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ASPECTOS ALELOPATICOS, FITOQUIMICOS E
ANATOMICOS DO CAPIM-ANNONI

ADRIANA FAVARETTO!

RESUMO - O capim-annoni (Eragrostis plana Nees) ¢ a principal
invasora das pastagens naturais do sul do Brasil, cuja expansdo ¢&,
parcialmente, atribuida ao seu potencial alelopatico. Este trabalho,
inédito para a planta, teve como objetivo verificar o potencial
autotoxico, a composi¢do quimica e as caracteristicas
anatomico/histoquimicas dessa graminea, por meio de trés
experimentos: 1) A autotoxicidade de extratos aquosos de folhas e
raizes na germinacdo e crescimento inicial de plantulas da espécie foi
realizada com extratos de folhas verdes, folhas senescentes e raizes,
nas concentragoes de 0,05, 0,15 ¢ 0,25 g.mL'l. Observou-se a
ocorréncia da autotoxicidade, independentemente do material de
origem e da concentragdo; 2) A identificacdo dos principais grupos
quimicos, potencialmente alelopaticos, presentes em folhas e raizes,
foi realizada por meio de testes gerais de identificagdo, por
cromatografia em camada delgada (CCD) e por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), devidamente validada. Testes gerais
evidenciaram a presen¢a de saponinas, alcaloides e flavonoides em
folhas e raizes, e taninos somente em folhas. Por CCD, foram
detectados alcaloides e saponinas; por CLAE, verificou-se a presenca

de cumarina, em mesma quantidade em folhas e raizes, 4cido ferulico,

! Bidloga, mestranda do Programa de Pés Graduagio em Agronomia (ppgAGRO) da
FAMV/UPF, area de concentracdo em Produgdo Vegetal.



em maior quantidade em raizes, acido cafeico, p-cumarico e vanilico,
em maiores quantidades nas folhas, e catequina e epicatequina,
somente nas folhas; 3) Para andlise anatdmica e histoquimica, foram
coletadas folhas e raizes das plantas em estadio vegetativo. Para a
anatomia, segmentos desses oOrgdos foram fixados em FAA 70,
seccionados, corados e fotografados em microscopio Optico. Para
avaliacdo histoquimica, foram realizados cortes em folhas e raizes
recém-coletadas. Os segmentos foram submetidos a reagentes
especificos para verificar a presenca de lipidios, fendis, taninos,
lignina, alcaloides e amido. Observou-se que as folhas apresentam
epiderme com células lignificadas, estrutura Kranz, feixes vasculares
colaterais de dois tamanhos e tricomas tectores; a raiz possui lacunas
de ar no parénquima cortical, formando aerénquima; a endoderme
possui espessamento em forma de “U” e a medula parenquimatica tem
células com plastidios armazenadores de amido. Folhas e raizes
apresentam lipidios, compostos fenoélicos, lignina e alcaloides, mas o
amido foi observado somente na raiz. Os caracteres anatomicos e
histoquimicos do capim-annoni podem ter associagao com sua elevada
adapta¢ao a solos compactados, bem como sua tolerancia a herbivoria,

estresses bidticos e abioticos.

Palavras-chave: alelopatia, anatomia, fitoquimica, histoquimica,

invasora.



ALLELOPATHIC, PHYTOCHEMICAL AND
HISTOCHEMICAL ASPECTS OF TOUGH LOVEGRASS

ABSTRACT - The tough lovegrass (Eragrostis plana Nees) is the
main invasive of natural pastures of southern Brazil, whose expansion
is partly attributed to its allelopathic potential. This study, unpublished
for the plant, aimed to verify the autotoxicity, chemical composition
and anatomical/histochemical characteristics of this grass, through
three experiments: 1) The autotoxicity of aqueous extracts of leaves
and roots at germination and seedling growth of the species was
performed with extracts from green leaves, senescent leaves and roots
at concentrations of 0.05, 0.15 and 0.25 g.mL"". It was observed that
the occurrence of autotoxicity, regardless of the source material and
concentration; 2) The identification of the main chemical groups,
potentially allelopathics, presents in leaves and roots, was performed
by means of general tests, by thin layer chromatography (TLC) and by
high performance liquid chromatography (HPLC), duly validated.
General tests showed the presence of saponins, alkaloids and
flavonoids in leaves and roots, and tannins in leaves only. By TLC,
alkaloids and saponins were detected; by HPLC, was verified the
presence of coumarin in the same amount in leaves and roots, ferulic
acid, in greater amounts in the roots, caffeic acid, p-coumaric acid and
vanillic acid in larger quantities in leaves, and catechin and
epicatechin, only the leaves; 3) To anatomical and histochemical
analysis, leaves and roots of plants in vegetative stage were collected.
For anatomy, leaf blades and roots were collected, fixed in FAA 70,

sectioned, stained and photographed in light microscope. For



histochemical analysis, sections on newly collected leaves and roots
were performed. The segments were subjected to specific reagents to
determine lipids, phenols, tannins, lignin, alkaloids and starch. It was
observed that the leaves have epidermis with lignified cells, Kranz
structure, collateral vascular bundles of two sizes and needle-shaped
trichomes. The roots have air gaps on the cortical parenchyma,
forming the aerenchyma; the endoderm has “U” shaped thickening
and pith parenchymatic has cells with starch storage plastids. Leaves
and roots have lipids, phenolic compounds, lignin and alkaloids, but
the starch was observed only at the root. The anatomical and
histochemical characters of tough lovegrass may be associated with
their high adaptation to compacted soils, as well as its tolerance to

herbivory, abiotic and biotic stresses.

Key-words: allelopathy, anatomy, histochemical, invasive,

phytochemical.



1 INTRODUCAO

O capim-annoni (Eragrostis plana Nees) é considerado a
invasora mais agressiva dos campos do sul do Brasil, causando além
de prejuizos econdmicos a pecuaria do estado, danos e perdas
irrecuperaveis a biodiversidade dos campos naturais. Entre os fatores
associados a agressividade dessa espécie, estdo o seu potencial
alelopatico e caracteres anatdmicos que propiciam o baixo consumo
por herbivoros e que, por outro lado, conferem elevada tolerancia a
estresses biodticos e abidticos.

O efeito alelopatico ¢ classificado em dois tipos: (1)
heterotoxicidade, quando a substincia de determinada espécie ¢
fitotdxica para outra espécie; (2) autotoxicidade: quando a substancia
¢ fitotoxica para a propria espécie. A heterotoxicidade do capim-
annoni ja foi constatada sobre gramineas e leguminosas forrageiras
(COELHO, 1986; FAVARETTO et al.,, 2011; FERREIRA et al.,
2008). Extratos aquosos de folhas do capim-annoni tem maior
potencial heterotdéxico em relagdo aqueles elaborados com raizes,
possivelmente devido a diferencas na composicdo quimica e/ou na
concentragdo  dos aleloquimicos presentes nesses  Orgaos
(FAVARETTO et al., 2011).

Embora os aleloquimicos possam pertencer a qualquer
uma das classes de compostos do metabolismo secundario, eles
geralmente pertencem aos terpenos, compostos fendlicos e alcaloides
(TREZZI, 2002). Para determinar a presenca e concentracdo desses
aleloquimicos nas plantas, as técnicas de cromatografia mostram-se

eficazes e a fitoquimica torna-se uma importante aliada nos estudos de



alelopatia. Plantas possuidoras de compostos com atividade
alelopatica inibitoria podem ser utilizadas como herbicidas naturais
eficientes, e também, servir como indicativos para possiveis fontes de
novos compostos com agao biocida (SILVA, 2012).

A localizagao dos grupos quimicos nas plantas pode ser
verificada por meio da histoquimica, uma técnica em que cortes
anatomicos sdo submetidos a reagentes especificos que, ao conferirem
cor as estruturas celulares, permitem elucidar a sua natureza e
estrutura quimica. Da mesma forma que a fitoquimica, as
caracteristicas anatomicas do capim-annoni também nao foram
estudadas. No entanto, essas caracteristicas podem ser importantes
para, juntamente com a atividade alelopatica, explicar as relacdes
ecoldgicas, mecanismos de invasdo e adaptacdo desta espécie a
condicdes biodticas adversas.

Este trabalho foi conduzido com os seguintes objetivos:

e Verificar a autotoxicidade de extratos aquosos de folhas
e raizes de capim-annoni na germinagdo e crescimento inicial de
plantulas;

e Identificar, por meio de diferentes testes fitoquimicos,
os principais aleloquimicos em folhas e raizes do capim-annoni, bem
como validar metodologia analitica para detec¢do e quantificagdo de
compostos fenolicos, como os acidos cafeico, fertlico, p-cumarico,
vanilico e a cumarina, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

e Analisar anatomica e histoquimicamente folhas e raizes
do capim-annoni, a fim de subsidiar estudos ecofisioldgicos e

quimicos dessa importante invasora.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Invas0es bioldgicas: a problematica do capim-annoni

Plantas invasoras sdo espécies com origem em outro
ambiente e que, no ambiente invadido, produzem descendentes em
nimero muito elevado e conseguem se dispersar a grandes distancias
da planta mae, perturbando a estrutura do ecossistema invadido.
Atualmente, a invasdo bioldgica ¢ reconhecida como a principal
ameaga a biodiversidade do planeta (SCHNEIDER, 2007).

No Brasil, vérias espécies de gramineas de origem
africana foram introduzidas acidentalmente ou para fins forrageiros,
tornando-se invasoras nos ambientes abertos, como campos e
cerrados. Além de afetarem diretamente as populacdes nativas por
competi¢do, as gramineas africanas impactam o ecossistema,
modificando sua estrutura (FREITAS & PIVELLO, 2006). Entre estas
gramineas, destaca-se o capim-annoni, considerado atualmente a
invasora mais agressiva dos campos do sul do Brasil (MEDEIROS et
al., 2004).

O capim-annoni foi introduzido no Rio Grande do Sul
como impureza em lotes de sementes de capim-de-rhodes (Chloris
gayana Kunth) e capim-chorao (Eragrostis curvula (Schrader) Nees),
importadas da Africa do Sul no final da década de 50 (REIS, 1993).
Apesar de ter chegado como impureza, o Grupo Rural Annoni, de
Sarandi-RS, passou a produzir e comercializar suas sementes,
divulgando a espécie como uma forrageira excelente e revolucionaria,

por seu porte vigoroso e boa produ¢do de massa verde e sementes



(REIS & COELHO, 2000). Este fato motivou pecuaristas a semea-la
em seus campos, contribuindo com a difusao da espécie (MEDEIROS
& FOCHT, 2007).

O capim-annoni ¢ uma espécie perene, estival e cespitosa,
formando touceiras profundamente enraizadas, que podem atingir
mais de um metro de altura quando florescidas. Sua rota fotossintética
¢ C4. A parte aérea e o sistema radicial sdo muito resistentes a tragdo
mecanica. Os colmos sdo eretos, subcomprimidos, bastante achatados
na parte basal (caracteristica que permite sua identificacdo), com nos
pouco salientes, glabros e de coloracdo verde-acinzentada. As raizes
fibrosas sdao abundantes e muito compridas e, em condigdes
favoraveis, podem se aprofundar no solo de dois a trés metros. As
folhas sao formadas a partir do colo da planta. As bainhas, dobradas ¢
achatadas, encaixam-se sucessivamente na parte basal, formando um
conjunto plano, liso e brilhante. As folhas tém coloragdo verde clara,
sdo lisas e glabras. As inflorescéncias de paniculas eretas, com 10 a 40
cm de comprimento, possuem formato lanceolado. A espigueta ¢
multiflora, geralmente com 8 a 9 antécios hermafroditos. A cariopse ¢
estreito-ovalada, comprimida lateralmente e de cor castanha
(KISSMANN, 1991).

A espécie se estabelece em campos degradados por
pastejo, pisoteio excessivo ou cultivo intenso do solo e em margens de
estradas (MEDEIROS & FOCHT, 2007). Uma vez estabelecida,
responde pela drastica reducdo na frequéncia e riqueza de muitas
espécies nativas (MEDEIROS et al., 2004) e pela queda da
produtividade pecuaria (REIS, 1993), com provaveis prejuizos

também a riqueza biologica do solo (MEDEIROS & FOCHT, 2007).



A portaria MA n° 205, de 13 de margo de 1979 do Ministério da
Agricultura, proibe a comercializacdo, o transporte, a importacio e a
exportacdo de sementes e mudas de capim-annoni no Rio Grande do
Sul (MEDEIROS & FOCHT, 2007).

A agressividade do capim-annoni se justifica por
caracteristicas como: alta persisténcia a cortes, pisoteio e geadas; alta
capacidade de rebrota; baixa aceitabilidade pelos animais (REIS,
1993) e baixo valor nutritivo (NASCIMENTO & HALL, 1978);
grande producdo de sementes de tamanho pequeno e facil dispersao
(KISSMANN, 1991); auséncia de inimigos naturais (REIS, 1993) e
alelopatia (COELHO, 1986).

2.2 Alelopatia e os aleloquimicos

A alelopatia ¢ definida como qualquer processo
envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos que influencia o crescimento e desenvolvimento de
outros organismos (IAS, 1996). As plantas alelopaticas podem agir
por duas formas: a) heterotoxicidade: quando os aleloquimicos
liberados de uma planta interferem sobre a germinagdo e o
crescimento de outra planta e; b) autotoxicidade: quando héd a
producdo de aleloquimicos que inibem a germinagdo e o crescimento
de plantas da mesma espécie (WHITTAKER & FEENY, 1971).

Os metabdlitos secundarios que causam efeitos
alelopaticos sdo chamados de aleloquimicos (RAZAVI, 2011) e sdo
produzidos em diferentes o6rgdos da planta, incluindo folhas, caules,

raizes e sementes (PARVEZ et al., 2003; WESTON & DUKE, 2003),
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com quantidades variaveis de um orgao para outro (HONG et al.,
2004). As folhas parecem ser as mais consistentes fontes de quimicos
envolvidos na alelopatia, enquanto poucas e menos potentes toxinas
ocorrem nas raizes (REINHARDT & BEZUIDENHOUT, 2001). Os
aleloquimicos sdo liberados por volatilizagdo, lixiviagdo, exsudagao
radicial e decomposicao de tecidos (INDERJIT & DAKSHINI, 1995).
No ambiente, a toxicidade destes compostos varia em funcdo da
concentracdo, idade e estddio fenoldgico da planta, clima, estacao do
ano e componentes quimicos, fisicos e microbiologicos do solo
(INDERJIT & WEINER, 2001; GNIAZDOWSKA & BOGATEK,
2005).

A melhor maneira de se descrever a natureza quimica dos
aleloquimicos ¢ a diversidade, pois estes variam desde simples
hidrocarbonetos, como o etileno, até compostos complexos, como 0s
policiclicos com pesos moleculares bastante elevados. Atualmente sao
conhecidos cerca de 10.000 compostos com agdo alelopatica,
considerada apenas uma pequena parte da quantidade possivelmente
existente na natureza (PIRES & OLIVEIRA, 2001).

