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Resumo

Algumas plantas produzem metabodlitos com potencial de interferir no ciclo de vida de outras
plantas, influenciando seu desenvolvimento, seja estimulando ou inibindo. Esse fenomeno,
conhecido como alelopatia, envolve compostos toxicos pertencentes a deferentes grupos de
metabolitos bioativos, especialmente os compostos fenolicos, cumarinas, terpenoides, flavonoides,
taninos ¢ alcaloides. A Duranta erecta L., ou Pingo-de-ouro, contém compostos com possivel
potencial alelopatico. Este estudo teve como objetivo identificar os grupos de compostos quimicos
nas fragoes do extrato hidroetandlico das folhas de D. erecta e avaliar seus efeitos fitotoxicos em
bioensaio com Lactuca sativa. O extrato foi obtido por percolagao e fracionado em solventes de
polaridade crescente, incluindo éter etilico, diclorometano, acetato de etila, butanol e agua. Foram
avaliando pardmetros germinativos e morfologicos do bioteste, assim como uma triagem
fitoquimica preliminar. As fracdes das folhas apresentaram elevada fitotoxicidade, sendo a fragdo
éter etilica e diclorometano as mais potentes. A analise fitoquimica revelou a presenca de
diferentes grupos de metabolitos secundarios de acordo com a polaridade do solvente. Assim, €
notavel que D. erecta apresenta fitoquimicos fitotoxicos promissores, com capacidade de auxiliar
no controle integrado de plantas indesejadas.
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INTRODUCAO

A produgdo agricola pode ser afetada por plantas invasoras, que ocasionam
competi¢ao por agua, luz e nutrientes, elevando os custos de producao devido ao manejo
dessas plantas. O controle quimico de espécies invasoras, empregado em larga escala nas
ultimas décadas, levou ao desenvolvimento de resisténcia aos herbicidas utilizados.
Atualmente, plantas indesejadas super-resistentes sao relatadas em 95 culturas comerciais
em todo o mundo, existindo 505 casos distribuidos em 264 espécies com resisténcia a 164
herbicidas (MARRONE, 2021). O rapido desenvolvimento de resisténcia em 21 dos 31
sitios de agdo dos herbicidas torna necessaria a descoberta de novos modos de agdo
(MOAs), distintos dos herbicidas comerciais. Contudo, desde a década de 1980, ndo
houve significativa introducdo de compostos com novos MOAs (DUKE & DAYAN,
2022).

A demanda por compostos para o controle de espécies indesejadas visa a extragao
e identificacdo de fitoquimicos fitotdxicos de materiais vegetais, fungos ou bactérias, os
quais, aliados ao manejo integrado de ervas daninhas, constituem uma estratégia eco-
friendly promissora (SCAVO et al., 2020). Produtos naturais sdo usados ha séculos como
pesticidas devido a sua diversidade estrutural a e ampla e evoluida atividade bioldgica,
sendo um caminho para a descoberta de novos locais-alvo (DAYAN & DUKE, 2014).
Essa abordagem ¢ menos propensa a causar contaminacdo do solo e da 4gua devido a sua
baixa persisténcia e geralmente apresenta menores efeitos adversos em organismos nao-
alvo (MEHDIZADEH & MUSHTAQ, 2020). Além disso, esses produtos naturais
frequentemente empregam multiplos modos de agdo, o que reduz o desenvolvimento de
resisténcia nas plantas-alvo (HASAN et al., 2021).

Para tanto, a bioprospec¢do de compostos bioativos com potencial alelopatico
apresenta-se como uma fonte promissora para a descoberta de novos MOAs e o
desenvolvimento de produtos sustentdveis e com menores impactos ambientais. Dessa
forma, a utilizagdo de Bioensaios vegetais, especialmente pela técnica de fracionamento
biomonitorado, utilizando a Lactuca sativa (alface), permite avaliar o efeito especifico e

pontual de cada uma das fragdes de forma sensivel e precisa.
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Pesquisas realizadas com Duranta erecta L. (Verbenaceae), um arbusto
amplamente utilizado em paisagismo urbano e considerado em alguns paises como planta
invasora, demonstraram seu potencial como fonte de bioativos devido a sua rica
composi¢ao bioquimica (flavonoides, saponinas, taninos e alcaloides), o que torna essa
espécie importante em diversas linhas de pesquisa (CALVELLI et al., 2023; SAGAYA &
ABDULRAHAMAN, 2023).

