fato da interacédo entre plantas poder ocorrer de forma negativa, a
alelopatia tem sido aproveitada para o controle de espécies indesejadas (SINGH
et al, 2003). Isso é possivel através da utilizacdo direta da relacdo alelopética
entre duas espécies, com plantio de espécies com efeito alelopatico préximas a
uma area de cultivo, para impedir o avanco da vegetacdo. Outro método € a
aplicacdo direta de aleloquimicos como herbicidas, apés a extracao,

identificacdo e producdo em larga escala de um destes compostos.

Compostos alelopaticos se inserem no ambiente por uma variedade de
vias diferentes, como a lixiviacdo e decomposicao da serrapilheira (AHMED et
al, 2008), liberacéo de exsudados para o solo através das raizes (ZHANG et al,
2010), ou através da lixiviagdo das estruturas da planta (IMATOMI, 2010).

Aleloquimicos possuem diversos mecanismos de acéo diferentes. Um dos
principais mecanismos é a inibicdo da fotossintese através do fotossistema Il
(WEIR et al, 2004). Outras formas de ac&o incluem a inibicdo da respiracao
através de ligacdes de aleloquimicos com as membranas das mitocéndrias
(ABRAHIM et al, 2003) ou com enzimas relacionadas a respiracdo (MUSCOLO
et al, 2001), e o acumulo de radicais livres atraves da interacdo de aleloquimicos
com enzimas redutoras da planta (YU et al, 2003).
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Exsudados da raiz podem ter impactos significativos em um ambiente de
forma indireta. A liberacdo destes aleloquimicos na rizosfera pode afetar
diretamente a microbiota local ou alterar a composi¢ao quimica do solo (BERTIN
et al, 2003). De maneira contraria, bactérias podem também degradar
compostos alelopaticos e impedir sua acdo (HAUSER, 1993).

Alelopatia ndo necessariamente ocorre apenas entre duas espécies
vegetais. Microorganismos podem muitas vezes agir como alvo ou como
mediadores de compostos alelopéaticos (CIPOLLINI et al, 2012). Algumas
espécies podem estimular a proliferacdo de fungos e a formacao de micorrizas,
enquanto outras possuem efeito contrario, 0 que pode levar a vantagens
competitivas (SCHREINER e KOIDE, 1993).

Compostos ativos para alelopatia, se inserem em um grande grupo de
moléculas ativas produzidas por plantas chamado fitoquimicos. Estas moléculas
possuem funcédo de defesa contra herbivoria, estresse hidrico, radiacdo UV e
ataque de patégenos, além de influenciar na coloracéo, gosto e cheiro da planta
(SAXENA et al, 2013).

O estudo das fitomoléculas, a fitoquimica, almeja isolar e identificar
compostos para elucidar suas interacdes bioquimicas. Dentre diversas classes
de fitomoléculas podemos citar as mais relevantes como os alcaloides, os fendis

e 0s terpenoides.

Alcaldides sdo moléculas nitrogenadas presentes em uma grande
variedade de organismos, com funcdo de defesa contra predacéo
(KOCHANOWSKA-KARAMYAN e HAMANN, 2010). Geralmente moléculas
extremamente ativas, alcaloides sdo produzidos por cerca de um quinto das
espécies de angiospermas (WINK, 1998). Cafeina (BARANSKA e
PRONIEWICZ, 2008) e cocaina (JOHNSON e ELSOHLY, 1991) sao dois
exemplos de alcaloides conhecidos. Diversas espécies nativas do cerrado
produzem alcaloides (SILVA et al, 2010; GODINHO et al, 2015).

Devido a tendéncia dos alcaloides de serem fitoquimicos muito ativos,
estes compostos possuem destaque na alelopatia. Estudos que avaliaram a
germinacdo e o crescimento de alface (Lactuca sativa) mostraram a inibicéo

desses processos por acao de alcaloides isolados de Lupinus mutabilis, Lupinus
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polyphyllus e Fagopyrum esculetum (WINK, 1983; IQBAL et al, 2006). Do mesmo
modo, a proliferacao de bactérias foi inibida por acdo de alcaloides isolados de
Lupinus augustifolius (TYSKI et al, 1988).

Além do importante papel desempenhado nas interacdes entre plantas e
acao sobre microrganismos, os alcaloides mostram também fortes efeitos em
animais. Em nivel celular podem bloquear os canais ibnicos, inibir enzimas e
atuar sobre neurotransmissores (TIWARI e RANA, 2015) elevando a relevancia
desses compostos vegetais para estudos nas ares de farmécia e medicina.

Foi observada ampla atividade fitotoxica em alcaloides inddlicos, e
reportada atividade bactericida e fungicida em testes in vitro, citotoxicidade
contra células cancerigenas e células sexuais, e inibicdo no desenvolvimento de
embrides (KOCHANOWSKA-KARAMYAN e HAMANN, 2010; DOAN et al, 2000).
Ha similaridade na estrutura quimica de alcaloides inddlicos e
neurotransmissores (KOCHANOWSKA-KARAMYAN e HAMANN, 2010), o que
leva certas moléculas deste grupo a possuirem atividade neuroldgica. Algumas
moléculas apresentam ambas as atividades, como a 5,6-dibromo-3-
(2methylaminoethyl)indole que apresenta atividade fitotoxica contra bactérias,

mas pode também agir como inibidora neural.

A classe dos fendis consiste em moléculas que possuem um grupo
hidroxila ligado diretamente a um anel aromético. Esta classe é dividida em trés
grandes grupos: os flavonoides, os acidos fenolicos e os polifendis, ou taninos.
Com funcdo de defesa contra patdégenos e predadores, estes fitoquimicos
também contribuem para algumas caracteristicas em frutos, como coloracéo e
cheiro (BALASUNDRAM et al, 2006).

Flavonoides sdo um grupo que recebe bastante atencdo dentro dos
compostos fendlicos pela série de propriedades conhecidas, como fitotoxicidade,
citotoxicidade, acdo anti-inflamatoria e anti-tumoral (SAXENA et al. 2013;
GALEOTT!I et al. 2008). Porém, flavonoides séo ainda mais reconhecidos por
sua forte capacidade antioxidante (ROBAK e GRYGLEWSKI, 1987; VAN
ACKER, 1996).

Este grupo de moléculas pode causar efeito alelopatico sobre o sistema

radicular de espécies proximas, bem como inibir ou estimular o crescimento de
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microorganismos da rizosfera (HASSAN e MATHESIUS, 2012). Catequina, um
flavonoide produzido por Centaurea maculosa possui efeito alelopético sobre o

sistema radicular de outras espécies (BAIS et al, 2003).

Terpenoides sdo uma classe de compostos quimicos presentes em uma
grande variedade de organismos. Estes lipideos séo visados comercialmente
pelas suas propriedades no gosto e no cheiro de produtos vegetais (SAXENA et
al, 2013). Porém, alguns terpenos também podem possuir atividade fitotoxica
(MULLER, 1965) ou antioxidativa (NG et al, 1999).

Tagetes minuta L., da familia Asteraceae, produz terpenoides que causam
inibicio de espécies que habitam seu ecossistema (LOPEZ et al, 2009).
Terpenos produzidos por macroalgas inibiram a fotossintese e causaram a morte

de espécies de corais ameacados (RASHER et al, 2011).

Considerando entdo a capacidade invasora de Arundo donax L. e o
impacto que esta espécie pode ter no cerrado, poderemos ter uma compreensao
maior sobre o processo de invasao desta espécies ao estudarmos seu potencial
alelopético e sua fitoquimica de forma complementar. Estas informacdes podem,
no futuro, levar a melhores estratégias de controle biolégico, ou a produgcdo em

maior escala de substancias de interesse provenientes desta espécie.
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1.2 HIPOTESES

1. Folhas e rizomas de Arundo donax possuem compostos alelopaticos
gue alteram o balanco da competicdo a favor desta espécie e,
consequentemente, favorece sua propagacdo em areas do Distrito
Federal, atuando mesmo sobre outras espécies invasoras.

2. Os compostos fitoquimicos ativos de A. donax estdo presentes

principalmente nas folhas, em relacéo ao rizoma.

1.3 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de compostos fitotoxicos em folhas e rizomas de A.
donax e analisar de forma comparativa, com foco fitoquimico, o espectro de

compostos quimicos destes dois 6rgaos.
1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Testar através de bioensaios extratos de folhas e rizomas de A. donax
para possivel atividade alelopética contra espécies alvo especificas: Lactuca
sativa e Solanum lycopersicum, duas espécies modelo; Panicum maximum,
espécie de capim invasor; Handroanthus impetiginosus, espécie nativa

comumente encontrada em areas de cerrado antropizado no DF.

Analisar o espectro de compostos presentes nas folhas e nos rizomas de

Arundo donax por meio de testes com foco fitoquimico.
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CAPITULO 1. EFEITO ALELOPATICO DE PLANTAS DE ARUNDO
DONAX

2.1 INTRODUCAO

Arundo donax L. (Poaceae), conhecida como cana-do-reino, € uma
espécies exotica invasora, cuja propagacdo e estabelecimento em um novo

ambiente podem ameacar a diversidade e a manutencao de espécies nativas.