Rice (1984) descreveu como principais classes de
aleloquimicos: 4cidos organicos soluveis em dgua, lactonas
insaturadas simples, acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos,
naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas, fenodis simples,
acido benzodico e derivados, acido cindmico e derivados, cumarinas,
flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis, terpenoides e
esteroides, aminoacidos e polipeptideos, alcaloides e cianoidrinas,
sulfetos e glicosideos, purinas e nucleosideos. Embora os

aleloquimicos possam pertencer a qualquer uma dessas classes, eles
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geralmente pertencem aos terpenos, compostos fendlicos e alcaloides,
que sdo os principais responsaveis pela alelopatia (TREZZI, 2002;
TAIZ & ZEIGER, 2013).

Compostos fenolicos sdo a classe de maior importancia e
os aleloquimicos mais comuns nas plantas (LI et al., 2010). Esses
compostos podem ser encontrados em graos, polen, exudatos de raiz,
residuos, matéria em decomposi¢io e no solo (SANCHEZ-
MOREIRAS et al, 2004). Sao liberados simultaneamente e
continuamente, podendo agir sinergicamente (REIGOSA et al., 1999).
Estes compostos tem origem da via do 4cido chiquimico e da via do
acetato-malato (SIMOES et al., 2004) e podem ser divididos em
flavonoides, taninos, cumarinas ¢ acidos fenodlicos. Os acidos
fenolicos consistem em dois grupos: derivados do acido
hidroxibenzoico e derivados do 4cido hidroxicinamico. Os &cidos
hidroxibenzodicos incluem o acido vanilico e siringico, entre outros,
enquanto os acidos hidroxicindmicos incluem os acidos cafeico,
ferulico, p-cumarico e sindptico (FRIGHETTO & BACCAN, 2012).

Dentre os terpenos, 0s monoterpenos, constituintes
frequentes dos Oleos essenciais, estdo mais correlacionados com os
efeitos alelopaticos inibitorios (RICE, 1984). Destacam-se ainda as
saponinas, que possuem propriedade detergente e, consequentemente,
a capacidade de ligacdo a membranas celulares, afetando o
funcionamento celular (RIZVI & RIZVI, 1992). Os alcaloides
englobam mais de 12.000 estruturas ja descritas. Aproximadamente
20% das espécies vegetais acumulam alcaloides, moléculas
caracterizadas pelo baixo peso molecular e pela origem a partir de

fenilalanina, tirosina, triptofano e lisina (SANTOS, 2012).
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Os aleloquimicos podem tanto ter efeito isoladamente,
como podem interagir sinergicamente ou antagonicamente com outras
substancias (GUSMAN et al., 2012). Depois de alcangarem a planta
receptora, os aleloquimicos podem afetar: estruturas citoldgicas e
ultra-estruturais; hormonios; membranas e sua permeabilidade;
absorc¢do de minerais; movimento dos estomatos, sintese de pigmentos
e fotossintese (RIZVI & RIZVI, 1992); respiragdo; sintese de
proteinas; atividade enzimatica; relagdes hidricas e condugdo; material
genético, induzindo alteragdes no DNA e RNA (FERREIRA &
AQUILA, 2000). Taninos atuam na extensdo celular; cumarinas e
terpenos volateis atuam na divisao celular; acidos fendlicos interferem
na permeabilidade das membranas, sintese de proteinas, atividade
enzimatica e¢ na fotossintese (LEATHER & EINHELLIG, 1988S;
PINA, 2008).

Devido a diversidade de acdo dos aleloquimicos em
ambientes naturais, a alelopatia desempenha um importante papel na
dominancia, sucessdo e forma¢do de comunidades vegetais (CHOU,
1989), além de ser uma das estratégias importantes de colonizacao de
muitas plantas invasoras sobre a comunidade natural (HIERRO &
CALLAWAY, 2003). Por isso, as invasoras se tornam fontes
promissoras de novas moléculas. Os estudos fitoquimicos nestas
plantas fornecem uma grande variedade de novos compostos com
efeitos alelopaticos, potenciais para desenvolvimento de herbicidas
modelo (MACIAS et al., 2008).

Considerando a utilizagdo de produtos quimicos em larga
escala, os problemas ambientais, impactos na biota, riscos para a

satde humana (VYVYAN, 2002) e o crescimento de plantas
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resistentes as moléculas sintéticas (DUKE et al., 2000; KRUSE et al.,
2000), a pesquisa por substdncias naturais que ndao possuem as
desvantagens dos herbicidas sintéticos ¢ de fundamental importancia
(SOUZA FILHO et al., 2006). Produtos naturais com atividade
biologica, incluindo atividade alelopatica, sdo as principais fontes para
novas estruturas quimicas usadas no desenvolvimento de herbicidas
(MACIAS et al., 2008).

Um dos exemplos de aplicacdo de aleloquimicos no
desenvolvimento de novas moléculas ¢ o leptospermona, a partir do
qual a classe de herbicidas tricetona foi desenvolvida. Este ¢ talvez o
mais bem sucedido caso de desenvolvimento de um herbicida
comercial a partir de um aleloquimico (DUKE et al., 2000). Outro
exemplo ¢ a utilizacdo do 1,4-cineol, um andlogo estrutural do
herbicida cinmetilina, que ¢ um potente inibidor da asparagina
sintetase (ROMAGNI et al., 2000).

No entanto, para ter sucesso na utilizagdo das propriedades
alelopaticas, a identificagdo dos aleloquimicos ¢ necessaria
(BHADORIA, 2011). Para isso, duas ferramentas devem ser
continuamente desenvolvidas para alcangar o objetivo: técnicas
analiticas ¢ bioensaios (MACIAS et al., 2008). A preparacio de
extratos aquosos de partes de plantas e subsequentes testes de seus
efeitos na germinagdo e crescimento de espécies alvo tem sido
reconhecido como um processo classico no campo da alelopatia
(INDERJIT & DAKSHINI, 1995; BLUM, 2011). Apesar de ensaios
de laboratorio estabelecerem se uma planta tem potencial alelopatico,

estudos de campo sdao necessarios para confirmar se o potencial
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observado ¢ expressado sob condigcdes naturais (INDERJIT &
DAKSHINI, 1995).

O desenvolvimento da ciéncia da alelopatia tem que
acontecer em paralelo com avangos em técnicas de cromatografia e
elucidacdo estrutural, especialmente cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (MACIAS
et al.,, 2008), visto que a fitoquimica objetiva o esclarecimento e
registro dos constituintes resultantes do metabolismo secundario dos
vegetais, através do isolamento e elucidagdo de suas estruturas
moleculares (RODRIGUES et al., 2009).

O fato da familia Poaceae ser uma das mais importantes e
mais largamente utilizadas no mundo ¢ uma das razdes da extensa
pesquisa sobre seus compostos alelopaticos. Os principais compostos
identificados podem ser divididos em quatro grupos: acidos fenélicos,
acidos hidroxamicos, alcaloides e quinonas. Os acidos fendlicos mais
comuns sdo: p-hidroxibenzobico, siringico, vanilico, fertlico, p-
cumarico, clorogénico, cafeico e galico. Os alcaloides mais comuns
sdo hordenina e gramina (SANCHEZ-MOREIRAS et al., 2004).

Embora o capim-annoni tenha efeito alelopatico
comprovado em trevo-branco (Trifolium repens L.), azevém (Lolium
multiflorum Lam.), cornichdo (Lotus corniculatus L.), grama-forquilha
(Paspalum notatum Fluggé) e capim-kazungula (Setaria sphacelata
Schumach) (COELHO, 1986; FERREIRA et al., 2008; FAVARETTO
et al., 2011) n3o ha relatos sobre os compostos quimicos presentes

nesta graminea.
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2.3 Anatomia e histoquimica

2.3.1 Aspectos anatémicos de Eragrostis spp.

Eragrostis Wolf ¢ um dos géneros mais diversos da
familia Poaceae e carece de uma classificacdo subgenérica que facilite
seu estudo (SANCHEZ & KOCH, 1998). As gramineas pertencentes a
este género sdao morfologicamente similares e ha confusdo na
identificacdo e diferenciacdo das espécies baseadas na descrigdo
morfoldgica. Dessa forma, estudos anatdmicos sdo uma importante
ferramenta para resolver os problemas taxondmicos da tribo
(AHMAD et al., 2011), considerando que em Eragrostis ha uma
grande variabilidade na anatomia foliar INGRAM, 2010).

Apenas a anatomia da lamina foliar de Eragrostis spp. foi
descrita. Este género caracteriza-se por possuir estdmatos paraciticos,
grandes e em forma de cupula, corpos de silica, células buliformes (1-
2) no sulco adaxial e tricomas apenas na superficie abaxial
(INGRAM, 2010). O colénquima possui disposi¢ao adaxial ou
irregular, com células alargadas, redondas ou irregulares (SANCHEZ
& KOCH, 1998) e pode estar disposto radialmente em volta dos feixes
vasculares (INGRAM, 2010). Muitas espécies tém vigas de
esclerénquima abaxial triangular ou trapezoidal associadas aos feixes
vasculares secundarios (INGRAM, 2010). Os feixes vasculares estao
posicionados no centro da lamina foliar, podendo ou nao ocorrer
feixes tercidrios. A bainha externa dos feixes primarios ¢ em forma de
“U”, redonda ou semicircular ¢ a bainha externa dos feixes

secundarios ¢ triangular ou ovada (SANCHEZ & KOCH, 1998).
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Todas as espécies de Eragrostis exibem anatomia Kranz, exceto E.
walteri Pilg., da Africa do Sul, que possui anatomia C3 (ELLIS,
1984).

Embora exista descricdo da anatomia foliar do género
Eragrostis, caracteres anatomicos do capim-annoni ndo foram
encontrados na literatura. No entanto, a anatomia vegetal fornece
importantes contribuicdes a elucidacdo de relagdes ecologicas,
taxondmicas e filogenéticas das plantas (SILVA & POTIGUARA,
2009) e, portanto, poderia ser util para esclarecer a adaptagdo desta
invasora em condi¢des climdticas adversas, bem como sua rejei¢ao

pelos animais.

2.3.2 A anatomia vegetal e sua relagdo com o sucesso das plantas

invasoras

Plantas invasoras, como o0 capim-annoni, possuem
algumas caracteristicas que asseguram o sucesso no processo de
invasdo, como rejeicao pelos animais, baixo valor nutritivo,
resisténcia a patogenos e capacidade de se estabelecer em solos
compactados, pobres e secos. Muitas vezes, essas caracteristicas estao
relacionadas com a anatomia da planta.

Virios caracteres anatomicos ajudam a explicar o valor
nutritivo das plantas. Dentre elas, destacam-se a propor¢ao de tecidos
e a espessura da parede celular, que apresentam altas correlagdes com
os teores de fibra, de lignina e de proteina bruta (PB) e com o
coeficiente de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)
(CARVALHO & PIRES, 2008). Os microrganismos que habitam o
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ramen de alguns animais herbivoros possuem a capacidade de digerir
a celulose e ndo a lignina. Portanto, diferencas na propor¢ao de
tecidos com lignina influenciam na qualidade das forragens (SILVA et
al., 2005). Quanto maior a quantidade de lignina e maior a espessura
da parede celular, menor a digestibilidade e a qualidade da forragem
(CARVALHO & PIRES, 2008).

As gramineas apresentam epiderme firmemente aderida ao
resto da folha por uma estrutura em forma de viga, formada por
por¢des do esclerénquima acima e abaixo do feixe vascular pela
bainha do feixe vascular e pelo proprio feixe vascular (WILSON,
1994). Essa estrutura pode ser classificada como viga em forma de “I”
ou em forma de “T” (WILSON, 1994). A estrutura de viga dificulta o
desprendimento da epiderme do restante da folha, resultando em
maior resisténcia da planta aos danos mecanicos, quimicos e a
digestao pelos ruminantes, devido ao espessamento e lignificagdao das
células epidérmicas (PACIULLO, 2002). A resisténcia a digestao ¢
maior em espécies que apresentam viga em forma de “I7,
relativamente aquelas que apresentam viga em forma de “T”
(WILSON, 1994).

Outro fator que influencia o valor nutritivo das plantas ¢ o
tipo de rota fotossintética. A digestdo da bainha do feixe vascular das
gramineas C, ¢ lenta ou incompleta, devido & sua parede celular
espessada. Isto dificulta o acesso dos microrganismos ruminais aos
nutrientes no interior das células, que contém mais de 50% das
reservas de carboidratos e proteinas da folha (WILSON, 1994). Além
disso, gramineas C4 possuem maior frequéncia de feixes vasculares

que as Cs. Isso faz com que as C, apresentem uma maior propor¢ao de
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tecidos menos digestiveis, como tecido vascular lignificado,
esclerénquima e bainha do feixe vascular. As células de parede
espessa e lignificada do tecido vascular sdo as principais responsaveis
pela fracao indigerivel em todas as por¢oes da planta (CARVALHO &
PIRES, 2008).

A lignina, a cuticula, os corpos de silica e os tricomas
além de estarem relacionados a protecdo contra herbivoros,
constituem uma barreira contra fungos, bactérias e insetos (SILVA et
al., 2005). A lignificagdo proporciona aumento na resisténcia das
paredes a acdo de enzimas degradadoras da mesma, na difusdo de
toxinas do patdgeno em direcdo ao hospedeiro e de nutrientes da
planta hospedeira em direcao ao patéogeno (SILVA et al., 2005).

Outra importante adaptagdo anatomica encontrada nas
plantas ¢ a formagao de aerénquima (DANTAS et al., 2001).
Aerénquima ¢ o termo dado a tecidos de planta contendo grandes
espacos de ar, excedendo aqueles comumente encontrados como
espacos intercelulares (MALCOLM et al., 2000). Sua formacao esta
associada com a hipoxia resultante do encharcamento, mas pode
também ser causada por outras formas de estresse, incluindo altas
temperaturas, seca, compactacdo do solo, deficiéncia de nutrientes e
danos mecanicos (EVANS, 2003).

O aerénquima ocorre como dois tipos basicos: lisigeno e
esquizogeno. A formagdo do aerénquima lisigeno envolve a morte
celular, ou seja, células formadas durante o desenvolvimento morrem
e sdo removidas, levando a formacao de espagos de ar. Enquanto isso,

o aerénquima esquizégeno ¢ formado por diferenciagdo no
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crescimento, com células adjacentes separando-se uma da outra na
lamela média, sem que as células envolvidas morram (EVANS, 2003).

Outra estratégia empregada pelas plantas para sobreviver
em condi¢des climaticas adversas € o armazenamento de nutrientes.
Neste caso, a planta armazena substancias durante seu crescimento
vegetativo para serem utilizadas em periodos de frio ou de seca e para
rebrotar apds um corte ou pastejo (CARVALHO & PIRES, 2008).
Como exemplo pode-se citar a presenca de amido em tecidos ndo-
fotossintetizantes, onde ele ¢ acumulado por periodos prolongados e
mobilizado quando necessario para  suportar a respiracdo e
crescimento quando a area foliar e a fotossintese diminuem apos um

corte (NELSON, 1995; ONG et al., 1994).

2.3.3 Histoquimica

A histoquimica consiste na determinacdo da natureza das
substancias quimicas presentes nos tecidos e da sua localizacdo. Para
tanto, cortes anatomicos sao submetidos a corantes bioldgicos, que sao
substancias incolores ou coradas, organicas ou inorganicas que, ao
conferirem cor as estruturas celulares, permitem elucidar a sua
natureza e estrutura quimica (FIGUEIREDO et al., 2007).

