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RESUMO GERAL

O marolo Annona crassifloraMart.) € uma espécie endémica do
Cerrado que passa por um processo continuo de aedpgpulacional,
congruente com a reducado das dimensdes de seu. liEsaaespécie apresenta
diversos potenciais de uso, portanto faz-se negeseadirecionamento de
esforgos para a conservacao deste recurso gen&ticge encontrar o potencial
de uso de uma espécie, favorece-se sua utilizac@onsequentemente, sua
conservacdo. Neste trabalho, buscou-se a detecgfotencial alelopatico e a
avaliagdo da variabilidade do conteudo de DNA rarclde populacdes de
marolo localizadas em Minas Gerais. Primeiro, esitgE a alelopatia por meio
da utilizacdo de extratos vegetais, utilizando rdiftes partes do fruto e
solventes com diferentes polaridades. Tais extréboam avaliados pelas
respostas bioldgicas de trés espécies bioindicadalttace, brécolis e tomate)
quando expostas aos mesmos. As partes do frutcsempaeam potencial
alelopatico, especialmente o embrido com endospemaneio de acetato de
etila que apresentou efeito inibitério expressiwoire sementes de alface e
brécolis, e 0 extrato metandlico da casca que aptes efeito inibitdrio sobre o
tomate. A andlise dos extratos por meio de espe@tt@mde massas por
ionizacdo por electrospray (ESI-MS) revelou qupates do fruto de marolo
sdo ricas em compostos bioativos possibilitandteatificacdo de aleloquimicos
nos extratos avaliados. Para se estudar a vadiadhdi do conteido de DNA
nuclear, populagbes de marolo foram identificadageerreferenciadas em
Minas Gerais, das quais foi coletado material \@getara estimativa do
contetdo de DNA nuclear utilizando citometria dexdl. Foi encontrada entre
populac¢des de marolo variabilidade para o tamaotgedoma e uma correlacao
positiva significativa entre conteido de DNA etlade (r = 0,46; p = 0,0003).
Espera-se que os resultados deste trabalho sireasulisidio para estudos do
potencial alelopético e farmacoldgico da espécierassiflorg além de mitigar
a lacuna de conhecimento referente a essa pldotaemtar a conservacao desse
patrimdénio genético.

Palavras-chave:Araticum, Cerrado, citometria dedflalelopatia



ABSTRACT

The marolo Annona crassifloraMart.) is an endemic species of the
Cerrado undergoing a continuous process of redudatiéts populations, in line
with the reduction of the dimensions of your bionidis species has many
potential uses, so efforts to preserve this gemesource is necessary. Find a
potential use of a species, can stimulate its arse therefore its conservation. In
this study, we aimed to detect allelopathic potntnd evaluate the nuclear
DNA content profile of marolo's populations loahia Minas Gerais. First, we
studied the allelopathy by means of the use oftpdatracts, using a extract
made by a combination of one fruit part and a sulv@hese extracts were
evaluated by the analysis of biological respondebree bioindicators (lettuce,
broccoli and tomatoes) exposed to the extract® Tfruit parts showed
allelopathic potential, especially the ethyl acetaxtract of embryo with
endosperm, which showed significant inhibitory effen seeds of lettuce and
broccoli, and the methanolic extract of peel whitltowed inhibitory effect on
tomato. The analysis of the extracts by electrgspranization mass
spectrometry (ESI-MS) showed that the marolo frpérts are rich in bioactive
compounds and it was possible to identify alletooltals in the evaluated
extracts. To study the nuclear DNA content profitearolo's populations in
Minas Gerais were identified and georeferencedn ththe plant material was
collected for estimation of nuclear DNA contentngsflow cytometry. Genome
size variation was found among individuals of theme populations and
between populations, also a positive and significamrelation was established
between DNA content and latitude (r = 0.46, p 003). It is expected that the
results of this paper contribute with the studiegodving the pharmacological
and allelopathic potential ofA. crassiflora mitigate the knowledge gap
regarding this plant, stimulating the conservatioi this valuable genetic
resource.

Keywork: Araticum, Cerrado, flow cytometry, allebtpy



2.1
2.2
2.3

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt 10
INTRODUGAO ...ttt 11
REFERENCIAL TEORICO .....ooviiiiiiieeececeeee e 12
Aspectos gerais da espédenona crassifloraMart. ........................ 12
AlCIOPALIA. .....oviii i 16
Conteldo de DNA nuclear vegetal........ccoccovvviiiiiiiiiiiii e 20
REFERENCIAS ..ottt 25
SEGUNDA PARTE - ARTIGOS ......cooiiiiiiieii e 31
ARTIGO 1 Potencial alelopatico do fruto deAnnona crassiflora

1= o TP TRUPPTRRTIN 32

ARTIGO 2 Contetudo de DNA nuclear em populacdes initsi de

ANNONA CrasSiflora IMaArt. ........oouiieeie e 80



PRIMEIRA PARTE

10



11

1 INTRODUCAO

Vivemos em um pais rico em recursos genéticos, @mtrapartida, a
utilizacdo desta riqueza é muito limitada e suaepracdo ainda ndo atingiu um
patamar satisfatério. A utilizacdo de determinadspéeie considerada
negligenciada pode ser estimulada por meio de estgge favorecam ou
elucidem seus potenciais de uso, consequentemeptimular sua utilizacéo o
processo de conservacao é também favorecido.

A espécie estudada em questAmrona crassiflorp possui inimeras
propriedades medicinais, nutricionais e farmacakigi contudo pouco se sabe
sobre seu potencial alelopatico, o que torna joati€l parte deste trabalho.

Mesmo com grandes potenciais de uso, as populagiasrassifiora
passam por um processo de reducdo em numero ehanzste fato aliado as
dificuldades de propagac¢do caracteristicas da iesfgx com que pesquisas
voltadas a caracterizacao e conservacdo da vdaiddligenética remanescente se
tornem imprescindiveis.

Com a realizacdo deste trabalho buscou-se consaidanhecimento
sobre o potencial alelopatico da espécie e atdeé&itometria de fluxo detectar
variabilidade entre populacdes distintasdderassiflorapara contetido de DNA.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da espécinona crassifloraMart.

Dentre o0s biomas brasileiros, o Cerrado se desfaeia rica
biodiversidade, enorme potencial produtivo e fidgde ambiental na qual se
encontra. Estima-se que apenas vinte por centoad@rea original permanece
intacta, sendo considerado por especialistas um “Hosspots” mundiais
(MYERS et al.,, 2000), ou seja, ambiente com ninelevado de espécies
endémicas e que sofreu um processo acentuado deddefio. Apesar da vasta
variabilidade genética presente nessa regido,ldss&@ vem sendo suprimido
por uma atividade indispensavel e de extrema irépoid que é a producédo
agricola, o que nos leva a um dilema que contrapéenservacao de recursos
genéticos ao processo de producao de alimentoglmaproveitamento desse
patrimdnio natural, o Cerrado, pode ser feito denfoponderada mantendo a
atividade produtiva aliada a preservagéo dos resugenéticos presentes nesse
bioma.

Dentre as inUmeras espécies podem-se destacansqueztencentes a
familia Annonaceae, cujo uso alimenticio e na meditocal tem importante
funcdo social. Dentre os 120 géneros compreendidssa familia o género
Annonal. é o maior deles (JOLY, 2002). O généwononapossui inUmeras
espécies frutiferas de importancia econémica, ptesg¢anto no bioma cerrado
como na floresta amazénica. Dentre as espéciesmuadeitarA. muricatal.
(graviola), A. cherimola Miller (cherimoia) eA. cherimolax A. squamosa
(atemoia), entre outras (EGYDIO; DOS SANTOS, 20Algumas das espécies
encontradas no cerrado sdo pouco conhecidas eeafaes grande potencial

para industrializagdo e boa aceitacdo do consumidono € o caso da espécie
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Annona crassifloraMart., conhecida popularmente por araticum, cabdeca
negro, pana, marolo, entre outros.

O maroleiro é uma arvore de 4 a 8 metros de alkmapntrado em
regifes de cerrado e cerraddes, geralmente sawtapnesenta tortuosidades e é
revestido por casca aspera e corticosa resisterftaga. Suas folhas séo crasso-
membranosas, glaucas ao atingir seu desenvolvingempleto e ferrugineo-
hirsutas quando jovens. Apresenta flores solitaresdlares, com pétalas
engrossadas e carnosas. Seu fruto é do tipo baggobkosa contendo polpa
levemente adocicada e de cheiro agradavel. O fionesito ocorre no periodo
de outubro a novembro e seus frutos atingem o ameidiento de janeiro a
fevereiro (LORENZI, 2002).

Contudo, a baixa incidéncia de tais espécies w¥naiso regional e sua
producdo de cardter extrativista, fato este favdoepela constante reducdo do
seu habitat natural e pela falta de pesquisas sfedgrondmica que estimulem a
popularizacdo do seu cultivo. O direcionament@skeidos que favorecam a
adequacdo de culturas do cerrado a producdo agriemsim como o
desenvolvimento de trabalhos que contribuam pacnservacdo do patrimoénio
genético sdo de fundamental importancia, tendoista seu potencial de uso e
posicao de risco em que esse habitat se encontra.

O efeito drastico de supresséo do habitat nataraharolo nos Ultimos
trinta anos, provocado principalmente pela expanddofronteira agricola,
constitui um fator decisivo para direcionarmos ggfe no que diz respeito ao
mapeamento das populacdes e caracterizacdo daidade ainda existente.
Estudos voltados a diversidade genética sédo funuamepara programas de
melhoramento, por meio dos quais muitos dos ergrageondmicos relativos a
essa cultura podem vir a ser superados. H4 relitqslantas que apresentam
caracteristicas produtivas e qualidade do frutereifciada, o que as torna

possiveis genétipos a serem utilizados como plam@sizes (FILHO et al.,
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2009) ou genitores em cruzamentos controlados ou peagramas de
melhoramento.

Telles et al. (2003) realizaram trabalho de caraetedo genética de
populagBes naturais d&. crassiflora avaliando o grau de distribuicdo da
variabilidade genética da espécie. Foram avaliagas populacdes, sendo
amostrados trinta individuos por populacdo e momitas por quatro sistemas
enzimaticos. O estudo evidenciou elevada variaikdgenética na regido para
essa espécie, as analises sugerem que a espéeferénrialmente alégama, o
gue esta de acordo com dados apresentados antmermExiste certa
estruturacdo genética a nivel populacional, coresggmente grande parte da
variabilidade genética esta entre populacfes. iws® leva a refletir que
potenciais fontes de variabilidade podem ter sigtngas com a continua
supressao do bioma Cerrado.

O estudo do ambiente de ocorréncia da espécigumnis @ compreender
0 processo de declinio da espécie e nos da dastpara medidas mitigadoras
desse processo. Mesquita et al. (2007) realizénavalho de caracterizacdo de
ambiente com alta ocorréncia natural Alecrassifloraconsiderando variaveis
edafoclimaticas. Com a selecdo de 14 areas cormeitincia deA. crassiflora
e de baixa influéncia antropica, foram levantadasod referentes as
caracteristicas fisicas, edaficas e de flora. Cimdb que a espécie ocorre com
maior densidade em Latossolos ndo-concrecionaApssar de ser espécie
adaptada a baixo nivel de fertilidade, a area hasldas plantas é influenciada
positivamente pelos niveis de Ca, Mg e K no solo densidade de plantas é
influenciada negativamente pelo nivel de Fe no.solo

As propriedades medicinais do marolo sdo de comtegttd popular e
amplamente utilizadas pela medicina local, suasestn e folhas podem ser
utilizadas na elaboracdo de extratos, para uspéetiso (ROESLER, 2011).