Alelopatia, descrita como a producdo de moléculas, majoritariamente
compostos secundarios, por parte de um individuo, que induzem efeitos positivos
ou negativos em um segundo individuo (RIZVI e RISVI, 1992), pode ser um fator
relevante na invasdo de A. donax. Esta espéie ja possui potencial alelopatico
documentado (HONG et al. 2010; HONG et al. 2011; ABU-ROMMAN e AMMARI,

2015), mas pouco explorado quanto ao aspecto fitoquimico.

O tecido vegetal mais utilizado em ensaios de alelopatia sdo as folhas
(REIGOSA et al, 2013). O extrato aquoso bruto de folhas de A. donax se mostrou
inibidor da germinagéo e do crescimento de plantulas de lentilha (Lens culinaris
Medik., espécie modelo para testes alelopaticos) (ABU-ROMMAN e AMMARYI,
2015), experimento inicial, realizado apenas com uma Unica espécie alvo.
Algumas atividades biolégicas tém sido estudadas utilizando extratos dessa
planta, como o extrato metandlico foliar, que causou efeito inibitério na
proliferacdo de Microcystis aeruginosa, cianobactéria responsavel por

contaminacdo de agua em reservatorios (HONG et al. 2010).

Foram isolados alcaloides da parte subterranea de A. donax (KHUZAEV
et al, 2004 B; KHUZAEYV et al, 2004 C), mas ndo ha estudos sobre o rizoma de
A. donax focados em testes fitotoxicos, embora estudos com rizomas de outras
espécies comprovam o potencial alelopatico desta estrutura (RIGANO et al,
2006; VRCHOTOVA e SERA, 2008). O extrato aquoso do rizoma de Cynodon
dactylon L., uma graminea, inibiu quase totalmente a germinagdo e o

crescimento de sementes de diversas outras espécies (MAHMOODZADEH,
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2014). Similarmente, o extrato do rizoma de Solidago canadenses, outra
graminea, inibiu a germinacdo e o crescimento de sementes de varias familias
de plantas (MEI et al, 2005).

Foi observada variacdo na composicdo quimica de A. donax entre
estruturas (NETO et al. 1996). Caule e folhas possuem concentracfes diferentes
de certos compostos, como a lignina, mais presente no caule, enquanto as folhas
apresentam maior concentracdo de proteinas. Partes mais maduras desta
espécie apresentaram maior presenca de acido urbénico e outros carboidratos.
Desta forma € de se esperar que compostos alelopaticos de folhas e de rizomas,
caso sejam produzidos, sejam diferentes, o que implica em atividade alelopatica

diferente entre estas duas estruturas.

O presente trabalho tem o objetivo de avaliar o potencial alelopatico de
extratos aquosos e metandlicosrizomas e folhas de A. donax, a fim de a contribuir
para aumentar o conhecimento sobre essa especie que tem colonizado com

sucesso areas urbanas e de Cerrado antropizado no Distrito Federal.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 COLETA

Amostras de folhas e rizomas frescos foram coletadas de trés localidades,
no perimetro urbano de Brasilia, DF (Figura 3). Dois locais estavam situados na
area do Campus Darcy Ribeiro, pertencentes a Universidade de Brasilia (1) na
area externa do Instituto de Quimica (15°46°07.91” S; 47°51'51.19” O) e (2) no
trecho final da via L3 Norte (15°44°46.59” S; 47°52'53.88” O). A terceira coleta
(3) foi realizada na regido do Setor de Embaixadas Sul (15°50'21.04" S;
47°54'57.03” O).

CRUZEIRO NOVO Brasilia

Figura 3. Locais de coleta na cidade de Brasilia, DF:
(1) Instituto de Quimica, Campus da Universidade de
Brasilia, (2) trecho final da Via L3, Asa Norte, e (3)
setor de embaixadas sul, Asa Sul.

As coletas de material vegetal ocorreram durante os meses de agosto e
setembro. Para a coleta foram selecionadas plantas adultas, ndo senescentes,
com auséncia de inflorescéncia, altura superior a 1 m e auséncia de evidéncia

de herbivoria. Foram coletadas o maximo de trés folhas por espécime.

Foram utilizadas uma pa e uma tesoura de poda para a coleta, e sacos de
papel para o transporte das amostras para o laboratério de Alelopatia Alfredo Gui
Ferreira da UnB. No laboratorio, as folhas e os rizomas de cada uma das plantas
foram lavados com agua corrente e armazenados em sacos de papel
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devidamente identificados, separados por local de coleta. Em seguida, as

amostras foram secas em estufa a 100°C por um periodo de sete dias.

2.2.2 EXTRATOS AQUOSOS

De cada uma das trés localidades amostradas, foi produzido um extrato
aguoso de folhas e rizomas na concentracdo 10% (m/v). Este valor é adequado
para testes de fitotoxicidade pelas convencdes de padronizacdo de extratos
vegetais (BURHAN e SHAUKAT, 1999; MAITI et al, 2004; KUMARAN e
KARUNARAKAN, 2006; SIDDIQUI et al, 2009). Foi utilizada apenas agua milli-

Q na producao dos extratos aquosos.

As folhas foram trituradas macénicamente em um moinho de facas e
extraidas em ultrassom por 45 minutos. Os extratos foram filtrados duas vezes

através de uma folha de papel filtro, com o auxilio de uma bomba a vacuo.

Os rizomas foram fracionados com o auxilio de uma serra manual em
pedacos de 1lcm3, que foram colocados em suspensdo no solvente por um
periodo de 48 horas. A solucdo foi extraida em ultrassom por 4 horas. Os
extratos foram filtrados duas vezes através de uma folha de papel filtro, com o

auxilio de uma bomba a vacuo.

No total foram produzidos trés pares de extratos aquosos (foliar e de
rizoma), um para cada populagao coletada. Os extratos possuiam 1L de volume
cada, e foram armazenados na geladeira durante os experimentos. Cada extrato

foi testado individualmente em bioensaios.

Diante da auséncia de difenca estaticas entre as trés populacoes, foi
calculado a média de atividade entre elas.

2.2.3 EXTRATOS METANOLICOS

Houve um ajuste na metodologia para a producdo dos extratos
metanadlicos. Uma nova coleta foi realizada na localidade (1), na area externa do
Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (15°46'07.91” S; 47°51°51.19”

0), e apenas este material foi utilizado na producao destes extratos. A secagem
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do material vegetal ocorreu a 60°C ao invés de 100°C, enquanto 0s outros

parametros da metodologia permaneceram inalterados.

Os extratos metandlicos a 10% m/v, de folhas e de rizoma, foram
produzidos inicialmente com a mesma metodologia utilizada na extracdo com
agua (extratos aquosos) porém utilizando metanol absoluto (Applichem

BioChemica).

Devido a rapida evaporacdo do metanol em temperatura ambiente os
extratos metandlicos de folhas e de rizoma foram secos em um evaporador
rotativo, apos sua filtragdo até a completa evaporacao dometanol. A matéria seca
foi solubilizada em agua com adi¢do de DMSO na propor¢ao 5ul/mL, durante 40

minutos em ultrassom.

Os extratos aquosos foram previamente quantificados quanto a sua
proporgéo solutos x solvente, através da liofilizagdo do material. Foi observado
gue no extrato aquoso de folha eram extraidos mais solutos (28mg/mL) do que
no extrato aquoso de rizoma (11,4 mg/mL). Com objetivo de manter a equidade
de concentracdo entre os extratos aquosos e metandlicos, foram produzidos
extratos na mesma propor¢cdo. Desta forma a proporgdo utlizada na
solubulizacdo da matéria seca dos extratos metanodlicos foi de 28mg/mL

extraidos das folhas, e 11,4mg/mL extraidos dos rizomas.

Desta forma foram produzidos dois extratos metanélicos, um de folhas e

um de rizoma, ambos solubilizados em agua e DMSO.

2.2.4 BIOENSAIOS COM EXTRATOS AQUOSOS

Foi testada a fitotoxicidade (inibicdo da germinacéo e do crescimento das
partes radicular e aérea da plantula), de cada extrato aquoso produzido, em
bioensaios (Figura 4) com sementes de espécies alvo pré-determinadas: alface
(Lactuca sativa L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), capim-colonido
(Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon e S.W.L. Jacobs), e ipé-roxo
(Handroanthus impetiginosus Mattos.). O capim-colonido € uma espécie exotica
no Brasil, introduzida para uso em pastagens (AZEVEDO, 1995). Ipé-roxo é uma

espéecie nativa da mata atlantica e do cerrado brasileiro (LEMOS e ZAPPI, 2012).
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Sementes de alface Vera, de germinabilidade 90%, e tomate Santa Clara,
de germinabilidade 85%, foram obtidas pela marca Sakata. Sementes de capim-

coloniéo e ipé-roxo foram coletadas no campo.