A histoquimica auxilia na identificacdo da composi¢ao de
estruturas vegetais ¢ de compostos do metabolismo primario e
secundario, e contribui ainda na identificacdo dos vegetais (COSTA &
PROENCA DA CUNHA, 2000). Estudos histoquimicos sdo raros na
alelopatia. No entanto, resultados destes testes podem servir como

elemento de localizagdo e identificagdo dos aleloquimicos
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(RODRIGUES et al., 2009), que poderao ser quantificados, em fungao
da intensidade da cor observada (SANTOS et al., 2009).

Em testes histoquimicos, geralmente sdo consideradas trés
principais classes de compostos: compostos fendlicos, terpenoides e
alcaloides (FUMAGALI et al., 2008). A biossintese de alcaloides
ocorre nos cloroplastos do mesofilo. Depois da sintese, os alcaloides
sdo translocados via floema pela planta, onde acumulam-se
principalmente nos tecidos da epiderme (BUSH & BURTON, 1994),
mas também nos tricomas, mesofilo das folhas (COSTA &
PROENCA DA CUNHA, 2000), bainha parenquimatica do feixe
vascular, vacuolos (FIGUEIREDO et al., 2007) e, quando na forma de
sais, nas paredes celulares (NASCIMENTO-SILVA et al., 2008). Os
alcaloides podem ser rapidamente retranslocados para as sementes,
sendo que as sementes maduras contem a grande maioria dos
alcaloides presentes na planta. A concentracao de alcaloides aumenta
nos tecidos vegetativos antes do florescimento (BUSH & BURTON,
1994).

Os compostos fenodlicos podem estar presentes no tecido
palicadico, epiderme, elementos condutores (principalmente floema)
(FERNANDES, 2007), no mesofilo foliar, colénquima, (COSTA et
al., 2010), tricomas, bainha parenquimatica (NASCIMENTO-SILVA
et al., 2008) e em ductos secretores (FONSECA et al., 2006). Taninos
se distribuem por toda a planta, localizam-se nas células vivas,
solubilizados nos vacuolos, na forma de combinagdes complexas e
contribuem na formagdo das paredes celulares. Em plantas com alta
concentragcdo de taninos, esses podem ser encontrados em todas as

regides e tecidos, particularmente do cortex, floema e raios medulares
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(COSTA & PROENCA DA CUNHA, 2000). Os flavonoides
localizam-se nos tecidos superficiais, nas células epidérmicas, no
parénquima e dissolvidos no suco celular sob a forma de heterosidios
(RODRIGUES et al., 2009).

Lipidios estdo presentes na cuticula e nas paredes espessas
das fibras associadas aos feixes (RODRIGUES et al., 2009), no tecido
palicadico, elemento de vaso, floema (FERNANDES, 2007), nas
células do colénquima e na epiderme (COSTA et al., 2010). Os
terpenoides possuem carater lipidico e constituem uma das classes de
metabolitos com vasta distribuicdo nas plantas. Acumulam-se
preferencialmente em estruturas glandulares especializadas (tricomas,
idioblastos, canais, bolsas e lactiferos), que secretam misturas mais ou
menos complexas de terpenos (como os que ocorrem nos oOleos
essenciais, nas resinas € no latex), o que torna dificil a sua deteccao
histoquimica (FIGUEIREDO et al., 2007). Pertencendo a este grupo,
as saponinas encontram-se nos tecidos parenquimaticos do cortex,
floema e medula (COSTA & PROENCA DA CUNHA, 2000).

O amido, também detectado pela histoquimica, pode ser
encontrado no colénquima, parénquima (NASCIMENTO-SILVA et
al., 2008), ao redor do cilindro vascular e circundando os elementos
condutores (FERNANDES, 2007).

Embora  existam  essas informag¢des sobre a
histolocalizagdo de alguns aleloquimicos, sabe-se que a distribui¢ao
destes nas diferentes partes das plantas nem sempre ¢ uniforme,
havendo variagdes em funcdo de aspectos relacionados a idade ou
estadio fenologico (SOUZA FILHO et al., 2011). H4 evidéncias que a

localizagdo dos aleloquimicos nas plantas esta relacionada a dois
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aspectos basicos: facilidade de liberacao para o ambiente e funcao que
podem desempenhar nas plantas, o que pode tornar seus efeitos mais
imediatos e de maior magnitude. Dessa forma, substancias envolvidas
na defesa das plantas contra insetos estariam localizadas
preferencialmente nos tecidos mais externos da planta, como os
terpenoides, enquanto aqueles compostos quimicos envolvidos na
interacdo entre plantas estariam localizados nos tecidos mais internos,
como os compostos fenolicos, sendo liberados apenas quando a
sobrevivéncia das plantas estivesse ameagada (SOUZA FILHO et al.,
2011).

A localizagao dos aleloquimicos nas plantas influencia sua
forma de liberacdo. Terpenoides, acumulados preferencialmente em
glandulas, sao liberados, geralmente, por volatilizagdo. Os alcaloides
soliiveis em agua e presentes nos tecidos mais externos da planta,
como a epiderme, sao lixiviados e portanto mais facilmente liberados
do que aqueles compostos presentes nos tecidos mais internos da
planta, como os &cidos fendlicos, que geralmente sdo liberados por
decomposi¢ao de residuos e de uma forma mais lenta (ALMEIDA et

al., 2008).
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CAPITULO |

AUTOTOXICIDADE EM CAPIM-ANNONI
(Eragrostis plana Nees)

Adriana Favaretto'
RESUMO - A autotoxicidade do capim-annoni ¢ observada em
campo, mas nunca foi testada em bioensaios. Este trabalho avaliou o
efeito de extratos aquosos de capim-annoni na germinacdo e
crescimento inicial de plantulas da espécie. Os extratos de folhas
verdes (FV), senescentes (FS) e raizes (R), nas concentragdes de 0,05,
0,15 ¢ 0,25 g.mL'l, foram utilizados em bioensaios de germinagdo de
sementes e de crescimento inicial das plantulas. Todos os extratos,
independentemente do material de origem ou da concentragao,
diminuiram significativamente a geminabilidade, o indice de
velocidade de germinagdo e o crescimento da raiz das plantulas. O
efeito sobre o tempo médio de germinacao, o percentual de plantulas
anormais € mortas € o comprimento da parte aérea variou conforme a
origem e concentragdao dos extratos, sendo os de FV 0,15 g.mL'] e FV
0,25 gmL"' os mais prejudiciais. O capim-annoni possui efeito
autotoxico e o grau de autotoxicidade varia de acordo com o material

de origem e a concentragao.

Palavras-chave: alelopatia, extratos aquosos, germinagao, invasora.

! Bidloga, mestranda do Programa de Pos Graduagio em Agronomia (ppgAGRO) da
FAMV/UPF, area de concentracdo em Produgdo Vegetal.
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AUTOXICITY IN TOUGH LOVEGRASS

(Eragrostis plana Nees)

ABSTRACT - The autotoxicity of the tough lovegrass is observed in
the field, but has never been tested in bioassays. This study evaluated
the effect of aqueous extracts of tough lovegrass on germination and
seedling growth of the specie. The extracts of green leaves (LG),
senescent leaves (LS) and roots (R) at concentrations of 0.05, 0.15 and
0.25 g.mL", were used for bioassay seed germination and seedling
growth. The extracts, regardless of the source or concentration
material, significantly decreased geminability, the index of
germination speed and root growth of seedlings of tough lovegrass.
The effect on mean germination time, the percentage of abnormal and
dead seedlings and shoot length varied according to origin and
concentration of extracts. The LG 0.15 g.mL™" and LG 0.25 g.mL" are
the most damaging. The tough lovegrass has autotoxicity and the

degree of effect depending on the source material and concentration.

Key-words: allelopathy, aqueous extracts, germination, weed.
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1 INTRODUCAO

A alelopatia ¢ o efeito que uma planta tem no
desenvolvimento de outro organismo por meio da producdo e
liberacdo de compostos quimicos no ambiente (RICE, 1984). A
producdo desses compostos do metabolismo secundério pode ocorrer
em todos os 6rgaos da planta (PEREIRA et al., 2008) e ¢ influenciada
pela temperatura, luminosidade, condigdes do solo, microflora,
nutricdo, idade da planta, ataque de patogenos e herbivoria
(BHADORIA, 2011). O efeito alelopatico ¢ classificado em dois
tipos: (1) heterotoxicidade: a substancia ¢ fitotdxica para outra
espécie; (2) autotoxicidade: a substancia ¢ fitotoxica para a propria
espécie (MILLER, 1996).

A alelopatia favorece o impacto e sucesso de espécies
invasoras em novos ambientes (MEINERS et al., 2012) e ¢ apontada
como uma das razdes da elevada infestacdo do capim-annoni
(Eragrostis plana Nees) em ecossistemas. Esta espécie € a principal
invasora das pastagens naturais do sul do Brasil, causando prejuizos a
pecuaria do Estado e danos irrecuperaveis a biodiversidade.

A heterotoxicidade do capim-annoni foi observada em
bioensaios de germinacdo de sementes de trevo-branco (Trifolium
repens L.), azevém-anual (Lolium multiflorum Lam.), capim-
kazungula (Setaria sphacelata (Schumach) Staff & C. E. Hubb ex
Chipp) e grama-forquilha (Paspalum notatum Fluggé) (COELHO,
1986; FAVARETTO et al., 2011; FERREIRA et al., 2008). Supde-se

que o capim-annoni exiba autotoxicidade, pois, no campo, as touceiras
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estdo separadas umas das outras por espagos vazios de solo desnudo
de 5-10 cm de raio (COELHO, 1986).

Este trabalho teve como objetivo verificar a
autotoxicidade de extratos aquosos de folhas e raizes de capim-annoni

na germinacao e crescimento inicial de plantulas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os extratos utilizados nos bioensaios de germinagdo e
crescimento foram preparados com material oriundo de plantas de
capim-annoni, em estadio vegetativo, coletadas em abril de 2013, em
Passo Fundo (28° 15°S, 52° 24'W).

As plantas foram separadas em folhas verdes (FV), folhas
senescentes (FS) e raizes (R), secas em estufa de circulacao forcada a
40 °C até peso constante e moidas. Foram preparados extratos aquosos
(a fim de representar melhor as condicdes de campo) desses
componentes, em trés concentracoes (0,05, 0,15 e 0,25 g.mL'l), pelo
método de maceragdo estatica (SOARES & VIEIRA, 2000), no qual o
material vegetal foi imerso em agua destilada durante 24 horas, em
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apds esse periodo o material
foi filtrado e caracterizado quanto ao pH (Tabela 1).

Dois bioensaios foram conduzidos: I) Germinagao e II)
Crescimento inicial. O bioensaio de germinagdo constou de dez
tratamentos, resultado da combinagao de trés tipos de material vegetal,
trés concentracdes € o controle (agua destilada). O delineamento foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 50 sementes. As
unidades experimentais foram caixas gerbox contendo duas folhas de
papel Germitest esterilizadas e umedecidas inicialmente com 5 mL de
cada tratamento. Sempre que necessario, extratos foram aplicados
novamente nas caixas a fim de manter a umidade das mesmas. Para
quebrar a dorméncia das sementes, as mesmas foram submetidas a um
tratamento de pré-esfriamento, em uma temperatura de 5 °C por 5

dias. Posteriormente, as caixas permaneceram em camara de
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germinagio a 20 °C e fotoperiodo de 12 horas durante dez dias. A
contagem da germinagcdo foi realizada diariamente. Foram
consideradas germinadas sementes com 2 mm de protrusdo radicial
(FERREIRA & AQUILA, 2000). Foram avaliados a germinabilidade
(G), o indice de velocidade de germinagdo (IVG) e o tempo médio de
germinagdo (TMG) segundo recomendacdes de Ranal & Santana
(2006), utilizando as seguintes formulas:
G: (Xn; . N™).100
Onde Y n; ¢ o numero total de sementes germinadas em
relacdo ao nimero de sementes dispostas para germinar (N).
IVG: Gi/N;+ Go/Ny + ... Go/N,,
Onde G, G2, G, € o nimero de sementes germinadas € N,
N2, N; € o nimero de dias apds a semeadura.
TMG: > n;. t/d n;
Onde n; ¢ o namero de sementes germinadas dentro de

determinado intervalo de tempo (t;).

Tabela 1 — Caracterizagdo dos extratos aquosos de capim-annoni
quanto ao pH

Origem Concentragio (g.mL™") pH
0,05 6,2
Folha verde 0,15 6,7
0,25 7,0
0,05 6,2
Folha senescente 0,15 6,2
0,25 4,7
0,05 5,8
Raiz 0,15 5,6

0,25 5,0
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No bioensaio de crescimento inicial de plantulas foram
empregados os mesmos tratamentos, delineamento experimental e
nimero de repeticdes do bioensaio de germinag¢do. No entanto, em
cada repeti¢ao foram utilizadas sete plantulas pré-germinadas em agua
destilada. Trés dias apOs a germinacdo e antes da aplicagdo dos
extratos foi mensurado o comprimento da raiz e da parte aérea das
plantulas, quando entdo, elas foram transferidas para as caixas gerbox
contendo papel Germitest umedecido inicialmente com 5 mL de cada
tratamento, aonde permaneceram por 15 dias. As caixas foram
dispostas em camaras de germinagdo nas mesmas condi¢des descritas
no bioensaio de germinagdo. Ao final do experimento, mensurou-se
novamente o comprimento da raiz e da parte aérea. Realizou-se a
contagem de plantulas normais, anormais e mortas, seguindo critérios
descritos em Brasil (2009b).

Os dados de comprimento da raiz e parte aérea foram
expressos em percentual de inibi¢do, segundo a féormula:

Inibicdo (%) = [(XT — XC)/ XC] x 100

Onde xt é a média de alongamento dos tratamentos e Xc a
média de alongamento do controle. O valor “0” representa o controle.
Qualquer valor positivo implica em estimulagdo dos parametros
medidos e os valores negativos inibicdo (OLIVEIRA et al., 2012). Os
resultados atenderam aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade, ¢ foram submetidos a andlise de varidncia, com
comparagdo de médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, por meio do programa SISVAR (FERREIRA, 2000).

A fim de verificar se a concentracdo dos extratos

\

utilizados nos bioensaios corresponde a concentracdo de folhas e
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raizes de capim-annoni presentes no campo, no ano seguinte, plantas
foram coletadas em uma 4rea amostral de 400 cm?, separadas em
folhas e raizes e secas em estufa. Foi estimado 8.000 kg ha™' de massa
seca de folhas (MSF), o que equivale a 0,08 g.cm” de MSF e 7.500 kg
ha™' de massa seca de raizes (MSR), equivalente a 0,07 g.cm” de MSR.
Nas caixas gerbox, a quantidade utilizada foi de 0,0019 g.cm” de MSF
e MSR para a concentragdo de 0,05 g.mL'l, 0,0059 g.cm2 de MSF e
MSR para a concentra¢io de 0,15 gmL" e 0,0098 g.cm® de MSF e
MSR para a concentragio de 0,25 g.mL™".
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho foi a primeira investigagdo acerca da
atividade autotoxica do capim-annoni € permitiu comprovar este efeito
na germinacdo de sementes e crescimento inicial de plantulas,
refletindo o que ¢ observado no campo, onde as touceiras de capim-

annoni ficam distantes umas das outras.