Diversos estudos comprovam o potencial dos fitomaisnproduzidos por essa
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espécie. A comprovacado de efeito de fitoquimicasgimicos a organismos
prejudiciais ao homem se apresenta como alternativalaboracdo de novos
medicamentos eficazes, geralmente com menor efeilateral. Santos,
Boaventura e Oliveira (1994) relataram o isolamedéo uma acetogenina,
denominada por crassiflorina, cuja atividade ciioi#® € potencialmente uma
fonte de agentes antineoplasicos naturais. Alésodsextrato dé. crassiflora
exibiu citotoxidade a células cancerigenas do paliménano e células tumorais
da pele (SANTOS et al., 1996).

O uso das acetogeninas presentes em espécies elo 4énonaainda
se mostra incipiente, porém com um caminho promissta frente. Um estudo
realizado por Mesquita et al. (2005) buscou estudafeito de compostos
presentes em diversas espécies do Cerrado confarasita causador da
leischmaniosel(eischmania donovane contra o agente etioldgico da doenga de
chagas Trypanossoma crugi O extrato deA. crassiflora foi eficiente no
controlein vitro desses dois parasitas. Este resultado tem gralidepor se
tratar de males que assolam uma grande parcelapdéagéo brasileira, e que os
medicamentos utilizados para tais patologias aptasesérios efeitos colaterais
além de desenvolverem organismos resistentes.

Outro problema de saude publica é a dengue, cejat@dgransmissor é o
inseto Aedes aegyptiSeu controle é feito através da eliminacdo de embds
propicios ao seu desenvolvimento e eliminacdo dasd que irdo originar
transmissores, o0 extrato elaborado com a cascaaidade A. crassiflora
aparentam conter componentes inseticidas de altédamte podendo ser
utilizado eficientemente no controle de larvas @ésseto (DE OMENA et al.,
2007).

Ao se elucidar a presenca de compostos citototreagmos a tona a

guestdo da seguranca alimentar, visto que o pahamwdo de utilizagdo do
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marolo € pelo consumo de sua polpa. Por isso, @stddecionados a sua
caracterizacdo comprovam sua qualidade e poteteiaso.

Roesler et al. (2007), através de espectometrimaissa, investigou o0s
componentes de diversas partes do fruto, revelangdiesenca de importantes
componentes bioativos com grande capacidade asdiotd. O marolo é
considerado um alimento de alto valor nutricionavido ao seu contetido de
lipideos, calorias e fibras, é rico em magnésiaséofo (DAMIANI et al., 2011).

A desidratacdo do fruto possibilita seu melhor wpitamento,
originando a farinha da polpa, subproduto rico é&mra$ que pode ser utilizado
em diversas preparacdes culindrias (CORREA et2@l]). Foi constatada a
auséncia de possiveis reacdes indesejadas quampwssabilizar a utilizacéo
do fruto como alimento. A avaliagdo de compostumatricionais na semente
(CARAMORI; LIMA; FERNANDES, 2004) e compostos contividade
mutagénica presente na polpa (DRAGANO et al., 20d)cluiram que o
marolo pode ser considerado um alimento segurogsaparametros estudados.

2.2 Alelopatia

Alelopatia € um fendbmeno de ocorréncia naturaleeptantas, fungos,
algas e bactérias e depende da producéo e libedacAetabdlitos secundarios
por determinado organismo, de forma a atuar sohbteo,0estimulando ou
inibindo seu desenvolvimento através de diferemesanismos (FAROOQ et
al., 2011), ou seja, € a interacdo positiva (edéiraria) ou negativa (inibitoria)
entre organismos por intermédio de compostos argéniBiomoléculas que
atuam neste sentido também séo conhecidas conaguleicos e sao alvo de
pesquisa principalmente por apresentarem poterm#al uso agricola na
fabricacdo de herbicidas, inseticidas e nematicalteynativos (FERREIRA;
AQUILA, 2000) .
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Os metabdlitos secundérios sdo compostos orgardedsados do
metabolismo secundario, produzidos e distribuidosndneira heterogénea em
uma mesma espécie, isso se deve a sua relacda dowet o processo de
interacdo e adaptacdo ao seu respectivo ambiantan®, tais compostos estdo
ligados ao processo de evolucdo da espécie, vigt@odem conferir vantagens
adaptativas que favorecem seu predominio em detadmihabitat (MACIAS et
al., 2007).

Esses compostos podem desempenhar diversos papéiantas, como
funcdo antibidtica, antifingica e antiviral, sigalfdo hormonal, atracdo de
polinizadores, indugéo da germinacéo do tubo pmljmrevencédo de danos por
radiacdo UV e funcdo antigerminativa e fitotoxiG®B®DURGAUD; GRAVOT;
GONTIER, 2001). Os aleloguimicos que possuem atfedantigerminativa e
fitotéxica agem por diferentes mecanismos, como gp@mplo, alteracdo da
divisdo, alongamento celular, modificacdo do ehtdi hormonal,
desestabilizacdo da estrutura e permeabilidadensasbranas, mudan¢a no
padrdo de absorcao de minerais, alteracdo da eberfechamento estomatico,
diminuicdo da fotossintese, alteracdo na respiragabicdo de sintese de
proteinas, alteracdo no metabolismo de lipideasidos organicos, inibicdo ou
estimulacdo de enzimas especificas, modificacoe®nducdo de agua (RICE,
1984) e alteracdes no DNA da planta (RIZVI; RIZ¥992).

Para que ocorra a supressdo de determinada plalatdegmdémeno de
alelopatia, € necessario que determinado alelogaisgja produzido por um
organismo e liberado em um ambiente comum. Aletoguis podem ser
encontrados em diversas partes vegetais como falages, tronco e frutos
(WEIR; PARK; VIVANCO, 2004), portanto, podem sebdrados através de
material vegetal em decomposicéo, ou também podesesretados ativamente
através de exsudados radiculares ou liberados compostos volateis (BAIS et
al., 2003).
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A exploracdo racional de espécies de potenciab@ddico pode ser
integralizada a sistemas produtivos, no intuitdidersificar métodos de manejo
de pragas e espécies invasoras, possibilitandodacde do consumo de
pesticidas e, consequentemente, proporcionar ganbnémico e ambiental.
Com esse intuito, tais espécies podem ser utilzadano rotacdo de cultura,
cultura protetora, producdo de residuos para incagdo no solo, cobertura
verde, producdo de extratos vegetais e para isotaméde moléculas,
objetivando a sintese de pesticidas (KHANH et24l05).

Outra forma de utilizag&o do potencial alelopagoosistemas agricolas
€ através do melhoramento genético de plantasteDiaiamento de programas
de melhoramento para essa caracteristica, visasétegdo de individuos com
maior capacidade de supressao de espécies inyasodasser considerado uma
forma alternativa de complementar o manejo de afantdaninhas
(WORTHINGTON; REBERG-HORTON, 2013). A hibridacdo sariedades
com maior capacidade de supressdo de plantas danpdde vir a atender a
demanda de agricultores organicos (WOLFE et aD8RMequenos produtores
cujo acesso a agroquimicos é limitado (TOURE eR8fl1), assim como evitar
o desenvolvimento de resisténcia de espécies immsaos herbicidas
comerciais.

A caracteristica de supressdo de uma planta soira @ resultado de
dois fatores que muitas vezes sdo confundidos sidemados como apenas um.
Sao eles competicdo e alelopatia. O efeito da ctigdpeem adicdo a alelopatia
foi denominado interferéncia (MULLER, 1969). Devids dificuldades de se
isolar o fator competicdo no processo de interfdeérentre plantas em
bioensaios sob condigBes de campo faz-se neceas&ddizacio de bioensaios
em laboratdrio para identificacdo do potencialoglético da espécie em estudo.
Essa técnica se fundamenta na elaboracdo de sxt@itendo material vegetal

de espécie doadora (produtora de aleloguimicoglieaedo em planta receptora
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ou também conhecida como bioindicadora (plantaiseingo aleloquimico). A
comparacdo da resposta biolégica de uma espéciptoea a aplicacdo de
determinado extrato pode nos levar a confirmacd@atencial fitotoxico e
inibidor da espécie doadora. O efeito alelopaticitas das vezes nao é devido a
apenas um Unico composto, mas proporcionado peredifes aleloquimicos,
por isso o0 uso de solventes de diversas polaridaetaboracdo dos extratos é
realizado para uma melhor extracdo, ja que esSBRPAIIOS Se apresentam
desde alta até baixa polaridade (SOUZA FILHO;GUIINHGANTOS, 2010).

Silva et al. (2013) estudaram o potencial alelgpatia casca do café
através de bioensaios. Como plantas bioindicadfmasm utilizadas alface
(Lactuca sativalL. cv. Grand Rapids), repolhoBi@assica chinensesar.
Parachinensis) e picdo pre®idens pilosd..), as quais foram avaliadas quanto
a germinacdo, crescimento e desenvolvimento. Digensarametros foram
avaliados apos a aplicagcdo de diferentes concéesade extratos metandlicos
elaborados com casca de café em massa fresca eassa seca. Concluiu-se
gue a espécie doadora em questdo contém alelogsiroapazes de inibir o
desenvolvimento de outras espécies, assim conteiiteem sua germinagao.

Ribeiro et al. (2013) utilizaram bioensaios paraestigacdo das
propriedades citotéxicas e genotoxicas do mardlo drassiflora). Apds
exposicdo de sementes de alface aos diferentestasxtetandlicos contendo
folha e semente de marolo, foram avaliados seudo®f@a germinacao,
comprimento radicular, estrutura dos cromossomosivisdo celular das
plantulas expostas. Os extratos elaborados corespdd marolo promoveram
reducdo nos parametros de crescimento avaliadsisn @mo demonstraram
efeito citogenotoxico.

Plantas daninhas s@o muito utilizadas como espéeigsptoras em
bioenssaios, pois possibilitam uma estimativa npméxisa do potencial de

producdo de herbicidas a partir de determinaddscgigmicos. Inoue et al.
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(2010) estudaram o efeito de extratos hidroalcéslielaborados a partir de
sementes, folhas e caules de marolo sobre trésiespe plantas daninhas de
importancia para a cultura da soj8rdchiaria brizantha, Euphorbia
heterophylla e Ipomoea grandifo)iaOs extratos elaborados a partir da semente
promoveram maior inibicAo do crescimento e deseimento das plantas
daninhas. A aplicac@o do extrato na s@éy/¢ine May ndo promoveu inibicao
da cultura, indicando que o extrato de sementeé.derassifloraapresentou

potencial de uso no manejo pds-emergéncia dasiesmgiminhas estudadas.

2.3 Conteudo de DNA nuclear vegetal

A quantidade de DNA nuclear € um parametro biokbgjoantitativo
utilizado em diversas areas como conservacao,etifiiga, biologia molecular,
ecologia, fitogeografia, entre outras.

O contetdo de DNA é denominado valor C (BENNET; TEH, 1995)

e expressa 0 tamanho do genoma. Esse valor é elagidive espécies e também
entre individuos da mesma espécie (SCHIFINO-WITTNNAN2001). A
variacdo do contetado de DNA nuclear entre Angioapsrpode chegar a ordem
de 2400 vezes (BENNET; LEITCH, 2011), porém, mestom O crescente
nuamero de trabalhos envolvendo a determinacéo die@do de DNA nuclear
de plantas, levando-se em conta um total de 352espiécies angiospermas,
apenas 2,1% obtiveram seus valores C estimadofR@BA et al., 2013). Sua
determinacao é de grande valia e abre um amploca@@studo devido a sua
correlacdo com diversos aspectos relacionados egenismos vivos. Esse
parametro esta ligado a evolugédo das espéciesngodsstar correlacionado a
diversas caracteristicas fenotipicas e fenol6gi@&ESNNETT; BHANDOL;
LEITCH, 2000). A variacdo do conteido de DNA tambéstd ligada a
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distribuicdo geografica (BENNETT; SMITH, 1976), kesacBes adaptativas e
variagBes ambientais (GRIME, 1996).

