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Resumo

Adenocalymma peregrinum (Miers) L.G.Lohmann (Bignoniaceae) conhecida
popularmente como “ ciganinha” , vem sendo intensamente estudada nos Gltimos anos
em funcdo de suas caracteristicas como invasoras de pastagens. Essa espécie possui
mecanismos de propagacdo vegetativa, através de gemas latentes nos caules aéreos e
nos caules subterraneos que sdo ativadas em resposta a estimulos provocados por cortes
e outras lesdes de seus tecidos, o que explica o vigoroso rebrote causado por tratos
mecénicos e a ineficicia do controle pelos métodos de corte. Com o intuito de explicar,
em parte, as estratégias metabolicas que propiciam a agressividade desta espécie como
invasoras de pastagens foram realizadas avaliacbes comparativa dos niveis de
citocininas e de metabdlitos secundarios com o uso das técnicas de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas das raizes e caule de A. peregrinum durante o
processo de regeneracdo da parte aérea. Para a avaliagdo comparativa dos compostos
foram utilizadas raizes de exemplares cultivados em casa de vegetacdo, obtidas a partir
da germinacdo de sementes e caule de plantas adultas estabelecidas no campo com
intervalo de poda de 5, 10, 15, 20 e 25 dias. A metodologia analitica para a avaliacdo
comparativa dos compostos foi desenvolvida em cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a um detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas. A regeneracao das
plantas podadas teve inicio no 10° dia apds a realizacdo da poda em campo e em casa de
vegetacdo. Dos 12 compostos detectados apenas a cinetina, alantoina e o iridoide 6p-
hidroxiipolamiida foram detectados em nivel adequado para a avaliacdo comparativa.
Os outros compostos somente analisados quanto sua presenca e auséncia. O pico de
concentracdo das substancias coincidiu com o inicio da regeneracdo das plantas podadas
no campo e casa de vegetacao, o que evidencia seu papel na regeneracdo da planta ap6s
a poda. Provavelmente A. peregrinum usa esses compostos para superar as condi¢des
adversas encontradas no campo e, assim, pode conseguir vantagens sobre outras

espécies, garantindo 0 seu sucesso como uma espécie invasora.

Palavras-chaves: ciganinha, invasora de pastagem, citocininas, metabolitos

secundarios.



Abstract

Adenocalymma peregrinum is popular known as “ciganinha” and has been extensively
studied in the last years, mainly due to its invasive nature. This species has vegetative
propagation mechanisms that are activated in response to stimuli caused by cuts and
other injuries on their tissues, that could explains the vigorous regrowth caused by
mechanical treatment and the ineffectiveness of control by cutting methods. In order to
understand better how metabolic strategies could contribute to aggressiveness of this
species, were evaluated comparative levels of cytokines and secondary metabolites in
roots and stems of A. peregrinum during the regeneration process using Liquid
Chromatography coupled to Mass Spectrometry. For comparative evaluation of the
compounds were used roots of plants grown under greenhouse and stems of mature
plants established in the grassland with pruning interval of 5, 10, 15, 20 and 25 days.
The analytical methodology used during comparative evaluation of the compounds was
developed in ultra performance liquid chromatography coupled to diode arrays detector
and mass spectrometry. The regeneration of pruned plants began on the 10th day after
the completion of pruning in the grassland and greenhouse. Among the twelve
monitored compounds only kinetin, allantoin and 6B-hydroxyipolamiide was detected at
the appropriate level for evaluation. The other compounds were analyzed only for their
presence or absence. The peak concentration of compounds coincided with the
beginning of the plants regeneration, which highlights its role in the plant regeneration
after pruning. Probably A. peregrinum uses these compounds to overcome adverse
conditions encountered in the field and thus can achieve advantages over other species,
ensuring your success as an invasive species.

Keywords: ciganinha, weed, cytokinins, secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO

1.1 Espécies invasoras

Ambientes alterados pela acdo do homem podem sofrer um processo de
degradacdo que muitas vezes resulta na invasdo por espécies vegetais silvestres ou
exoticas. Ainda ndo existem fatores efetivos de controle do crescimento e de
populacBes, com isso estas espécies tendem a se tornar invasoras de areas degradadas,
resultando em prejuizos econdémicos e ambientais (Radford e Cousens, 2000; Suding et
al., 2004).

A sociedade americana de plantas invasoras define uma espécie invasora como
qualquer planta que interfira nas atividades ou no bem estar dos seres vivos (Booth et
al., 2003). Para Midgley e colaboradores (2003) uma planta invasora € uma espécie
nativa ou introduzida que causa um efeito ecolégico ou econémico negativo em
sistemas agronémicos ou naturais.

As alteracOes do habitat, a conversdo de terras para uso agricola ou a erradicacao
dos inimigos naturais podem desencadear um comportamento agressivo em um
“residente” antes inofensivo (Shine et al., 2000).

Segundo Pott e Pott (2000), existem cerca de 560 espécies de plantas invasoras
de pastagens no cerrado do Centro-Oeste. Dentre as espécies consideradas invasoras
muitas pertencem a familia Bignoniaceae que sdo cultivadas h4 muito tempo como
plantas ornamentais, mas, em decorréncia dos efeitos antropogénicos sobre a natureza,
adquiriram certa eficiéncia para sobreviver, tonando-se espécies capazes de causar

grandes prejuizos econdmicos (Lorenzi, 2000).
1.2 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae possui cerca de 120 géneros e 800 espécies. No Brasil,
s&o encontrados 33 géneros e cerca de 350 espécies, sendo 33 delas raras. E uma familia
com grande potencial medicinal e ornamental (Souza e Lorenzi, 2008; Lohmann e
Silva-Castro, 2009).

Os representantes dessa familia tém habitos arbéreo, arbustivo ou liana.
Geralmente as folhas sdo opostas e compostas, frequentemente com o foliolo terminal

modificado em gavinha simples ou furcada nas trepadeiras, sem estipulas. Flores



zigomorfas, frequentemente vistosas, pentameras, gamopétalas, monoclinas,
oligostémones, hipdginas; quatro estames, que podem ser didinamos, e estaminddio na
maioria das vezes presente; ovario bilocular, com muitos 6vulos. Frutos capsulas com
sementes aladas, ocasionalmente bagas (Lohmann e Silva-Castro, 2009).

Dentre as espécies da familia Bignoniaceae encontramos a espécie
Adenocalymma peregrinum umas das principais espécies invasoras de pastagens no
Centro-Oeste brasileiro (Pott e Pott, 2000).

1.3 Adenocalymma peregrinum

Adenocalymma  peregrinum  (Miers)  L.G.Lohmann (Bignoniaceae), ¢
popularmente conhecida como "ciganinha" e até recentemente era botanicamente
descrita como Memora peregrina. No entanto, Alcantara e Lohmann (2010)
reclassificaram e renomearam para Adenocalymma peregrinum.

A. peregrinum, € nativa do Cerrado e sua ocorréncia € restrita aos estados de
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e Minas Gerais (Nunes, 1999a). Essa espécie
vem sendo intensamente estudada em funcdo de suas caracteristicas como invasoras de
pastagens, 0 que acarreta em grandes prejuizos principalmente na regido centro-sul do
estado de Mato Grosso do Sul.

Algumas caracteristicas biolégicas de A. peregrinum podem explicar o
potencial de invasao desta espécie: reproducdo vegetativa eficaz, floracdo e frutificacdo
por longo periodo, sementes aladas e dispersas pelo vento e crescimento rapido. A.
peregrinum (Figura 1) € uma planta de habito arbustivo, tendo em média 150 cm de
altura, com folhas compostas, imparipenadas, intensamente verdes e coriaceas. Suas
inflorescéncias sdo amarelas e os frutos capsulares e deiscentes, achatados, com cerca
de 20 cm de comprimento, e cada vagem pode conter até 12 sementes. Seus rizomas sao
bem desenvolvidos e podem atingir até 2,0 m de comprimento e 6,0 cm de didmetro
(Nunes, 1999a).