Este trabalho tem como objetivo avaliar o extrato hidroetandlico de folhas de D.
erecta através de técnicas de fracionamento biomonitorado e realizar uma triagem
fitoquimica preliminar. Buscamos, assim, determinar a atividade fitotoxica de suas
fracdes em diferentes polaridades através de bioensaios com L. sativa, avaliando seus
pardmetros germinativos e morfolégicos. Dessa forma, contribuindo para o
desenvolvimento de programas de controle de plantas daninhas mais eficazes e

ambientalmente sustentaveis, reduzindo os impactos negativos no ambiente agricola.

METODOLOGIA

Preparo das amostras

A extragdo foi realizada pelo processo de percolagdo exaustiva hidroetandlica
(1:1) (BRASIL, 2019). Em seguida os extratos foram concentrados em evaporador
rotatorio a 40°C seguido de liofilizagao sob pressao de 400 mmHg e armazenamento a -
20°C. A partir do extrato seco foi realizado o fracionamento de funil de separag¢do pelo
processo de extracdo liquido—liquido. Obtendo-se as fracdes hexanica (FrHx), éter etilica
(FrEE), diclorometano (FrDcM), acetato de etila (FrAcE), butanolica (FrBt) e aquosa
(Fraq). As fragdes foram concentradas em capela de exaustdo sob chapa de aquecimento a

(40°C) até a eliminagao do solvente.

Caracterizacio fitoquimica
As fracdes foram submetidas a reacdes quimicas qualitativas para detectar os
principais grupos de substancias presentes, como alcaloides, antocianidinas,

antraquinonas, compostos fendlicos, cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos e
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terpenos. Os testes foram realizados em triplicata, seguindo as metodologias descritas por

Cardoso (2009).

Ensaios de Fitotoxicidade

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri 70 mm de didmetro contendo
duas folhas de papel Germitest® umedecidas com 3 mL das fragdes FrEE; FrDcM, FrAcE,
FrBt e FrAq, solubilizadas em Tween 80 a 4%, nas concentragdes de 1200, 600 e
300ppm, sendo utilizado como controle dgua destilada (controle negativo) e solucdo de
Tween 80 a 4% como testemunha. As placas foram mantidas em camara de germinagdo a
24°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Parametros germinativos: A porcentagem de germinacdo foi calculada ao 7° dia
(germinacgao final), e a velocidade de germinagao (VG) foi analisado em intervalos de 24
horas, até o término do experimento (BORELLA et al., 2014; SANTOS et al., 2017).

Pardmetros morfologicos: A partir de 10 plantulas escolhidas aleatoriamente de
cada repeti¢do, foram mensurados o comprimento de raiz (CR) e comprimento de parte
aérea (CPA), medidas tomadas com auxilio de paquimetro digital. Em seguida, todas as

plantulas foram pesadas, compondo a massa fresca (MF).

Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com
cinto tratamentos e cinco concentragdes (5x5), com trés repeticdes de 30 sementes
cada. Os efeitos das fragdes foram analisados pelo método do indice de resposta
(Responsive Index - RI) elaborado por Williamson & Richardson (1988). Os RI de cada
parametro foi submetido a andlise de varidncia por meio do teste de Scott-Knott (P <

0,05) utilizando o programa Sisvar versao 5.6 (FERREIRA, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fracionamento do extrato hidroetanolico de D. erecta L.