Ha grande interesse em se correlacionar as vasiad@econtetdo de
DNA as caracteristicas fenotipicas. Diversos estudiemonstram correlacao
positiva até certo ponto, entre o tamanho do genermaracteres fenolégicos,
como massa de sementes, tamanho de folha, densidtmiaatica e taxa de
crescimento, altura da planta e tamanho celulad@&N'; BEAULIEU, 2008).
Além disso, ha indicios de que o valor C de DNAké&m esta relacionado com
0 processo de decréscimo da ocorréncia de indisjdumdendo ser utilizadas
para determinacao da probabilidade de espéciesrsmaem extintas (BENNET;
LEITCH, 2005).

A influéncia das variagbes do DNA nuclear vegetdlrs caracteristicas
fenotipicas ainda ndo estédo totalmente esclarechlassociacdo direta entre
esses fatores ainda é passivel de contestacadmdeg@mplexidade de variaveis
envolvidas no processo de adaptacdo das espécld¥ER et al., 2007;
BEAULIEU et al., 2007), por isso, a associacdo amanho do genoma com
fatores morfolégicos é o primeiro passo para metbarpreensédo do significado
funcional do contetddo de DNA, ou seja, como o tdmatio genoma afeta o
fenétipo (KNIGHT; BEAULIEU, 2008).

Tavares et al. (2013) avaliaram o contelido de DNA dliatro
populagcbdes d&ryngium duriaei(Apiaceae) localizadas em diferentes altitudes
(de 600 a mais de 1700 metros de altitude), redelaimilaridade para esse
parametro entre populacdes situadas em altitudeslisentes e entre individuos
da mesma populacdo. Contudo, entre popula¢lestitieled discrepantes foi
encontrada diferenca significativa no conteldo deAD sendo aquela de
elevada altitude detentora de genoma significateraenmaior.

Li et al. (2013) avaliaram 36 populacdes de tr¢gees deMiscanthus

desde regides quentes e Umidas, ao nivel do néaregibes frias e de elevada
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altitude e ndo encontraram alteracao no tamanfyedoma entre populacdes da
mesma espécie localizadas em diferentes ambientes.

A variacdo do contetido de DNA é um tema polémicdaardiscutido,
principalmente a variacdo intraespecifica (MURRAXQ05). Apesar de a
heterogeneidade taxondmica estar relacionada acé@arido contetdo de DNA,
muitas criticas tém sido feitas a respeito dosathals que expdem variacdes
intraespecificas. Principalmente devido aos métodes estimacdo desses
valores.

Falhas técnicas na estimativa podem levar & ideaio indevida de
variagao intraespecifica (BENNET; LEITCH, 2005). Mtuito de superar este
gargalo, esforcos vém sendo direcionados pararamadcao e otimizacdo dos
métodos de estimativa deste pardmetro (DOLEZEL; BAR, 2005).

Os principais métodos de mensuracdo da quantidadeNA nuclear
sdo microdensitometria de Feulgen e citometria bixof (SCHIFINO-
WITTMANN, 2001). O método de microdensitometriaulgen se baseia na
ligacdo especifica do DNA a um corante, sendo pelssi estabelecimento de
proporcionalidade entre a quantidade de corantapocada e a quantidade de
DNA existente em uma célula. Apesar de fornecepagecbes de 6tima
gualidade é considerado um método trabalhoso e rdeimodiferentemente da
citometria de fluxo.

A citometria de fluxo é uma ferramenta analiticaalie rendimento que
possibilita simultaneamente a deteccdo e quarg#izale particulas, células e
componentes celulares como, por exemplo, o DNA eauclO método de
citometria de fluxo é provavelmente o método maidizado para esta
finalidade, devido a preciséo, rapidez e facilidddepreparacdo das amostras.
Consiste na preparacdo de suspensdo aquosa contgldos intactos, onde é
realizada a coloragdo do DNA através da utilizad&o fluorocromos. As

particulas coradas sdo transportadas em fluxo aggéapem pelo processo de
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focalizagdo hidrodindmica, ou seja, séo reunidadl@rm estreito passando por
um feixe luminoso intenso. A energia luminosa preen@ excitacdo dos
fluorocromos aderidos ao DNA nuclear, a luz difesa fluorescéncia emitida
sdo detectadas por sensores Opticos ou detecwmifesocescéncia (DOLEZEL,
1997). Os sinais detectados pelo sistema Opticocswertidos em sinais
elétricos dando origem aos histogramas, por mesoqdais, com o auxilio de
um padréo interno (amostra de conteido de DNA codbe é possivel a
estimativa do contetdo de DNA nuclear.

A citometria de fluxo se apresenta como um métothasto e poderoso
para diagndstico taxondmico, com enorme aplicaddédpara 0 monitoramento
e conservacdo da biodiversidade (KRON; SUDA; HUSBAN2007).
Zonneveld (2012) utilizou a citometria de fluxo ammima ferramenta de
diagnoéstico taxondmico. A boa correlacdo entre tdmado genoma e
distribuicdo geogréfica possibilitou o uso desservde forma mais eficiente
gue um carater morfolégico isolado. Foi possiveindicacdo da origem
geografica de 19 espécies diferentesAdaucaria Essa técnica se mostrou
aplicavel a plantulas e sementes, fato que podeilooin para a identificacéo e
monitoramento de espécies em extingao.

O conhecimento sobre o conteddo de DNA das espéegstais €
extremamente limitado, dado o alto percentual ilE®po para essa
caracteristica, 0 que representa um entrave airalar quando voltamos a
atencao para paises como o Brasil que possuemewadel nimero de espécies
endémicas e, ao mesmo tempo, vivem um panoramaingontde
desestabilizacdo de seus ecossistemas. Por isgmglhivs voltados para
valorizacdo e conservacdo dos recursos genétiatsnpaeer considerados de

valor intrinseco ao desenvolvimento econdémico ststel.
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Por meio deste trabalho objetivou-se fundamentastencial da espécie
A. crassiflorae analisar a situagcdo atual referente a variaoiédexistente em

populagbedn situremanescentes no estado de Minas Gerais.
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RESUMO

Muitas espécies do Cerrado apresentam potenciaheaticio e
farmacoldgico, entretanto, existem poucos estudidtdos a essas espécies
endémicas, como é o caso da espégiaona crassifloraMart. que, dentre
outras potencialidades possui capacidade de prodleggc@ompostos bioativos de
acdo alelopatica. Por meio de bioensaios avalicu{s&encial de supresséo de
diferentes partes do fruto dé\. crassiflora sobre o crescimento e
desenvolvimento de sementes comerciais de alfageplis e tomate. Todas as
partes do fruto apresentaram algum grau de inibiggpendendo da espécie
bioindicadora e do solvente utilizado, porém o a®rtrdo embrido com
endosperma em meio de acetato de etila apreseramur fitotoxidez sobre a
alface e brocolis, enquanto o tomate foi mais dfefgelo extrato metandlico da
casca. Pela técnica de espectometria de massas iopimacdo por
“electrospray” (ESI-MS) foi possivel identificanos extratos do embrido com
endosperma e da casca, a presenca de diversosstomge acdo alelopatica ja
comprovada.

Palavras-chave: Alelopatia. araticum. marolo. Glrranetabdlitos secundarios.
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ABSTRACT

Many Cerrado species have food and pharmacologicaéntial,
however, there are few studies regarding thesengiodspecies, such @#nona
crassiflora Mart. that among other possibilities is capable mbducing
allelopathic bioactive compounds. Testing plantaots by means of bioassays,
we evaluated the phytotoxic capacity of differerdrtp of the fruit ofA.
crassiflora on the growth and development of commercial sekdettuce,
broccoli and tomatoes. All fruit parts showed somhegree of inhibition,
depending on the species used as a bioindicatothendolvent utilized in the
extract, the ethyl acetate extract of the embryth veindosperm promoted a
higher toxicity symptoms on lettuce and broccolhiles the tomato was higher
affected by the peel methanolic extract. Througtttebspray ionization mass
spectrometry (ESI-MS) was possible to identify theesence of several
allelopathic compounds previously documented inak&act of embryo with
endosperm and peel extract.

Keyword: Allelopathy, araticum, marolo, Cerradoc@edary metabolites
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1 INTRODUCAO

A regido do cerrado destaca-se pela diversidadealgsos genéticos e
elevado potencial produtivo. Com a continua expardd fronteira agricola
houve acréscimo significativo no que se refere@ome de producdo, mas, em
contrapartida, favoreceu um processo de declinistedeecossistema
(BRANNSTROM et al., 2008).

Espécies endémicas do Cerrado vém passando por raoespo
progressivo de redug¢do em suas populagfes, o quengaias chances de serem
inclusas na lista de plantas em extingdo. Dentespécies em questéo estd. a
crassiflora,também conhecida como marolo, pana, araticum egeadle nego.

O maroleiro produz fruto muito apreciado, principahte pela
populacédo de Minas Gerais. Por ter uso mediciadineenticio desempenha um
valioso papel social em comunidades localizadasregiio de Cerrado. Na
medicina popular local, suas folhas e sementeses@onendadas para diarréia,
reumatismo, sifilis e outras enfermidades, enquanpolpa € um alimento de
alto valor nutricional, com propriedades antioxigsn(DAMIANI et al., 2011,
ROESLER et al., 2007), sendo consumidaatura na forma de doces, polpas
e diversos outros derivados industrializados.

Além do uso alimenticio e medicinal, estudos comwgmo sua atividade
citogenotoxica (RIBEIRO et al., 2013; ROESLER, 20MILAR; FERRI;
CHEN-CHEN, 2011), inseticida (DE OMENA et al., 200& alelopatica
(INOUE et al., 2010). Neste trabalho foi enfatizaga potencial alelopatico.

A alelopatia pode ser definida como a interacétveeplantas, por
intermédio de metabdlitos que atuam estimulandangindo, por meio de
diferentes mecanismos o desenvolvimento de orgasi®m suas adjacéncias
(FAROOQ et al., 2011). A capacidade de producaoatepostos de potencial

inibidor, também denominados aleloguimicos, edt&ci@nada com a evolugéo
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de cada individuo e as vantagens adaptativas daecesacteristica confere,
favorecendo a perpetuacao da espécie (MACIAS eR@D7). A identificacdo
do potencial alelopatico de determinada planta padsibilitar sua integracao
em sistemas produtivos, de forma a complementaéascas de manejo de
pragas e plantas daninhas.

Estudos evidenciam que a utilizacdo de extratostaegcombinados a
um herbicida é uma técnica eficiente para manejpldatas invasoras em
algumas culturas (FAROOQ et al., 2011). Essa téacpermite a reducdo do
volume de agroquimico utilizado, que além de trdzmeficios econbmicos
pode mitigar o processo de desenvolvimento detéesi; em plantas daninhas.

Plantas com potencial alelopatico podem ter digeegaicacdes, mas
um dos pontos fundamentais € a elucidacdo de nmezsmnismos de acdo
herbicida. Muitos aleloquimicos operam por mecaasndiferentes dos
herbicidas sintéticos, por isso podem levar a ceansao de novos modos de
acdo, ainda ndo utlizados na agricultura (VYVYARDO2). A maioria dos
herbicidas sintéticos desenvolvidos possui pouamdoside acdo e agindo sobre
um ndmero reduzido de sitios, o que, do ponto i@ dcoldgico é indesejado
(MACIAS et al., 2007). A identificacdo de possiviEates de aleloquimicos é a
primeira etapa para elucidacdo de novos mecanidemagéo herbicida.