3.1 Bioensaio de germinagao

Os extratos aquosos de capim-annoni afetaram a
germina¢do das sementes. Como esses extratos estdo dentro dos
valores normais de pH (entre 4,0 ¢ 7,0) (OLIVEIRA et al., 2012),
descarta-se a possibilidade deste fator ter sido responsavel por
alteragdes no comportamento germinativo da espécie.

Todos os extratos reduziram a germinabilidade do capim-
annoni. Os extratos FS 0,15, R 0,05, R 0,25, FV 0,15 e FV 0,25 gmL"
' ndo diferiram entre si e foram os mais prejudiciais 4 germinagéo
(Figura 1). A germinabilidade ¢ um parametro considerado pouco
sensivel a presenca de aleloquimicos (OLIVEIRA et al., 2012), o que

indica o elevado efeito autotoxico dos extratos utilizados nesse

bioensaio.
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Figura 1 - Germinabilidade de sementes de capim-annoni submetidas a
distintas concentragdes de extratos aquosos de raiz (R), folha
verde (FV) e folha senescente (FS). Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. Passo Fundo, setembro de 2013.

O IVG foi reduzido pelos extratos quando comparado ao
controle. Os extratos de FV 025 ¢ FV 0,15 g.mL" foram os que
causaram o menor valor de IVG (Figura 2). O TMG somente foi
influenciado pelos extratos de FV 0,25 ¢ FV 0,15 g.mL'l, sendo o FV
0,25 g.mL'1 o mais prejudicial (Figura 3). O TMG ¢ um parametro
sensivel a presenga de aleloquimicos, pois muitos compostos
permitem que a semente germine, mas com um pequeno atraso

(OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 2 — Indice de velocidade de germinagio (IVG) de sementes de
capim-annoni submetidas a distintas concentragdes de extratos
aquosos de raiz (R), folha verde (FV) e folha senescente (FS).
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Passo Fundo,

setembro de 2013.
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Figura 3 — Tempo médio de germinagdo (TMG) de sementes de capim-
annoni submetidas a distintas concentragdes de extratos aquosos
de raiz (R), folha verde (FV) e folha senescente (FS). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Passo Fundo, setembro de

2013.
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3.2 Bioensaio de crescimento inicial

Extratos de folha verde, folha senescente e raiz de capim-
annoni tiveram efeito no nimero de plantulas normais, anormais e
mortas. A maior mortalidade das plantulas foi causada pelo extrato FV
0,25 gmL”, seguido pelo extrato FV 0,15 gmL’ (Figura 4).
Consequentemente, esses dois extratos foram os que apresentaram o
menor numero de plantulas vivas (Figura 5). Os extratos de FS 0,05;
FS 0,15,R 0,15e¢ R 0,25 g.mL'l nao diferiram do controle em relagao

ao nimero de plantulas anormais (Figura 6).

Plantulas mortas (%)

© ¢ o ) ¢ ¢ ) o 5 5
SRS SRS SRS S SNSRI
SRR S S <

Tratamento (g.mL")

Figura 4 — Percentual de mortalidade de plantulas de capim-annoni submetidas
a distintas concentra¢des de extratos aquosos de raiz (R), folha verde
(FV) ¢ folha senescente (FS). Médias seguidas pelas mesmas letras
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Passo Fundo, setembro de 2013.
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Figura 5 — Percentual de plantulas vivas normais de capim-annoni submetidas a
distintas concentragdes de extratos aquosos de raiz (R), folha verde
(FV) e folha senescente (FS). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Passo
Fundo, setembro de 2013.
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Figura 6 - Percentual de plantulas vivas anormais de capim-annoni submetidas a
distintas concentragdes de extratos aquosos de raiz (R), folha verde
(FV) e folha senescente (FS). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Passo
Fundo, setembro de 2013.
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A avaliagdo do crescimento das plantulas ¢ um
instrumento valioso, uma vez que os aleloquimicos induzem o
aparecimento de plantulas anormais (FERREIRA & AQUILA, 2000).
Os aleloquimicos podem afetar as estruturas citologicas, hormonios,
permeabilidade das membranas, absor¢do de minerais, movimento dos
estomatos, sintese de pigmentos, fotossintese, respiracdo, sintese de
proteinas, atividade enzimatica, relagdes hidricas e causar alteragdes
no DNA e RNA (FERREIRA & AQUILA, 2000; RIZVI & RIZVI,
1992). Neste trabalho, as principais anormalidades encontradas nas
plantulas de capim-annoni foram: raizes necroticas, escuras, finas e
retorcidas, auséncia de raizes secundarias, necrose e clorose na parte
aérea (Figura 7).

O sistema radicial ¢ a estrutura vegetativa em que mais se
observa o processo alelopatico e efeito inibitorio (YAMAGUSHI et
al., 2011). Entre todas as anormalidades, a necrose da raiz ¢ um dos
sintomas mais comuns (FERREIRA & AQUILA, 2000). Além desse
sintoma, pode-se observar ondulacao do eixo radicial, descoloragdo e
auséncia de pelos radiciais (BHADORIA, 2011). A presenga de
escurecimento e a fragilidade nas raizes sao danos que indicam a agao
de substancias toxicas dos extratos e sao evidéncias de alteragdes
morfoldgicas e anatdomicas causadas por fitotoxinas (YAMAGUSHI et

al., 2011).
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Figura 7 — Anormalidades encontradas em plantulas de capim-annoni
submetidas aos extratos aquosos de folhas verdes, folhas
senescentes e raizes. A: controle; B: plantula com clorose na
parte aérea (FV 0,25 g.mL™"); C: plantula com necrose na parte
aérea (FV 0,15 g.mL™); D: raizes escuras e auséncia de raizes
secundarias (R 0,25 g.mL™); E: raiz retorcida (FV 0,15 g.mL
1. Passo Fundo, agosto de 2013. Fotos do autor.

Nos estudos com aleloquimicos, a clorose tem sido
relacionada como um dos mecanismos de interferéncia destas
substancias sobre as plantas. Einhellig (1986) verificou que, seis dias
apos o tratamento de plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) com
os acidos fertlico, p-cumarico e vanilico, as plantas apresentavam

menos clorofila na folha do que as plantas do tratamento controle.
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Os extratos de capim-annoni utilizados neste trabalho
influenciaram o crescimento da raiz e parte aérea da propria planta
(Figura 8). A raiz foi o 6rgdo mais prejudicado, o que se justifica em
funcdo do maior contato dessa estrutura com o extrato vegetal.
Possivelmente, a presenga de aleloquimicos tenha inibido ou reduzido
atividades metabolicas, alterando a fisiologia da protusdo radicial
(CHUNG et al., 2001).

Apenas os extratos de FV 0,15 g.mL'], FV 0,25 g.mL'1 e
FS 0,05 g.mL" inibiram significativamente o crescimento da parte
aérea das plantulas de capim-annoni. Porém, todos os extratos
causaram redug¢do significativa no crescimento da raiz (Figura 8).

Tanto no bioensaio de germinagdo quanto no de
crescimento inicial, o extrato de folha verde foi o mais autotoxico.
Como a folha ¢ o orgdo da planta mais ativo metabolicamente, ¢
razoavel que ela apresente maior diversidade de aleloquimicos e,
consequentemente, maior efeito alelopatico (RIBEIRO et al., 2009). O
potencial fitotoxico dos extratos pode variar também em fungdo da
concentracdo da solucdo testada. A agdo dos aleloquimicos ndo ¢
muito especifica e a mesma substancia pode realizar varias fungdes,
dependendo de sua concentragdo e forma de translocacao

(MARASCHIN-SILVA & AQUILA, 2005).
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Figura 8 - Percentual de inibigdo e/ou estimulo do crescimento da raiz e parte aérea
das plantulas de capim-annoni crescidas sob influéncia de distintas
concentragdes de extratos aquosos de folhas e raizes da mesma espécie.
* indica diferenga significativa em relagdo ao controle. Passo Fundo,
setembro de 2013.

Para avaliagdo da autotoxicidade, recomenda-se que os
extratos sejam preparados em concentragcdes compativeis com aquelas
nas quais as plantas encontram-se no ambiente natural (REIGOSA et

al., 2013). No entanto, as concentracdes de extratos utilizadas neste
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trabalho foram superiores a quantidade de material existente no
campo. A quantidade de MS de capim-annoni presente na area em que
as plantas foram coletadas para este estudo superam as concentragdes
de 0,05, 0,15 ¢ 0,25 g.mL'] de extrato, respectivamente, em 8, 13 e 42
vezes a quantidade de folhas e em 7, 12 e 37 vezes a quantidade de
raizes. Isso indica que em condi¢des naturais, o potencial alelopatico
do capim-annoni seria mais pronunciado do que o que foi verificado
neste estudo.

A autotoxicidade do capim-annoni ¢ um mecanismo que,
possivelmente, esteja envolvido no controle da germinagdo e
crescimento de plantas da propria espécie, o que explicaria a distancia
entre suas touceiras no campo. No entanto, ¢ essencial que este efeito
seja verificado em ensaios no campo (PEREIRA et al., 2008), para
determinar se variaveis climaticas, edaficas, estadio fenoldgico,
longevidade de a¢ao dos compostos inibitorios no solo e quantidade
de material vegetal afetam a germinagdo e o crescimento inicial do
capim-annoni. Como os aleloquimicos sdo compostos com potencial
de utilizacdo como herbicidas ¢, considerando o efeito autotdéxico do
capim-annoni, as substancias isoladas dessa planta poderiam ser
testadas para o seu proprio controle.

A comprovar o efeito autotoxico do capim-annoni,
também em condi¢des naturais, seria possivel inferir sobre o manejo
das rocadas. Restos de capim-annoni provenientes dessa pratica, se
deixados sobre as pastagens ou areas invadidas pela graminea, seriam
uma forma de supressdo da germinacdo e do crescimento das
plantulas, podendo reduzir sua expansdo, tendo em vista que a

autototoxicidade desempenha um papel importante no controle da
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densidade populacional em sistemas naturais (HE et al., 2009). Por
outro lado, como a espécie possui efeito alelopatico sobre outras
plantas, o material que permanece no solo poderia também inibir o
crescimento destas. Assim, a decisdo sobre esta pratica de manejo
deveria levar em consideragdo a presenca de outras espécies junto ao

capim-annoni.
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4 CONCLUSOES

Extratos aquosos de folhas e raizes de capim-annoni
afetam negativamente a germinagcdo € o crescimento inicial de
plantulas da mesma espécie. O grau de autotoxicidade varia de acordo

com o material de origem e a concentragao.
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CAPITULO Il

PERFIL FITOQUIMICO DO CAPIM-ANNONI

(Eragrostis plana Nees)

Adriana Favaretto'

RESUMO - O estudo objetivou identificar as principais classes de
aleloquimicos em folhas e raizes do capim-annoni, bem como validar
metodologia analitica para detec¢do e quantificacio de compostos
fenolicos, como os acidos cafeico, ferulico, p-cumarico, vanilico e a
cumarina (1,2-benzopirona), por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Analises fitoquimicas preliminares foram
realizadas por meio de testes gerais de identificagdo e cromatografia
em camada delgada (CCD). Durante a validagao dos métodos por
CLAE, foram avaliados os parametros de especificidade, linearidade,
limite de detec¢do e de quantificagdo, precisdo, exatidao e robustez.
Testes gerais de identificagdo evidenciaram a presenca de saponinas,
alcaloides e flavonoides em folhas e raizes de capim-annoni e taninos
somente em folhas. Pela CCD foram detectados alcaloides e
saponinas, sendo que a presenca de cumarinas, flavonoides e taninos
ndo pode ser claramente visualizada. Verificou-se a presenga, através
da CLAE, de cumarina, na mesma quantidade em folha e raiz, acido
ferulico, em maior quantidade na raiz, acido cafeico, p-cumarico e

vanilico, em maiores quantidades na folha, e catequina e epicatequina,

! Bidloga, mestranda do Programa de Pos Graduagio em Agronomia (ppgAGRO) da
FAMV/UPF, area de concentracdo em Produgdo Vegetal.
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somente na folha. O método analitico proposto por CLAE mostrou-se
seletivo, linear, exato, preciso e robusto. Os compostos identificados

podem estar relacionados com a atividade alelopatica dessa graminea.

Palavras-chave: aleloquimicos, compostos fenolicos, fitoquimica.

PHYTOCHEMICAL PROFILE OF TOUGH LOVEGRASS
(Eragrostis plana Nees)

ABSTRACT - The study aimed to identify the main classes of
allelochemicals in leaves and roots of the tough lovegrass and validate
analytical methods for detection and quantification of phenolic
compounds, such as caffeic acid, ferulic, p-coumaric, vanillic and
coumarin  (1.2-benzopyrone), by high performance liquid
chromatography (HPLC). Preliminary phytochemical analysis were
performed by means of general identification tests and thin layer
chromatography (TLC). During the validation of HPLC methods,
parameters specificity, linearity, limit of detection and quantification,
precision, accuracy and robustness were evaluated. It was developed
and validated a method for separation and quantification of acids
caffeic, ferulic, p-coumaric and vanillic and other method for for
separation and quantification of coumarin by HPLC. Besides these
substances, catechin, epicatechin, gallic acid, rutin, quercetin and
kaempferol were tested. General identification tests showed the
presence of saponins, alkaloids and flavonoids in leaves and roots of
tough lovegrass and tannins in leaves only. Through the TLC,

alkaloids and saponins were detected and the presence of coumarins,



45

flavonoids and tannins can’t be clearly displayed. We verified, by
HPLC, the presence of the same amount of coumarin in root and leaf,
ferulic acid in higher quantities in the root, caffeic acid, p-coumaric
and vanillic in higher quantities in the leaf, catechin and epicatechin
only in the leaf. The analytical method proposed by HPLC proved to
be selective, linear, accurate, precise and robust. The compounds

identified may be related to allelopathic activity of this grass.

Key-words: allelochemicals, phenolics, phytochemical.
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1 INTRODUCAO

O capim-annoni (Eragrostis plana Nees) ¢ uma graminea
africana responsavel por causar impactos econdmicos na pecuaria do
RS, por modificar a estrutura da comunidade vegetal e alterar seu
equilibrio, tornando-se assim a principal invasora das pastagens
naturais do sul do Brasil (MEDEIROS & FOCHT, 2007).

Possivelmente, o efeito alelopatico inibitdrio dessa espécie
seja um dos fatores decisivos para o sucesso da invasao (MEDEIROS
& FOCHT, 2007). Este efeito foi evidenciado em trevo-branco
(Trifolium repens L.), azevém (Lolium multiflorum Lam.), cornichdo
(Lotus corniculatus L.), grama-forquilha (Paspalum notatum Fluggé)
e capim-kazungula (Setaria sphacelata Schumach) (COELHO, 1986;
FERREIRA et al., 2008; FAVARETTO et al., 2011). Ha diferenca no
potencial alelopatico de folhas e raizes de capim-annoni, sugerindo
distinta composi¢do quimica e/ou concentragdo de aleloquimicos
nesses 6rgaos (FAVARETTO et al., 2011). No entanto, ndo ha relatos
a respeito dos aleloquimicos presentes nessa graminea.