Cada espécie alvo foi submetida a cinco tratamentos: controle (agua ultra
pura obtida em sistema milli-Q), extrato bruto a 10% (m/v), extrato diluido nas
concentracdes de 5%, 2,5% e 1,25%. Dez (10) sementes de cada espécie alvo
foram colocadas em placas de Petri de 6 cm de diametro, em quadruplicata
(repeticdes), sobre uma folha de papel filtro. Cada placa de Petri recebeu 1,5 mL
do extrato de cada tratamento. Devido ao seu tamanho, apenas cinco sementes
de ipé-roxo foram colocadas em cada placa, porém o numero de repeticdes foi

aumentado para oito, a fim demanter a propor¢cao com as outras espécies alvo.

Alface Tomate Capim-colonido Ipé-roxo

\)xl(] \)xlﬂ )xlﬂ \)x5
10% i . C x4 ? L x4 b o x4 —_— X8
5% b g x4 b 4 x4 ke x4 kK
2,5% b g4 et X4 beog X kg s
1,25% e x4 g X S A ;%8
Controle © x4 L kg%t kg 8

Figura 4. Desenho experimental do bioensaio de germinacao. Alface, tomate, capim-colonido e ipé-roxo
foram as espécies alvo escolhidas. Elas foram regadas com cinco tratamentos diferentes, 10% (m/v), 5%,
2,5%, 1,25% e controle com aqua ultra pura.

As placas foram seladas com parafime e deixadas em sala de
crescimento, a 25°C e fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Porém,
diferentemente das outras espécies alvo, placas com sementes de ipé-roxo

foram deixadas por quatorze dias na sala de crescimento.

Apos o periodo determinado, as placas, previamente seladas com filme
plastico tipo PVC para evitar a evaporacdo dos extrato durante o periodo
experimental, foram retiradas da sala de crescimento e colocadas em congelador
para parar o crescimento. As plantulas foram fotografadas e sua parte aérea e

sua parte radicular foram medidas com o auxilio do programa ImageJ®.

O desenho experimental do bioensaio (Figura 4) foi repetido para cada

um dos extratos aquosos produzidos. Desta forma o experimento foi repetido
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seis vezes, trés para os extratos aquosos de folhas e trés para os extratos

aguosos de rizomas.

2.2.5 BIOENSAIO COM EXTRATOS METANOLICOS

Para a montagem e realizagdo dos bioensaios com extratos metandlicos
obtidos de folhas e de rizomas de A. donax, foi utilizada a mesma metodologia
descrita para o bioensaio com extratos aquosos (item 2.2.4). O unico diferencial
foi no tratamento controle (agua milli-Q), que se adicionou DMSO na proporcao
Sul/mL.

2.2.6 ANALISE DE DADOS

Os resultados dos bioensaios foram expressos como valores médios da
taxa de inibicdo em relacao ao controle (porcentagem de inibicdo, Figura 5). Esta
taxa permite visualizacéo direta do efeito alelopatico dos extratos utilizados em
relacdo ao controle. Caso o resultado fosse negativo, as plantulas teriam seu
alongamento inibido pelo tratamento em relagéo ao controle, e caso o resultado
sejapositivo, as plantulas terdo seu alongamento estimulado em relagcdo ao

controle.
% de inibigdo = [(XT - XC)/XC] * 100%

Figura 5. Férmula da porcentagem de inibicéo,
onde XT é a média de alongamento das plantulas
nos tratamentos e XC é a média do alongamento
das plantulas controle.

Foram feitos testes de normalidade de variancia e os resultados
submetidos a uma Anova modelo One-Way seguida do teste de Tukey (p<0.05)
que analisou a diferenca entre os parametros avaliados nas diferentes

concentragdes de extratos. Para as analises foi utilizado o programa Minitab 8.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1.1 GERMINABILIDADE COM EXTRATOS AQUOSOS

De forma geral, a germinacdo das espécies testadas nao foi afetada
(p>0.05) pelos extratos obtidos de folhas e rizomas de A. donax, independente
da concentracdo (Figuras 6 e 7). A excecdo foi o tomate, que reduziu a
germinabilidade (p<0.05) especialmente no extrato mais concentrado de 10%
(Figura 6). Embora as figuras indiguem que diferentes concentracdes
influenciaram diferentemente a germinacdo das espécies alvo, houve muita
variacdo nos valores médios de germinacao das sementes, obtidos nos testes
realizados com os extratos das trés populacdes de A. donax, e estas néo foram

significativas, segundo o teste de Tukey (p>0.05).

100% A
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Figura 6. Germinabilidade das espécies alvo tratadas com diferentes concentracdes de extratos aquosos
foliares de Arundo donax, mais o controle de agua destilada. Alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum
lycopersicum), capim-colonido (Megathyrsus maximus), e ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus).
Resultado do teste de Tukey representado por letras acima das colunas, significando diferenca significativa
(p>0,05).
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Figura 7. Germinabilidade das espécies alvo tratadas com diferentes concentracdes de extratos aquosos
de rizomas de Arundo donax, mais o controle de agua destilada. Alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum
lycopersicum), capim-colonido (Megathyrsus maximus), e ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus).
Resultado do Teste de Tukey representado por letras acima das colunas, significando diferenga significativa
(p>0,05).

Com excesséo da concentragdo 10% do extrato de folhas (Figura 6) foram
observadas taxas de germinabilidade préximas a informada pela empresa
responsavel pela distribuicdo das sementes em alface (90%) e tomate (85%) em

todas as diluicbes dos extratos.

Capim-colonido apresenta baixa germinabilidade, com taxa de 40% em
sementes ndo escarificadas (TOLEDO, 1995). Os resultados encontrados
indicam a nédo inibicdo da germinabilidade nesta espécie alvo. Todos os
resultados obtidos para ipé-roxo ficaram abaixo da média descrita na literatura
(RIBEIRO, 2010), mas nao houve inibicdo da germinabilidade causada pelos

tratamentos.

Pequenas variacOes da germinabilidade entre os diferentes tratamentos
podem ser causadas por efeito osmético. ions diluidos (solutos osmoticamente
ativos) osmolaridade nos extratos podem gerar um potencial osmético do meio
diferente do interior das sementes impedindo, desta forma, o embebimento
correto das sementes e afetando a taxa de germinabilidade (SOSA et al, 2005).

Para se descartar a influéncia deste efeito é necessario se avaliar a

osmolaridade das solugbes em um osmoémetro.
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2.3.1.2 GERMINABILIDADE COM EXTRATOS METANOLICOS

E possivel observar inibicdo da germinabilidade em relacdo ao controle
na maioria das espécies alvo testadas (Figuras 8 e 9). Sementes de alface
tratadas com extrato de rizoma tiveram germinabilidade préxima a informada
pela empresa responsavel pela venda (90%) nos tratamentos mais diluidos.
Contudo, as concentracdes de 5% e 10% inibiram fortemente a germinabilidade
desta espécie. Sementes de alface tratadas com extrato de folhas tiveram sua
germinabilidade reduzida em relagédo ao controle em todas as concentracoes.
Sementes de tomate tratadas com extratos de folhas e de rizomas néo

mostraram variacao significativa na sua germinabilidade.

O resultado encontrado para as sementes de capim-colonido um controle
com germinabilidade muito acima da taxa de 40% registrada na literatura
(TOLEDO, 1995). Nesta espécie, as concentracfes de 5% e 10% dos dois

extratos causaram reducao na germinabilidade.

A inibicdo da germinabilidade das sementes de ipé-roxo ocorreu nos
tratamentos de 5% e 10% do extrato foliar, mas apenas na concentragédo a 10%
do extrato de rizomas. Apesar de alguns tratamentos registrarem
germinabilidade eleva acima do controle, em nenhum destes casos as taxas

foram superiores a média descrita na literatura (RIBEIRO, 2010).
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Figura 8. Germinabilidade das espécies alvo tratadas com diferentes concentrages de extratos metanolicos
de folhas de Arundo donax, mais o controle de 4gua destilada. Alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum
lycopersicum), capim-colonidao (Megathyrsus maximus), e ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus).
Resultado do Teste de Tukey representado por letras acima das colunas, significando diferenca
significativa.
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Figura 9. Germinabilidade das espécies alvo tratadas com diferentes concentragfes de extratos metanolicos
de rizomas de Arundo donax, mais o controle de agua destilada. Alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum
lycopersicum), capim-colonidao (Megathyrsus maximus), e ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus).
Resultado do Teste de Tukey representado por letras acima das colunas, significando diferenca significativa
(p>0,05).

A reducdo da germinabilidade pelos extratos metandlicos ocorreu em
todas as espécies alvo tratadas com o extrato foliar, e apenas o tomate nao teve
sua germinabilidade reduzida pelo extrato de rizoma. Este resultado é um grande
contraste com a germinabilidade das espécies alvo tratadas com as diluicbes

dos extratos aquosos.