Figura 1- Individuo adulto e em floracdo de Adenocalymma peregrinum presente em area
degradada nas proximidades de Campo Grande - MS (fotos: Vanessa Samudio dos Santos).

Segundo Nunes (1999b) A. peregrinum possui mecanismos de propagacao
vegetativa, através de gemas latentes, existentes tanto nos caules aéreos quanto nos
subterraneos, ativadas em resposta a estimulos provocados por cortes e outras lesGes.
Estas caracteristicas explicam o vigoroso rebrote causado por tratos mecanicos e a
ineficacia do controle pelos métodos de corte, provocados por foice, enxaddo, rogadeira
e outros. Tais propagulos — fragmentos do sistema subterraneo — tornam a planta mais
competitiva, pois permite que a espécie ocupe a area manejada em curto espaco de
tempo. Dessa maneira A. peregrinum se espalha, inibindo o desenvolvimento de
gramineas como Brachiaria sp., dificultando a pastagem de bovinos (Nunes, 1999a).
Além disso, floresce, frutifica e produz sementes praticamente o ano todo (Nunes,
1999b).

A ocorréncia dessa planta invasora, que € extremamente agressiva e de rapida
disseminacdo, ja foi notada infestando grandes areas em varios estados brasileiros
citados anteriormente, trazendo sérios prejuizos a pecuaria regional (Embrapa, 1999).
No Mato Grosso do Sul, observou-se a presenca de A. peregrinum em 70% dos
municipios (Nunes, 1999b).

No seu ambiente natural a ocorréncia desta planta é esparsa, restrita as clareiras
(Lorenzi, 2000). Em éareas desmatadas para formacdo de pastagens, cujo manejo ndo é
feito corretamente, a espécie compete com forrageiras, se alastrando e ocupando o
espaco onde antes havia o pasto, impedindo o crescimento de gramineas e dificultando a
pastagem de bovinos (Nunes, 1999b).

O estudo realizado por Marchetti (2006) sugere que A. peregrinum € resistente

ao efeito toxico do NH,4", sendo que o teor de aminoacidos dos rizomas permaneceu



constante ap6s a poda mecéanica, indicando um processo de reciclagem continua
realizada pela planta. No mesmo estudo onde foram utilizadas plantas podadas e néo
podadas os ureideos foram encontrados em menor concentracdo nos caules subterraneos
de individuos podados, sugerindo uma intensa utilizacdo destes compostos para
producdo de tecidos apés a poda.

A. peregrinum é uma espécie muito bem adaptada as condigBes adversas
encontradas no Cerrado, como a poda por animais ou queimadas. Sua regeneragédo
rapida e eficiente, em campo, se deve a mecanismos bioquimicos evolutivamente
desenvolvidos para responder aos estresses ambientais (Oliveira, 2009).

Estudos realizados por Grassi e colaboradores (2005) mostraram que extratos
metanolicos da casca do caule e extratos etandlicos e hexanicos de folhas de A.
peregrinum, apresentam atividade alelopatica, indicando a presenca de compostos
inibidores da germinacéo de outras espécies.

Em plantas incapazes de fixar nitrogénio atmosférico como algumas espécies da
familia Bignoniaceae, compostos como a alantoina, isolados em grande quantidade de
A. peregrinum por Grassi e colaboradores (2005) tém se mostrado eficientes como fonte
alternativa de nitrogénio (Desimone et al., 2002). O alto teor de alantoina em A.
peregrinum pode sugerir que a especie utiliza esse ureideo para estabelecer uma
vantagem competitiva com outras espécies (Grassi et al., 2005).

Além dos metabolitos secundarios, alguns autores afirmam que as citocininas
tém um papel fundamental na diferenciacdo e regeneracdo de plantas na maioria das
espécies induzindo a divisao celular, proliferacdo e morfogénese da parte aérea (Thorpe,
1993; Santiago, 2001), esse fato pode também estar relacionado com estratégias de

adaptacdo e rapido desenvolvimento da espécie.

1.4 Citocininas

Conhecidos também como fito-hormdnios, os hormdnios vegetais séo
substancias organicas ativas em pequenas quantidades que desempenham um papel
central no crescimento de plantas, onde podem agir no mesmo tecido enquanto outros
sdo produzidos em um tecido e transportados para outros tecidos induzindo respostas
especificas (Taiz e Zeiger, 2009).

Dentre estes horménios, destacam-se as citocininas, uma classe de hormonios

vegetais relacionadas a uma ampla gama de processos biologicos, tais como promogao



de divisao celular, desenvolvimento da parte aérea, formacdo de gemas e controle da
dominéncia apical, senescéncia foliar, diferenciacdo dos cloroplastos e indugdo da
expressdo de genes relacionados a fotossintese (Rijavec et al., 2009; Zhang et al., 2010).

O primeiro composto caracterizado com atividade citocininica foi a cinetina,
isolada em 1955 do DNA autoclavado do esperma de arenque (uma espécie de peixe
marinho) (Amasino, 2005; Taiz e Zeiger, 2009). A primeira citocinina obtida de plantas
foi a zeatina, isolada em extratos de endosperma imaturo de milho (Zea mays) (Miller,
1961; Letham, 1963).

A estrutura da zeatina € similar a da cinetina, sendo que as duas moléculas sdo
derivadas da adenina ou da aminopurina (Taiz e Zeiger, 2009). Embora as cadeias
laterais das duas moléculas sejam diferentes, em ambas a cadeia lateral é ligada ao
nitrogénio 6 da aminopurina. A zeatina apresenta uma dupla ligacdo que pode ter
configuracdo cis ou trans (Taiz e Zeiger, 2009), sendo essa configuracdo ilustrada na
Figura 2.

Quase todos os compostos encontrados com atividade de citocininas possuem
uma substituicio no N°® da aminopurina e todas as citocininas encontradas na natureza
até o momento, registradas na literatura sdo derivadas da aminopurina (Scifinder, 2012).

A atividade das citocininas que sdo compostos enddgenos em plantas € regulada
em diversas etapas: sintese, ativacdo, conjugacdo e degradacdo, sendo que os locais e
sistemas de transportes de longas distancias também estdo envolvidos na regulacédo das
citocininas (Kudo et al., 2010).

Os niveis de citocininas podem ser também afetados por fatores ambientais,
correlacionado positivamente com os niveis de nutrientes minerais especialmente os
nutrientes nitrogenados (Takei et al., 2001b, 2002; Sakakibara e Takei, 2002).

O estudo da biossintese de citocininas enfrenta consideraveis limitagdes devido
ao fato dos niveis desses hormonios serem extremamente baixos (menor que 50 pmol/g
de matéria fresca), fazendo com que as dosagens desses compostos sejam complexas
(Peres et al., 1997; Novak et al., 2003; Peres e Kerbaury, 2004).

Através da engenharia genética foi observado um aumento do nivel de
citocininas nas plantas. Esse aumento é obtido pela insercdo do gene isopentenil
transferase (ipt), o qual codifica a primeira enzima envolvida na sintese deste regulador
(Hedden e Philips, 2000).

Estudos demonstram que existe mais de uma via biossintética para citocininas

(Peres e Kerbaury, 2004). A biossintese de citocininas (Figura 2) tem inicio com a



transferéncia do grupo isopentenil do dimetilalil difosfato (DMAPP) para a molécula de
adenosina (Astot et al., 2000; Taiz e Zeiger, 2009). Os grupos isopentenil s&o
tranferidos para a molécula de adenina a partir do DMAPP por uma enzima chamada
tRNA-IPT (Kakimoto, 2003; Taiz e Zeiger, 2009). As enzimas IPT (isopentenil
tranferase) do vegetal usam como substrato adenosina tanto o ADP quanto o ATP para
ligar este a DMAPP (Hedden e Philips, 2000; Kakimoto, 2001) e tem como produto
desta reacdo o iPDP ou iPTP que sdo convertidos em zeatina pelo citocromo P450
monoxigenase (Takei et al., 2004; Taiz e Zeiger, 2009).