A maioria dos aleloquimicos descritos na literatura
pertence a classe dos terpenos, compostos fendlicos e/ou alcaloides
(TREZZI, 2002). Entre os compostos fendlicos destacam-se os acidos
fenolicos, podendo ser citado o 4cido cafeico, p-cumdrico (TANVEER
et al., 2012), ferulico e vanilico (CHOU, 1989); destacam-se também
as cumarinas em geral (RAZAVI, 2011), o acido galico, um acido
organico que faz parte da estrutura dos taninos hidrolisaveis (ALVES
et al., 1999), os mondmeros de taninos condensados catequina e

epicatequina (LOBO et al., 2008) e os flavonoides, entre estes os
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flavonois canferol, rutina e quercetina (SANTOS et al., 2011). Dentre
os alcaloides, destacam-se gramina, um alcaloide inddlico, e
hordenina, um alcaloide da classe das fenetilaminas (HOULT &
LOVETT, 1993). Além disso, podem ser citados como glicosideos de
terpenos policiclicos, as saponinas em geral (WAIBEL et al., 2003).

Plantas alelopaticas s3o potenciais fontes de novas
moléculas com ac¢do herbicida. O interesse nessas substincias esta
aumentando consideravelmente, tendo em vista o crescimento de
plantas resistentes as moléculas ja existentes, os problemas ambientais
causados pelos herbicidas sintéticos (DUKE et al., 2000; KRUSE et
al., 2000) e o fato de que os compostos naturais frequentemente tem
novos sitios de a¢do, diferente dos herbicidas comerciais, o que pode
ser muito valioso no desenvolvimento de herbicidas (DUKE et al.,
2000).

No entanto, para avangos em termos tecnologicos e
aumento da aplicabilidade dos resultados da alelopatia, ¢ necessario
identificar os aleloquimicos com potencial para serem usados como
reguladores de crescimento e herbicidas (DAYAN & DUKE, 2006).
Neste contexto, a fitoquimica tem um importante papel, pois objetiva
o esclarecimento e registro dos constituintes resultantes do
metabolismo secundario dos vegetais (RODRIGUES et al., 2009).

Dessa forma, objetivou-se identificar, por meio de
diferentes testes fitoquimicos, os principais aleloquimicos em folhas e
raizes do capim-annoni, bem como validar metodologia analitica para
deteccdo e quantificacdo de compostos fenolicos, como os acidos
cafeico, fertilico, p-cumadrico, vanilico e a cumarina, por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas trés diferentes técnicas para determinar o
perfil fitoquimico do capim-annoni: testes gerais de identificacdo,
CCD e CLAE, para a qual foi necessaria a validagao de um método

analitico de quantificacdo.

2.1 Coleta do material vegetal

Plantas em estddio vegetativo foram coletadas em darea
dominada por capim-annoni, no campo experimental da Universidade
de Passo Fundo (UPF), em abril de 2013. Uma exsicata do material
coletado foi depositada no herbario da UPF (RSPF) sob numero
11832. Apds a separacao em folhas e raizes, o material foi seco a 40

°C em estufa com ventila¢do forgada até obten¢do de peso constante.

2.2 Testes gerais de identificacéo

A metodologia seguiu recomendagdes de Matos (2009) e
Simoes et al. (2004) (Tabela 1). Para deteccao de alcaloides, 1 g de
material vegetal foi extraido por decoc¢do com 20 mL de 4cido
sulfirico 1%, durante 5 minutos. A seguir procedeu-se a filtragdo em
algoddo, sendo o filtrado alcalinizado com 1 mL de hidroxido de
amonio concentrado. Adicionou-se ao filtrado 15 mL de dagua
destilada e realizaram-se extragdes liquido-liquido com duas porcdes

sucessivas de 15 mL de cloroférmio. Depois de evaporado em banho-
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maria, o residuo foi redissolvido em 5 mL de acido sulfurico e
submetido aos reagentes especificos (Tabela 1).

Para detec¢do de antraquinonas, 0,5 g de material vegetal
foi submetido a extragdo com 20 mL de cloroférmio por 15 minutos,
em temperatura ambiente. Com o filtrado procedeu-se a reacdo de
Borntraeger, que consiste em alcalinizar o mesmo com hidroxido de
amonio diluido e observar a coloracio formada. Na presenca de
derivados 1,8-diidroxi-antraquinonas forma-se coloracdo roseo-
avermelhada.

Para avaliar a presenca de flavonoides, 1 g da droga
vegetal foi fervido em banho-maria com 20 mL de etanol 75%. Depois
de resfriado, o filtrado foi submetido a reacdo oxalo-bdrica, que
consiste em preparar um residuo a partir deste filtrado, acrescentar
solucao de acido boérico 3% e solugao de acido oxalico 10% (em
etanol 75%), evaporar até a secura em bico de bunsen, acrescentar éter
etilico e observar a fluorescéncia sob luz UV 365nm.

Para avaliagdo de taninos, 1 g do material vegetal foi
extraido com 20 mL de 4gua, em banho-maria por 20 minutos. Depois
de resfriada, a mistura foi filtrada em algodao e submetida as reagdes
especificas. Foram utilizadas solu¢des de gelatina 1% em meio acido,
cloreto férrico 5% metandlico e acetato de chumbo 10% aquoso.

As saponinas foram determinadas pela técnica do indice
de espuma. Para isso, 1 g do material vegetal foi submetido a extragdo
por decoccdo com 50 mL de agua destilada, por 30 minutos, filtrado
para um baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume com
agua destilada. Este decocto foi transferido para tubos de ensaio, de

iguais dimensdes, em séries sucessivas de 1, 2, 3 até 10 mL. O volume



50

de liquido de cada tubo foi ajustado até 10 mL. Os tubos foram
uniformemente agitados durante 15 segundos, com duas agitacdes por
segundo e, apds um periodo de repouso de 15 minutos, observou-se a
formacao de espuma e mediu-se a altura da espuma formada. A partir
disso, calculou-se o indice afrosimétrico segundo a equagao 1000/A,
sendo A o volume, em mililitros, do decocto usado para preparagao da
dilui¢do no tubo onde a espuma foi observada (FARMACOPEIA,
2010).

Tabela 1 — Testes gerais de identificacdo de grupos quimicos
(Modificado de MATOS, 2009 e SIMOES et al., 2004)
Grupo Reagdo Resultado positive
quimico
Dragendorff Formacao de precipitado
. Mayer Formagao de precipitado
Alcaloides Beri]rand Formagao de grecigitado
Bouchardat Formacao de precipitado

Coloragao alaranjada ou
roseo-avermelhada
Fluorescéncia amarelo-

Antraquinonas Borntraeger

Flavonoides Oxalo-borica esverdeada sob luz UV 365
nm
Gelatina Formacao de precipitado
Taninos Sais de ferro Precipitados de coloragdo
verde ou azul
Acetato de chumbo Formagdo de precipitado
Saponinas Indice de espuma Presenca de espuma

2.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O material vegetal seco e moido foi submetido a extragdo
com metanol 50% na propor¢do 1:10 (planta:solvente), em
temperatura ambiente, por dez dias. Apos o periodo de maceragdo, os

extratos foram filtrados e concentrados em evaporador rotatorio sob
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pressao reduzida até a obtencdo de extratos moles. Estes foram
ressuspendidos em 20 mL de dgua destilada e, em seguida, submetidos
a particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente,
obtendo-se os respectivos extratos em hexano, cloroférmio, acetato de

etila e butanol (Figura 1).

Extrato bruto
I Extragio com hexano
Extrato hexénico Residuol
Extragdo com cloroformio
Extrato cloroformio ResiduoII
Extragio com acetato de etila
Extrato acetato de .
Residuo 11

etila

Extragdo com butanol

Extrato butanolico Residuo IV

Figura 1 — Organograma representando a particdo com solventes de polaridade
crescente em extratos brutos hidrometanolicos de folhas e raizes de
capim-annoni.

Com o auxilio de tubos capilares de vidro, os extratos
obtidos das particoes liquido-liquido foram aplicados em
cromatoplacas de gel de silica F254 (Merck), juntamente com
substincias quimicas de referéncia (SQRs) (Sigma-Aldrich). A fim de
detectar a presenga de varios grupos quimicos, foram utilizadas
diversas fases moveis e reveladores especificos (Tabela 2). Apos

eluicdo, as placas foram secas e observadas sob luz de ultravioleta



52

(UV) a 254 nm e 365 nm. A seguir, as mesmas foram reveladas com
os reveladores especificos para cada classe de substancias (WAGNER

etal., 2001).

Tabela 2 — Condigdes cromatograficas empregadas na andlise de
grupos quimicos por meio de CCD

Gr}lp o SQR Fase movel Revelador
quimico
Alcaloides qﬁloncl:a ina tolueno:acetato de etila Reagente de
priocarp (95:5) Dragendorff
cafeina
acetato de etila: acido Hidroxido de
Cumarinas cumarina formico: acido acético: potéssio 5%
agua (100:11:11:10) em etanol
, . . L. Cloreto férrico
: acido galico acetona:tolueno:acido o
Taninos - . 5% em
catequina formico (20:40:10)
methanol

, . Vanilina
. L . - acetona:tolueno:acido .
Saponinas acido ursolico L sulfurica +
férmico (30:30:10) .
aquecimento

rutina acetona:tolueno:acido
Flavonoides  quercetina L NP-PEG*
férmico (20:40:10)
canferol

* difenilboriloxietilamina 1% em metanol, seguido de polietilenoglicol 4000,
solugdo a 5% em etanol.

2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

2.4.1 Extracéo

Os extratos aquosos foram obtidos a partirde 300 g de
material vegetal seco e moido. Utilizou-se uma propor¢do de 100 mL
de agua destilada para cada 10 g de material vegetal. A extragdo foi

realizada através de turboextragdo com posterior liofilizacao
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(liofilizador Interprise K2504/Terroni). Apds liofilizados, os extratos

foram armazenados a -5 °C.

2.4.2 Reagentes

As substancias quimicas de referéncia (SQR) utilizadas
foram: catequina (99%, Sigma Aldrich, lote BCBC2740), epicatequina
(99%, Sigma Aldrich, lote BCBC8078V), acido galico (99%, Sigma
Aldrich, lote 54705138), rutina (99%, Sigma Aldrich, lote
BCBDS8327V), quercetina (99%, Sigma Aldrich, lote 060M1196V),
canferol (99%, Sigma Aldrich, lote BCBD1168), gramina (99%,
Sigma Aldrich, lote 00514CV), hordenina (>97%, Sigma Aldrich, lote
BCBB8693V), cumarina (>98%, Sigma Aldrich, lote 030M1441V),
acido vanilico (>97%, Sigma Aldrich, lote BCBF7869V), acido
ferulico (99%, Sigma Aldrich, lote STBC5005V), 4cido p-cumarico
(>98%, Sigma Aldrich, lote 091M1197V) e acido cafeico (>98%,
Sigma Aldrich, lote SLBB5479V). Para o preparo das fases moéveis foi
utilizada &gua ultrapurificada obtida pelo Sistema Directi-Q -
Millipore®/Millipore Corporation (EUA), acetonitrila e metanol grau

HPLC e acido fosforico e acético grau PA.

2.4.3 Preparo das amostras e solucdes-SQR

As solugdes das SQRs contendo 1000 pg.mL™ foram
preparadas dissolvendo-se 0,1 g de cada SQR em baldo volumétrico
com 100 mL de metanol. Estas solu¢des foram mantidas a temperatura

ambiente e protegidas da luz.
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Os extratos liofilizados de folhas e raizes foram
ressuspendidos em metanol na concentragio de 50 mgmL’' e

filtrados em membrana de nylon de 0,45 pm.

2.4.4 Equipamentos e condi¢Oes cromatograficas

Para otimiza¢do das condi¢cdes cromatograficas foram
testados os comprimentos de onda méximos de absor¢do de cada SQR
em espectrofotometro UV/VIS (Lambda 20, Perkin Elmer) na faixa de
200 a 500 nm.

As analises por CLAE foram realizadas em cromatografo
liquido de alta eficiéncia Flexar LC Perkin Elmer (Burnsville, MN,
USA), equipado com bomba bindria Flexar LC, detector Flexar PDA
em 280 e 274 nm, auto-amostrador. Os dados cromatograficos foram
analisados usando-se Software Chromera Workstation. Utilizou-se
uma coluna de fase reversa C;3 ACE (250 x 4,6 mm). No
cromatégrafo foram injetadas aliquotas de 20 uL.

Diversas combinagdes de fluxo e fase movel, compostas
por agua (acidificada ou ndo) e acetonitrila, também foram testadas a

fim de determinar a melhor fase movel e fluxo para cada SQR.

2.4.5 Validacdo do método

Para as SQRs catequina, epicatequina, acido galico, rutina,
quercetina e canferol foi utilizado um método previamente
desenvolvido e validado por Chini (2013). Para as demais SQRs

presentes nos extratos, o método foi validado de acordo com os
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parametros descritos pela International Conference on Harmonization
(ICH, 2005) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) — Resolugdo RE n® 899, de 29/05/2003 (BRASIL, 2003).
Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, exatidao,

precisdo, limites de quantificagcdo e detecgdo e robustez.

2.4.6 Seletividade

A seletividade do método para cada SQR foi avaliada a
partir da pureza do pico através do detector de arranjo de diodos

(PDA), calculada pelo software Chromera Flexar.

2.4.7 Linearidade, limites de deteccéo e de quantificacéo

A linearidade do método foi determinada mediante a
construgdo de trés curvas de calibragdo, contendo 5 concentragoes de
cada SQR. Foi utilizado o intervalo de 40-200 pgmL’. As
concentragdes foram plotadas versus as dareas dos picos dos
cromatogramas. As curvas de calibracdo foram submetidas a andlise
de regressao, pelo método dos minimos quadrados, para calcular a
equagdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r). Os dados das trés
curvas foram analisados por ANOVA (p<0,05).

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantifica¢do (LQ)
foram calculados a partir da inclinagdo e do desvio padrao do
intercepto da média de trés curvas de calibracao (BRASIL, 2003; ICH,
2005):
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LD =DPax 3/IC
LQ =DPax 10/IC
Aonde: DPa ¢ o desvio padrdo do intercepto de trés curvas
de calibracao contendo concentragdes da SQR; e IC ¢ a inclinagdo da

curva de calibracgao.

2.4.8 Exatidao

A exatidao do método foi avaliada por meio do preparo de
nove solugdes das SQRs, contemplando trés concentragdes: baixa
(100 pg.mL™), média (140 pgmL™") e alta (180 pg.mL™), com trés
repeticoes cada. A exatidao foi calculada como percentual de
recuperagdo ¢ foi expressa pela relagdo entre a concentracdo média
determinada  experimentalmente e a concentragdo teorica
correspondente, conforme equacao:

E = (concentracao média experimental/concentragado teodrica) x 100

2.4.9 Precisao

A precisdao foi determinada por meio da repetibilidade
(intra-dia), na qual foram preparadas seis amostras contendo 200
ug.mL™" de cada SQR. As areas dos picos obtidas foram comparadas e
a precisdao foi expressa em porcentagem do desvio padrdo relativo

(DPR).
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2.4.10 Robustez

A robustez foi determinada através da andlise de pequenas
mudancgas na fase movel, como fluxo (0,98 e 1,02 mL min'l) e pH
(3,37 e 3,43) de solugdes das SQRs na concentracao de 40 pg.mL'l,

em triplicata.
2.4.11 Analise estatistica
Os extratos foram injetados em triplicata ¢ os dados

referentes as inje¢des foram submetidos a8 ANOVA, com comparagao

de médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

3.1.1 Andlise fitoquimica por testes gerais de identificacdo e CCD

Os testes gerais de identificacdo permitiram detectar a
presenca de alcaloides, flavonoides e saponinas em folhas e raizes, e
taninos somente nas folhas de capim-annoni (Tabela 3). Através da
particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente foi
possivel realizar uma semi-purificagdo do extrato bruto, com o
objetivo de facilitar a visualiza¢ao por CCD dos diferentes compostos

presentes no extrato (Figuras 2 e 3).