O fracionamento liquido-liquido de extrato foliar hidroetanodlico apresentou
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rendimento para avaliacdo fitotoxica apenas nas fragdes etér etilico (FrEE), dicloro
metano (FrDcM), butandlica (FrBt), acetato de etila (FrAc) e aquosa (FrAq). Sendo a
fracao hexanica nao foi utilizada nos bioensaios devido ao seu baixo rendimento ¢ a baixa
solubilidade em Tween 80 a 4%, limite esse previamente avaliado como sendo o de
menor toxicidade ao bioensaio e maior grau de solubilidade das diferentes fragdes.

As fragdes foram submetidas a avaliagdes qualitativas para a presenga dos
metabolitos secundarios de acordo com reagdes quimicas descrita por Cardoso (2009).
Onde pode ser identificado a presenga de alcaloides, antocianidinas, antraquinona,
compostos fenolicos, cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos e terpenos (Tabela 1).

Sendo que apenas compostos fendlicos foram identificados em todas as fragoes.

Tabela 1. Caracteristicas fitoquimicas das fra¢des Etér etilico (FrEE); Dicloro Metano
(FrDcM); Butandlica (FrBt); Acetato de Etila (FrAc) e aquosa (FrAq) de folhas de
Duranta erecta L.

FrEE FrDcM FrBt FrAcE FrAq
Alcaloides + + - - -
Antocianidinas - - + + +
Antraquinona - - - - -
Compostos fenolicos + + + + +
Cumarinas - - - - +
Flavonoides - - + - +
Saponinas - - + - +
Taninos - + - - +
Terpenos + + - - +

Bioensaios de fitotoxicidade de fracoes foliares de D. erecta L.

Foi observado uma alteracdo significativa na germinacao final (Figura 1A) das
sementes de L. sativa foi inibida nas concentracdes de 600 e 1200 ppm para as fragdes
FrEE e FrDcM. Em particular, a concentragdo de 1200 ppm da FrEE foi responsavel por

inibir 57% da germinacdo, enquanto as concentracdes de 600 e 1200 ppm da FrDcM



apresentaram uma inibi¢do aproximada de 23%.
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Figura 3. Indice de resposta dos pardmetros germinativos de Lactuca sativa L. submetidas as
fragdes Etér etilico (FrEE); Dicloro Metano (FrDcM); Butanolica (FrBt); Acetato de Etila (FrAc)
e aquosa (FrAq) de folhas de Duranta erecta L. e aos controles de agua destilada e Tween 80 a
4% para os parametros de: (A) Germinagdo final, ao 7° dia e (B) Velocidade de germinagao.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p < 5%)

Quanto ao vigor germinativo das sementes de L. sativa cv. Babéa de Verao (Figura
1 B), o efeito alelopatico foi mais pronunciado para as fragdes FrEE e FrDcM, as mesmas
que causaram a redugdo da germinagdo. Essas fragdes também aumentaram
significativamente o tempo médio de germinag¢do no bioensaio, com um atraso médio de
79% para as concentragdes de 600 e 1200 ppm da FrDcM e de 1200 ppm da FrEE A
FrAcE, em concentracao de 1200 ppm, também afetou o processo germinativo, enquanto
as outras fragdes nao tiveram efeito nos parametros germinativos analisados.

O uso de Tween 80 a 4% como eluente para as fragdes polares e apolares mostrou-
se eficaz em disponibilizar os fitoquimicos fitotoxicos para o bioensaio, sem causar
efeitos prejudiciais na anélise das fragdes de extrato de D. erecta. A utilizagdo do Tween
80 foi estatisticamente equivalente ao controle de dgua destilada (p < 0,05).

O indice de resposta, que representa o efeito estimulatorio (+) ou inibitdrio (-) do
fendmeno da alelopatia, foi usado para analisar a interferéncia dos extratos vegetais. Esse
efeito pode variar de acordo com a planta alvo e o processo extrativo, tornando-o um
indicador importante para esse campo de estudo (CALVELLI et al., 2023; MEHAL et al.,
2023; WANG et al., 2022; ZHAO et al., 2022). O emprego do indice de resposta (ou

indice de efeito alelopatico, conforme descrito por alguns autores) revelou-se
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extremamente eficaz na avaliagdo dos parametros germinativos e morfoldgicos do
bioensaio, permitindo uma interpretagdo pratica dos efeitos alelopaticos das fragdes.