Foram inicialmente isolados em bactérias e ndo em plantas os primeiros genes
codificadores da enzima IPT. As citocininas zeatina e zeatina ribosideo seriam formadas
a partir de [9R-5"P] iP produzido pelo gene IPT (Peres e Kerbaury, 2004).

O tRNA possui além dos quatro nucleotideos que sdo utilizados para construir
todas as outras formas de RNA, nucleotideos pouco comuns com base hipermodificadas
que agem como citocininas quando o tRNA é hidrolisado e alguns tRNAs vegetais
possuem cis-zeatina como base hipermodificada (Taiz e Zeiger, 2009).

De acordo com a estrutura quimica que as citocininas apresentam elas séo
classificadas em dois grupos: as derivadas de adenina e as derivadas das feniluréias
(Mok et al., 1987).

As cadeias laterais das moléculas de citocininas sdo sintetizadas a partir de
derivados de isoprenos (Sakakibara, 2006) sendo o acido mevaldnico ou o piruvato
acrescido de 3-fosfaglicerato o percursor para a formacéo dessas estruturas de isoprenos
(Taiz e Zeiger, 2009). Desde a descoberta da primeira citocinina, mais de 40 citocininas
foram identificadas (Hoyerova et al., 2006).

Estudos demonstraram que a degradacdo das citocininas endogenas ativas
ocorrem pela quebra da cadeia lateral realizada pela enzima oxidase de citocininas e
essa quebra é muito importante para a regulacdo desse horménio nas plantas (Werner et
al., 2001, 2003; Peres e Kerbaury, 2004; Ashikari et al., 2005).
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A conjugacao das citocininas em varias posicdes pode regular também os niveis
desses hormonios nas plantas. Os nitrogenios nas posic¢oes 3,7 e 9 do anel de adenina da
citocinina podem ser conjugados a residuos de glicose. A alanina pode ser conjugada ao
nitogénio da posigdo 9 formando acido lupinico. Essas modificagdes sdo irreversiveis e
tornando as citocininas conjugadas inativas em bioensaios (Taiz e Zeiger, 2009).

Experimentos realizados demonstraram que a forma da base livre da trans-
zeatina e ndo o seu derivado ribosideo ou ribotideo, liga-se diretamente ao CRE1
(receptor de citocininas) indicando que é a base livre é a forma ativa (Yamada et al.,
2001).

Anteriormente pensava-se que as citocininas eram sintetizadas apenas nas raizes
e transportadas para outros locais nas plantas, sendo esse transporte realizado pelo
xilema (Beveridge et al., 1997), mas estudos tém demonstrado que as citocininas séo
produzidas em varios locais nas plantas, incluindo folhas, caules e flores (Miyawaki et
al., 2004; Takei et al., 2004) e a ativacdo das citocininas ocorre em quase todas as partes
das plantas (Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009).

Evidéncias em experimentos ja realizados demonstram que o transporte da
zeatina ribosideo da raiz para a parte aérea é regulada por um sinal que é produzido na
parte aérea (Beveridge et al., 1997) e a identificagdo desse sinal ainda nao foi
determinado (Beveridge, 2000).

As citocininas sintetizadas nas raizes se movem pelo xilema e quando a parte
aérea de uma planta enraizada é cortada proximo ao solo esse fluxo de citocininas ndo
diminui e pode continuar por varios dias juntamente com a agua e 0s sais minerais
absorvidos pelas raizes (Taiz e Zeiger, 2009).

Ferramentas sensiveis e seletivas sdo necessarias para a quantificacdo e analises
comparativas desse grupo de horménios em tecidos vegetais, como cromatografia
liguida combinada com espectrometria de massas (CLAE-EM), tem sido
frequentemente utilizadas para a quantificacdo de citocininas enddgenas em tecidos de
plantas (Ge et al., 2006).

Considerando que as citocininas tém papel essencial no controle da divisdo
celular e diferenciagdo de brotagOes (Taiz e Zeiger, 2009), os quais constituem o
principal sitio de sintese de citocininas livres que sdo carreadas para o local de
regeneracdo. Acreditamos que A. peregrinum possua niveis elevados ou elevada
capacidade de sintese de citocininas, resultando na sua habilidade regenerativa mediante

a realizacdo de poda ou segmentacéo das raizes.



1.5 Metabdlitos secundarios
1.5.1 Alantoina

Os metabdlitos secundarios estdo, em geral, relacionados a aspectos ecologicos e
evolutivos das espécies vegetais, e desempenham importante papel na interacdo das
plantas com o ambiente, podem proteger as plantas de uma ampla variedade de
microrganismos (virus, fungos e bactérias) e de herbivoros (artropodes e vertebrados)
além de garantir outras funcdes na sobrevivéncia das espécies no ecossistema (Wink,
1988; Taiz e Zeiger, 2009).

Varios fatores podem influenciar a dindmica dos metabdlitos, dentre eles estdo
os ciclos sazonais, circadianos e fenoldgicos, latitute, altitude, disponibilidade hidrica e
de nutrientes, nivel de radiacdo, poluicdo atmosférica, inducao por estimulos mecéanicos,
herbivoria e ataques por patogenos. Esses fatores podem influenciar a producdo de
metabdlitos secundarios, sendo que ndo atuam isoladamente (Gobbo-Neto e Lopes,
2007).

Dentres, os metabdlitos secundarios nitrogenados que sao exportados pelo
sistema radicular de plantas tropicais via xilema, estdo os ureideos (alantoina e acido
alantdico), que desempenham papel importante na assimilacdo, metabolismo, transporte
e armazenamento de nitrogénio (Schubert e Boland, 1990).

A via de sintese de ureideos esta ligada ao catabolismo de nucleotideos a acidos
nucleicos, podendo ter como resultado a sintese de novo de purinas e/ou da degradacao
de nucleotideos preexistentes (Polayes e Shubert, 1984).

A alantoina e o acido alantoico, sdo derivados da inosina monofosfato (IMP), a
qual é formada a partir da ribose-5-fosfato (R-5-P), que requer a entrada de nitrogénio a
partir da Glutamina (GIn), Asparagina (Asp), e Glicina (Gly) (Lea, 1997; Marchetti,
2006). A xantina metabolizada resulta em acido Urico convertido a alantoina pela acao

da enzima uricase (Figura 3) (Shubert e Boland, 1990).
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(Adaptado de Thomas e Schrader, 1981).

Estudos da composicdo bioguimica indicaram que o caule subterraneo de A.
peregrinum armazena grandes quantidades de alantoina (cerca de 17% da massa seca),
uma possivel estratégia utilizada por esta espécie para se estabelecer com sucesso como

invasora (Grassi et al., 2005).

1.5.2 Iridoides

Os iridoides, como monoterpenos ciclopentanos, sdo sintetizados pela via do
acido mevaldnico, sendo que os iridoides ocorrem em cerca de 60 familia de plantas
incluindo Bignoniaceae (Bowers, 1991, Castillo e Rossini, 2010).

S&o divididos em trés grupos: iridoides glicosilados, iridoides agliconas e 0s
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secoiridoides (Dinda et al., 2007).