Tabela 3 — Resultado dos testes gerais de identificagdo em folhas e
raizes de capim-annoni

Grupo quimico Reacdo Folha Raiz
Dragendorff + +
. Mayer + +
Alcaloides Bertrand + 4
Bouchardat + +
Antraquinonas Borntraeger - -
Flavonoides Oxalo-borica + +
Gelatina + -
Taninos Sais de ferro + -
Acetato de chumbo + +
Saponinas ind%ce de espurna N N
Indice afrosimétrico 1.000 1.000

(+) reag@o positiva; (-) reagcdo negativa
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FBr RBr FH RH FC RC FAE RAE FB RB RUT QUERC

Figura 2 — Placa cromatografica dos extratos brutos e semi-purificados de folhas e
raizes de capim-annoni. FBr: extrato bruto de folha; RBr: extrato bruto
de raiz; FH: fracdo hexano do extrato de folha; RH: fragdo hexano do
extrato de raiz; FC: fragdo cloroformio do extrato de folha; RC: fragao
cloroférmio do extrato de raiz; FAE: fragdo acetato de etila do extrato
de folha; RAE: fragdo acetato de etila do extrato de raiz; FB: fragdo
butanoélica do extrato de folha; RB: fracdo butanolica do extrato de raiz;
RUT: rutina (SQR); QUERC: quercetina (SQR). Fase movel:
acetona:tolueno:acido formico (20:40:10). Observacao sob luz UV 254
nm. Passo Fundo, janeiro de 2013. Foto do autor.
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FBr RBr FH RH FC RC FAE RAE FB RB CAT AC GAL

Figura 3 — Placa cromatografica dos extratos brutos e semi-purificados de folhas e
raizes de capim-annoni. FBr: extrato bruto de folha; RBr: extrato bruto
de raiz; FH: fra¢ao hexano do extrato de folha; RH: fracdo hexano do
extrato de raiz; FC: fra¢do cloroformio do extrato de folha; RC: fracdo
cloroférmio do extrato de raiz; FAE: fra¢do acetato de etila do extrato
de folha; RAE: fra¢do acetato de etila do extrato de raiz; FB: fracdo
butandlica do extrato de folha; RB: fra¢do butandlica do extrato de raiz;
CAT: catequina (SQR); AC GAL: acido galico (SQR). Fase mével:
acetona:tolueno:acido féormico (20:40:10). Observacao sob luz UV 365
nm. Passo Fundo, janeiro de 2013. Foto do autor.

A CCD realizada com o objetivo de verificar a presenca de
alcaloides (Figura 4) permitiu a visualizagdo de manchas
caracteristicas de compostos nitrogenados em folhas e raizes de
capim-annoni, mas em maior quantidade nas raizes. As manchas
caracteristicas puderam ser claramente detectadas nas fragdes hexano
do extrato de raiz e folha e nas fracdes cloroformio ¢ acetato de ctila
apenas em raiz. Observando-se o perfil cromatografico do extrato
bruto também nota-se mais nitidamente a presenga desses

compostos no extrato da raiz.
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RBr  FBr RH FH RC FC RAE FAE PIL QuUl  CAF

Figura 4 — Placa cromatografica para deteccdo de alcaloides em capim-annoni.
RBr: extrato bruto de raiz; FBr: extrato bruto de folha; RH: fracdo
hexano do extrato de raiz; FH: fragdo hexano do extrato de folha; RC:
fragdo cloroférmio do extrato de raiz; FC: fragdo cloroformio do
extrato de folha; RAE: fragdo acetato de etila do extrato de raiz; FAE:
fracdo acetato de etila do extrato de folha; PIL: pilocarpina (SQR);
QUI: quinina (SQR); CAF: cafeina (SQR). Fase movel:
tolueno:acetato de etila (95:5). Revelador: Reagente de Dragendorff.
Passo Fundo, janeiro de 2013. Foto do autor.

Na placa revelada com vanilina sulfurica, com o objetivo
de detectar saponinas, utilizou-se uma fase méovel bem mais polar do
que a utilizada para a deteccdo de alcaloides, sendo assim pode-se
claramente visualizar que as folhas de capim-annoni apresentam

maior concentracdo de compostos polares em relagdo a raiz (Figura 5).
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FBr RBr URS

Figura 5 — Placa cromatografica para detec¢do de saponinas em capim-annoni. FBr:
extrato bruto de folha; RBr: extrato bruto de raiz; URS: acido ursélico
(SQR). Fase movel: acetona:tolueno:acido féormico (30:30:10).
Revelador: vanilina sulfurica. Passo Fundo, janeiro de 2013. Foto do
autor.

3.1.2 Validagdo do método cromatografico

A validagdo ¢ uma ferramenta capaz de demonstrar, por
meio de estudos experimentais, que o método € apropriado para a fina-
lidade a que se destina, garantindo a confiabilidade dos resultados
obtidos (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Os espectros obtidos em espectrofotometro na faixa de

200 a 500 nm mostraram o maximo de absor¢cao em 280 nm para os
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acidos fenodlicos e 274 nm para cumarina. De acordo com isso,
determinaram-se os comprimentos de onda a serem monitorados nos
métodos cromatograficos.

O sistema de eluicdo que permitiu a melhor resolugdo dos
picos referentes aos acidos fenolicos, para os quais desenvolveu-se um
sistema de deteccdo simultdneo, foi acetonitrila e dgua (pH 3,4)
(25:75, v/v), com um fluxo de 1,0 mL min’! (Figura 6). Para cumarina,
a fase mével mais adequada foi acetonitrila e agua (pH 3,4) (55:45,
v/v), com fluxo de 1,0 mL min™ (Figura 7). Nas condi¢des otimizadas,
o tempo de retencdo de cada composto foi o seguinte: 4acido cafeico
(5,36 min) acido fertlico (5,73 min), acido p-cumarico (8,21 min),

acido vanilico (7,61 min) e cumarina (4,59 min).

1003

7.61 min

8,21 min

5,73 min

acido feralico

603

Absorbance (mAU)
acido cafeico
acido vanilico

dcido p-cumirico

LN S S S S S S S S B S S B S S S S B B S S B S B B S B S S S B S |
8

2 ; 10
I'ime (min)

Figura 6 — Cromatograma obtido com as SQRs acido cafeico, fertlico, p-cumarico
e vanilico na concentragdo de 50 ug.mL™'. Passo Fundo, maio de 2013.
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Figura 7 — Cromatograma obtido com a SQR cumarina na concentragdo de 50
pg.mL". Passo Fundo, maio de 2013.

Apos a determinacdo das melhores condigdes
cromatograficas, o método foi validado, a fim de atingir as exigéncias
das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados

(BRASIL, 2003).

3.1.2.1 Seletividade

A seletividade avalia o grau de interferéncia de outros
compostos com propriedades similares que possam estar presentes e
garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse (VESSMAN et al, 2001). Se a seletividade ndo for
assegurada, a linearidade, a precisdo e a exatiddo estardo seriamente
comprometidas. Por isso, este pardmetro ¢ o primeiro passo no
desenvolvimento e validagdao de um método (RIBANI et al., 2004).

Os resultados provenientes da avaliacdo da pureza do pico
asseguraram a seletividade do método, considerando que todos os
valores encontraram-se entre 1 e 1,5, conforme exigido pelo programa

Chromera Flexar (Figura 8 ¢ 9).
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Figura 8 — Pureza dos picos das SQRs acido cafeico, ferulico, p-cumarico e
vanilico, verificada pelo detector de arranjo de diodos (PDA) e

calculada pelo programa Chromera Flexar. Passo Fundo, maio de
2013.
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Figura 9 — Pureza do pico da SQR cumarina, verificada pelo detector de arranjo de

diodos (PDA) e calculada pelo programa Chromera Flexar. Passo
Fundo, maio de 2013.

3.1.2.2 Linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacédo (LQ)

A linearidade corresponde a capacidade do método em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentragdo da
substdncia em exame, dentro de uma determinada faixa de aplicagdo
(ICH, 2005). Usando o método de regressdo linear, além dos
coeficientes de regressdo a e b, também ¢ possivel calcular o
coeficiente de correlagdo r. Este parametro permite uma estimativa da

qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a
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dispersdao do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza
dos coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al., 2004).

A linearidade foi calculada para as solu¢des das SQRs no
intervalo de 40-200 ug.mL"'. As equagdes obtidas na regressio linear
confirmaram a existéncia de uma relagdo linear entre as areas e as
concentragdes pré-estabelecidas, com coeficiente de correlagdo
superior a 0,99 (Tabela 4), atendendo as exigéncias da ANVISA e do
ICH, que recomendam um coeficiente de correlacdo igual ou superior
a 0,99 (BRASIL, 2003; ICH, 2005), e do Inmetro, que exige um valor
acima de 0,90 (INMETRO, 2003).

Tabela 4 - Equacgdes lineares e coeficientes de correlagdo das SQRs
Coeficiente de

SQR Equacao linear

correlacdo
acido cafeico y =53947x - 142669 0,9998
acido fertilico y =34188x - 19192 0,9996
acido p-cumarico y =54331x - 210570 0,9992
acido vanilico y=78391x - 11883 0,9998
cumarina y =76336x + 393699 0,9981

Os limites de detec¢ao e quantificagao indicam a adequada
sensibilidade dos métodos (Tabela 5). O limite de deteccdo representa
a menor concentragcdo da substiancia em exame que pode ser detectada,
mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental. O limite de quantificagdo representa a
menor concentracdo da substdncia em exame que pode ser medida,
utilizando um determinado procedimento experimental (BRASIL,

2003; ICH, 2005; INMETRO, 2003).
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Tabela 5 - Limites de deteccdo e quantificagdo dos métodos para cada

SQR
SQR Limite de deteccao Limite de quantificagdo
(ug.mL")

acido cafeico 2,96 8,97

acido ferualico 6,82 20,67

acido p-cumarico 1,92 5,8

acido vanilico 0,49 1,47
cumarina 6,47 19,60

3.1.2.3 Exatidao e precisao

A precisdio do método significa que ele apresenta
concordancia, ou seja, pequena dispersdo entre resultados de leitura de
uma mesma amostra. A exatiddo representa o grau de concordancia
entre resultados individuais em um mesmo ensaio, ou ensaios
independentes, em relagdo a um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (ICH, 2005).

A exatidao (Tabela 6) mostrou valores com percentual de
recuperagdo adequado para o estudo (proéximos a 100%). Da mesma
forma, a precisdo intra-dia apresentou valores de desvio padrdo
relativo dentro do critério de aceitacdo de até 5% (BRASIL, 2003;
ICH, 2005) (Tabela 7). Portanto, as metodologias desenvolvidas

caracterizam-se como exatas e precisas.
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Tabela 6 - Exatiddo das SQRs

SQR Concc?n.tragéo Concgntraqéo Exatidio®
tedrica experimental
(ug.mL™) (ug.mL™) (%)
100 102,88 102,88
acido cafeico 140 146,28 104,49
180 184,57 102,54
100 103,45 103,45
acido ferualico 140 147,07 105,05
180 185,86 103,26
100 101,27 101,27
acido p-cumarico 140 143,43 102,45
180 181,87 101,04
100 103,41 103,41
acido vanilico 140 147,44 105,31
180 186,36 103,53
100 104,41 104,41
cumarina 140 150,43 107,45
180 188,0 104,99
*expressa em % de recuperagio
Tabela 7 - Precisdo intra-dia das SQRs
SQR Conce’:n.trac;ﬁo Conceptragﬁo DPR*
teorica experimental
(ug.mL™) (ug.mL™) (%)
acido cafeico 200,00 199,82 0,91
acido ferualico 200,00 204,57 1,06
acido p-cumarico 200,00 200,27 1,03
acido vanilico 200,00 201,00 1,88
cumarina 200,00 197,03 0,38

* Desvio padrao relativo

3.1.2.4 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este
apresenta frente a pequenas variagoes. Um método ¢ considerado
robusto se ndo alterar sua resposta quando submetido a pequenas

modificacdes em seus parametros (INMETRO, 2003). As pequenas
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modificagdes propostas nas condi¢des cromatograficas de pH e fluxo
da fase movel ndo alteraram a resposta do método e as concentragdes
das SQRs. Os valores de percentual de recuperacao foram adequados
para o estudo (ICH, 2005), demonstrando a robustez do método
(Tabela 8).

Tabela 8 — Condi¢des cromatograficas e faixas investigadas durante o
teste de robustez para as SQR

SQR (% de recuperagao)

acido acido acido p- acido  Cumarina
cafeico  ferulico cumarico vanilico
Fluxo 0,98 88,7 90,2 89,5 92,2 100,1
(mL min™) 1,02 90,5 90,1 91,7 89.9 96,4
pH da fase 3,37 100,0 90,9 102,7 101,3 99,0
movel 3,43 100,4 90,2 101,5 91,8 99,1

3.1.3 Anélise fitoquimica por CLAE

A analise por CLAE permitiu identificar a presenca dos
acidos cafeico, feralico, vanilico e p-cumarico tanto em folhas quanto
em raizes de capim-annoni (Figura 10). Excetuando o acido ferulico,
que teve maior concentragdo em raiz, os demais mostraram-se em
maior quantidade na folha (Tabela 9). Os cromatogramas obtidos com
os extratos indicam também a presenga de dois picos majoritarios com
caracteristica bem polar, tanto em folhas quanto em raizes de capim-
annoni, com tempos de reten¢do de 2,18 e 3,37 minutos (Figura 10).
Estes picos estdo em maior magnitude na folha, apontando uma maior
quantidade de compostos polares neste 6rgao quando comparada a

raiz.
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Figura 10 — Perfil cromatografico de folhas (A) e raizes (B) de capim-annoni para
detec¢do de acidos fenolicos. Passo Fundo, maio de 2013.