Outra explicacdo que reforca a diferenca nos resultados encontrados
entre os bioensaios (Figuras 6-9) é de que o metanol é um solvente menos polar
do que a agua. Por conta desta diferenca de polaridade os compostos vegetais

extraidos com estes solventes ndo sao 0s mesmos.

Compostos presentes nos dois extratos metandlicos foram inibitorios da
germinabilidade das espécies alvo testadas (Figuras 8 e 9) de maneira
significativa nos tratamentos mais concentrados dos extratos. Compostos

presentes nos extratos aquosos, ou possivelmente a auséncia de compostos,
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nao resultaram em ateracéo significativa da germinabilidade (Figuras 6 e 7). Este
resultado indica que compostos alelopaticos possuem maior afinidade com o

metanol em relacédo a agua.

2.3.2.1 INIBICAO DO CRESCIMENTO COM EXTRATOS AQUOSOS

Extratos de rizomas foram inibitorios apenas no tratamento mais
concentrado (10%), e apenas nas plantulas de alface e tomate (Figuras 10B e
11B). Apenas os extratos aquosos de folhas de Arundo donax promoveram a
inibicdo do crescimento em altura (Figuras 10A e 11A), de maneira significativa
(p>0,05).

Os efeitos de inibicdo e dose-dependéncia ficaram mais evidentes quando
analisamos o efeito dos extratos na parte radicular das espécies alvo (Figura 11).
Este resultado esta ligado a vulnerabilidade da raiz em relacdo a estruturas da
parte aérea, justamente pelo papel da raiz na absorcdo. Compostos secundarios
diluidos no meio afetaram de maneira mais intensa a parte radicular do que a
aérea, como estudos com outras espécies relataram (AIRES, 2005; SOUZA,
2007; VRCHOTOVA, 2008).
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Figura 10. Taxa de inibicdo da parte aérea das quatro espécies alvo em relagdo ao controle de agua
destilada, nos quatro tratamentos diferentes. Extrato aquoso de folhas (A) e Extrato agquoso de rizomas (B)
de Arundo donax. Alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum lycopersicum), capim-colonido (Megathyrsus
maximus), e ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus). Resultado do Teste de Tukey (p>0,05).representado
por letras acima das colunas, significando diferenca significativa.

O resultado indica efeito de dose dependéncia nas espécies alvo tratadas
com extrato de folhas, para as partes aérea e radicular, nas plantulas de alface,
tomate e capim-colonido. Contudo, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos para as partes aérea e radicular de ipé-roxo, logo nédo houve dose

dependéncia neste caso.

Espécies alvo tratadas com diferentes concentracdes do extrato aquoso

de rizomas (Figuras 10B e 11B) apresentaram diferencas no seu crescimento,
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porém, de forma nao significativa. Apenas o extrato mais concentrado inibiu o
crescimento de forma significativa, desta forma, independente da espécie

avaliada, ndo foi observada dose dependéncia no resultado de inibicdo
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Figura 11. Taxa de inibicdo da parte radicular das quatro espécies alvo em
relacdo ao controle de agua destilada, nos quatro tratamentos diferentes. Extrato
aquoso de folhas (A) e Extrato aquoso de rizomas (B) de Arundo donax. Alface (Lactuca
sativa), tomate (Solanum lycopersicum), capim-colonido (Megathyrsus maximus), e ipé-
roxo (Handroanthus impetiginosus). Resultado do Teste de Tukey (p>0,05)

representado por letras acima das colunas, significando diferenca significativa.
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A existéncia de atividade alelopética por extrato de A. donax obtido do
rizoma é uma informagcdo nova que agrega valor sobre o potencial invasor da
espécie. O controle efetivo da planta é feito através da remocédo completa do
rizoma (BELL, 1997), o que € trabalhoso e muitas vezes ndo ocorre em
detrimento da remocao apenas das parte aérea. A permanéncia do rizoma na
area favorece a liberacdo de compostos alelopaticos de forma continua e

duradoura, o que pode impedir outras espécies de se estabelecerem.

O uso de diferentes espécies alvo em ensaios de alelopatia € importante
uma vez que apenas desta forma é possivel ter uma abrangecia maior da
resposta nos testes realizados. Alface e tomate sdo espécies modelo para
ensaios de alelopatia por causa de sua sensibilidade, sendo utilizadas em testes
com diversas espécies (OLESZEK, 1987; LYNN et al, 1991), pois facilitam a

demonstracao e comprovacao de efeitos inibitérios.

Como esperado, foi observada inibicdo significativa do crescimento das
plantulas de alface e tomate, de forma dose-dependente, pelo extrato aquoso de
folnas de A. donax. O extrato de rizomas causou inibicdo apenas na maior

concentragéo (10%).

Handroanthus impetiginosus foi a espécie menos inibida pelos extratos
aguosos. Houve diferenca estatistica no crescimento das plantilas apenas na
radicula tratada com extratos foliares concentrados (5% e 10%) (Figura 11A).
Podemos afirmar que esta espécie nativa foi a espécie alvo que se mostrou

resistente a alelopatia de A. donax.

O capim-colonido foi inibido pelos tratamentos mais concentrados dos
extratos aquosos de folhas de A. donax (5% e 10%) (Figuras 10A e 11A), nédo
tendo sofrido efeito inibitério de nenhuma concentracdo do extrato aquosos de
rizomas. A suscetibilidade do capim-colonido a fitotoxicidade dos extratos de A.
donax, em relacéo a espécie alvo nativa, pode estar relacionada a seu status de
invasora. Para ser introduzida em um novo embiente, a espécie exotica deve
passar por filtros bidticos e abidticos (LORENZO e SANCHEZ, 2010). A
alelopatia se insere neste filtro bidtico, uma vez que a espécie exdtica deve
resistir a possiveis efeitos alelopaticos de espécies nativas, ou de outras

espécies invasoras.
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A resisténcia da espécie alvo nativa, o ipé-roxo, e a suscetibilidade da
espécie invasora, o capim-colonido, condiz com a teoria alelopatica “Homeland
Security”, que diz que espécies invasoras seriam mais suscetiveis a alelopatia
de espécies nativas do que o inverso (CUMMINGS et al, 2012). Desta forma
espécies nativas seriam as mais indicadas para medidas de controle

populacional de gramineas invasoras agressivas, tal como A. donax.

Ambos os extratos aquoso de folhas e de rizomas foram inibitérios do
crescimento das espécies alvo, porém com intensidades diferentes. Quando
estes dois extratos sdo comparados, ha a indicacédo de que o extrato de rizoma
foi menos inibitério do que o extratos foliar. Enquanto ja se conhece parte da
acdo dos compostos fitotoxicos presentes nas folhas de A. donax e sua acao
(HONG et al, 2010), ndo ha analise equivalente com o rizoma desta espécie.
Este tipo de analise ja foi feito com rizomas de outras espécies (YANG et al,
2009).

2.3.22 INIBICAO DO CRESCIMENTO COM EXTRATOS
METANOLICOS

Ambos os extratos metandlicos de folhas e de rizomas inibiram o
crescimento das espécies alvo (Figuras 12 e 13). A inibicdo observada nas
plantulas tratadas com extratos metandlicos foi superior as tratadas com extratos
aguosos. O metanol foi o solvente mais eficiente na extracdo de material

alelopatico de Arundo donax.comparado com a agua.
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Figura 12. Taxa de inibicdo da parte aérea das quatro espécies alvo em relacdo ao controle de agua
destilada, nos quatro tratamentos diferentes. Extrato metandlico de folhas (A) e Extrato metandlico de
rizomas (B) de Arundo donax. Alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum lycopersicum), capim-colonido
(Megathyrsus maximus), e ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus). Resultado do Teste de Tukey (p>0,05)
representado por letras acima das colunas, significando diferenca significativa.

Houve forte inibicdo, de forma dose-dependente, em todas as espécies
alvo tratadas com extrato metanolico de folhas (Figuras 12A e 13A). Este efeito
€ menos evidente nas plantulas de tomate. A concentracéo de 1,25% nao possui
diferenca significativa (p>0.5) em relagdo ao controle, enquanto as outras
concentracdes (2,5%, 5% e 10%) sao significativamente diferentes (p<0.5) do

controle, mas nao entre si.
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Diferentemente do resultado com extratos aquosos de rizomas é possivel
observar efeito de dose dependéncia na inibicAo causada pelo extrato
metandlico de rizomas (Figuras 12B e 13B). Alface e tomate foram as espécies
alvo mais inibidas, o que j& era esperado, devido a sensibilidade destas como
espécies modelo. As plantulas de ipé-roxo foram as significativamente (p<0.5)

menos inibidas, resultado igual ao observado nos tratamentos com extratos
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Figura 13. Taxa de inibicdo da parte radicular das quatro espécies alvo em relagcdo ao controle de agua
destilada, nos quatro tratamentos diferentes. Extrato metandlico de folhas (A) e Extrato metandlico de
rizomas (B) de Arundo donax. Alface (Lactuca sativa), tomate (Solanum lycopersicum), capim-colonido
(Megathyrsus maximus), e ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus). Resultado do Teste de Tukey (p>0,05)
representado por letras acima das colunas, significando diferenca significativa.
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Observando as Figuras 12 e 13 nao é possivel observar maior resisténcia
ou suscetibilidade da espécie alvo nativa, o ipé-roxo, em relacdo a espécie
invasora, o capim-colonido. Desta forma n&o € possivel apontar ligacdo com a
teoria “Homeland Security” (CUMMINGS et al, 2012), como também n&o é
possivel apontar ligagdo com a teoria “Novel Weapons” (CALLAWAY e
RIDENOUR, 2004).