A producdo e acumulo de metabdlitos biologicamente ativos nas diferentes
espécies vegetais e em seus diferentes 6rgdos podem ter controle genético ou as
concentragdes podem ser alteradas devido as mudancas de fatores ambientais como
situacOes de estresse, onde ocorre excesso ou déficit de algum fator de sobrevivéncia
para 0 vegetal (Katzung, 2003), sendo assim, a concentracdo dos compostos
biologicamente ativos pode ser alterada por fatores abi6ticos e bidticos do meio onde a
planta se encontra (Rodrigues e Carvalho, 2008).

Plantas contendo iridoides tem grande uso na medicina popular por apresentar
varias atividades bioldgicas e farmacoldgicas, como antialérgica, anti-inflamatoria,
anticoagulante, antioxidante, antiflgica, antibacteriana, hematoprotetora e antiviral
(Dinda et al., 2007). Além de todas esses usos, os iridoides ainda podem atuar como
marcadores quimicos de diversos géneros e familias.

A familia Bignoniaceae é reconhecida também pela presenca de iridoides com
propriedade inseticida (Nieminen et al., 2003), onde algumas espécies especializadas
evoluiram a capacidade de sequestrar iridoides e usa-los na defesa contra predadores
(Bowers, 2003; Jamieson e Bowers, 2010).

Estudo realizado por Grassi e colaboradores (2005) com extrato de folhas e de
orgdos subterraneos de A. peregrinum identificou predominante no extrato de acetato
de etila das folhas a presenca de um iridoide glicosilado , esse iridoide foi isolado e
usado para avaliar a atividade bioldgica no potencial inibitério de uma espécie
herbivora. Esse composto ndo foi eficaz na mortalidade larval da espécie herbivora, mas
foi capaz de reduzir 30% o peso larval da espécie.

1.6 Aplicacdo de CLAE-EM no estudo de citocininas e metabdlitos secundarios.

A espectrometria de massas assim como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) sdo técnicas consideradas mais versateis e sensiveis, sendo
ferramentas analiticas valiosas, apresentando capacidade de analises qualitativas e
quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas, biologicas e em alimentos (Ribani
et al., 2004).

A utilizacdo do espectrometro de massas como detector para o sistema

cromatografico possibilita a confirmacao de identidade do composto de interesse através
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dos dados sobre a sua massa e estrutura molecular. As informacdes sdo obtidas da
relacdo massa sobre carga (m/z) do ion precursor gerado no processo de ionizacdo e seus
produtos de fragmentacdo provenientes das etapas seguintes de equipamentos de
espectrometria de massas sequencial (EM/EM) (Gentili et al., 2005).

Detectores modernos como o espectrometro de massas utilizam como método de
comparagdo o0s espectros do pico obtido em uma separagdo com o de um padrdo como
indicacdo da presenga de um composto puro (Swartz e Krull, 1998).

Para a analise de compostos em niveis muito baixos nos organismos a literatura
tem descrito metodos baseados em cromatografia liquida combinada com
espectrometria de massas (CLAE-EM) utilizando a ionizagdo por electrospray. Esse
método € utilizado em varios estudos de hormonios vegetais, permitindo a quantificagdo

simultanea de varios compostos em uma unica analise (Ge et al., 2006).

1.7 lonizacéo por electrospray

Inicialmente o conceito de electrospray foi proposto por Dole e colaboradores
(1968), e a técnica de ESI (ionizacdo por electrospray), um processo de transferéncia de
ions pré-existentes em uma solucdo para a fase gasosa, permite a analise de moléculas
polares possiveis de sofrer ionizacdo (Moraes e Lago, 2003).

O ESI inicialmente foi considerado uma fonte de ionizacdo apenas para
proteinas. Posteriormente seu uso inicialmente indicado para biopolimeros e polimeros
foi estendido para a analise de pequenas moléculas polares. Por ser uma técnica sensivel
e facilmente acoplavel as técnicas de cromatografia liquida, se tornou muito Gtil para a
maioria das classes de compostos (Fenn et al., 1989).

A ionizacdo ¢é realizada a pressdo atmosférica, onde um campo elétrico intenso
que dispersa uma amostra liquida em um gas, na forma de um fino spray de gotas
carregadas que, por evaporacdo, ejetam ions na fase gasosa (Fenn et al., 1989; Crotti et
al., 2006).

A ionizacdo por electrospray € considerada a técnica analitica mais poderosa e
amplamente utilizada, tendo como vantagens a alta sensibilidade e seletividade,
facilidade no uso e consumo reduzido de amostra (Heck e VVan den Heuvel, 2004).

A vantagem da técnica da ESI em relacdo as outras técnicas € a dessolvatacao
gue ocorre em temperaturas relativamente baixas, desde a temperatura ambiente até

80° C. Essa dessolvatacdo a baixas temperaturas ¢ eficiente por ndo gerar fragmentos
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nem moléculas ionizadas (Moraes e Lago, 2003).

Desta forma, a avaliacdo comparativa de citocininas e de metabdlitos secundarios
com o uso das técnicas de CLAE e espectrdmetro de massas em raizes e caule de A.
peregrinum durante o processo de regeneracao da parte aérea, pode explicar, em parte,
como as estratégias metabdlicas propiciam a agressividade desta planta como invasoras
de pastagens.

2. OBJETIVOS

e Obtencdo de plantulas de A. peregrinum via germinacdo de sementes.
e Desenvolvimento de um método de extracdo eficiente para as citocininas e
metabolitos secundarios.
e Avaliacdo comparativa dos niveis de citocininas e metabdlitos secundarios em
raizes e caules de plantas em processo de regeneracdo da parte aérea de A.

peregrinum.

3. MATERIAL E METODOS

Para certificacdo da identidade botanica das plantas matrizes doadoras de
sementes a presente pesquisa, material fértil de A. peregrinum foi coletado, herborizado,
identificado e depositado no herbario CGMS da UFMS sob o nimero 33487.

As sementes foram coletadas de plantas estabelecidas em areas proximas do
municipio de Campo Grande (Figura 4), nas quais A. peregrinum apresenta alta
incidéncia. Como sementes de A. peregrinum sdo muito predadas sendo observado esse
fato em todos os locais onde foram realizadas as coletas de sementes, houve sempre
necessidades de se localizar grandes populacBes da espécie para suprir a demanda de

sementes viaveis.
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Figura 4- Areas de coleta de A. peregrinum proximas ao municipio de Campo Grande MS

(fotos: Thiago Henrique Stefanello).

3.1 Germinagdes das sementes em placa de Petri

Sementes de A. peregrinum foram colocadas para germinar em placas de Petri
com algod&o e 15 mL de solugdo de AGs (10 mg. L™). Foram colocadas 5 sementes
previamente desinfestadas por placa. O processo de descontaminacdo das sementes
consistiu na lavagem com detergente liquido e imersdo em solucdo de hipoclorito de
sodio (3%) por 10 minutos. Em seguida as sementes foram lavadas com agua destilada
e autoclavadas e em fluxo laminar tiveram o tegumento removido e foram colocadas nas
placas previamente autoclavadas. Por fim, as placas foram vedadas com filme plastico
tipo PVC e colocadas em cédmara de germinacgdo tipo B.O.D em temperaturas que
variavam de 25 +2 °C com fotoperiodo de 12 h, onde ficaram por 40 dias.

O acompanhamento da germinacdo das sementes foi realizado diariamente
através da contagem do nimero de sementes germinadas.

Depois de germinadas e ap06s atingirem 2 cm de radicula, as plantulas
resultantes foram transferidas para copos plasticos contendo uma mistura de solo de
cerrado+substrato comercial Tropstrato® (1:1). Apds trés dias as plantulas foram
levadas para a casa de vegetacdo onde permaneceram por 4 meses até atingirem de 4 a

5 cm para a remocdo da parte aérea.