Com este trabalho objetivou-se avaliar o efeitcerigatos elaborados
com diferentes partes do fruto da espégiecrassiflora, identificando seu
possivel potencial alelopatico, assim como idargificompostos com atividade
fitotéxica presentes nos extratos por meio de éspmetria de massas por
“electrospray” (ESI-MS).
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Semedte®epartamento
de Agricultura da Universidade Federal de LavraBL@). Foram realizados
trés bioensaios para verificacdo da resposta hazldte espécies bioindicadoras
submetidas a extratos vegetais elaborados consmintieuto deA. crassiflora

Os tratamentos consistiram de 15 extratos preparadom uma
combinacao de um solvente com uma parte do fru@uséncia (solvente puro)
e a agua como um tratamento adicional (testemurh®)partes do fruto
utilizadas foram casca, polpa, tegumento, embrifn endosperma e auséncia
de parte do fruto (solvente puro). Utilizamos agenm solvente por extrato.
Foram utilizados solventes com diferentes polagdagm ordem crescente de
polaridade: hexano, acetato de etila e metanol.répapo dos extratos foi
realizado a partir da metodologia proposta por &scuet al (2000), com
algumas modificacdes.

Frutos maduros foram obtidos no municipio de l@wdni no estado de
Minas Gerais, os quais foram lavados e despolp&imsteriormente, todos os
residuos de polpa presentes nas sementes foramidesicom auxilio de uma
faca, as sementes foram lavadas em agua destilddixadas em temperatura
ambiente para evaporacgdo da agua (24 horas) ereramlie laboratorio. Apés
secagem, o tegumento foi removido com auxilio de alicate previamente
esterilizado. Foram separadas as seguintes padefrutb: embrido com
endosperma, tegumento, polpa e casca.

As partes foram pesadas e maceradas separadamentadinho de
porcelana. Os extratos foram elaborados na propaled.:5 g/v (grama da parte
do fruto por volume do solvente). Ap6s adicdo dolwentes as respectivas
partes do fruto, os extratos foram acondicionadodrascos escuros e mantidos

sob refrigeracdo por 24 horas, posteriormente)w&gdo foi filtrada com papel
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filtro Whatman n° 1 e recondicionada em frascosiescsob refrigeracédo. Todo
o preparo foi realizado evitando-se a incidénaiatdide luz.

Nos diferentes bioensaios foram utilizadas sement@serciais de
alface (actuca satival.), tomate [ycopersicunesculentun) e brécolis (
Brassica oleraced..), conforme metodologia prescrita pelas Regeg\dalise
de Sementes (BRASIL, 2009). Primeiramente, os gedbéoram desinfestados
com hipoclorito de sodio a 2% e o papel germinatowo mata borrao,
autoclavado por 20 minutos. Ap@s a distribuicAaddis papéis por caixa, foi
adicionado 3,0 mL de cada extrato por gerbox, eeteraos 16 tratamentos. Os
gerboxes foram mantidos abertos por 24 horas, pa@al evaporacdo dos
solventes e posteriormente foram adicionados 3,@lenAgua destilada em cada
gerbox. Apos a secagem do papel foram distribuddasementes da espécie
bioindicadora (50 sementes por gerbox) e aplicodgs@ destilada na propor¢éo
de 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas feradas para germinador em
estufa BOD onde foram mantidas a uma temperatunstaate de 20° C,
conforme as Regras de Andlise de Sementes (BRABN), na auséncia de
luz.

Durante sete dias foram realizadas analises diatéasgerminacao
(intervalo de 24 horas), para determinacdo do éndie velocidade de
germinacdo (MAGUIRE, 1962) e porcentagem total @éeminacdo, sendo
consideradas germinadas aquelas que apresentardms@o (emissdo) de
estruturas essenciais das plantulas (radiculahgéogotilo).

Ao final de cada bioenssaio foram mensurados \&lolee massa e
comprimento das espécies bioindicadoras. Para gideda massa seca, as
estruturas foram pesadas e postas para secar efa @sin circulagdo de ar a
uma temperatura de 65°C até atingirem peso cors&mjuanto o0 comprimento

foi obtido com o auxilio de uma régua milimetrada.
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Cada experimento foi montado em esquema fatorial wm tratamento
adicional no esquema 5 x 3 +1, onde foram utilizacdnco niveis do fator parte
do fruto (casca, polpa, tegumento, embrido com spetma e auséncia de parte
do fruto) e trés niveis do fator solvente (hexau®tato de etila e metanol) e o
tratamento adicional composto pela agua. Foi atliz o delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticde® eseBnentes por parcela.
Todas as andlises estatisticas foram realizadasaogitio do software GENES
(CRUZ, 2013). A analise de variancia foi realizad#dizando-se o0 modelo
fatorial simples com um tratamento adicional. Rayenparacdo de médias foi
utilizado o teste de Scott-Knott a 5% de probahdiel

Na identificacdo dos compostos presentes nos ested fruto deA.
crassiflora os espectros de massas por “electrospia®i-MS) foram obtidos
em espectrébmetra CQFleet da Thermo-Scientific, utilizando velocidade de
fluxo de 15uLmin-1, com bomba de seringa, voltagem spray de640V,
voltagem capilar de 11,0 V, temperatura capilar 2/ C e nitrogénio
empregado como gas nebulizador. Os extratos forafisados diretamente por
ESI-MS no modo negativo. Os dados obtidos nos &giseforam comparados
com dados encontrados na literatura.
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3 RESULTADOS

3.1 Bioensaio realizado com alface

No bioensaio realizado com alface, o extrato dori&nltom endosperma
a base de acetato de etila foi o tratamento quexg@reu maior inibicdo para
todos os caracteres estudados e influenciou daasticte a porcentagem e
indice de velocidade de germinacgédo (Figura 1). emesubmetidas ao extrato
do embrido com endosperma em meio de acetato ldeaptiesentaram 1% de

germinacgéo e indice de velocidade de germinac®0de(Tabela 1).
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Figura 1 Porcentagem de germinacdo acumulada densesrde alface éctuca
sativg), com aplicacdo de extratos em meio de acetatdilde agua e
acetato de etila puro, medidos ao longo de sete € intervalos de
24 horas



Tabela 1 Germinagéo (% G), indice de velocidadgedminacao (IVG), comprimento do hipocoétilo (CH)mprimento
da radicula (CR), massa fresca do hipocétilo (MAmHassa fresca da radicula (MFR), massa seca do
hipocotilo (MSH) e massa seca da radicula (MSR}lfdee (actuca sativaem funcdo de diferentes extratos
de Annona crassiflorMart. e agua

Tratamentos % G VG CH CR MFH MFR MSH MSR
Agua 97 a 46,39a 489a 228b 1743a 2,15 a &,710,12c
Metanol 97,5a 48,39a 5,03a 285b 17,89a 236 0,72a 0,15b
Acetato de Etila 80,5b 2297c 4.21b 1,87c 1489192 a 0,78a 0,12 ¢
Hexano 95 a 4573a 4.65a 250b 16,54a 352 0,70a 0,13 b
Embrido e Endosperma + Metanol 96,5a 4429a ®B,1708le 17,33a 1,75 a 0,76 a 0,10 c
Tegumento + Metanol 985a 4783a 38lb 1,27d 588 242 a 0,72a 0,21a
Polpa + Metanol 95a 4514a 4,70a 1,35d 17,90B22 b 0,76 a 0,10c
Casca + Metanol 92a 37,10b 4,05b 1,14d 16,99324 a 0,78 a 0,11 c
Embrido e Endosperma + Acetato de Etila lc o7 0,17 c o f 075 b O c 0,37 a o
Tegumento + Acetato de Etila 825b 3450b 380H,40d 1422a 2,05 a 0,76 a 0,14 b
Polpa + Acetato de Etila 77b 2145c 4,06b 1,39d5,13a 1,78 a 0,81a 0,11c
Casca + Acetato de Etila 82,5b 20,53c 397b ¢,631523a 2,12 a 0,78 a 0,11c
Embrido e Endosperma + Hexano 955a 46,41a 4,40250b 16,05a 2,14 a 0,71 a 0,15b
Tegumento + Hexano 975a 4585a 458a 2,63b 24¥, 2,22 a 0,73 a 0,15b
Polpa + Hexano 935a 4501la 486a 337a 17,3%24 a 0,72 a 0,14 b
Casca + Hexano 98 a 46,29a 4,40a 2,53Db 1599@5 &2 0,69a 0,14 b
CV (%) 8,18 12,85 10,27 14,29 12,84 22,39 26,51 13,07

Médias seguidas de mesma letra na coluna perteaagm mesmo grupo e ndo diferem entre si pelo testgcott-Knott a 5% de
probabilidade.

[A%4
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Sob o extrato do embrido com endosperma em meazetato de etila,
as plantulas apresentaram comprimento médio dadiiimde 0,17 cm (Tabela
1), o que corresponde a 96,42% de inibicdo quarmlmparado com a
testemunha (Figura 2).
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10,00 -

0,00 -
Comprimento da radicula Comprimento do hipocotilo

W Solvente puro

W Extrato do embrido com endosperma
W Extrato do tegumento

W Extrato da polpa

M Extrato da casca

Figura 2 Porcentagem de inibicdo do comprimentoadécula e hipocétilo de
plantulas de alfacd.fctuca sativj submetidas aos extratos em meio
de acetato de etila e acetato de etila puro.

A protrusdo das sementes de alface ocorreu sersemtdvimento da
radicula, sendo o hipocétilo a Unica estrutura &atan Portanto, a radicula foi
totalmente inibida (Figura 2).

O extrato do embrido com endosperma em meio datacdt etila foi o

Unico tratamento que afetou negativamente a massaaf do hipocotilo de



44

alface, apresentando valor médio de 0,75mg (Tabgla@ que corresponde a
inibicdo de 89,96% . O extrato do embrido com epelosa em meio de acetato
de etila também apresentou maior efeito sobre asanfresca da radicula
(Tabela 1). Neste caso ocorreu 0 desenvolvimentplaigas anormais (sem
radicula) e afetou diretamente a magnitude dossp@rametros relacionados a
raiz.

Os valores de massa seca de hipocétilo ndo diferéstatisticamente
entre si (Tabela 1), enquanto a massa seca médiadieula foi afetada

negativamente por apresentar valor de massa iqueabg Tabela 1).
3.2 Bioensaio realizado com brdocolis
No bioensaio realizado com brécolis o extrato dobmfo com

endosperma em meio de acetato de etila promovéo efais acentuado sobre

germinacéo (Figura 3).
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Figura 3 Porcentagem de germinacdo acumulada densesnde broécolis
(Brassica oleracea com aplicacdo de agua, extratos em meio de
acetato de etila, e acetato de etila puro, medidotongo de sete
dias, em intervalos de 24 horas.

Sementes submetidas a esse tratamento apresentt@¥ de
germinacédo (Tabela 2) e IVG de 6,64. O extratoadaa elaborado com acetato
de etila ndo diferiu estatisticamente do extratosemente para o parametro

IVG, apresentando valor de 11,04.



Tabela 2 Porcentagem de germinacgdo (% G), indiceelteidade de germinacéo (IVG), comprimento doobdilo
(CH), comprimento da radicula (CR), massa frescaidocétilo (MFH), massa fresca da radicula (MFR),
massa seca do hipocétilo (MSH) e massa seca dalladMSR) de brocolisBrassica oleraceaem funcao
de diferentes extratos édenona crassifloraMart. e agua

Tratamentos % G VG CH CR MFH MFR MSH MSR
Agua 96 a 24,79 a 285a 1,75d 185 b 051b 448 0,17c
Metanol 96 a 23 a 300a 273b 17,86b,450 1,71a 0,19b
Acetato de Etila 94 a 1948 a 2,32b 226 ¢ 936 0,61b 1,86 a 0,16 c
Hexano 945a 2326 a 359a 4,24 a 23,53a &,841,78a 0,27 a
Embrido e Endosperma + Metanol 945a 2298 a 231081l e 16,24c 047b 1,82 a 0,13 c
Tegumento + Metanol 94 a 2308a 252b 0,72 ¥6,32c 0,45b 1,85a 0,13c
Polpa + Metanol 925a 21,77 a 1,86¢ 051 e 8,3 0,37b 195a 0,10d
Casca + Metanol 88 a 19,66 a 2,08c 0,66 e 9618, 0,34Db 1,85a 0,12c
Embrido e Endosperma + Acetato de Etila 445D 6,640,56 d 0,28 e 7,74d 0,31b 1,68 a 0,04d
c
Tegumento + Acetato de Etila 86,5a 1640 b 205d4,19e 1490c 093a 1,97 a 0,14 c
Polpa + Acetato de Etila 89,5a 16,79b 24 b 4,73 18,35b 0,87a 2,00 a 0,15c
Casca + Acetato de Etila 75 a 11,04c 158c 96,9 13,12c¢c 0,58b 1,98 a 0,08d
Embrido e Endosperma + Hexano 985a 2441la 252B9 e 1571c 0,46b 161a 0,13c
Tegumento + Hexano 96 a 2348a 3,02a 1,72d ,331® 0,46b 1,97 a 0,15¢c
Polpa + Hexano 95 a 2357a 32l1a 3,21b 22,841,09 a 2,00 a 0,25 a
Casca + Hexano 935a 2395a 3,05a 2,24 ¢ $0,240,70 a 1,98 a 0,19 b
CV (%) 13,84 21,21 20,13 30,34 18,60 46,46 16,10 ,726

Médias seguidas de mesma letra na coluna perteaagm mesmo grupo e ndo diferem entre si pelo testgcott-Knott a 5% de
probabilidade.