Os dois tipos diferentes de extratos avaliados nesse trabalho
apresentaram resultados diferentes quanto a inibicdo das espécies alvo. Quanto
aos extratos aquosos, 0s extratos de rizomas nao inibiram significativamente o
crescimento das espécies alvo, apenas os extratos foliares tiveram tal efeito.
Resultado contrastante com o observado nos tratamentos de extratos
metandlicos. Ambos o0s extratos foliares e 0s de rizomas inibiram

significativamente o crescimento das espécies alvo.

O resultado observado indica que folhas e rizomas sdo ambas estruturas
que produzem ou armazenam aleloguimicos. Porém, a diferenca observada
entre os resultados dos extratos aquosos e metandlicos indica que 0s compostos
alelopéticos nesta espécie possuem mais afinidade com o solvente organico do
que com a agua. Este resultado era esperado, uma vez que solventes organicos
como o metanol possuem maior eficiéncia na extracdo de aleloquimicos do que
a agua (LI etal, 2010).

Em situacdo de campo durante um evento de chuva ou de alagamento do
solo, enquanto varios compostos serdo extraidos, muitos permanecerdo nas
estruturas desta planta. Rompimento mecéanico da parte aérea ou do rizoma, ou
até a decomposicdo destas estruturas (AHMED et al, 2008), podem causar a
liberacdo destes compostos no ambiente

A forte inibicdo causada pelos extratos de A. donax, principalmente dos
extrato metandlicos, comprova a alelopativa nesta espécie. A exploracdo do
potencial alelopatico desta espécie por ensaios fitoquimicos podem contribuir
para explicar este fendbmeno, com identificacdo de compostos responsaveis

pelos efeitos observados neste trabalho.
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CAPITULO 2. ESTUDO FITOQUIMICO DE FOLHAS E RIZOMAS
DE ARUNDO DONAX, COLETADOS EM AREAS DO DISTRITO
FEDERAL

3.1. INTRODUCAO

Arundo donax € uma espécie invasora de grande relevancia mundial
(TNC, 2009), mas esta graminea também chama atencéo pelos metabolitos que
produz. Diversas substancias comercialmente interessantes foram isolados
desta espécie, que ainda possui um largo potencial fitoquimico a ser explorado
(MATSUO et al, 2001; HONG et al, 2010).

Foram isolados de folhas de A. donax diversos alcal6ides indodlicos e
outras substancias aroméaticas nitrogenadas (MATSUO et al, 2001; HONG et al,
2010). Alguns destes compostos possuem inclusive efeitos comercialmente
interessantes, como o alcaloide Gramina, que tem reconhecida atividade
antifangica e algicida; e a amina Escatol, caracterizado pelo seu forte odor, que
ja havia sido observado em outros organismos apresentando atividade inibidora
em microrganismos (BROWN et al, 1979). Embora compostos ja tenham sido
isolados e estudados quanto sua atividade biolégica, faltam estudos sobre

possivel atividade fitotoxica.

Do rizoma de Arundo donax também foram isolados diversos alcaloides,
como triptaminas, alcaloides indolicos, semelhantes aos encontrados em
animais (AL-SNAFI, 2015), e alcaloides diméricos (KHUZHAEYV, 2004 A). No
entanto, da mesma forma que os compostos isolados das folhas, ha falta de

estudos de fitotoxicidade com os compostos isolados dos rizomas.

O objetivo deste trabalho foi realizar uma prospeccéo fitoquimica
preliminar dos extratos brutos obtidos a partir de folhas e de rizomas de Arundo
donax, para detectar classes de metabdlicos secundarios e alguns constituintes
presentes nesta estruturas. Adicionalmente, bioensaios que avaliaram a acao
antioxidade, de toxidade e fungicida dos extratos brutos da planta, foram
testados.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 COLETA

Foram coletadas amostras frescas de folhas e rizomas de uma populacéo
de Arundo donax localizada no Campus da Universidade de Brasilia (UnB), no
Distrito Federal (15°46°07.91” S; 47°51'51.19” O) (Figura 14).
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Figura 14. mapa da &rea de coleta em Brasilia, no campus
da Universidade de Brasilia, no Distrito Federal.

Para a coleta de material vegetal os individuos selecionados eram nao
senescentes, com auséncia de inflorescéncia, altura superior a 1 metro e sem
evidéncias de herbivoria. Foram coletadas o maximo de trés folhas por
espécime. A coleta ocorreu no més de setembro, durante um periodo de estresse

hidrico elevado.
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3.2.2 PREPARO DO MATERIAL PARA ANALISE

As amostras coletadas foram levadas para o Laboratério de Alelopatia da
UnB, onde foram lavadas com agua corrente e armazenadas em sacos de papel
com identificacdo devida. Em seguida, foram secas em estufa de circulacao
forcada a 60°C, por um periodo de sete dias, as folhas foram trituradas em
moinho de facas (Tecnal) e os rizomas, pela dureza do material, foram cortados
em pequenos pedacos (<1 cm3), com auxilio de uma serra manual, para uso na

obtencao dos extratos.

3.2.3 PRODUCAO E PROCESSAMENTO DE EXTRATOS

Extratos aquosos e metandlicos, na concentracdo de 10%, massa por
volume (m/v), foram produzidos das amostras de folhas e de rizomas de A.
donax. Foi utilizada agua milli-Q na producédo dos extratos aquosos, e metanol

absoluto (Applichem BioChemica), para os extratos metandlicos.

Para as folhas (amostras pulverizadas) procedeu-se a extracdo em
ultrassom por 45 minutos. Os extratos foram filtrados duas vezes em uma folha
de papel filtro com o auxilio de uma bomba a vacuo. Os rizomas (amostras em
pedacos pequenos) foram colocados em suspensdo em agua por um periodo de
48 horas, e a solucédo foi extraida em ultrassom por 4 horas. Os extratos foram
filtrados duas vezes através de uma folha de papel filtro, com o auxilio de uma

bomba a vacuo.

Foram produzidos quatro extratos: Aquoso de folhas; Metandlico de

folhas; Aquoso de rizomas; Metandlico de rizomas.

Extratos, foliares e de rizomas, foram desidratados, de acordo com o
solvente extrator. Os extratos aquosos foram transferidos para tubos de plastico
(Falcon) de 50 mL e liofilizados. Extratos metandlicos foram processados em um

Evaporador Rotativo até a completa evaporacédo do alcool.
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O extratos secos foram utilizados em experimentos realizados no
Laboratério de Bioprospeccdo Vegetal, do Instituto Nacional de Pesquisa da

Amazb6nia, em Manaus (AM).

3.2.4 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCDC)

A CCDC foi realizada para identificacdo dos diferentes grupos quimicos
presentes nas amostras. Os extratos secos de folhas e rizomas foram

solubilizados em metanol para aplicacéo nas placas.

Foram utilizados dois sistemas de solventes. Um para aplicacbes de
extratos metandlicos (cloroférmio e metanol na proporcdo 7:3) e outro para
aplicacbes dos extratos aquosos (Cloroférmio, metanol e 4gua, na proporgcao
5:5:1).

Para identificacdo de cada grupo quimico foram utilizados diferentes
reveladores, estes sendo: Dragendorff, para deteccdo de aminas, em especial
alcaloides (PERES et al, 2012); NP-PEG, para deteccéo de flavonoides (CALINA
et al, 2013); Cloreto Férrico, para deteccdo de taninos e outros compostos
fendlicos (PASCUAL et al, 2002); Anisoaldeido, revelador que detecta esteroides
e fendis, além de alguns carboidratos e gorduras (JORK et al, 1990). As placas
foram também visualizadas sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda

265nm e 354nm para visualizacdo ndo especifista de compostos.

3.2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os extratos secos foram diluidos em metanol para teste de atividade
antioxidante. Dois métodos foram utilizados simultaneamente, NPPH e Fe3*-
fenantrolina, ambos em triplicata, seguindo MARTINS et al, (2014). Os
resultados foram comparados com uma curva controle utilizando acido
ascorbico, substancia utilizada como referéncia em testes de atividade

antioxidante.

Para o ensaio com o radical livre DPPH foi preparada de uma solucéao
contendo extrato vegetal e a molécula de DPPH. Foi adicionado 10uL de extrato
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(na concentragcdo 1mg/mL) em 990uL da solugdo de NPPH ( na concentracdo
30mg/mL, em metanol). O controle negativo utilizado foi uma amostra contendo
apenas 10uL de metanol. Apds 30 minutos foi feita a medigdo da absorbancia a
517nm em um espectrofotdbmetro. O experimento foi realizado no escuro devido

a sensibilidade da molécula de NPPH.