3.2 Coletas de material para avaliagdo comparativa de citocininas e metabdlitos
secundarios

Nas plantas de A. peregrinum estabelecidas em casa de vegetacdo foram

realizadas remocgdo da parte aérea total para avaliar quantitativamente os niveis de
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citocininas e de metabdlitos secundarios por ocasido do processo de regeneracao.
Também foi realizada a remoc¢éo da parte aérea em plantas ja estabelecidas no
campo para a coleta de caule com o objetivo de analisar quantitativamente os niveis de
citocininas e metabolitos secundarios por ocasido do processo de regeneracao.
Procurou-se realizar essa remocdo da parte aérea em plantas sem processo de
regeneracdo anterior, ou seja, sem cicatriz. As plantas no campo foram cortadas 10 cm
acima do solo, sendo a amostra de caule coletada para a andlise retirada 5 cm da parte

superior rente ao corte anteriormente realizado, como mostrado na Figura 5.

Figura 5- Remogdo da parte aérea nas planta de A. peregrinum no campo: 1) corte realizado a
10 cm do solo para remocéo da parte aérea; 2) 5 cm da parte do caule utilizada para as andlises.

(foto: Vanessa Samudio dos Santos).

A coleta das raizes na casa de vegetacdo e dos caules no campo foram realizadas
com 7 plantas com 0, 5, 10, 15, 20 e 25 dias ap6ds a remocdo da parte aérea.

Coletou-se amostras de raizes em casa de vegetacdo e de caule em campo de
plantas que tiveram a parte aérea removida, raizes e caule foram lavados com agua,
fragmentados com o auxilio de uma tesoura e armazenadas em tubos Falcon de 15 mL.

Foi realizada a inativacdo enziméatica no momento da coleta do material
utilizando nitrogénio liquido para o congelamento das amostras que posteriormente
foram colocadas em uma caixa de isopor com gelo até serem levadas para o ultrafreezer

a uma temperatura de -80°C. O armazenamento no ultrafreezer também foi utilizado
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para diminuir a atividade metabolica e degradacdo do material.

O processamento (coleta, lavagem, fragmentacdo e congelamento do material
vegetal com nitrogénio liquido) foi realizado no local onde se encontrava as plantas.

A avaliacdo comparativa de citocininas e dos metabolitos secundarios foram
realizadas no laboratorio de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Ribeirdo Preto
utilizando CLAE-EM.

3.3 Desenvolvimentos do método de extracdo de citocininas e metabolitos
secundarios

O método de extracdo foi desenvolvido no intuito de extrair os compostos de
interesse de forma eficiente, rapida, reprodutivel e de forma mais seletiva possivel.
Foram realizados testes para avaliar a quantidade de material vegetal e solvente
necessario para uma extracdo satisfatoria.

Em relagdo a quantidade de material vegetal foram testados 50 mg, 100 mg, 500
mg, 1g, 5g e 10 g na proporgdo de material vegetal e solvente de 1:2. Para a extragéo
foram testadas misturas de solventes: 1) N-propanol/H,O/HCI concentrado (2:1:0,002
viviv), 2) etanol/ H,O/ HCI concentrado (2:1:0,002 v/v/v), 3) metanol/ H,O/ &acido
férmico (30:30:2,5 v/v/v) e (9:1:0,1 v/viv) . Todas as extragOes foram realizadas em
ultrassom por 5, 10 e 15 minutos. Realizou-se a particdo da amostra com cloroférmio,
diclorometano, éter e hexano. As amostras foram secas em rotaevaporador e capela de
exaustdo. A ressolubilizacdo foi testada com: 1) 100 puL de metanol e 100 pL de H0,
2) 50 pL de metanol e 50 puL de H,O, 3) 100 pL de metanol e 100 pL de H0, 4)
200 pL de metanol, 200 pL de H,O 5) 540 puL de H,O e 80 pL de metanol e 6)
acetonitrila/H,0/ &cido férmico (1:1:0,1 v/viv).

3.4 Metodologia analitica para a avaliagdo comparativa das citocininas e
metabolitos secundérios

A metodologia analitica para a avaliagdo comparativa das citocininas e de
alantoina foi desenvolvida em UPLC-DAD-EM/EM. O método foi baseado no estudo
realizado por De Vos e colaboradores (2007). O equipamento utilizado foi um sistema
ACQUITY UPLC-DAD-EM Waters, a coluna empregada foi uma ACQUITY 1,7um
BEH (Ethylene Bridged Hybrid) C18, com dimensdes de 2,1x50mm, equipada com pré-
coluna de material equivalente.

A fase mdvel utilizada foi H,O ultrapura (fase A) e acetonitrila (MeCN) (fase
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B) contendo ambas 0,1% de acido formico (CH,0,). A temperatura da coluna foi
mantida a 40°C e as amostras acondicionadas a 20°C. O fluxo de fase mével foi de
0,3mL/min e os volumes de injecdo variaram de 2 a 5pL de acordo com a concentragdo
da amostra a ser analisada. Todas as amostras foram filtradas em membranas
descartaveis de 13mm de didmetro com poros 0,22um. Os seguintes gradientes de fase
movel foram empregados (Tabela 1).

Tabela 1. Gradientes de fase mdvel empregados nas amostras aplicadas em UPLC-DAD-
EM/EM.

Tempo (minutos) A% B%
0,01 97 3
5 96 4
8 95 5
9 0 100
11,50 97 3
13,00 97 3

Para avaliacdo comparativa de citocininas e metabdtitos secundarios foi
utilizado o método MRM (multiple reaction monitoring) no modo positivo de
ionizacdo, monitorando os ions m/z e o fragmentos m/z (Tabela. 3) aumentando assim
a seletividade e sensibilidade do método. Os parédmetros utilizados no detector de
massas foram os seguintes:

o temperatura da fonte: 120°C

o temperatura de dessolvatacdo: 250°C

. fluxo de nitrogénio: 600 L/h

. gas utilizado na cela de colisdo: argdnio

. método MRM das citocininas: energia do cone 35kV e colisdo 15eV
o método MRM da alantoina: energia do cone 20kV e coliséo 15eV

Todos os solventes utilizados tanto nas extragdes como nas analises por UPLC-
DAD-EM foram grau espectroscopico (J.T. Baker®), além de agua ultrapura (Milli-Q,
Millipore®).

A aquisicdo e o processamento de dados foram realizados utilizando o software
MassLynx 4.1.5 e as analises foram obtidas em modo de scan continuo e MRM.

Para as analises de alta resolucéo foi utilizado o equipamento espectrometro de



18

massas Orbitrap Exactive Thermo. Este equipamento oferece alta resolucdo de massa
para fornecer resultados rapidos, precisos e reprodutiveis.

Nesse equipamento as analises foram realizadas com a seguinte fase mavel:
(fase A) H,O ultrapura e (fase B) acetronitrila (MeCN) ambas contendo 1% de acido

acetico. Os seguintes gradientes de fase mével foram empregados (Tabela 2).

Tabela 2: Gradientes de fase movel empregados nas amostras aplicadas em espectrometro de

massas Orbitrap Exactive Thermo.

Tempo (minutos) A% B%
0.01 13 87
6.00 13 87
11.00 100 0
13.00 100 0
15.00 13 87
23.00 13 87
23.01

Os compostos monitorados nas amostras foram alantoina, 11 citocininas e um

composto da classe dos iridoides (Figura 6).
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Apb6s o estabelecimento de um método de extragdo adequado foi possivel
monitorar 0S compostos e obter assim os tempos de retencdo levando em consideracao
suas massas moleculares e os fragmentos por electrospray que ja estavam descritos na
literatura. Para confirmacdo de alguns tempos de retencdo foram utilizadas solucGes

padrdes, como no caso da cinetina, zeatina e alantoina, ambos da Sigma.