14
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O extrato do embrido com endosperma em meio datacde etila
também promoveu efeito inibitdrio sobre o crescitmeno hipocdtilo,
apresentando valor de 0,56cm, o que corresponaibigdio de 80,09% (Figura
4).
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Figura 4 Porcentagem de inibicdo (positivo) e in@eto (negativo) do
comprimento da radicula e do hipocétilo em plastudie brocolis
(Brassica oleracegesubmetidas aos solventes em meio de acetato de
etila e acetato de etila puro.
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Para o parametro comprimento da radicula, divecsashinacdes de
solvente com parte do fruto (extrato) apresentazapacidade de inibicdo. Os
extratos do embrido com endosperma, casca e tegum@nmeio de acetato de
etila, assim como o hexadnico do embrido com endospee todos os
metandlicos, promoveram inibicdo da radicula e difariram estatisticamente
entre si. Entretanto, plantulas expostas ao exttatembrido com endosperma
em meio de acetato de etila apresentaram o meror wameérico para
comprimento radicular, com valor de 0,28 cm (Tal®lao que representa a
inibicdo de 83,86 % (Figura 4), esse tratamentcdbémapresentou o menor
valor numérico para massa fresca média do hipoc@dm valor de 7,74 mg

(Tabela 2), o que representa a inibicdo em torrsgée (Figura 5).
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Figura 5 Porcentagem de inibicdo da massa frestépdodtilo de plantulas de
brécolis Brassica oleracegesubmetidas a extratos elaborados com
acetato de etila e acetato de etila puro

Os valores de massa fresca média da raiz foramdafeinegativamente
pelos extratos hexanicos da semente e tegumerde, @antulas apresentaram
0,46 mg para ambos os tratamentos (Tabela 2). Adesser possivel encontrar
valores numéricos menores, como é o caso de atgtraos metanolicos e em
meio de acetato de etila, esses extratos naordiferestatisticamente de seus
solventes puros, portanto, as partes do fruto Baaesponsaveis pela inibicao
nesse caso. Os valores de massa seca média dathipoéo apresentaram

diferenca significativa (Tabela 2).
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Alguns tratamentos promoveram incremento na massad média da

radicula, principalmente os extratos do tegumemta polpa em meio de acetato
de etila, os quais apresentaram valores de 0,93M§7eng, respectivamente,
(Tabela 2), o que corresponde ao acréscimo de %1e163,6% ( Figura 6).
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Figura 6 Porcentagem de inibicdo (positivo) e im@Bto (negativo) da massa
fresca da radicula de plantulas de brdocoBsagsica oleracege
submetidas a extratos em meio de acetato de efitztato de etila

puro.

Os extratos do embrido com endosperma e casca anrdmacetato de

etila foram os tratamentos que proporcionaram nesngalores numéricos de

massa seca média da radicula, apresentando valerés04 mg, 0,08 mg,
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respectivamente, (Tabela 2), o que correspondiigdn de 76,81% e 52,17%,
nessa ordem, (Figura 7).
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Figura 7 Porcentagem de inibicdo da massa secadieula de plantulas de
brécolis Brassica oleracegesubmetidas a extratos elaborados com
acetato de etila e acetato de etila puro.

3.3 Bioensaio realizado com tomate

Neste bioensaio, 0 extrato metandlico da cascasemi@ maior
potencial inibitorio para a maioria dos parAmetsitidados. Sementes expostas
a esse tratamento apresentaram a menor porcentgegerminacao e IVG
(Figura 8), com valores correspondentes a 21% duigacéo e 2,29 de IVG
(Tabela 3).



Tabela 3 Porcentagem de germinacgdo (% G), indiceelteidade de germinacéo (IVG), comprimento doobdilo
(CH), comprimento da radicula (CR), massa frescaidocétilo (MFH), massa fresca da radicula (MFR),
massa seca do hipocotilo (MSH) e massa seca deuladMSR) de tomateSplanum lycopersicunmem
funcao de diferentes extratos Alenona crassiflordMart. e agua

Tratamentos % G VG CH CR MFH MFR MSH MSR

Agua 88 a 1577 a 467 a 243 a 236l a 349185 a 0,24 a
Metanol 93 a 1589 a 48l a 274 a 24113%27 a 180 a 0,22 a
Acetato de Etila 915a 1441 b 319b 172 1584 b 183 b 1,74 a 0,19 a
Hexano 93 a 1800a 533a 310 a 25303d7 a 1,79 a 0,21 a
Embrido e Endosperma + Metanol 90 a 1302 b75%r 048 ¢ 1083 c¢c 143 b 164 a 0,18 a
Tegumento + Metanol 84 a 1104c 324 b 1y7 1806 b 3,11 a 193 a 0,30 a
Polpa + Metanol 605b 777 d 222c¢ 0,73 396 b 217 b 180 a 0,17 a
Casca + Metanol 21 ¢ 229 e 101 c 050 7%E95 c 116 b 180 a 0,17 a
Embrido e Endosperma + Acetato de Etila 90,5 a 68% 2,72b 093 ¢ 1605b 142 b 194 al40a
Tegumento + Acetato de Etila 91 a 1269 b 293 125 b 1709 b 244 b 197 a 0,20 a
Polpa + Acetato de Etila 805a 1129 c¢ 281 b,111c 1548 b 201 b 191 a 0,17 a
Casca + Acetato de Etila 49 b 546 d 187 68 c 1134 c¢c 1,16 b 198 a 0,18 a
Embrido e Endosperma + Hexano 885 a 1663 a 4,75156b 2193 a 218 b 181 a 0,20 a
Tegumento + Hexano 92 a 16,75a 4,07 a b602060a 213 b 1,75 a 0,18 a
Polpa + Hexano 895a 1740 a 442 a 153b1%22 232 b 188 a 0,18 a
Casca + Hexano 915a 1793 a 476 a 265 a9222 2,72 a 171 a 0,21 a
CV (%) 10,92 14,76 27,88 28,25 22,35 28,65 9,64 627,

Médias seguidas de mesma letra na coluna perteaagm mesmo grupo e ndo diferem entre si pelo testgcott-Knott a 5% de
probabilidade.

Zs
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== tegumento+metanol

== polpa + metanol

=@ casca + metanol

Figura 8 Porcentagem de germinagdo acumulada densesnde tomate
(Solanum lycopersicum com aplicacdo de extratos metandlicos,

agua e metanol puro, medidos ao longo de seteafias)tervalos de
24 horas

Os menores valores de comprimento do hipocétilanfobbtidos com
extratos metanélicos da casca, embrido com endoapepolpa, assim como o
extrato da casca em meio de acetato de etila.

Dentre eles o extrato metandlico da casca aprasem&nor valor
numeérico de comprimento de hipocotilo (Tabela 8mncovalor médio de 1,01

cm, o que representa inibicao de 78,41% (Figura 9).
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0,00 |

rimento da radicula Comprimento do hipocétilo

-20,00 -
B Solvente puro
B Extrato do embrido com endosperma
W Extrato do tegumento
M Extrato da polpa

M Extrato da casca

Figura 9 Porcentagem de incremento (negativo) bic#d (positivo) do
comprimento da radicula e hipocétilo de plantules tdmate
(Solanum lycopersicunsubmetidas a extratos metanélicos e metanol
puro

O comprimento da radicula foi inibido em maior idielade pelos
extratos do embrido com endosperma, casca e plalparados com metanol e
acetato de etila, tais tratamentos apresentarammegadjue variaram de 0,48 cm a
1,11 cm (Tabela 3) e ndo diferiram estatisticamentee si.

Os tratamentos que apresentaram maior potencimlillledo da massa
fresca do hipocétilo foram os extratos metandlidascasca e do embrido com

endosperma e o extrato da casca em meio de adetatia.
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O extrato metandlico da casca apresentou menor valmérico de
massa fresca do hipocatilo, no valor de 7,69 ngyecorresponde a inibicdo de

67,42% (Figura 11).

100,00 -
80,00
P
+
p—
=)
5 60,00 -
E
.l—I
~ 40,00
p—
2
—
2
g 20,00 -
3
=
0,00 -
Metanol Acetato de Etila
-20,00 -

m Solvente puro

B Extrato do embrido com endosperma
 Extrato do tegumento

M Extrato da polpa

W Extrato da casca

Figura 11 Porcentagem de incremento (negativolbéceo (positivo) da massa
fresca do hipocétilo de plantulas de toma&elénum lycopersicum
submetidas a extratos metandlicos e em meio datacde etila,
assim como aos respectivos solventes puros

Os extratos da casca elaborados com metanol éadetatila foram os
gue promoveram maior inibicdo da massa frescadiaula, contudo, o extrato
elaborado com acetato de etila ndo diferiu estaisente do solvente puro, nao
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sendo possivel atribuir seu efeito aos componedgescasca. O extrato
metanolico da casca promoveu inibicdo correspordeB6%.

Os valores de massa seca média do hipocotilo eansgss média da
radicula ndo apresentaram diferenca significaBendo este parametro pouco
afetado pelos extratos.

3.4 Caracterizacdo dos extratos por meio de espentetria de massas por
“electrospray” (ESI-MS)

Foram gerados espectros de massa para todos asosxér base de
acetato de etila e metanol. Contudo serdo anaisapenas dois espectros, ja
gue promoveram maior efeito inibitério, sendo oraxt do embrido com
endosperma em meio de acetato de etila 0 que peammaior inibicdo em
plantulas de alface e brécolis e 0 extrato meteoda casca o de maior efeito

inibidor sobre o tomate, o que pode ser observad@uadro 1.
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Quadro 1 Tratamentos mais efetivos na inibicdo dacgmtagem de germinacdo (% G), indice de veloeiddel
germinacdo (IVG), comprimento do hipocétilo (CHpnprimento da radicula (CR), massa fresca do
hipocotilo (MFH), massa fresca da radicula (MFR3sea seca do hipocétilo (MSH) e massa seca dalkadic
(MSR) nos bioensaios realizados com alfatac{uca sativ@y brocolis Brassica oleracegee tomate

(Solanum lycopersicum

Alface Brécolis | Tomate
Parte do Fruto Solvente Parte do Fruto Solvente Pte do Fruto Solvente
% G Embrido com Endosperma AE Embrido com Endosperm AE Casca M
IVG Embrido com Endosperma AE Embrido c&;r;cEandosperma, AE Casca M
CH Embrido com Endospermga AE Embrido e Endosperma AEEndosi?r?r:I:,oPCgI;)na, Casta M
Casca AE
Embri&o com Endosperma AE Embrido com Endosperma, AE Embrido com AE
Tegumento, Casca Endosperma, Polpa, Casta
CR Embrido com Endosperma, M Embrido com M
Tegumento, Polpa, Casca Endosperma, Polpa, Casca
Embrido com Endosperma
Embrido com Endospermga AE Embrido com Endospefma AE Casca AE
MFH Embrido com M
Endosperma, Casca
Embrido com Endosperma AE - Casca AE
Embrido com M
MER Endosperma, Polpa, Casta
Embrido com
Endosperma, Tegumento, H
Polpa
MSH | Embrido com Endospermia AE -
“continua”

LS
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Alface

Brocolis

Tomate

Parte do Fruto

Solvente

Parte do Fruto | Solvent

P& do Fruto

Solvente

MSR

Embrido com Endospermga

AE

Embrido com Endosperma,
Casca

AE

Polpa

M

M: Metanol; AE: Acetato de Etila; H: Hexano

8§
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Por meio de compara¢Bes com dados na literatusanfadentificados
compostos com possivel acao alelopética, porémcoanarovacao dos supostos
compostos encontrados devera ser realizada a fraggd® dos ions por meio
da técnica MS/MS. Por esse motivo sera sugerid@sepca de determinadas
moléculas por semelhanca na relacao m/z.