Para o ensaio com Fe®*-fenantrolina foi preparada uma solucdo contendo
um extrato vegetal e a molécula de Fe®*. 10uL da solugdo de Fe3+ foram
adicionados a 10uL de extrato (na concentracdo 1mg/mL) e deixados em
repouso por 10 minutos. Apos este periodo foi adicionado a amostra 980uL da
solucéo de fenatrolina, seguido de um periodo de repouso de 1 hora. Apds este

periodo é realizada a medicdo da absorbancia a 515nm em espectrofotbmetro.

3.2.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM ARTEMIA SALINA

A toxicidade dos extratos foi testada contra larvas do microcrustaceo
Artemia salina. Ovos foram depositados em uma solucdo de agua salinizada por
48 horas para a ecloséo dos crustaceos. Durante este periodo foi disponibilizada

luz e aeracdo constante, a temperatura ambiente.

Apés a eclosdo 10 larvas foram colocadas por poco de placas de 24
pocos. Os extratos secos foram solubilizados em &gua salinizada, idéntica a
utilizada para ecloséo dos ovos, nas concentracdes de 1000, 500, 250, 125, 60
e 30 uL/mL. O controle negativo que consistiu apenas da solucdo de agua

salinizada.

Apos um periodo de 24 horas, em temperatura ambiente, foi quantificado

0 numero de larvas vivas e mortas em cada poco.

3.2.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela diluicdo dos extratos em
placas de 96 pocos e a determinacdo do crescimento microbiano foi realizada
por leitura em espectrofotdmetro. O controle positivo utilizado foi a oxitetraciclina

a 125 pug/mL e como controle negativo, o préprio meio de cultura.
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Os in6culos foram preparados com o auxilio de uma alga calibrada
descartavel, onde colbnias bacterianas provenientes de culturas puras de 24
horas foram inoculadas em caldo Mueller Hinton e homogeneizadas. A turvacao
dos in6culos foi homogeneizada a turvacdo dos tubos a 0,5 da escala de
MacFarland. Este valor, padrdo para testes de atividade antimicrobiana
corresponde a uma suspensédo contendo aproximadamente 1-2 x 108 unidades

formadoras de colénias (UFC/mL).

Cada microrganismo-teste foi diluido na proporcdo de 1:20 e 10 pL de
cada foi inoculado nas placas. Foram feitas diluicbes sucessivas do extrato
(1000, 500, 250, 125, 62,25, 31,12 e 15,5 pug/mL), e em seguida, 100 uL de cada
diluicdo foram adicionados em cada poc¢o da placa. As placas foram incubadas,
estacionarias, a 37°C por 24 horas.

Foram realizadas leituras de espectrofotobmetro antes das placas serem
levadas a estufa e apds este periodo. As leituras da absorbancia foram
realizadas com comprimento de onda de 625 nm. A atividade inibitoria foi obtida

pelas diferencas das densidades épticas entre essas duas leituras.

Os microrganismos utilizados foram doados pelo Laboratério de Micro-
Organismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude, da Fundacdo Oswaldo Cruz: Acinetobacter baumannii ATCC 19606;
Aeromonas hydrophila IOC/FDA 110-36; Candida albicans ATCC 10231, CBS
6431; Candida parapsilosis ATCC 22019, CBS 604; Citrobacter freundii ATCC
8090; Edwardsiella tarda ATCC 15947; Enterobacter cloacae ATCC 13047;
Enterococcus faecalis ATCC 29212; Eschericia coli ATCC 11775; Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883; Morganella morganii ATCC 00082;
Propionibacterium acnes ATCC 6919; Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145;
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 (NCTC 10038); Salmonella enterica
ATCC 13076; Serratia marcescens ATCC 13880; Staphylococcus aureus ATCC
12600; Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; Yersinia enterocolitica ATCC
9610.
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3.2.8 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) E ESPECTROMETRIA
DE MASSA

Os extratos secos foram analisados por ressonancia magnética nuclear de 1H.
25mg de amostras secas dos extratos aquoso de folhas e aquoso de rizoma
foram diluidas em &gua deuterada (D20). 25mg de amostras secas dos extratos
metandlico de folhas e metandlico de rizoma foram diluidos em DMSO. O
equipamento utilizado foi Bruker Fourier 300, operando em 300 MHz para o

nucleo de H.

Para analise em espectrometria de massa as amostras secas dos extratos
foram diluidas em mistura de agua destilada e metanol na propor¢cédo 1:1, na
concentracdo 1mg/mL. Em seguida 10uL desta solugéo foram diluidos em 990uL
de mistura agua destilada e metanol 1:1.

Os métodos utilizados foram a ionizacéo electrospray positiva e negativa
(ESI+ e ESI-) em um aparelho micrOTOF-Q Bruker Daltonics para buscar
massas moleculares no intervalo de 50m/z a 900. A temperatura utilizada foi de
180°C e o fluxo a 5.0 L/min.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCDC)

A presenca de metabdlitos secundarios foi observada em ambos os
extratos brutos obtidos de folhas de A. donax. No entanto, os resultados variaram
em funcdo do método de extracdo, e o tipo de revelador utilizado para detectar
0s compostos. Ao analizar as placas cromatograficas que tiveram a aplicacéo de
extratos metandlicos, de folhas e rizomas, podemos notar uma série de pontos
que reagiram a luz ultravioleta na Figura 15 A/B. O que fica ainda mais evidente
com uma comparacao com a Figura 15C. Estas regides de coloragéo diferente

indicam a presenca de compostos.

Figura 15. Fotografias das placas cromatograficas com extratos metandlicos de folhas e rizoma nas
condi¢des de luz UV 265nm (A), luz UV 354 (B) e luz natural (C), respectivamente. Extratos brutos de folhas
(1 e 3) erizomas (2 e 4).

O cloreto férrico apontou a presenca de compostos fendlicos apenas no
extrato metandlico foliar (Figura 16A). Nao foi identificada a presenca destes
compostos em ambos os extratos de rizoma, bem como no extrato aquoso foliar
(Figura 189).

O tratamento com NPPEG reagiu a presenca de flavonoides em ambos
os extratos foliares, embora de maneira mais evidente no extrato metanolico
foliar do que no aquoso (Figuras 16C e 18C). Extratos de rizoma nao reagiram
ao revelador. Este resultado corrobora o observado por outros autores (AHRAR
et al.,, 2017; TEMIZ et al., 2013) que identificaram as folhas como mais ativas
que os rizomas na producdo de metabdlitos.
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Observamos um resultado muito parecido com o cloreto férrico nas placas

tratadas com dragendorff, em que apenas no extrato metandlico foliar foi possivel

observar a presenca de alcaloides (Figuras 16B e 18B).

Figura 16. Fotografias das placas cromatograficas com extratos metandlicos de folhas e rizoma nas
condicdes de cloreto férrico (A); dragendorff (B); nppeg (C); anisoaldeido (D). Extratos metanolicos brutos
de folhas (1) e rizomas (2).

Figura 17. Fotografias das placas cromatograficas com extratos aquosos de folhas e rizomas nas condigdes
de luz UV 265nm (A), luz UV 354 (B) e luz natural (C). Extratos brutos de folhas (1 e 3) e rizomas (2 e 4).

Figura 18. Fotografias das placas cromatogréaficas com extratos metandlicos de folhas e rizoma nas
condicdes de cloreto férrico (A); dragendorff (B); nppeg (C); anisoaldeido (D). Extratos metandlicos brutos
de folhas (1) e rizomas (2).
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A presenca de alcaloides em folhas de A. donax (Figura 16B) confirma a
informacéo da literatura, e que foi observado por outros autores para a espécie
(HONG et al, 2010). A deteccédo de alcaloides apenas no extrato metandlico
contribui com as informacdes bésicas sobre a polaridade destes alcaloides nas
plantas que se estabeleceram na regido Central do Brasil.

Por se tratar de um revelador mais geral, para diferentes classes de
compostos, foi observado que todos os extratos reagiram ao tratamento com
anisoaldeido, mas com intensidades diferentes (Figuras 16D e 18D). O extrato
metandlico foliar reagiu ao revelador durante toda a extensdo da corrida,
enquanto ao seu lado o extrato metandlico de rizoma reagiu até um ponto
mediano na placa. Os extratos aquosos de folhas e rizoma reagiram ao revelador

apenas um ponto, com intensidade maior no extrato de rizoma.