3.5 Analise dos dados

Os dados foram submetidos & andlise estatistica com nivel de significancia
estabelecido em p < 0,05, a fim de verificar as possiveis diferencas entre as amostras.
Como os dados apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste ANOVA

seguido do teste de Tukey.

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 5.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento pioneiro da espécie utilizada neste estudo admite uma alta
producdo de sementes (Oliveira, 2009), mas que possuem um baixo nivel de
viabilidade, principalmente devido, a predacdo por insetos no campo. Esta caracteristica
dificultou a obtencdo de individuos da espécie via sementes conforme discutido a
sequir.

Uma observacao importante realizada por Nunes e colaboradores (1999a) é que
esta baixa viabilidade ndo interfere em sua capacidade de se estabelecer como invasora,
uma vez que a espécie utiliza quase que exclusivamente a reproducao vegetativa para se

propagar.

4.1 Germinacao das sementes em placa de Petri

A germinacédo das sementes de A. peregrinum em placas de Petri inciaram no 8°
dia apos o inicio do experimento e estenderam-se até o 29° dia sendo as observacoes da
germinacdo realizadas diariamente até o 40° dia. Foram consideradas germinadas as
sementes que iniciaram sua protrusdo da radicula.

Das 425 sementes colocadas nas placas durante o experimento apenas 50%

germinaram.
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Observou-se que o pico de germinacdo das sementes ficou entre o 12° dia e 0

17° apos o inicio da montagem do experimento (Figura 7).
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Figura 7- Numero de sementes germinadas em relag&o aos dias de observacdo do experimento.

Observou-se a presenca de fungos nas sementes depois da montagem do

experimento (Figura 8), o que também pode ter influenciado na baixa porcentagem de

germinacdo das sementes.

Figura 8- Fungos presentes nas sementes de A. peregrinum durante o processo de germinagdo

em placas de Petri (fotos: Vanessa Samudio dos Santos).
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As plantulas que atingiram um comprimento maior que 2 cm de radicula e uma
parte aérea maior que 1 cm (Figura 9) foram transferidas para os copos contendo a
mistura de terra de cerrado+substrato comercial. Nesta etapa também ocorreu uma
perda significativa de amostras pela morte de plantulas que foram transferidas. Apos
cinco dias, as plantulas foram transferidas para a casa de vegetacdo, colocadas em
bandejas (Figura 10) até atingirem um porte adequado para se realizar a remocdo da

parte aérea.

Figura 10- Plantulas na casa de vegetacdo em processo de desenvolvimento apds a
transferéncia das placas para copos com mistura de substratos (fotos: Vanessa Samudio dos
Santos).

4.2 Remoc0Oes da parte aérea e regeneracdo das plantas de casa de vegetacéo e do
campo

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo por 4 meses. As remogdes das

partes aéreas das plantas da casa de vegetacdo e do campo foram realizadas em um
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periodo de 25 dias, sendo o intervalo de remocéo de 5 dias (Figuras 12 e 13). Observou-
se que as plantas nos dois locais analisados tiveram 0 mesmo comportamento iniciando
a regeneracdo a partir do 10° dia (Figuras 11A e 11B).

No 25° dia as plantas da casa de vegetacdo e do campo ja se apresentavam total
recomposicdo da parte aérea (Figuras 12F e 13F), demonstrando que o periodo

estipulado na metodologia foi o suficiente para a investigacdo das substancias que

poderiam atuar na regeneracdo da parte aérea.

p
2%

Figra 11 - Processo de regeneira(;éo de A. peregrinum de Iantas estabelecida em campo (A) e
em casa de vegetacdo (B), 10 dias ap0s a remocéo da parte aérea (fotos: Vanessa Samudio dos

Santos).

Figura 12- Processo de regeneracdo de plantas A. peregrinum cultivadas em casa de vegetacdo
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que tiveram a parte aérea removida. Acompanhamento realizado a cada 5 dias, totalizando 25
dias. A) Planta no dia da remocéo da parte aérea, B) Planta ap6s 5 dias apds a remocao da parte
aérea, C) Primeiros brotos em A. peregrinum com 10 dias apds a remocéo da parte aérea, D)
Planta com 15 dias apds a remogdo da parte aérea, E) Planta com 20 dias ap6s a remogao da
parte aérea e F) Planta com 25 dias apds a remocao da parte aérea (fotos: Vanessa Samudio dos
Santos).

Figura 13 - Processo de regeneracdo de plantas de A. peregrinum cultivadas em campo e que

tiveram a parte aérea removida. Acompanhamento realizado a cada 5 dias, totalizando 25 dias.
A) Planta no dia da remocéo da parte aérea, B) Planta ap6s 5 dias apds a remog¢édo da parte
aérea, C) Primeiros brotos em A. peregrinum com 10 dias ap0s a remocdo da parte aérea, D)
Planta com 15 dias apds a remogdo da parte aérea, E) Planta com 20 dias apds a remogdo da
parte aérea e F) Planta com 25 dias ap6s a remocéo da parte aérea (fotos: Vanessa Samudio dos
Santos).

Segundo Nakamura e colaboradores (2006), perturbacbes realizadas na parte
aérea de plantas provocadas por perturbagdes tanto naturais como antrépicas tem o
potencial de estimular o crescimento vegetativo e reprodutivo de plantas. A
regeneracdo da parte aérea de A. peregrinum tanto no campo quanto na casa de
vegetacdo foi rdpida se comparada ao crescimento normal da planta sem perturbagdes
mecanicas, e observou-se que a espécie apresenta um vigoroso rebrote, sendo o
crescimento mais rapido em relacdo aquelas que ndo tiveram a parte aérea removida.
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Tanto plantas mais jovem de A. peregrinum cultivadas em casa de vegetacédo
quanto as plantas adultas do campo apresentaram um comportamento semelhante,
indicando que a idade da planta ndo influenciou as analise dos compostos que estariam
agindo na regeneracdo, ja que as plantas dos dois locais analisados regeneraram no
mesmo periodo e apresentaram a regeneracao total no mesmo periodo de tempo. Sendo
assim individuos de A. peregrinum apresentam o mesmo poder regenerativo tanto nos

individuos jovens como os adultos.

4.3 Analise por UPLC-DAD-EM

O grande desafio para 0 monitoramento de citocininas em geral é a quantidade
extremamente baixa desses compostos nos tecidos vegetais (Peres et al., 1997; Peres e
Kerbauy, 2004) dificultando a dosagem desta classe de composto.

Em A. peregrinum observou-se também quantidades de citocininas
extremamente baixas nos tecidos vegetais, 0 que exigiu diversos testes em relacdo a
solventes e métodos de extracdo destes compostos.

O método de extracdo mais eficiente foi obtido com 50 mg de material vegetal,
aos quais adicionou-se 2 mL de solucao de extrativa composta de metanol/ H,O/ acido
férmico (9:1:0,1 v/v/v). Em seguida a amostra foi extraida por 15 minutos no
ultrassom, que tornou o processo mais rapido e eficiente. ApOs a etapa de extracdo
retirou-se 1,5 mL do sobrenadante que foi adicionado em eppendorf sendo realizada
uma particdo com 500 pL de hexano. Apds 10 minutos retirou-se 0 hexano, e 0
sobrenadante foi armazenado em tubos de ensaio devidamente identificados sendo
levados para secar em speedvac por 10 horas com temperatura de 45°C . Realizou-se a
resolubilizacdo da amostra com 300 pL de fase mdvel composta de acetonitrila/H,0/
acido formico (1:1:0,1 v/v/v). Todas as extracdes foram feitas em triplicatas e o volume
de injecao foi de 5 pL.

Foi realizado o monitoramento de 13 compostos e 12 compostos foram
detectados no equipamento com os seguintes fragmentos e tempos de retengédo (Tabela
3).
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Tabela 3 - Compostos, abreviagfes, massa molecular, tempo de retencdo e os fragmentos dos
compostos analisados por espectrometria de massas.