Nas Figuras 12 e 13 os sinais (picos) corresporalemléculas do tipo

[M-H] .

SETEMBRO ACS NEG_130916155704 #1 RT:0.00 AV:1 NL:4.43E1l
T: ITMS - p ESI Full ms [150.00-2000.00]
298.17
44

42
407

| 637.50

26

787.33 852.58
1000.17 1283.25 1491.33 1978.08
683.08 921.00 1396.92 1798.83 !
1728.42

N
~

N
bbb bbb e T

Intensity
N

T T LA A LA s s T T
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

Figura 12 Espectro de massas por electrospray ttat@xdo embrido com
endosperma em meio de acetato de etila, avaliadoodo negativo.

No extrato do embrido com endosperma em meio datacde etila foi

possivel identificar nove possiveis moléculas (Qua&J.
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Quadro 2 Relagédo m/z dos ions [M-ld] possivel identificacdo de compostos
detectados por ionizagéo por “electrospray” (ESIyM& analise do
extrato da semente de crassifloraem meio de acetato de etila

R?La;gao Identificagdo Sugerida Referéncia

260 “Dodeca-2,4,8,10-tetraenoic  acid 2-  Mudge et al. (2011)
methylbutylamide”

279 “p- Coumaroyl malate” Narvaez-Cuenca et al180

298 “Pentadeca-2E,9Z-diene-12,14-diynoic Mudge et al. (2011)
acid 2-methylbutylamide”

412 “Stigmasterol” Kpoviessi et al. (2006)

499 “5 -0 - Coumaroyl caffeoylquinic acid” Gouvaigal. (2013)

621 “Acetyl naringin” Zhang et al. (2011)

637 “Luteolin diglucoronide” Huvaere et al. (2012)

683 “Rosmarinic acid dihexoside derivative” Negraé (2011)

787 “Quercetin-3-O-sophoroside-7-O-D- Schmidt et al. (2010)

glucoside”

Foram considerados sinais de maior confiabilidadgieles cujo

comprimento estava proximo a trés vezes a medidaido em seu espectro de

referéncia. Os sinais de maior confiabilidade spoadem ao “Pentadeca-2E,
9Z-diene-12,14-diynoic acid 2-methylbutylamide” gm298), e a “Luteolin

diglucoronide” (m/z=637).

Na Figura 13 estad representado o espectro geradoacanalise do

extrato metandlico da casca.
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SETEMBRO MC NEG EXATO_130916155704 #1 RT:0.00 AV:1 NL: 1.45E2
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Figura 13 Espectro de massas por electrospraytdat@xnetandélico da casca do
fruto deA.crassiflorg avaliado no modo negativo
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Neste espectro foi possivel a identificacdo dedlipostos com base na
literatura (Quadro 3), porém apenas “Ferulic adiati/z= 193) e “Chrysin”

(m/z= 253) apresentaram sinal de intensidade adaqua

Tabela 6 Relagdo m/z dos ions [M-Hg possivel identificacdo de compostos
detectados por ionizagéo por “electrospray” (ESIyM& analise do
extrato metandlico da cascaAlenona crassifloraMart

Re;rl]altgao Identificagdo Sugerida Referéncia
193 “Ferulic acid” Garret et al. (2012)
253 “Chrysin” Wang et al. (2008)
321 “Oxygenated catechin” Huvaere et al. (2012)
421 “Mangiferin” Rainha et al. (2012)
561 “Catechin dimmer” Atoui et al. (2005)
601 “Elenolic acid” Eyles et al. (2007)

“continua”



Tabela 6 “concluséo”
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Renl]a;gao Identificagdo Sugerida Referéncia
641 “Quercetagetin 7- O caffeylglucoside” Parejale{2004)
777 “Tri- caffeoyl succinoyl quinic acid” Simirgiistet al. (2012)
865 “Procyanidin trimer” Reis et al. (2012)
934 “Cyanidin 3-(600-caffeoyl sophoroside)-5- Kim et al. (2012)
glucoside”
1109 “Kaempferol-3-O-feruloyl-sophoroside-7 Schmidt et al. (2010)

O-diglucoside”
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4 DISCUSSAO

A heterogeneidade de respostas bioldgicas sugereo quotencial de
inibicdo dos extratos depende do solvente que gtitain da parte do fruto
utilizado em sua elaboracéo e da espécie bioindiaaavaliada. A diversidade
de compostos presentes nas partes do fruto, arerdde capacidades de
extracdo dos solventes e as diferengas de volwoestituicdo das sementes sdo
fatores que tornam as respostas biologicas precespecificos (PELLISSIER,
2013), portanto de complexa comparacdo. Como faaso do extrato do
embrido com endosperma em meio de acetato degeiapromoveu intensa
inibicdo da germinacédo de alface e brocolis, porén, inibiu a germinacéo do
tomate.

Com isso, as caracteristicas genéticas individudes espécies
bioindicadoras devem ser levadas em conta, ja ap@dcem maior ou menor
sensibilidade do organismo a determinado compo&idN; TSUZUKI, 2002).

A inibicdo do processo germinativo, por meio daoskpao ao extrato de
sementes dénnona crassiflorafoi relatado por Ribeiro et al. (2013), onde
sementes de alfacd.gctuca sativa) expostas ao extrato da semente na
concentracdo de 1,2 mg/L apresentaram 13,56% deirgeydao. Neste trabalho,
a alface apresentou 1% de germinacéo, isso sead@egor propor¢do do tecido
vegetal utilizado na elaboragcéo do extrato, condomnmetodologia anteriormente
descrita.

Aleloguimicos podem influenciar a germinacdo porferdintes
mecanismos (MUSCOLO; PANUCCIO; SIDARI, 2001; WEIRBAIS;
VIVANCO, 2003), geralmente a inibicdo ocorre pelterrupcdo ou reducdo da
respiracdo, atividade enzimética e atividade dlical, processos diretamente

relacionados com a mobilizagdo dos componentessigva. A interrupcdo do
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acesso a fonte energética no desenvolvimento eimsto inicial da planta
pode resultar na morte da semente (WEIR; PARK; WO, 2004).

A avaliacdo prévia da eficiéncia de extratos veageta inibicdo do
crescimento de plantas € um ponto chave quandessgadrealizar a integracéo
de plantas de potencial alelopatico com métodadictamais de controle de
plantas daninhas, sendo assim, para o estudo limisiabioensaios séo
amplamente utilizados.

Omezzine & Haouala (2013) relataram a inibicdo mida por
extratos deTrigonella foenum-graecurh. sobre o comprimento da parte aérea
de plantulas de alface, tal inibi¢cdo variou de BB%%, dependendo do solvente
utilizado e estagio fenolégico da planta fonte leéguimicos.

Xu et al. (2013) avaliaram o efeito de composta®lieos extraido de
raizesMikania micranthasobre a germinacdo e crescimentoAdabidopsis
thaliana e identificaram diversos compostos que inibiraonescimento da parte
aérea em até 96%.

Por meio dos resultados obtidos é possivel avarmug houve inibicdo
expressiva sobre caracteres de crescimento dasciespbioindicadoras,
comprovando que sob condicdes de laboratério aciespécrassiffloraMart. é
uma fonte potencial de aleloquimicos com ac¢éo sapra sobre outras espécies
vegetais. Contudo, sdo necessérios estudos pdfiaares eficacia dos mesmos
sob condi¢cdes de campo, e, com isso a possibilidedsua integracdo aos
métodos de manejo de plantas daninhas, pois de¥idmmplexidade de
interacBes bibticas e abibticas que ocorrem em emtinatural, sem essa
avaliacdo, ndo se pode garantir que extratos isgel@nterdo sua eficiéncia
como apresentado em condi¢Bes de laboratério litagfio de extratos vegetais
com comprovada capacidade inibitéria pode trazeug& no volume de
herbicidas, representando um relativo ganho anddienteducdo nos custos de

producao.
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Jabran et al. (2010) obtiveram efeito satisfat@wocontrole de plantas
daninhas combinando extratos de sorgaorghum bicolor L.), girassol
(Helianthus annuus..), mustardaBrassica campestris.) e arroz Qryza sativa
L.) a uma dose reduzida do herbicida Pendimethakea combinagéo permitiu
a reducdo em 50% do consumo do herbicida no mateejavoura de canola
(Brassica napus Resultado semelhante foi obtido por Igbal, CreeenMushtaq
(2009) no manejo do algodoei@dgssypium hirsutujn

Cheema, Jaffer e Khalig (2003) também verificaraviahilidade em se
reduzir 50% do volume gasto de Isoproturon no ntadejespécies daninhas do
trigo, ao se combinar herbicida com extrato de ad8&prghum bicolor_.). A
producdo obtida com esse método foi bem préximaodugao obtida com o
manejo convencional.

Alguns aleloguimicos possuem a capacidade de énitenfo crescimento
e desenvolvimento da planta, através de diferemi&ssanismos, muitos deles
ainda desconhecidos. Dentre os mais estudadosheados pode-se citar os
mecanismos de alteracdo da permeabilidade de mealwaalteracdo da
capacidade de absorcdo de ions, os quais podenoyepm desaceleracédo do
crescimento e morte do tecido (LI et al., 2010).

O extrato de embrido com endosperma em meio datacee etila
inibiu a maior parte dos caracteres avaliados ems ddas trés espécies
bioindicadoras utilizadas. Esse resultado ampl@ere@lizado esta de acordo
com os apresentados por Inoue et al. (2010a), duae substancias isoladas do
extrato acetato de etila da sementéderassiflora(estigmasterol glicosilado e
sitosterol glicosilado) apresentaram potencial mibigdo do crescimento da
parte aérea e radicular de plantag&dphorbia heterophylla

Levizou et al. (2002) apresentaram o efeito aldlopado extrato
aquoso da folha da espé@étrichia viscosasobre plantulas de alface. Apesar

de o sistema radicular ter sido mais afetado emceewrimento do que em
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massa, as plantas tratadas com extrato apresentadumdo na massa da
radicula em torno de 30%. Aparentemente, os aléfigas presentes no extrato
induziram um encurtamento e engrossamento da &hiando em menor
magnitude a massa da radicula.

<

Raizes submetidas a aleloquimicos geralmente temciEscimento
longitudinal inibido devido a reducdo do processo divisdo celular. Tal
inibicAo pode promover um engrossamento desse Oegdadetrimento ao
alongamento longitudinal, assim como estimular sedeolvimento de pelos
radiculares (ROMERO-ROMERO et al., 2005), o queepedplicar a maior
alteracdo do comprimento das raizes em relacamarrafieracdo na massa das
raizes em todos os bioensaios.

Aleloguimicos podem agir pela inibicdo de enzimaspeeificas,
distdrbios no balan¢co hormonal, supressdo da divis&longamento celular.
Esses mecanismos estéo intrinsecamente relacioaadogscimento radicular
(RICE, 1984).