Com relacdo ao rizoma, a analise preliminar mostrou que extratos brutos
de rizomas, tanto metandlicos quanto aquosos, apresentaram baixa atividade
bioldgica, quando comparado com os extratos brutos de folhas. O resultado
positivo para a presenca de metabdlitos ocorreu apenas com anisoaldeido
(Figuras 16D e 18D), mas estes resultados ndo podem ser conclusivos. Mesmo
em numero menor que para as folhas, alguns trabalhos identificaram e isolaram
moléculas de alcaloides nos extratos de rizoma (KHUZHAEV et al., 2004 A;
KHUZHAEYV et al., 2004 B; ZANETTI, 2007). No entanto, o método de extracao
utilizado foi diferente (ZANETTI, 2007) ou nédo estava descrito (KHUZHAEV et
al., 2004 A; KHUZHAEYV et al., 2004 B). A constituicdo fibrosa e a dureza do
tecido do rizoma torna dificil o obteng&o dos extratos para analise.

Comparando as placas de luz UV 354 dos extratos metandlicos e aquosos
(Figuras 15B e 17B) temos a indicacao de que compostos fitoquimicos estédo
presentes em maior niumero nos extratos metandlicos, porém de forma quase
exclusiva no extrato de folhas. Esta indicagéo foi corroborada com o resultado
observado com os reveladores, onde novamente de forma quase exclusiva,
compostos fitoquimicos estao presentes em maior nimero no extrato metandlico

foliar.

Este resultado trds informacbes sobre o local de produgcéo ou

armazenamento e a polaridade dos compostos fitoquimicos de Arundo donax.
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Produzidas majoritariamente nas folhas em relacdo ao rizoma, estas moléculas
pertencem a diversas classes fitoquimicas, como alcaloides, flavonoides e outros
compostos fendlicos. Sua polaridade estd mais proxima ao metanol, solvente

mais apolar do que a agua.

O resultado observado € preliminar, indicativo para testes futuros. Estudos
detalhados, com a otimizacdo de protocolos de extracdo do material, e que
avaliem o potencial bioativo dessa estrutura precisam ser realizados para que
tenhamos um cenario mais realista da producdo de compostos por A. donax e o

impacto da planta na interagdo com outros organismos e com o meio ambiente.

3.3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Comparando os valores encontrados nas medi¢Ges do espectrofotometro
com o artigo de referéncia (MARTINS et al, 2014) temos o resultado de que
nenhuma atividade antioxidante foi encontrada. Embora tenha havido diferenca
significativa na atividade dos diferentes extratos, nenhuma foi o suficiente para
a caracterizagdo como antioxidante. Este resultado foi 0 mesmo em ambos os
testes (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos tentes antioxidantes com os métodos DPPH e Fe3+. Equiv = mg de
extrato/ mg de acido ascorbico.

Método DOPPH Método Fed+
AABSsi7l  [AAle Equiv. [Fe®] [AA]. Equiv.
Folha MetOH 0,038 0,004 111,696 0,424 0,838 6,180
Riz MetOH 0,002 0,317 15,793 0,015 0,218 23,280
Folha H20 0,016 -0.195 -25. 783 0,188 0.480 10,540
Riz H20 0.007 -0.272 20995 -0.017 0,170 30,620

Resultado similiar foi observado na literatura. Extratos aquosos e
metandlicos foliares de A. donax néo tiveram atividade antioxidante no teste com
o método DPPH (MENEZES et al, 2004; DALL’ACQUA et al, 2008). Nao foi
encontrado registro na literatura para atividade antioxidante em teste DPPH para
extratos de rizoma de A. donax, bem como testes com Fe3+ ainda n&o haviam

sido reportados na literatura, para esta espécie.

Moléculas gue possuem esta atividade quando em estado isolado ou em

fracOes de extratos podem néo ser ativas quando diluidas em extratos brutos,
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como os utilizados neste trabalho. Desta forma os resultados encontrados nos
testes realizados ndo sdo suficientes para se descartar a possibilidade de que
Arundo donax produza moléculas com propriedade antioxidante.

Experimentacéo adicional &€ necessaria para obter a resposta concreta.

3.3.3 ARTEMIA SALINA

Muito utilizado na pesquisa de fitoquimica pela facilidade de realizagéo, o
teste com o microcrustaceo Artémia salina € um bom indicativo preliminar da
citotoxicidade do material (LHULLIER et al, 2006). Sua anélise é baseada na
concentracéo letal mediana, ou CL50, concentragao em ug/ml que causa a morte

de metade dos organismos testados.

Para que seja confirmado a citotoxicidade da amostra no teste de Artemia
salina a CL50 deve ser igual ou menor do que 30ug/mL (MEYER et al, 1982).
Nenhuma das concentracdes dos extratos reduziu o numero de larvas de

Artemia salina abaixo de 50% (Figura 7).

Tabela 2. Citotoxicidade dos extratos de arundo donax expresso em porcentagem de larvas vivas de A.
salina apds o tratamento.

Extrato Concentracdo utilizada (pe/mL)
1000 500 250 125 60 30 Controle
Folha MetOH 86% 90% 83% 96% 93% 93% 96%
Riz MetOH 93% 90% 968% 93% 93% 96% 96%
Folha H20O 7a% 86% 96% 96% 90% 96% 96%
Riz H2QO 80% 90% 90% 100% 100% 93% 96%

Podemos afirmar que nenhum dos quatro extratos apresentou atividade
citotoxica significativa para Artemia salina. Extratos aquosos produzidos a partir
da parte aérea inteira de Arundo donax (folhas e caule) n&o foram
significativamente citotoxicos contra A. salina, enquanto extratos etanolicos
deste material foi citotéxico (BUSSMANN et al, 2011). Nao haviam dados na

literatura para extratatos metandlicos brutos de A. donax.

Arundo donax € uma espécie muitas vezes encontrada as margens de

rios e lagos, onde possuem sua condi¢do ideal de agua em abundancia.
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Compostos ativos presentes nos rizomas ou em fragmentos da parte aérea
podem ser lavados para o corpo d’agua e interferir através do meio liquido em

outras espécies vegetais e microorganismos (GOPAL e GOEL, 1993).

Faltam informacdes na literatura quanto ao impacto que A. donax poderia
ter em corpos d’agua. Este resultado com um microcrustaceo bioindicador da

qualidade da agua contribui com novas informagdes neste aspecto.

3.3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

De maneira geral ndo houve efeito inibitério do crescimento nos
microorganismos testados, em relacdo ao controle (Figuras 19 a 22). Enquanto
alguns microorganismos nao reagiram ao tratamento, o resultado mais
expressivo foi o estimulo ao crescimento, observado em grande parte das

culturas.

Muitos alcaloides e flavonoides possuem atividade antimicrobiana
(COWAN, 1999). Desta forma os resultados observados séo contrastantes com
outros resultados observados neste trabalho e com a literatura. Porém, embora
ndo tenha sido observado efeito inibitério no crescimento dos microorganismos
testados, ndo é possivel afirmar que ndo ha compostos com efeito anti-
microbiano nestes extratos. Extratos brutos e as substancias isoladas destes

podem ter resultados muito diferentes (RAUHA et al, 2000).

O resultado dos microorganismos tratados com diluicdbes do extrato
aguoso de folhas (Figura 19) é similar ao resultados do extrato aquoso de
rizomas (Figura 20). E possivel observar que n&o houve inibicdo do crescimento
dos microorganismos testados com estes extratos, em relagdo ao controle

negativo.

Em diversos microorganismos testados o0s tratamentos mais
concentrados (1000, 500 e 250 pg/mL) estimularam a proliferacdo, enquanto
tratamentos menos concentrados (125, 60 e 30 pg/mL) ndo causaram diferenca

significativa.
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representam diferentes niveis de significancia.
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Houve pouca variagao significativa do crescimento dos microorganismos
tratados com extrato metandlico de folhas (Figura 21). Embora tenha sido

observado estimulo do crescimento em alguns tratamentos, este resultado ndo
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foi unanime. N&o houve variagdo significativa do crescimento dos

microorganismos na maioria dos tratamentos.

Acinobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae e Staphylococus aureus
apresentaram inibicdo do crescimento. Contudo, em nenhum destes trés
microorganismos esta inibicdo ocorreu em mais de dois tratamentos diferentes,
dificultando a anélise mais detalhada deste resultado.
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Microorganismos tratados com diluicdes do extrato metanolico de rizomas
apresentaram resultados variados (Figura 22). Enquanto alguns

microorganismos proliferaram quando tratados com este extrato, também
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podemos observar a maior inibicdo de crescimento dentre todos os quatro

extratos testados.

Morganella morganii e Edwardstella tarde sofreram inibicdo do
crescimento nos tratamentos menos concentrados (250, 125, 60 e 30 pg/mL).
Klebsiella pneumoniae foi 0 microorganismo que apresentou maior inibicdo do
crescimento dentre todos os testados, de maneira inversamente proporcional a

concentracéo do tratamento.
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Comparando os resultados para os extratos aquosos (Figuras 19 e 20) e
para 0s extratos metandlicos (Figuras 21 e 22) é possivel observar que o

estimulo ao crescimento dos microorganismos testados € muito mais expressivo
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nos tratamentos com extratos aquosos. Isto ocorre possivelmente devido a maior
concentracdo de acucares nos extratos aquosos, devido a maior solubilidade
destas moléculas na agua do que em alcoois (BOUCHARD et al, 2007). Contudo,

experimentacdo adicional e necessaria para melhor explorar esta hipotese.