Nome comum Abreviacdo Massa Tempo de fon produto
molecular  retencdo (min) (m/z)

alantoina ALN 159,0512 0,50 116 -
6pB-hidroxiipolamiida - 405,1385 6,41 193 175
isopenteniladenina iP 204, 1243 3,67 136 119
cinetina KIN 216,0879 4,79 148 81
zeatina V4 220,1192 0,54 136 119
dihidrozeatina (diH)Z 222,1349 0,55 136 148
benziladenina BAP 226,1087 6,24 91 -
isopenteniladenosina [9R]iP 336,1666 9,04 136 204
zeatina ribose [9R]Z 352,1615 0,58 220 136
dihidrozeatina ribose (diH)[9R]Z  354,1771 1,65 222 136
benziladenosina [OR]BAP 358,1509 - 226 91
zeatina-9-glucosideo [9G]Z 382,1721 0,52 220 136
benziladenina-9- [9G]BAP 388, 1615 6,43 226 91
glucosideo

O cromatograma obtido do extrato de A. peregrinum (Figura 14) mostra além das
citocininas e da alantoina, picos de compostos que ndao foram identificados e um
composto da classe dos iridoides (Figura 14) que posteriormente foi realizada uma
proposta de fragmentacdo vendo que ndo se encontrou na literatura dados de
fragmentos para identificacdo desse composto.

O cromatograma obtido em full scan (Figura 14), cromatograma de UV 210 nm
(Figura 15) e espectro de massas obtido em full scan do extrato de A. peregrinum
(Figura 16).
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Figura 14 - Cromatograma do extrato da raiz de A. peregrinum obtido por UPLC-EM no modo

full scan de amostra de casa de vegetagcdo com 10 dias ap0s a remogao da parte aérea.
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Figura 15 - Cromatograma do extrato da raiz de A. peregrinum obtido por DAD (210 nm) de

amostra de casa de vegetacdo com 10 dias ap6s a remocdao da parte aérea.
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Figura 16- Espectro de massas de primeira ordem obtido por UPLC-EM (full scan), em modo

positivo, do extrato da raiz de A. peregrinum com 10 dias apds a remocéo da parte aérea.

A anélise por UPLC-DAD-EM foi capaz de detectar a presenga de citocininas,
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alantoina e do iridoide 6B-hidroxiipolamiida em A.peregrinum. De todas as citocininas
monitoradas, algumas ficaram somente no nivel de deteccéo do equipamento, ndo sendo
possivel sua quantificacdo devido a baixa relagdo sinal/ruido (Inmetro, 2003), esses
compostos foram apenas monitoradas quanto a sua presenca ou auséncia nas amostras.
Apenas a alantoina, a cinetina e o iridoide glicosilado 6B-hidroxiipolamiida (Figura 17)
apresentaram areas adequadas para a realizacdo da analise comparativa, sendo que as
essas areas foram integradas e utilizadas para a avaliagdo comparativa dos compostos
entre os periodos de regeneracdo das plantas tanto na casa de vegetacdo como no
campo.

Para a confirmacdo da identidade dos compostos foram utilizadas as informac6es
do estudo realizado por Bartok e colaboradores (1996), onde foi realizada a

identificacdo dos ions filhos por ionizacdo por electrospray de citocininas naturais e

sintéticas.
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Figura 17 - Espectros de massas e cromatogramas de alantoina, cinetina e 6B-hidroxiipolamiida

obtidos por UPLC-DAD-EM no método de MRM e Scan em extratos de raiz com 25 dias apos a

remogdo da parte aérea no viveiro (continua).
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Figura 17 - Espectros de massas e cromatogramas de alantoina, cinetina e 6p-

hidroxiipolamiida obtidos por UPLC-DAD-EM no método de MRM e Scan em extratos de raiz

com 25 dias apds a remocao da parte aérea no viveiro.
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Os ions dos compostos de maior concentracdo que foram observados nesse
estudo foram selecionados e submetidos a dissociacao.

Os fragmentos obtidos por colisdo de impactos de elétrons comprovaram a
identidade dos compostos analisados (Figura 18) (Bartok et al.,1996).

Na alantoina foi detectado o fragmento m/z 116, no iridoide 6p-
hidroxiipolamiida os ions observados foram o m/z 193, m/z 175 e m/z 165. Na cintetina
foram formados os ions m/z 148 e m/z 81, caracteristicos deste composto isolados
também no estudo de Bartok e colaboradores (1996) onde foi utilizada a técnica de
ionizacdo por electrospray e dissociacdo induzida por colisdo (CID) para a identificacdo

dos ions filhos de citocininas naturais e sintéticas.
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Cinetina m/z 216
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Figura 18: Espectro de massas obtidos de alantoina, 63-hidroxiipolamiida e cinetina no método
de ESI(+)EM/EM em extratos de caule e raiz com 10 dias apds a remocéo da parte aérea em

campo e em casa de vegetag&o.

De acordo com as analises realizadas por UPLC-DAD-EM houve diferenca
significativa entre os periodos de regeneracdo de A. peregrinum, sendo que a
concentracdo maxima dos compostos acompanharam o inicio da regeneracdo da planta,
0 que pode provavelmente indicar que as citocininas e alantoina estdo agindo na
regeneracdo da planta apds a remocdo da parte aérea. As citocininas desempenham um
papel importante na inducdo da divisdo celular e proporciona a proliferagdo da parte
aérea da planta (Santiago, 2001).

Na comparacdo dos periodos de regeneracdo de plantas da casa de vegetacdo
houve diferenca significativa na concentracéo de alantoina entre os dias 0, 10°, 15° e 25°
ap6s a remocdo da parte aérea (Figura 19), demonstrando que quando iniciou a
regeneracdo da parte aérea, no 10° dia houve um aumento na producéo da alantoina nas
raizes das plantas e isso seguiu até o ultimo dia de observacdo, onde as plantas ja com
sua parte aérea regenerada mas que ainda apresentavam um crescimento dessas
brotacdes. Houve também diferenca significativa na concentracéo de alantoina entre o
5° dia, 15° e 25° dia ap6s a remogéo da parte aérea.

A concentracdo de alantoina em plantas que tiveram a parte aérea removida no
campo néo apresentaram diferenca significativa entre as amostras (Figura 19). Embora
possa se observar uma tendéncia de aumento que coincide com os dias iniciais das
brotacdes.

Alantoina ja foi encontrada em grande quantidade em A. peregrinum em outros

estudos sendo encontrada também em outras espécies da familia Bignoniaceae. Ferreira

380

T /2
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e colaboradores (2000) constataram em seus estudos que a concentracdo desse ureideo
foi considerada alta em 6rgdos subterrdneos em A. peregrinum. A alta concentragdo
desse ureideo associada ao comportamento de A. peregrinum pode sugerir uma relacao
de estratégia adaptativa e de competitividade com outras espécies (Grassi et al., 2005).

A disponibilidade de nitrogénio tem sido considerada um dos principais fatores
limitantes ao crescimento das plantas (Raven et al., 2001). Estudos realizado por
Marchetti (2006), que teve por objetivo quantificar alguns compostos nitrogenados em
individuos ndo podados e podados mecanicamente de A. peregrinum, pode-se observar
que o nitrogénio total foi em média 30% maior em rizomas de individuos podados,
resultado que indicou o aumento do metabolismo geral de compostos nitrogenados
nesses individuos podados.

Além do armazenamento, a alantoina esta relacionada com a assimilacao,
transporte e acimulo de nitrogénio em plantas que fixam nitrogénio (Schubert e Boland,
1990).