Magalhades et al. (2012) descreveram drastica reddgacrescimento
radicular com a aplicacdo de extratos metandliamsenldosperma d8utia
capitata Tal reducdo foi correlacionada com a presenca&amepostos com
capacidade de interrupcdo da translocacdo de hammodvegetais, mais
especificamente auxinas. Segundo esses autoresa lpbssibilidade de
metabdlitos secundarios presentes no extrato estgado de forma analoga a
flavondides, alterando o equilibrio hormonal. Derguas inimeras atividades,
os flavonoéides podem atuar na regulacéo do trarespategradacdo de auxinas,
tendo efeito direto no crescimento radicular (WEST®IATHESIUS, 2013).

Em vista da especificidade dos resultados, perselsimportancia da
andlise das respostas biologicas de diferentesiespfa que a sensibilidade a
determinado composto alelopético é um fator valiéwére espécies (BELZ;
HURLE, 2004; NASIR et al., 2005).
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Apesar de todas as partes do fruto terem promo&igom grau de
inibicdo, o embrido com endosperma em meio de tacdgetila inibiu maior
namero de parametros no bioensaio realizado cameal brocolis, enquanto o
extrato metanolico da casca foi o responsavelipédi&gdo de maior nimero de
caracteres em tomate. Baseado nessas informag@esdado enfoque a esses
dois extratos de maior potencial alelopatico.

Componentes identificados

No extrato do embrido com endosperma em meio datacge etila os
sinais de maior intensidade referem-se aos comptBeEntadeca-2E,9Z-diene-
12,14-diynoic acid 2-methylbutylamide” (m/z= 298}laiteolin diglucoronide”
(m/z=637) .

O composto  “Pentadeca-2E,9Z-diene-12,14-diynoic d aci2-
methylbutylamide” (m/z= 298) pertence ao grupo Adguilamidas, que sao
moléculas biotivas, originadas do metabolismo sgério, presentes em mais de
100 espécies, exercem diversas fun¢fes biolégataando como componentes
biocidas com papel de protecdo contra agentec@sd(BOONEN et al., 2012)
e sua atividade inseticida foi previamente relajaalaOttea, Payne e Soderlund
(1990).

O composto “Luteolin diglucoronide” (m/z= 637) é uflmavondide
pertencente a classe das flavonas, possui atividadigora do geneNod
(COOPER, 2004) e esta relacionada a quimiotaxia itiyeds com
microorganismos simbiéticos, ou negativa com p#iiass de solo (WUYTS;
SWENNEN; DE WAELE, 2006), contudo ndo ha relatos deédo
exclusivamente alelopatica desse composto isolautame

Alguns flavonéides possuem atividade alelopaticambecida (KONG
et al., 2007), porém pouco se sabe sobre seus immeaEnde acdo alelopética.
As diferentes formas de assimilacéo e transpodsegecompostos assim como

modificacdes em sua estrutura promovidas por migesdsmos do solo sédo
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fatores que determinam sua eficiéncia na inibigea@eterminado organismo e
podem explicar a especificidade de acdo em difeserspécies de plantas
(WESTON ; MATHESIUS, 2013), o que pode ser relaagtm aos diferentes
niveis de suscetibilidade das espécies bioindiead@mubmetidas ao extrato do
embrido com endosperma em meio de acetato deesita trabalho.

No extrato metandlico da casca os compostos ideatids com maior
intensidade foram “Ferulic acid” (m/z= 193) e “Csiry’ (m/z= 253).

O efeito alelopatico do acido ferdlico (“Ferulic idiy ja é de
conhecimento comum (DOS SANTOS; FERRARESE; FERRARE&RHO,
2008). E considerado aleloquimico capaz de promoaereducdo do
desenvolvimento da planta por meio de diversos ni@tes como interrupcao
de absorgdo de nutrientes, reducdo da taxa fotéssane na capacidade de
utilizacdo de 4gua (SIQUEIRA et al., 1991). O admtdlico é um forte inibidor
do alongamento sistema radicular e parte aéreaue ppde explicar os
resultados obtidos no bioensaio realizado com tenfaantulas de alface e
brécolis foram menos suscetiveis a esse extraoltado nada inusitado, ja que
diferentes espécies apresentam muitas vezes re@ogtegonicas a um mesmo
composto fendlico (REIGOSA; PAZOS-MAVIDO, 2007).

O flavonodide “Chrysin” (m/z= 253) é uma flavona @upotencial
alelopatico também ja foi relatado. De Martino ket(2012) apresentaram seu
efeito fitotdxicoin vitro, onde promoveu a inibicdo do crescimento radicdéar
rabanete. Também hé indicios de seu potencial ibigdo da germinacao
(SHALABY, 2001).

Desta forma, por meio da resposta biologica aostest vegetais foi
mensurado o potencial fitotéxico de determinadasepado fruto. Em seus
respectivos extratos foi possivel caracterizar redgaleloquimicos de acao

inibidora comprovada.
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Porém, uma andlise mais apurada, com a otimizagapratesso de
leitura cromatografica, assim como o isolamentandéculas especificas, sera
possivel ampliar o conhecimento das fontes de noaignenor efeito supressor,
possibilitando o desenvolvimento de novas moléculasacdo herbicida e
através de testes em condi¢cdo de campo sera posgiier a eficiéncia dos
extratos vegetais e comprovar o real potencialntegiacdo dessa espécie ao

manejo de plantas daninhas.
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5 CONCLUSAO

O fruto deA. crassifloracontém compostos com capacidade de inibir a
germinacéo, crescimento e desenvolvimento de affamuca sativy brécolis
(Brassica oleracepe tomate $olanum lycopersicum

Dentre as partes do fruto, a semente possui matengial de inibi¢céo
de alface l(actuca sativa e brocolis Brassica oleracep enquanto a casca
apresenta maior potencial de inibi¢cdo de tonfasdafium lycopersicum

Estdo presentes nos extratos analisados diversgsostos, dentre eles
0 pentadeca-2E,9Z-diene-12,14-diynoic acid 2-mébtitylamide (m/z=298),
luteolin diglucoronide (m/z=637), ferulic acid (m/293) e chrysin (m/z= 253).
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RESUMO

A fragmentacdo de habitats traz inUmeras conse@grespecialmente
sobre espécies endémicas. Tal processo favoreeirautdo de individuos e
reduz a diversidade genética de espécies sob esslic@o. Neste contexto
pode-se colocar a espééienona crassifloraMart., cuja incidéncia ao longo das
areas de Cerrado é cada vez menor, tornando vafiddilas de identificacdo e
caracterizacao da biodiversidade remanescente.eStentrabalho objetivou-se a
caracterizacdo do perfil de conteddo de DNA de |[ag@esin situ de A.
crassifloraao longo do Cerrado mineiro. Foram georreferemsiggtbpulacdes
nos municipios de Corinto, Curvelo, Carmo da Ma&ma Esperanca e
Paraguacu. A estimativa do conteido de DNA foiizadh por citometria de
fluxo para 10 individuos de cada populacdo. Obsevesorrelagdo positiva
significativa entre o conteddo de DNA e a latityde= 0,46, p = 0,0003).
Concluiu-se que existe variabilidade para o carétmrteddo de DNA em
populacdes situadas sob condi¢des climaticas @istia que a citometria de
fluxo € uma ferramenta pratica para detectar vdeisglo contelldo de DNA
nuclear entre populacdes e individuo#\derassiflora.

Palavras-chave: Araticum. Marolo. Citometria dexdluCerrado
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ABSTRACT

Habitat fragmentation has numerous consequencgzxcialy on
endemic species. This process favors the reducfiondividuals and genetic
diversity of a species under these conditions. 3jmeciesAnnona crassiflora
Mart. can be framed in this context since thairitsdence along the Cerrado
areas is dwindling, that fact makes valid the idigation and characterization
of the remaining biodiversity. This work aimed foacacterize the nuclear DNA
content profile ofin situ populations ofA. crassiflora along the Cerrado
Mineiro. Populations were georeferenced in theesitof Corinto, Curvelo,
Carmo da Mata, Boa Esperanca and Paraguacu. TheanimNA content was
estimated through flow cytometry using 10 individuaf each population. A
significant positive correlation between DNA corttand latitude was obtained
(r=0.46, p = 0 0003). It was concluded that theneariability for the trait DNA
content in populations located in different climsationditions, and that flow
cytometry is a useful tool to detect changes inlearcDNA content among
populations and individuals &f. crassiflora

Keyword: Araticum, marolo, flow cytometry, Cerrado
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1 INTRODUCAO

A expansao da fronteira agricola assim como o elaimento urbano
resultou em um processo acentuado de degradacdbioda Cerrado. A
continua reducdo desse habitat tem impacto diretweso tamanho das
populacdes de espécies endémicas desse ecossisteoTaisso, constitui uma
ameaca a biodiversidade do Cerrado. O aumentostindia entre populagfes
de uma mesma espécie acarreta o aumento da digeErgfamética entre elas.
Isto ocorre devido a reducéo do fluxo génico e ¢édwna variabilidade de pdlen
disponivel. Esse processo tem sérias implicacoesslmavivéncia das espécies,
ja que a limitacdo da variabilidade genética pageisir a capacidade de uma
determinada populacdo responder a mudancas ambieute desfavorecam
suas caracteristicas adaptativas.

A espécieA. crassifloraconhecida como marolo, € uma espécie nativa
do Cerrado e vem sofrendo reducao populacionatidevifragmentacéo do seu
habitat. Atualmente, é possivel encontrar essaciEspén pequenas populacdes
ao longo desse bioma. Devido ao seu potencial fasidgico, alimenticio,
inseticida e alelopatico, € de fundamental impaitro direcionamento de
esforcos que contribuam com sua conservacdo e tedracdo da
biodiversidade remanescente.

O conteddo de DNA nuclear das populagbes remartescate A.
crassifloraainda encontra-se ndo relatado. Em muitas espexite correlacao
entre esse parametro e caracteres morfolégicose pssupde alteracdes em
sua magnitude em sintonia com processo adaptatifEMECH;
GREILHUBER, 2001). A avaliacdo do conteddo de DN# @opulacdes
localizadas em ambientes distintos pode revelaraglbes adaptativas em nivel

de DNA e ser (til na deteccao de variabilidadeaggpecifica.



84

Objetivou-se com este trabalho o georreferenciamdet populagtes
situadas em diferentes mesoregifes de Minas Geiaamdo facilitar futuros
trabalhos e verificar a viabilidade do uso da cetia de fluxo como ferramenta
de deteccao da variabilidade genética entre popedaisoladas, utilizando como
parametro o contetido de DNA nuclear.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultwl@a Tecidos do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidadedétal de Lavras
(UFLA). Populacdesn situ de A. crassifloraforam localizadas e identificadas
segundo Lorenzi (2002), sendo selecionadas as gujd com 10 individuos,
nos municipios de Boa Esperanca, Carmo da Matag®agu, Corinto e

Curvelo (Figura 1).
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As plantas foram georreferenciadas, em diferentesomegifes de
Minas Gerais (Tabela 1) com aparelho GPS model@Wsx GARMIN.

Tabela 1 Coordenadas geograficas das populacdés deassifloracoletadas
em Minas Gerais

Local . Longitude . Mesorregido
(Municipio) Latitude (sul) (oeste) Altitude (m) de Minas
Boa Esperanca 21° 04’ 59” 45° 41’ 53” 814 Suludgste
Paraguacu 21° 33 03" 45° 45’ 29” 846 Sul / Sutdes
Carmo da Mata 20° 33’ 59” 44° 52’ 09” 869 Oeste
Curvelo 18° 49’ 10” 44° 29'19” 724 Central
Corinto 18° 24’ 02" 44° 27" 44" 674 Central

De cada planta foram coletadas trés amostras thasfgbvens, em
estagio inicial de desenvolvimento e colocadas aooss plasticos contendo
algoddo umedecido e mantidas em caixa de isopor gelm, visando a
manutencdo da integridade do material vegetal. Aqdstadas, as amostras
foram analisadas em citometro de fluxo, em atéd2d<h

Para a quantificagdo do contetido de DNA, folhasnewe do padrdo de
referéncia foram picadas com bisturi em placa dg,em 1,0 mL do tampé&o
de extracdo de nucleos Marie (MARIE; BROWN, 1998%olucdo de ndcleos
foi aspirada através de duas camadas de gazefilb@gem de particulas
grosseiras do tecido, posteriormente filtrada erthande 50 um (Millipore) e
acondicionada em um tubo de poliestireno. A sugmensclear foi corada com
25 pL de solucéo de iodeto de propideo. Como pauht@ono foi utilizado
tomate Solanum lycopersicum lcujo contetido é de 1,96 pg de DNA.