A cumarina foi detectada em folhas e raizes do capim-
annoni (Figura 11), estando em igual concentragdo em ambos os
orgios (Tabela 9). A catequina e a epicatequina foram observadas
apenas em folhas de capim-annoni (Figura 12 e Tabela 9). Por meio
da CLAE, ndo foi observada a presenca dos alcaloides gramina e
hordenina, dos flavondis rutina, canferol, quercetina e do acido gélico

nos extratos testados.
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Figura 11 — Perfil cromatografico de folhas (A) e raizes (B) de capim-annoni para

deteccao de cumarina. Passo Fundo, maio de 2013.
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Figura 12 — Perfil cromatografico de folhas de capim-annoni para detecgdo de

catequina e epicatequina. Passo Fundo, maio de 2013.
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Tabela 9 — Concentracdo dos compostos encontrados em folhas e
raizes de capim-annoni

Folha Raiz
SR T mg.g"' MS-mmommeeeeee
acido caféico 0,19 A 0,07 B
acido ferulico 0,06 B 0,18 A
acido p-cumarico 0,94 A 0,34 B
acido vanilico 0,42 A 0,05B
Catequina 9,56 A 0,00 B
Epicatequina 422 A 0,00 B
cumarina 0,09 A 0,09 A

Médias seguidas por letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

3.2 Discussao

O resultado positivo para alcaloides nos testes gerais e
CCD e o resultado negativo por meio da CLAE se explica pelo fato de
que os dois primeiros testes consideram a classe dos alcaloides,
enquanto que na CLAE foram testadas apenas duas substancias
quimicas isoladas pertencentes a este grande grupo. Embora os dois
alcaloides testados sdo os aleloquimicos mais comumente encontrados
nas gramineas, ndo estdo presentes no capim-annoni, sugerindo a
presenca de outros alcaloides nesta espécie e a necessidade de
identificar essas substancias e sua relagdo com a alelopatia da planta.

A presenca de flavonoides, verificada pelos testes gerais
de identificagdo, ndo pode ser visualizada claramente através da CCD,
provavelmente devido a presenga simultdnea de muitos outros
compostos nos extratos. O que pode ser afirmado ¢ que o capim-
annoni nao possui os flavonoides rutina, canferol e quercetina, ja que

estes compostos ndo foram detectados através da CLAE.
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Os taninos foram identificados pelos testes gerais e, por
meio da CLAE, observou-se a presenga de monomeros de taninos
catequina e epicatequina em folhas de capim-annoni. Na CCD,
visualizou-se a presenca de compostos fenolicos, o que pode indicar a
presenga de taninos.

Os resultados positivos para saponinas, tanto nos testes
gerais quanto na CCD, indicam que este grupo merece ser melhor
investigado no capim-annoni, inclusive por CLAE, tendo em vista que
as saponinas sdao aleloquimicos que atuam na reducdo da atividade
respiratoria devido a baixa difusdo de oxigénio através do tegumento,
inibindo a germinagdo e o crescimento das plantas (MARASCHIN-
SILVA & AQUILA, 2005).

Dentre os grupos quimicos identificados neste estudo, os
acidos fenolicos sao os aleloquimicos mais comuns nas plantas (LI et
al., 2010) e os mais importantes compostos em invasoras (EL-
KHATIB et al., 2004). Acidos fendlicos ja foram responsabilizados
pelo potencial alelopatico de outras gramineas, como Brachiaria
mutica (Forssk.) Stapf. (CHOU, 1989), sorgo (Sorghum bicolor L.)
(GUENZI & MCCALLA, 1966), arroz (Oriza sativa L.) (CHOU,
1989); B. humidicola (Rendle) Scheick. (ALVES & SOUZA FILHO,
2002) e Kikuio (Pennisetum clandestinum Hochst) (CHOU, 1989).

Os acidos fenolicos, principalmente o acido p-cumdrico,
inibem a germinagdo e crescimento das plantas (ALVES & SOUZA
FILHO, 2002). Esses compostos diminuem a permeabilidade da
membrana, inibem a absorcdo de nutrientes, o alongamento da raiz,
divisao celular, mudancgas celulares ultra-estruturais e o metabolismo

de lipidios (BALERONI et al., 2000), reduzem o contetido de clorofila
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e taxa fotossintética (LI et al., 2010) e alteram o nivel do &cido
indolacético (AIA) (ENHELIG, 1986). Os acidos ferulico e p-
cumarico aumentam o nivel de peroxido de hidrogénio e a atividade
da peroxidase (POLITYCKA et al., 2004).

A quantidade de acido fertlico encontrada nas raizes de
capim-annoni (0,18 mg.g”" MS) ¢ semelhante a quantidade do mesmo
composto (0,1 mg.g”"' MS) em mostarda-preta (Brassica nigra L.), que
causou efeito inibitério na germinag¢do e crescimento das plantas
conforme descrito por Al-Sherif et al. (2013). Estes mesmos autores
descreveram que uma quantidade de 0,06 mg.g” MS de 4cido cafeico
e 0,02 mg.g"' MS de acido p-cumarico foram necessarias para inibir a
germinagdo e o crescimento de plantulas, quantidades estas menores
do que as encontradas em folhas e raizes do capim-annoni (Tabela 9),
sugerindo assim que as quantidades desses acidos nos extratos de
capim-annoni estariam em concentragdes suficientes para causar
efeito alelopatico.

As cumarinas inibem a germinag¢do de sementes (RICE,
1984), o crescimento de raiz e parte aérea (HIERRO & CALLAWAY,
2003), a fosforilagdo oxidativa (RAZAVI, 2011) e tem efeito na
sintese de ATP (MATA et al., 1998). Além disso, limitam a producao
de pelos radiciais, o que, consequentemente muda a condi¢ao hidrica
da planta, afetando a area foliar e a abertura e fechamento dos
estomatos (KRUSE et al., 2000; COLPAS et al., 2003; SANTOS et
al., 2004). Em extratos de araticum (Annona glabra L.), a
concentragdo de 0,039 mg.g'1 MS de cumarina inibiu o comprimento
do coledptilo de trigo (Triticum aestivum L.) (MATSUMOTO et al.,

2010). Como a concentracdo de cumarina descrita em araticum ¢
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menor que a encontrada neste trabalho (0,09 mg.g’ MS), sugere-se
que a quantidade desta substancia no capim-annoni poderia contribuir
com o potencial alelopatico da planta.

A catequina inibe a germinacdo de sementes, mas em
maior magnitude prejudica o desenvolvimento da radicula e do
hipocotilo, enquanto que a epicatequina inibe mais a germinagdo das
plantas do que o desenvolvimento (LOBO et al., 2008). Além de inibir
a germinagdo € o crescimento, a catequina estimula a producgdo de
espécies reativas de oxigénio (BAIS et al., 2003). Lobo et al. (2008)
demonstram que uma quantidade de 5 mg de catequina e epicatequina
foi suficiente para causar efeito alelopatico. Neste trabalho uma
concentragdo proxima a esta foi encontrada em folhas de capim-
annoni para catequina (4,22 mg.g”' MS) e uma concentra¢io maior de
epicatequina (9,56 mg.g’ MS) (Tabela 9), sugerindo que estas
substancias também podem contribuir com o potencial alelopatico da
planta.

Os resultados encontrados neste trabalho sdo tteis para o
entendimento da diferente atividade alelopatica entre folhas e raizes
de capim-annoni. Excetuando a concentracao de acido ferulico, que
foi maior em raiz do que em folha, e a cumarina, que foi igual para os
dois 6rgdos, os demais compostos estdo em maior quantidade ou estdo
presentes somente nas folhas do capim-annoni. Portanto, o maior
efeito alelopatico das folhas (FAVARETTO et al, 2011) seria
justificado pela presenca e quantidade destes compostos. De acordo
com Reinhardt & Bezuidenhout (2001), folhas parecem ser as mais
consistentes fontes de quimicos envolvidos na fitotoxicidade,

enquanto poucas € menos potentes toxinas ocorrem nas raizes. A
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maior quantidade de dacidos fendlicos na folha, evidenciado pela
CLAE, além do perfil cromatografico demonstrado nas CCDs e
CLAE, indicam que a folha possui maior quantidade de compostos
polares, enquanto a raiz tem maior quantidade de compostos apolares.
Hé evidéncias de que extratos de carater mais polar sdo mais eficazes
na inibicdo da germinacdo e crescimento das plantas, ou seja, sdo mais
alelopaticos (BELINENO et al., 2008; SANTOS et al., 2011).
Portanto, o carater mais polar da folha de capim-annoni poderia
explicar sua maior atividade alelopatica comparada com a da raiz.
Todos os aleloquimicos identificados neste trabalho
possuem efeito na germinagdo e crescimento das plantas. Os extratos
de capim-annoni utilizados nos trabalhos de alelopatia afetaram
justamente estes dois parametros (FAVARETTO et al., 2011;
FERREIRA et al., 2008), por isso supde-se que os aleloquimicos aqui
identificados sdo responsaveis ou contribuem para o efeito alelopatico
da planta. A fim de comprovar isto, se torna necessario testar a
atividade alelopatica dos compostos isolados da planta e ainda,
prosseguir com as investigagdes fitoquimicas a fim de isolar e
identificar novos compostos, considerando que os cromatogramas

apresentaram picos majoritarios desconhecidos.
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4 CONCLUSOES

Testes gerais de identificagdo e CCD em capim-annoni
indicam a presenc¢a de compostos pertencentes a classe dos alcaloides,
saponinas e flavonoides em folhas e raizes de capim-annoni e taninos
somente em folhas.

O método analitico proposto para a determinacdo dos
acidos cafeico, ferulico, p-cumarico, vanilico e da cumarina por
CLAE ¢ seletivo, linear, exato, preciso e robusto.

A CLAE evidencia a presenc¢a dos acidos cafeico, ferulico,
vanilico e p-cumadrico, cumarina, catequina ¢ epicatequina em
concentragdes variaveis de acordo com o orgdo da planta. Tais
compostos podem estar relacionados com a atividade alelopatica dessa
graminea.

A maior concentragdo de compostos e a presenca de
compostos mais polares na folha podem explicar o maior efeito

alelopatico deste 6rgao da planta.
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CAPITULO 111

CARACTERES ANATOMICOS E HISTOQUIMICOS DE
CAPIM-ANNONI (Eragrostis plana Nees)

Adriana Favaretto'

RESUMO - Este estudo constitui o primeiro relato de caracteres
anatomicos e histoquimicos do capim-annoni, a principal invasora das
pastagens naturais do sul do Brasil. Folhas e raizes foram coletadas,
fixadas em FAA 70, seccionadas, coradas e fotografadas em
microscopio Optico. Cortes manuais foram realizados a partir do
material fresco e submetidos a reagentes especificos para determinar
lipidios, fendis, taninos, lignina, alcaloides e amido. As folhas sdo
anfiestomaticas, com estomatos paraciticos, epiderme com células
lignificadas, estrutura Kranz, feixes vasculares colaterais de dois
tamanhos e tricomas tectores, unisseriados, cristalinos e em forma de
agulha. A raiz ¢ poliarca e apresenta lacunas de ar no parénquima
cortical, formando aerénquima. A endoderme possui espessamento em
forma de “U” e a medula parenquimatica tem células com plastidios
armazenadores de amido. Folhas e raizes apresentam lipidios, fenois,
lignina e alcaloides; amido foi observado somente na raiz. Caracteres
anatomicos e histoquimicos do capim-annoni sugerem caracteristicas
adaptativas que podem explicar sua persisténcia sob estresses bioticos

e abiobticos.

! Bidloga, mestranda do Programa de Pos Graduagio em Agronomia (ppgAGRO) da
FAMV/UPF, area de concentracdo em Produgdo Vegetal.
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Palavras-chave: aerénquima, amido, invasora.

ANATOMICAL AND HISTOCHEMICAL TRAITS OF TOUGH
LOVEGRASS (Eragrostis plana Nees)

ABSTRACT - This paper constitutes the first report of histochemical
and anatomical traits of tough lovegrass, the main invasive plant of the
natural pastures of the Southern Brazil. Leaf blades and roots were
collected, fixed in FAA 70, sectioned, stained and photographed in
light microscope. Manual cuts were performed from the fresh material
and subjected to specific reagents to determine lipids, phenols,
tannins, lignin, alkaloids and starch. The leaves are amphistomatic,
with paracytic stomata, epidermis with lignified cells, Kranz structure,
collateral vascular bundles of two sizes, and non-glandular, uniseriate,
crystalline and needle-shaped trichomes. The roots are polyarc, with
air gaps on the cortical parenchyma, forming the aerenchyma; the
endoderm has “U” shaped thickening and pith parenchymatic has cells
with starch storage plastids. Leaves and roots present lipids, phenols,
lignin and alkaloids; starch was observed only in the root. Anatomical
and histochemical traits of the tough lovegrass suggest adaptive

features that can explain its persistence under biotic and abiotic stress.

Key-words: aerenchyma, invasive, starch.
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1 INTRODUCAO

O capim-annoni (Eragrostis plana Nees) é a principal
invasora das pastagens naturais do sul do Brasil, especialmente
aquelas sujeitas a elevada pressdo de pastejo, pois tolera solos
compactados e pisoteio. Além disso, possui sistema radicial
ramificado e profundo, o que dificulta ainda mais sua erradicagdo
(MEDEIROS & FOCHT, 2007). Esses atributos explicam a elevada
contaminagdo ambiental dessa espécie nas pastagens naturais, o que
ameaca toda a biodiversidade dos campos sulinos.

O efeito alelopatico do capim-annoni (FAVARETTO et
al., 2011) é um dos fatores que contribui para sua expansdo, pois afeta
negativamente o crescimento das demais espécies. Compostos do
metabolismo secundario como taninos, glicosideos cianogénicos,
alcaloides, flavonoides, acidos fendlicos e saponinas sdo os mais
comumente encontrados em plantas alelopaticas (KING & AMBIKA,
2002). Embora cerca de 100 mil compostos oriundos de plantas
tenham sido determinados, as fontes de metabodlitos secundarios sdo
inesgotaveis, sendo que apenas cerca de 15% das espécies foram
estudadas quanto ao perfil fitoquimico (YUNES & CECHINEL
FILHO, 2001). O capim-annoni encontra-se entre as 85% de espécies
ainda ndo estudadas.

Caracteres anatomicos, os quais podem estar relacionados
com a adaptacao do capim-annoni as condi¢des adversas de clima e
solo, também nao sdo conhecidos. A elucidagdo de aspectos referentes
a anatomia ¢ fundamental para subsidiar pesquisas aplicadas ao

controle dessa invasora. Enquanto que a abordagem fitoquimica,
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embora rara em pesquisa de alelopatia, pode ser util para localizar e
identificar os aleloquimicos presentes na planta. Este estudo analisou
anatomica e histoquimicamente folhas e raizes do capim-annoni, a fim
de subsidiar estudos ecofisioldogicos e quimicos dessa importante

invasora.



82

2 MATERIAL E METODOS

Folhas e raizes foram coletadas de plantas de uma
populagdo espontanea de capim-annoni, presentes numa area de 100
mz, localizada em Passo Fundo, RS, em outubro de 2012. Uma
exsicata dessa populagdo foi depositada no herbario da UPF (RSPF)
sob niimero 11832. O solo da area apresentou os seguintes atributos:
teor de argila: 40,7%; pH em agua: 5,3; P: 6,6 mg.dm'3; K: 164
mg.dm'3; matéria organica: 3,7%; Al: 0,3 cmolc.dm'3; Ca: 4,2
cmolc.dm'3; Mg: 1.9 cmolc.dm'3; CTC: 15,2 cmolc.dm'S; saturagao de
bases: 43%,; saturagdo de Al: 4%; saturagdo de K: 2,8%. S: 10,0
mg.dm'3; Mn: 30,9 mg.dm'3; Bo: 0,5 mg.dm'3; Zn: 1,20 mg.dm'S; Cu:
2,1 mg.dm>. O clima da regido é subtropical do tipo Cfa, com
temperatura média anual de 18,4 °C.