Os parametros morfologicos (Figura 2) de L. sativa foram intensamente afetados
na maioria das fracdes avaliadas. O comprimento de parte aérea (CPA) na Figura 2A foi
inibido em todas as concentracdes e tratamentos. As fragdes que mais se destacaram
foram novamente as FrEE e FrDcM, que, nas maiores concentracdes, reduziram o CPA
em média de 76%, enquanto a menor reducdo foi observada na concentracao de 300 ppm
da FrAcE, com 26% de inibigao.

O comprimento de raiz (Figura 2B) foi o parametro morfologico mais prejudicado
pelos tratamentos. Notavelmente, a FrEE ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) em todas as concentragdes testadas, promovendo uma reducdo de
91% no comprimento da raiz, assim como a concentragdo de 1200 ppm da FrDcM. Por
outro lado, a concentragdo de 600 ppm exibiu um comportamento atipico para esse
parametro, resultando em um estimulo de 13% no comprimento da raiz. As avalia¢des dos
controles com Tween 80 a 4% e 4gua destilada ndo apresentaram diferengas

significativas.
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Figura 4. Caracteristicas morfologicos de Lactuca sativa L. submetidas as fracdes Etér etilico
(FrEE); Dicloro Metano (FrDcM); Butandlica (FrBt); Acetato de Etila (FrAc) e aquosa (FrAq) de
extrato Hidroetanodlico (50%) de folhas de Duranta erecta L. Onde A-C representa o indice de
resposta dos pardmetros (A) comprimento de parte aérea; (B) comprimento de raiz; (C) massa
fresca; D-H apresenta fotografias das fragcdes, onde as plantulas consistem respectivamente da
esquerda para direita em controles de Tween 80 a 4% e agua destilada e os tratamentos nas
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concentragdes de 300, 600 e 1200 ppm. Sedo (D) FrEE; (E) FrDcM; (F) FrBt; (G) FrAc; (H)
FrAq. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

A massa fresca (Figura 2C) das plantulas foi afetada por todos os tratamentos e
concentragdes testados. O Uinico parametro afetado pela utilizacdo do Tween 80 a 4% foi a
massa fresca, que sofreu um decréscimo de 22,6%. Esse efeito provavelmente esta
relacionado ao afinamento das raizes em comparagao com o controle de agua destilada. A
redugdo na massa fresca foi mais significativa na concentragdo de 1200 ppm da Fragdo de
Extrato Etandlico (FrEE), apresentando uma diminui¢do de 89%. As demais fragdes
reduziram a massa fresca a partir da concentragdo de 600 ppm, com excecdo da
concentragdo de 300 ppm da Fra¢ao Aquosa (FrAq).

Os efeitos morfoldgicos nas plantulas de alface contrastaram nitidamente em
relacdo as plantas do grupo controle, como pode ser observado nas imagens da Figura 2D-
H. A presenca de numerosas plantulas anormais foi verificada, especialmente quando
expostas a FrEE, gerando danos que podem resultar em crescimento defeituoso e morte
das plantulas, conforme descrito por Calvelli et al. (2023). Caracteristicas como
escurecimento das raizes e presenga de raizes secundarias numerosas, bifurcadas e
defeituosas foram verificadas na maioria dos tratamentos.

Devido ao contato direto das substancias testadas, as raizes das plantas-alvo sdo
mais afetadas pelos aleloquimicos do que a parte aérea e a germinagdo (CALVELLI et al.,
2023; CHON & NELSON, 2010). No entanto, Matsumoto et al. (2010) identificou apenas
a fragdo acetato de etila como inibidora da germinacdo e do crescimento da parte aérea,
nao observando diferenga significativa para a radicula.