As amostras foram mantidas sob refrigeracdo, naorese em seguida
analisadas em citdbmetro de fluxo modelo FacsCaljBiosciences), onde foi
possivel a obten¢éo dos histogramas.

O contetdo de DNA nuclear (pg) das plantas fomexdo utilizando-se
a razao entre as intensidades de fluorescéncialmtsos G1 (nicleos que estao
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na fase G1 da Interfase) do padrédo de referé&akarfum lycopersicum.)Le
dos ndcleos G1 da amostra, multiplicando-se egéorpela quantidade de DNA
do padrdo de referéncia (1,96 pg). Para tal estimaitilizou-se o software
WinMDI 2.8.

De posse dos valores de DNA nuclear realizou-s&bsa de variancia
e teste de médias, assim como a avaliacdo da dest@uclidiana para a
construcdo de dendrograma pelo método de UPGMAandises estatisticas

foram realizadas com auxilio do software GENES (ZR2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando citometro de fluxo foram obtidos histagras de cada
amostra (Figura 2), os quais foram utilizados aestimativa do conteddo de
DNA de cada individuo das populacdes citadas.

Solanum lycopersicum

Annona crassiflora

tnnona crassiflora
Solanum Iycopersicum

Boa l;spw‘n‘ncn Carmo da Mata
Solanum lycopersicum Solanum lycopersicam
Annona crassiflora Annona crassiflora
Paraguacu Curvelo

Solanum lycopersicum

Annona crassiflora

Corinto

Figura 2 Histogramas representativos das populai@As crassifloracoletadas
nos municipios de Boa Esperancga, Carmo da MatantGpCurvelo
e Paraguacu
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Todos os picos analisados apresentaram CV (%)@baix%. Segundo
Dolezel e Bartos (2005) valores de CV abaixo des@&totalmente aceitaveis e
indicam boa precisédo na estimativa do contetidoNi&.D

A analise de variancia revelou diferenca signifi@apara o contetdo de
DNA entre populacdes e entre individuos da mesnulpgdo (Tabela 2),
indicando variabilidade inter e intrapopulaciordh populacdo de Curvelo os
valores variaram de 1,44 a 1,85 pg, sendo a pdmulgge apresentou maior
amplitude nos valores de contetido de DNA, corredgodo a variacdo de 22%
(Tabela 3). A populacdo de Carmo da Mata foi a denaon variacao,
apresentando valores na faixa de 1,52 a 1,66 mg.cqrresponde a 8,4% de

variacdo (Tabela 3).

Tabela 2 Andlise de variancia do conteldo de DNtkeee dentre populacdes
deA. crassiflora

Contetdo de DNA

GL oM
Individuos 49 0,02116
Populagdes 4 0,105676
Individuos/Populagéo 45 0,013647
Individuos/ Boa Esperanca 9 0,006741
Individuos/ Carmo da Mata 9 0,004685
Individuos/ Corinto 9 0,012387
Individuos/ Curvelo 9 0,0366
Individuos/ Paraguagu 9 0,007824
Residuo 100 0,001102
CV (%) 2,03

" Valores significativos pelo teste F a 5% de prolmdie

Por meio dos dados apresentados, sugere-se queesamores de
conteldo de DNA sdo mais comumente encontradog entlividuos de
populagbes situadas em maiores latitudes, sengomsdaces da mesorregiao
Sul/Sudeste de Minas Gerais as de maior conteudoNfe (Tabela 3). As

estimativas do conteuddo de DNA nuclear das popalcsituadas nas
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mesorregides Oeste e Central ndo diferiram estatisente entre si (Tabela 3).

Existe certa relacéo entre contelido de DNA e Ipagdio geogréfica.
Populagbes com tamanho de genoma aproximado eagvag& mais

préximas geograficamente, com excecao da popullz&@armo da Mata que se

encontra em regido intermediaria.

Tabela 3 Contetdo de DNA em popula¢desAderassifloradistribuidas em
diferentes municipios de Minas Gerais

ContelGdo de DNA

Local Menor Maior Porcentagem Média da Targanho cvV
(Municipio) Valor Valor de Variagdo Populagdo G 0
enoma (%)
P9 (pg) (%) (P9 (wbp)®
Boa Esperancga 1,64 1,80 8,88 1,72 a 1682 0,52
Paraguacu 1,56 1,74 10,34 165 b 1613 0,84
Curvelo 1,44 1,85 22,16 160 ¢ 1564 0,56
Carmo da Mata 1,52 1,66 8,43 160 ¢ 1564 0,55
Corinto 1,49 1,67 10,77 157 ¢ 1535 0,66

# Tamanho do Genoma calculado como 1 pg = 978 (Diofezel et al., 2003)
Os valores seguidos pela mesma letra na colunangern a um mesmo grupo e nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%rdéabilidade (p<0,05)

Houve correlagdo positiva e estatisticamente sgatifa entre os
valores de latitude (sul) e contelido de DNA pestete (r = 0,46, p = 0, 0003).
Contudo, uma faixa geografica mais ampla deve geloeda para o melhor
entendimento desse tipo de correlacdo. A escasspppllacfein situ dessa

espécie constitui um entrave para estudos como este
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Figura 3 Correlacdo entre latitude e conteido deADd¢ plantas de A.
crassiflora coletadas nos municipios de Corintay€la, Carmo da
Mata, Boa Esperancga e Paraguagu

A variacdo no contetido de DNA em fun¢éo da variggimrafica é um
tema controverso. Correlacdes tanto positivas quamegativas e nao
significativas foram previamente relatadas (LEVINJNDERBURG, 1979;
GRIME; MOWFORTH, 1982). Alguns fatores ambientaisno temperatura e
precipitacdo, variam de acordo com a latitude #udé e podem agir como
agentes geradores de pressdo de selecdo promoweddsenvolvimento de

vantagens adaptativas e, portanto, favorecendmedites no contedo de DNA
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nuclear. A presenga de individuos com alto valocatgetdo de DNA torna-se
mais rara especialmente em ambientes de baixa niligjade de agua e
temperaturas extremas (KNIGHT; ACKERLY, 2002). Dernfia geral,
individuos com genoma menor podem ser encontramiobabitats com ampla
variedade de condi¢fes, enquanto genomas maicaesnégmente encontram-se
sob condi¢cdes mais moderadas, estando fora de ratebiextremos (KNIGHT;
MOLINARI; PETROV, 2005).

Tavares et al. (2013) detectaram diferencas narthm do genoma
entre populacbes d&ryngium duriaei situadas em diferentes altitudes. O
isolamento de populagdes em altitudes elevadasdeao o desenvolvimento de
diferencas morfolégicas, de tamanho do genoma eodeposicdo de o6leos
essenciais. Temsch & Greilhuber (2001) encontraomrelacdo positiva
significativa entre a latitude e o contelido de Ddiédplantas da espédeachis
duranensis A correlacdo com a longitude também foi signtfia porém se
deu exclusivamente pela variagéo da altitude.

Segundo Murray (2005) essa variacdo € comum eargpécies de
diferentes habitats, portanto € possivel que em mmesma espécie também
possa ocorrer, principalmente em populacfes gé@® elstribuidas em regides
gue apresentam pluralidade de condicbes edafoamsatcomo é o caso da
espéciéA. crassiflora

Na Tabela 4 é possivel observar algumas cardatesi€limatolégicas
regionais dos diferentes locais de coleta, demamdtr as condicdes mais aridas
encontradas na regido Central de Minas Gerais, doden coletadas as
populagBes de Curvelo e Corinto, condicdes maisnaméSul/Sudeste) onde
foram coletadas as populacdes de Boa Esperan¢csaguBeau, assim como a
regido Oeste representada pela populacdo de Caanddath com condi¢Bes
intermediarias. Os dados apresentados na Tabetardspondem a média de
dados diérios coletados de 2000 a 2013.
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Tabela 4 Dados climatdlégicos médios de 2000 a 2@pBesentativos das
regibes Sul/Sudeste, Oeste e Central de Minas GEINMET:
Instituto Nacional de Metereologia, 2013)

Mesorregi&o Precipitacdo Temperatura Tem_peratura Um_idade
(mm/ano) maxima (°C) minima (°C) relativa (%)
Sul/Sudeste 1294 27,54 15,54 70,62
Oeste 1300 29,02 15,61 66,14
Central 1008 30,70 17,04 64,98

Devido a heterogeneidade de ambientes e variathdida
intrapopulacional, foi calculada a distancia Eualié média para quantificacdo
da diversidade, por meio de medidas de dissimiddadutilizando o método de
agrupamento hierarquico UPGMA para a construcadetidrograma (Figura 4).
O objetivo dessa analise foi avaliar o agrupameemtre individuos de
populacdes geograficamente mais préximas, levaataad hipotese que
individuos de mesma populacdo e de populacBes afemagnente menos

isoladas apresentariam maior semelhanga para terceséiteddo de DNA.
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Na andlise de agrupamento a maior parte dos indigidla populacéo
de Corinto e Paraguagu permaneceu agrupada coriodamos individuos das
suas respectivas populacdes. Os demais individuwosnafam grupos
heterogéneos.

Segundo Telles et al. (2003) visto que a espéciecrassiflora é
preferencialmente aldgama, sendo uma parcela akgaesla variabilidade
genética encontrada entre populacdes e levandmsmnsideracdo o processo
de fragmentacéo do habitat, temos um cenario dedawnento da fecundacéo
entre individuos aparentados, devido a interrupgio fluxo génico e
variabilidade polinica. Ainda assim, pode-se pegcebrto grau de variabilidade
dentro das populacg@es, para o carater contelddNde D

A diversidade de tamanhos do genoma em uma mespéziesesta
relacionada com a capacidade adaptativa espeddiespécie, ndo sendo uma
constante passivel de generalizagdo. Li et al.320130 encontrou diferenca
intra-especificas ao analisar o conteido de DNAeanale 36 populacdes de
Miscanthus coletadas em locais de diferentes condicbes ogpeamtura e
altitude. Neste caso as variagbes ambientais n@magweram alteracdes
adaptativas que pudessem ter sido detectadassattaavaliacdo desse carater.

Em nivel adequado, a variabilidade genética rentamés de um
germoplasman sity, permite em longo prazo, a resposta da espégiecasoes
de selecdo. Tal processo acarreta no desenvoldndenvantagens adaptativas
(LOWE et al., 2005). A perda dessa capacidade éndicio de uma critica
reducdo da variabilidade genética natural existe®UNG; BOYLE;
BROWN, 1996). Apesar dos ambientes utilizados nestbalho néo
apresentarem variacdo extrema para temperaturcipipgedo e umidade, foi
detectado certo grau de variabilidade para o cacéteetdo de DNA, o que nos
sugere que esforgos direcionados a coleta, comserva exploragdo desses

recursos genéticos devem ser fomentados.
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4 CONCLUSAO

Existe variabilidade no tamanho do genoma tanta jradividuos de
mesma localizacdo geografica, quanto entre popesagdéA. crassiflora
Ha correlacdo positiva significativa entre latitueleonteddo de DNA nuclear
em populagbes da. crassiflora Populacdes mais ao Norte de Minas Gerais

apresentaram menor tamanho de genoma.
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