Diferentemente do metanol, um solvente organico, a 4gua é um solvente
gue ocorre naturalmente nos ecossistemas. Desta forma existe a possibilidade
do resultado de estimulo ao crescimento microbiano encontrado com os

tratamentos de extratos aquosos ocorrer em situagéo de campo.

Atencdo extra deve ser prestada ao extrato aquoso de rizomas,
considerando que esta € uma estrutura subterrdnea, que fica em direto contato
com a microbiota do solo. Desta forma durante uma invasao de Arundo donax,
guando essa espécie se insere em um novo ecossistema ela pode ter um
impacto sobre a microbiota do solo. Impacto este ngcao de inibicdo, mas de

estimulo, com proliferacéo acelerada destes microorganismos.

Ensaios antimicrobianos com microorganismos da microbiota especifica
do cerrado s&o necessarios para se avaliar o real impacto que esta espécie pode

causar aos microorganismos durante sua invasao.

3.3.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) E
ESPECTROMETRIA DE MASSA

3.3.5.1 RMN

E possivel observar em todos os espectros obtidos uma grande
aglomerado de sinais na faixa de deslocamento quimico entre 3 e 5 ppm, regido
caracteristica de acucares (Figuras 23 a 26). Contudo, também € possivel
observar a presenca de sinais na faixa de deslocamento quimico entre 6 e 8

ppm, regido caracteristica de estruturas aromaticas.

Um indicativo da presenca de alcaloides em um espectro de RMN de 1H
€ a deteccdo de sinais com deslocamento quimico na faixa de 4-7 ppm
(DIJKSTRA et al, 1989; DIJKSTRA et al, 1990. LOGIE et al, 1994). Podemos
observar pequenos sinais nesta faixa em todos os extratos testados (Figuras 23
a 26).
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Andlises de RMN de 1H com alcaloides isolados de raizes (ZHALOLOV
et al, 2002; KHUZHAEV et al, 2004 C). e de rizomas (KHUZHAEYV et al, 2004 A;
JIA et al, 2008) de A. donax indicam a presenca de diversos sinais de hidrogénios

com deslocamento quimico na faixa de 6 a 8 ppm.
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Figura 23. Espectro de RMN de 1H para o extrato aquoso bruto de folhas de Arundo donax.
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Figura 24. Espectro de RMN de 1H para o extrato metandlico bruto de folhas de Arundo donax.

75



1.004-UCAS18_RIZ-AQ.01 00VHMFERIS caleFactor = 1

Normalized Intensity
=
I
&

Chemical Shift (ppm)

Figura 25. Espectro de RMN de 1H para o extrato aquoso bruto de rizomas de Arundo donax.
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Figura 26. Espectro de RMN de 1H para o extrato metandlico bruto de rizomas de Arundo donax.

O resultado obtido indica a presenc¢a majoritaria de agucares em todos os

extratos testados, o que pode explicar outros resultados observados no atual

capitulo deste trabalho. O resultado de estimulo ao crescimento de

microorganismos observado no ensaio antimicrobiano (3.3.4 ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA, pagina 55, Figuras 19 a 22), e a presenca de coloracdo nas

placas cromatograficas tratadas com o revelador anisoaldeido (3.3.1
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CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCDC), Péagina 51 ,Figuras 16D

e 18D) podem ser explicadas pela grande presenca de carbohidratos observada.

Ha indicacdo da presenca de alcaloides nos extratos, com destaque para
0s extratos metandlicos. Contudo, este resultado foi limitado pela propria
natureza dos extratos brutos. A grande quantidade de sinais presentes no
espectro mascara 0s sinais possivelmente interessantes, impedindo analises

mais detalhadas.

Sao0 necessarias novas analises de RMN de 1H nestes mesmos
parametros com subfracdes dos extratos produzidos, a fim de se obter resultados

mais espécificos, como identificacdo de moléculas.

3.3.5.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA

As moléculas identificadas pela espectrometria de massa foram
comparadas com os diversos alcaloides identificados em Arundo donax em
busca de correspondéncia (ZHALOLOV et al, 1998; ZHALOLQV et al, 2002;
KHUZHAEV et al, 2002; KHURZHAEYV et al, 2004 C; HONG et al, 2010;). Destas

dezenas de moléculas, apenas duas obtiveram correspondéncia.

O ion de massa 175,0162 m/z (Tabela 3) possui massa correspondente a
gramina, porém ha divergéncia quanto a formula quimica (HONG et al, 2010).
Enquanto a formula proposta para o ion é C8H3N202, a formula quimica da
gramina é C11H14N2. A mesma divergéncia ocorre entre a formula proposta
para o ion de massa 387,1182 m/z (Tabela 4), C16H11N120, e a arundarina,
C24H28N40 (KHURZHAEYV et al, 2004 C).
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Tabela 3. Compostos encontrados por espectrometria de massa, com o método ESI+ nos quatro
extratos analisados. Compostos marcados com * estdo presentes em mais de um extrato.

Ex. Aquoso de folhas

Ex. metandlico de folhas

Ex. Aquoso de rizomas

Ex. Metandlico de rizomas

Massa Formula Massa Formula Massa Massa Formula
118,0866 C5H12NO2* 118,0855  CS5H12NO2* 203,0518 203,0522 CAHT7MBO4*
125,0532 C3HSMNG 130,0639 CIHEN 365,1049 C10H17M609*  365,1053 Cl0H17M609*
140,0670 C3HBNT* 140,0667 C3HBNT* 383,1126

150,1121 CBH16NO3 156,0405 C5HBM303*

156,0412 C5HBM303* 161,0106 CeHMNAO2*

161,0116 CAHNAO2* 175,0162 CBH3N203

179,0218 CBH3INAO3 193,0265 COHNGB

203,0518 CAH7NGEO4* 203,0508 C15H70

219,0500 CIHTMN4O3 365,1018 C21H1706

365,1035 C9H21IM2013  381,0766 (CO9HIN1206

381,0778  CLOH5N1e0O2

Tabela 4. Compostos encontrados por espectrometria de massa, com o método ESI- nos quatro extratos
analisados. Compostos marcados com * estdo presentes em mais de um extrato.

Ex. Agquoso de folhas Ex. metandlico de folhas  Ex. Aquoso de rizomas Ex. Metandlico de rizomas

Massa Formula Massa Farmula Massa Formula Massa Farmula
x X 277,2129 C13H29MN204  179,0562 CE6H1106 291,2020 CI2H27N404
341,1099 CL3H1TNAOQ7  291,1993 Cl8H2703 387,1182 CI16H11IM120
367,1054 C1BHISN4O5  341,1094 C12H21011
387,1163 Cl4H1SN409  387,1150 C13H23013
4470958 C23H1I1INEBO3
461,1108 C23H17NAQ7

As formulas presentes nas Tabelas 3 e 4 foram propostas pelo préprio

instrumento, baseadas em um score de confianca. E necessaria a busca destas

substancias em banco de dados para a comprovacdo de suas estruturas

moleculares.

Embora diversas moléculas tenham sido identificadas (Tabelas 3 e 4),

possivelmente nem todas s&o fitoquimicos de

interesse. A partir

do

subfracionamento dos extratos brutos produzidos, e do teste destas fracfes para

atividade é possivel direcionar a espectrometria de massa para identificacéo

precisa de compostos fitoquimicos de interesse ecoldgico ou comercial.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho contribuiu na comprovagéo e na explicagéo do processo de
alelopatia em Arundo donax. Ambos as folhas e o0s rizomas desta espécie
possuem atividade alelopatica, com inibicdo do crescimento observada em todas

as espécies alvo testadas.

Embora presente nas duas estruturas testadas, a inibicdo do crescimento
das espécies alvo é marcante nos tratamentos com extratos foliares, afirmando
a grande importancia desta estrutura para a alelopatia de Arundo donax. Desta
forma temos a indicacdo de que compostos alelopéaticos nesta espécie estdo

presentes em maior numero nas folhas do que nos rizomas.

Aleloquimicos desta espécie possuem afinidade maior com o metanol do
que com a agua. Este fato foi observado nos bioensaio com extratos aquosos e

metanalicos, e reafirmado nos testes fitoquimicos realizados.

Baseado nos ensaios realizados neste trabalho e na literatura podemos
apontar a presenca de alcaloides, flavonoides e outros compostos fendlicos. A
presenca destes compostos nos extratos brutos de Arundo donax no entanto

nao se traduziu em atividade anti-oxidante, citotdéxica ou anti-microbiana

Embora este trabalho tenha avancado o conhecimento de alelopatia e
fitoquimica nesta espécie invasora do Distrito Federal, Arundo donax ainda
possui um potencial fitoquimico de grande magnitude. E necesséaria ainda

extensiva experimentagao para percorrer todo o caminho restante.
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