As diferengas nos efeitos observados nos aspectos germinativos e morfoldgicos
das plantulas de alface estdo relacionadas a polaridade do solvente utilizado durante o
fracionamento (FILHO et al., 2017), bem como a diversidade de constituintes presentes
em cada fracdo. Os compostos fendlicos, presentes em todas as fragdes, sao descritos
como uma grande familia de compostos com inimeras atividades biologicas, incluindo a
alelopatia ou autotoxicidade. A presenca desses compostos em todas as fragdes pode
explicar os efeitos inibitorios na germinacdo das sementes, uma vez que derivados

fenolicos possuem efeitos inibitdrios (SANTOS et al., 2011)
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Compostos como as saponinas, descritas por Hiradate et al. (1999) como
durantaninas I, II e III, apresentaram inibi¢ao do crescimento dos hipocétilos e das raizes
de Brassica juncea, podendo estar presentes nas Fracdes Aquosas (FrAq) e na Fragao
Butanolica (FrBt), que, embora ndo tenham inibido os processos germinativos, reduziram
o desenvolvimento da raiz, especialmente para a FrBt, que teve efeito similar a FrDcM.
Outras saponinas ja identificadas para a espécie (durantaninas IV e V) demonstraram
elevado potencial citotoéxico contra a linhagem de células tumorais HepG2 e efeito letal
contra Artemia salina (AHMED et al., 2009).

Singh et al. (2016) identificou o Durantol, a partir da fragdo acetonica, como uma
forma alternativa de controle organico do mildio do sorgo, inibindo o crescimento do tubo
germinativo e afetando a integridade da membrana do patégeno. Descrevendo ainda que a
acdo de saponinas associadas a esteroides, em extrato bruto, ¢ preferivel devido ao
sinergismo dessas classes.

Alcaloides identificados por Calvelli et al. (2023) para esse mesmo espécime
estudado, e descritos por Lukhitwitayawuid et al. (1993) como a tetrahidrostefabina,
apresentam capacidade antimaldrica e citotoxica. Enquanto a cefalezomina H, relatada por
Morita & Yoshinaga (2002), ¢ citotoxica potente frente a células de linfoma e de
carcinoma (MORITA et al., 2000).

A presenca de alcaloides nas fragdes etér etilica (FrEE) e diclorometano (FrDcM)
pode ser determinante para a atividade fitotoxica mais acentuada dessas fracdes, visto que
essa classe de metabolitos ¢ amplamente conhecida por sua elevada citotoxicidade. A
fragdo alcaloidica de Crotalaria retusa gerou inibicdo na germinagdo de até 60%, assim
como alteragdes no sistema enzimatico e fisioldgico de Phaseolus vulgaris (Ogunsusi et
al., 2018). Calvelli et al. (2023) observou-se que D. erecta apresenta efeito citotdxico,
inibindo a divisdo celular de L. sativa. Assim sendo, o reduzido desenvolvimento
radicular pode estar relacionado a queda do indice mitético.

As diferentes classes de compostos identificadas, como os compostos fendlicos,
saponinas, alcaloides, taninos e terpenos provavelmente contribuiram para os efeitos
inibitoérios na germinagdo e no crescimento das plantulas de alface. Assim como, a

polaridade do solvente utilizado durante o fracionamento também tem relagdo direta no



potencial fitotoxico da especie.

CONCLUS()ES

A capacidade de provocar alteracdo sobre parametros germinativos e morfoldgicos
de fracdes de Duranta erecta foi mais proeminente nas fracdes éter etilica e
diclorometano, onde a presenca de alcaloides, terpenos e taninos podem estar diretamente
relacionados a atividade fitotoxica dessa espécie. Sendo que a inibicao foi mais acentuada
sobre a velocidade de germinacdo, alongamento de raiz e biomassa de L. sativa.

O indice de resposta se mostrou uma forma valiosa e precisa para a analise de
experimentos que empregam bioteste vegetais. Sendo que os resultados demonstram que a
D. erecta ¢ uma espécie promissora como fonte de biomoléculas ativas para subsidiar a

pesquisa e producao de alternativas no combate a plantas indesejadas.
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