Para analise anatdmica, foram coletadas, aleatoriamente,
cinco plantas adultas, em estddio vegetativo e com tamanho similar.
Estas plantas foram separadas em parte aérea e raiz e, entdo, fixadas
em FAA 70 (formaldeido, acido acético glacial, etanol 70° GL; 5:5:90,
v/v) por 48 horas, com posterior armazenamento em etanol 70%
(JOHANSEN, 1940). Foram retiradas de cada planta a tltima folha
totalmente expandida e a raiz mais longa. Dessas partes foram
realizados, manualmente, cortes transversais da sua por¢ao mediana,
seguido de submersdo por aproximadamente cinco minutos em
solu¢@o de hipoclorito de sodio comercial diluido a 20%. O material
foi corado com fucsina bésica e azul de alcian para evidenciar paredes

lignificadas e celuldsicas, respectivamente. As laminas foram
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montadas em glicerina 50% e analisadas em microscopio Optico
Olympus CX31.

Para a analise histoquimica, foram realizados cortes
manuais do material fresco utilizando a por¢ao mediana da ultima
folha totalmente expandida e da raiz mais longa de cinco de plantas de
capim-annoni. Os cortes foram submetidos a reagentes especificos
para determinar os grupos quimicos: Sudan III foi utilizado para
lipidios totais, cloreto férrico para fendis, vanilina 5% para taninos,
floroglucina para lignina, reagente de Draggendorf para alcaloides e

lugol para amido (ASCENSAO, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anéalise anatdmica

A lamina foliar do capim-annoni possui epiderme
unisseriada, cujas células apresentam paredes periclinais externas
espessadas e lignificadas (Figura 1). O espessamento e lignificacao
limitam a digestdo da parede celular (AKIN, 1989) e esta ¢ uma das
razdes da baixa qualidade nutricional e rejei¢do do capim-annoni
pelos animais (ZENNI & ZILLER, 2011), o que contribui para sua
persisténcia nas pastagens. Além disso, a lignificagdo das células
epidérmicas, por proporcionar rigidez e impermeabilidade, tem
influéncia nas propriedades tensoras da folha que, por sua vez, tem
correlagdo com as relagdes hidricas, tolerancia a seca e injarias
mecanicas (BALSAMO & ORKWISZEWSKI, 2008).

O capim-annoni tem folhas rigidas e que se dobram ao
meio, junto a nervura central. Essa caracteristica ¢ uma adaptagdo da
tribo Eragrostideae a condigdes estressantes, porque a folha, ao se
dobrar ou se enrolar, mantém a epiderme abaxial exposta, ao passo
que a epiderme adaxial protege internamente os estomatos, reduzindo
a transpiragdo excessiva (RENVOIZE, 1983). Comparando espécies
de Eragrostis spp., as quais apresentam distinta tolerancia a
deficiéncia hidrica, E. curvula (tolerante), E. tef (Zucc.) Trotter
(moderadamente tolerante) ¢ E. capensis (Thunb.) Trin. (ndo
tolerante), Balsamo et al. (2006) sugeriram uma positiva correlagdao
entre a arquitetura interna da folha, tensdo e propriedades quimicas da

parede celular com a tolerancia a desidratagao.
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Figura 1 - Seccdo transversal da folha de capim-annoni. A: folha inteira. B: feixe
vascular evidenciando estrutura Kranz. C: quilha. Cb = células
buliformes; Eb = epiderme abaxial; Ed = epiderme adaxial; Ee =
extensdo esclerenquimatica; Ep = extensao parenquimatica; F = floema;
Fg = feixes vasculares de tamanho grande; Fp = feixes vasculares de
tamanho pequeno; Kr = estrutura Kranz; Tt = tricomas tectores; X =
xilema. Passo Fundo, janeiro de 2013. Fotos do autor.

As folhas do capim-annoni sdo anfiestomaticas, com
ocorréncia de estdmatos paraciticos, como foi verificado em E.
tremula (S.W. Beauv) (OGIE-ODIA et al., 2010). Nas gramineas ¢
comum a presenca de estdmatos em ambas as faces da lamina foliar,
geralmente em duas fileiras na face abaxial e adaxial, sendo alternados
com as cé¢lulas interestomatais na face abaxial. A face adaxial da folha

apresenta sulcos ao longo de sua extensdo (Figura 1A), onde se
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localizam as células buliformes ladeadas pelos estomatos (Figura 1B).
Sanchez & Koch (1998), ao analisarem quarenta espécies de
Eragrostis no México, observaram distintos padrdes quanto a este
atributo. Estas cé€lulas sdo responsaveis pelo enrolamento da folha e
em condi¢des desaforaveis de suprimento hidrico reduzem a area de
transpiragdo. Em E. capensis, espécie ndo tolerante a deficiéncia
hidrica, as células buliformes se encontram em varios estratos
espessos € sao um dos maiores componentes da lamina foliar, em
relagdo as espécies mais tolerantes a seca (E. curvula e E. tef)
(BALSAMO et al., 2006). A presenca de profundas cavidades na face
adaxial, e as vezes na face abaxial, com estdmatos, microtricomas,
papilas e tricomas pontiagudos foi relatada por Renvoize (1983) para
Eragrostideae. Os tricomas do capim-annoni (Figura 1B) sdo tectores,
unisseriados, cristalinos ¢ em forma de agulha, confirmando as
caracteristicas descritas para a tribo. No entanto, a localizagdao destes
tricomas ¢ na face adaxial das folhas de capim-annoni, ao contrario do
que ¢ relatado por Ingram (2010) para o género Eragrostis. A
presenca dos tricomas pode ser interpretada como protecao dos
estOmatos, ¢ até mesmo do mesofilo, contra o excesso de calor e,
ainda, no isolamento e reflexao da luz (FAHN, 1990).

No mesofilo, que ¢ composto por parénquima clorofiliano,
as células sdo dispostas radialmente em torno dos feixes (anatomia
Kranz), com endoderme interna (bainha do feixe) (Figura 1B). Todas
as espécies de Eragrostis exibem anatomia Kranz, exceto E. walteri
Pilg., da Africa do Sul, que possui anatomia C3 (ELLIS, 1984). A
presenga de anatomia Kranz nas plantas contribui para o menor

consumo pelos animais, pois a digestdo da bainha do feixe vascular ¢
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lenta ou incompleta, devido a sua parede celular espessada. Isto
dificulta o acesso dos microrganismos ruminais aos nutrientes no
interior das células, que contém mais de 50% das reservas de
carboidratos e proteinas da folha (WILSON, 1994).

Os feixes vasculares do capim-annoni sao do tipo colateral
e apresentam-se de dois tamanhos distintos: grandes e pequenos
(Figura 1A). Nas gramineas tropicais, a epiderme encontra-se
firmemente aderida ao resto da folha por uma estrutura em forma de
viga, formada por por¢des do esclerénquima, pela bainha do feixe
vascular e pelo proprio feixe vascular. Essa estrutura pode ser
classificada como viga em forma de “I” ou em forma de “T”
(WILSON, 1994). No capim-annoni, os feixes grandes e os dois
ultimos feixes de cada lado da asa possuem viga em forma de “I”, ou
seja, tem extensdo esclerenquimatica da bainha tanto para a face
abaxial quanto para a adaxial, enquanto que os feixes pequenos
possuem viga em forma de “T”, ou seja, extensdo esclerenquimatica
da bainha apenas para a face adaxial (Figura 1A). A estrutura de viga
em forma de “T” foi verificada por Ingram (2010) em outras espécies
de Eragrostis, como E. dielsii Pilg., E. japonica (Thunb.) Trin. e E.
sessilispica Buckl. e foi utilizada como um dos critérios para
diferencia-las taxonomicamente das demais espécies do género. A
estrutura de viga dificulta o desprendimento da epiderme do restante
da folha, resultando em maior resisténcia da planta aos danos
mecanicos, quimicos e a digestdo pelos ruminantes, devido ao
espessamento e lignificagdo das células epidérmicas (PACIULLO,
2002), além da diminui¢do dos espagos na lamela média. A resisténcia

a digestao ¢ maior em espécies que apresentam viga em forma de “I”,
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relativamente aquelas que apresentam viga em forma de “T”
(WILSON, 1994). As vigas de esclerénquima na tribo Eragrostideae
sao modificacdes foliares com vistas a adaptacdo a extremos
climaticos (RENVOIZE, 1983). Na quilha observou-se de 3 a 12
feixes vasculares. Somente o feixe central possui extensdo de células
parenquimaticas na face adaxial e os demais possuem extensdo
esclerenquimatica da bainha na face abaxial (Figura 1C).

A raiz ¢ poliarca (Figura 2A), com epiderme unisseriada e
exoderme lignificada (Figura 2B). O parénquima cortical possui
grandes lacunas de ar, formando o aerénquima (Figura 2B). A
endoderme tem espessamento em “U” (Figura 2C). A medula
parenquimatica possui células com plastidios armazenadores de amido
(Figura 2D), caracteristica que ndo ¢ comum nas demais espécies da
familia Poaceae. Desta forma, a estrutura anatomica da raiz do capim-
annoni, com presenca de aerénquima e reservas de amido, pode ser
um dos caracteres que confere a excelente adaptagdo a solos pobres,
compactados, bem como tolerancia a geada e resisténcia a herbivoria.
O capim-vetiver (Vetiveria zizanioides L. Nash), que possui sistema
radicial similar ao do capim-annoni, com aerénquima e medula
armazenadora de amido (DELISTOIANOV & TOLEDO, 1960), ¢
uma espécie capaz de suportar extremos climaticos: secas, longos
periodos de inundagdo, temperaturas de -10 a 48 °C, acidez do solo e

alcalinidade (MICKOVSKI & VAN BEEK, 2009).



89

Figura 2 - Secc¢do transversal da raiz de capim-annoni. A: raiz inteira. B:
detalhe do aerénquima; En = endoderme; Ep = epiderme; Ex =
exoderme; F = floema; Mp = medula parenquimatica; X = xilema.
Passo Fundo, janeiro de 2013. Fotos do autor.

3.2 Andlise histoquimica

A reacdo para deteccdo de lipidios totais evidenciou a
presenga desses compostos na cuticula das folhas (Figura 3A). Na
raiz, lipidios foram verificados na exoderme e na endoderme (Figura
4A). Dos compostos fenolicos avaliados, a reacdo foi positiva em
folha e raiz para fenoéis e lignina e negativa para taninos (Tabela 1).
Na folha, fenois foram observados nas células da bainha e do
parénquima pali¢adico, enquanto que a lignina foi detectada nas fibras

que envolvem os feixes vasculares e nos elementos de vaso (Figura
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3C e 3D). Na raiz houve ocorréncia de fendis nos espacos
intercelulares da medula e de lignina junto aos feixes vasculares

(Figura 4B).

Tabela 1 - Histoquimica de folhas e raizes de capim-annoni

Grupo metabolico Orgio Resultado
g L. . Folha +
Lipidios Lipidios totais Raiz N
Fenois Folha *
Raiz +
Compostos . Folha -

L Taninos .

fenolicos Raiz -
Lignina Folha *
& Raiz +
) Folha +
Alcaloides Raiz N
. . Folha -
Glicidios Amido Raiz N

+ (presencga); - (auséncia).
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Figura 3 — Testes histoquimicos em folhas de capim-annoni. A: detec¢ao de lipidios.
B: deteccao de alcaloides. C: deteccao de fenodis. D: deteccdo de lignina.
Passo Fundo, janeiro de 2013. Fotos do autor.

Os compostos fenolicos estao relacionados a protecao da
planta quanto ao dessecamento e a herbivoria (DANIEL et al., 1999).
Os fenois atuam na protegdo das estruturas celulares contra o excesso
de radiagdo ultravioleta e na manutencao da integridade do protoplasto
em situagdes de estresse hidrico (TAIZ & ZEIGER, 2013). A lignina,
que ¢ um composto fendlico, ¢ considerada substincia resistente aos
patdgenos e ainda reduz a digestibilidade da matéria seca (SILVA et

al., 2005).
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Figura 4 — Testes histoquimicos em raizes de capim-annoni. A: deteccdo de
lipidios. B: deteccdo de lignina. C: detecgdo de amido. D: detecgdo de
alcaloides. Passo Fundo, janeiro de 2013. Fotos do autor.

A reacgdo para detec¢do de alcaloides foi positiva na folha
e na raiz (Tabela 1), evidenciando a presenga destes compostos junto
aos feixes vasculares de ambos os 6rgaos (Figuras 3B e 4D). Em E.
tremula P. Beauv, a presenga de alcaloides também foi verificada
(OGIE-ODIA et al., 2010). Muitos alcaloides tem fungdao de defesa
contra herbivoros (TAIZ & ZEIGER, 2013), além de possuir potencial
alelopatico (KING & AMBIKA, 2002).

A reagdo para detecgdo de amido na folha foi negativa. No
entanto, na raiz, o teste com lugol detectou esse carboidrato na regidao
da medula (Figura 4C), o que também foi observado na andlise

anatomica. Nos amiloplastos de tecidos nao-fotossintetizantes, como
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as raizes, o amido ¢ acumulado por periodos prolongados e
mobilizado quando necessario para o crescimento (ONG et al., 1994).
Carboidratos de reserva sdo usados para suportar a respiracdo e
crescimento quando a area foliar e a fotossintese diminuem apds um
corte, € sdo convertidos em sacarose e translocados para 4reas
meristematicas em crescimento (NELSON, 1995).

Com excecdo desse carboidrato, para o qual houve
auséncia em folha e presenca em raiz, ndo houve diferenca entre tais
orgdos quanto aos grupos quimicos detectados pela andlise
histoquimica. No entanto, pesquisas indicaram que extratos de folhas
foram mais danosos as plantulas de trevo-branco (Trifolium repens L.,
Fabaceae) em relagdo ao extrato de raizes (FAVARETTO et al.,
2011). Isso induz a hipdtese de que as concentragdoes dos
aleloquimicos sejam distintas nesses o0rgdos, indicando a importancia
da sua quantificagdo. A continuidade de trabalhos relacionados a
fitoquimica do capim-annoni ¢ importante para determinar os grupos
quimicos nesta graminea. Devido a variedade de atuagdo dos
compostos com propriedades alelopaticas, como ¢ o caso dos
alcaloides e compostos fendlicos, eles sdo considerados como recurso
para o desenvolvimento de herbicidas naturais, além de serem
utilizados para controle de doencas em plantas (BHADORIA, 2011).

As duas principais estratégias empregadas pelas plantas
para sobreviver sdo o armazenamento de nutrientes e defesas contra
ameacas externas. No primeiro caso, a planta armazena substancias
durante seu crescimento vegetativo para serem utilizadas em periodos
de frio ou de seca e para rebrotar apdés um corte ou pastejo. No

segundo caso, a planta sintetiza compostos como lignina, cutina,
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fendis, terpenoides e alcaloides para conferir-lhe resisténcia ao vento,
doengas e desfolhagdo (CARVALHO & PIRES, 2008). No capim-
annoni, essas duas estratégias estdo representadas pela presenca de

amido na raiz e pela deteccdo de fenois, alcaloides e lignina.
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4 CONCLUSOES

O capim-annoni possui fenois, alcaloides e lignina nas
folhas e raizes; aerénquima e medula parenquimatica armazenadora de
amido na raiz, sugerindo aspectos adaptativos que podem explicar sua

persisténcia sob estresses bidticos e abidticos.
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