Nos estudos realizados por Marchetti (2006), utilizando a metodologia de cortes
dos ramos aéreos de A. peregrinum ja estabelecidas no campo, com corte cerca de 10
cm acima do solo com o objetivo de comparar a taxa de crescimento e a concentracdo
de ureideos de um grupo de individuos que tiveram a parte aérea removida e um grupo
controle, obteve como resultado que em A. peregrinum ocorreu o deslocamento de uma
grande quantidade de ureideos do caule subterraneo para a parte aérea apOs o corte
mecanico aléem de um aumento na concentracdo desses ureideos em alguns meses apos
0 corte sugerindo esses compostos foram utilizados na producgdo de novos tecidos
vegetais.

O processo de deslocamento de alantoina que pertence a classe de ureideos
também foi observado nesse estudo onde plantas que tiveram remocao da parte aérea no
campo demonstraram um aumento de alantoina no caule possivelmente resultado desse
deslocamento de alantoina da parte subterranea para a parte em regeneragdo e também
foi observado um aumento na concentracdo nas plantas apds a realizacdo da poda,
mostrando que a alantoina possivelmente esta agindo na formacdo dos novos tecidos
reforcando o estudo realizado por Marchetti (2006), sendo que esses resultados
corroboram para os estudos do controle da espécie como invasora de pastagens.

Os estudos realizados para analisar as concentragdes de ureideos em plantulas de
A. peregrinum também confirmam a hipGtese estabelecida por Grassi e colaboradores

(2005) de que a espécie tanto produz como armazena ureideos nas raizes e rizomas e
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que pode transportar para os outros tecidos da plantula, utilizando esse mecanismo para

ter vantagens sobre as outras espécies e se estabelecer como uma espécie invasora.

Alantoina casa de vegetagao Alantoina campo
c 100000- a
100000 - 2
80000 9
80000 2 2 e
o 600004
g 60000 5 /
b "= 40000
40000-
20000 20000+
0- 0- f T t

Figura 19 - Dados da integralizagdo dos picos de alantoina presentes nas amostras de raiz de A.
peregrinum em diferentes periodos ap6s a remocao da parte aérea em plantas cultivadas em casa
de vegetacdo e no campo.

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Em relacdo a concentracdo de citocininas foi observado, tanto nas plantas que
tiveram a parte aérea removida em casa de vegetacdo quanto as plantas que passaram
por esse mesmo processo de remocdo da parte aérea no campo que de todas as
citocininas propostas inicialmente para a avaliacdo comparativa nas plantas em processo
de regeneragdo que apenas a cinetina foi observada em niveis quantificaveis, as outras
citocininas foram detectadas mas em niveis extremamente baixos nos tecidos vegetais
de A. peregrinum confirmando também o que Peres e colaboradores (1997); Peres e
Kerbauy (2004) afirmaram sobre as quantidade desses horménios nos tecidos de
plantas.

Nas plantas com a parte aérea removida em casa de vegetacdo observou-se
diferenca significativa entre as concentracGes de cinetina entre o 10°, 20° e 25° dias apés
a remocgao da parte aérea, demonstrando também que a concentragdo de cinetina teve
um aumento quando a planta teve o inicio da regeneragéo (Figura 20).

As plantas que tiveram a parte aérea removida no campo apresentaram uma
diferenca significativa em relacdo a concentracédo de cinetina entre o 5° e 0 15° dias apds

a remoc&o da parte aérea (Figura 20).
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Figura 20- Dados da integralizacdo dos picos de cinetina presentes nas amostras de campo de
A. peregrinum em diferentes periodos apds a remocao da parte aérea em plantas cultivadas em
casa de vegetacdo e do campo.

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Observou-se que tanto a alantoina quanto a cinetina tiveram o inicio do aumento
da concentragdo no mesmo periodo em que as plantas iniciaram o processo de
regeneracdo indicando que as substancias analisadas provavelmente tiveram
participacdo na regeneracgéo da planta.

O iridoide 6pB-hidroxiipolamiida (Figura 21) encontrado neste estudo ja foi
isolado em raizes de Stachytarpheta mutabilis (Verbenaceae) (De Luca et al., 1983),
em partes aéreas em um estudo realizado com Wiedemannia orientalis (Lamiaceae) por

Guvenalp e colaboradores (2006) e em extratos de folhas de A. peregrinum por

Grassi e colaboradores (2005).
A classe de iridoides isoladas em A. peregrinum apresenta importancia por

diminuir a taxa de crescimento de muitos insetos herbivoros generalistas por inibir a
alimentacéo destes (Darrow e Bowers, 1999).

Grassi e colaboradores (2005) demostraram que este iridoide foi ineficiente na
mortalidade de Anagasta kuehniella que é um predador de produtos armazenados e
nesse caso foi utilizado como um modelo para demonstrar o desempenho de diferentes
metabolitos na defesa de plantas, porém este composto foi capaz de reduzir em 30% o
peso dessas larvas, sendo que o iridoide foi eficiente para a defesa de A. peregrinum em

relacdo a esse herbivoro.
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Figura 21- Iridoide 6B-hidroxiipolamiida encontrado em raiz e caule de A.peregrinum.

O composto de massa m/z 405,1886 foi analisado no modo de ionizagéo de
electrospray (modo positivo) em alta resolucdo (Figura 22), através da sua massa
molecular e através de relatos na literatura pode se identificar o composto como sendo
o iridoide 6pB-hidroxiipolamiida ja isolado em extratos de folhas e 6rgdos subterraneos
de A. peregrinum. Esses compostos como essa massa molecular também foram
detectados em baixa resolucdo. Foram encontradas informacdes sobre a massa
molecular e outras caracteristica desse iridoide na literatura, o que se observou foi uma
falta de dados relacionado com os fragmentos gerados por colisdo de impactos de
elétrons desse composto. Nesse estudo foi sugerida uma proposta de fragmentacdo
desse iridoide onde o composto inicial pode sofrer uma desidratacdo na fonte na pois¢éo
5 e pode fragmentar perdendo um acucar glucopiranosideo observado através do
fragmentom/z de 193,0495, que pode sofrer uma desidratacdo com a perda de H,O
gerando o pico em m/z de 175, 0390 e pode fragmentar e perder um grupo O-metil
dando origem a um fragmento em m/z de 165,0549, sendo essas fragmentacdes ilustrada

na Figura 23.
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Figura 22- Espectro de massas de segunda ordem dos ions precursores de m/z 405,1886, obtido
em modo positivo.
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Figura 23- Proposta de fragmentacéo para o ion de m/z 405,1886.
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A concentracdo desse iridoide nas plantas cultivadas em casa de vegetacédo
aumentou com o inicio da regeneragdo da planta que ocorreu por volta do 10° dia apds a
remocdo da parte aérea, havendo diferenca significativa entre o0 5° ao 25° dias apds a
remocao da parte aérea, e para plantas do campo houve diferencas entre 0 10° e 0 15°,
20° e 25° dia apds a remocdo da parte aérea (Figura 24).

As plantas que tiveram a parte aérea removida no campo ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo a concentracdo desse iridoide em rela¢do ao periodo
de regeneracdo das plantas (Figura 24).

Nas plantas que tiveram a parte aérea removida em casa de vegetacdo houve um
aumento da concentracdo desse iridoide a partir do 10° dia e essa concentragdo
permanceu sem diferenca significativa até a planta estar completamente regenerada
(Figura 24).

Ja em plantas que passaram pelo processo de remocao da parte aérea no campo
houve um aumento da concentracdo do iridoide com o inicio de regeneracdo das plantas
que tiveram a parte aérea removida, com leve reducgdo posterior. No entanto, esta queda

na concentracao ndo foi em nivel signifcativo.

iridoide casa de veaetagao iridoide campo

Dias

Figura 24- Dados da integralizacdo dos picos do iridoide presente nas amostras de c A.
peregrinum em diferentes periodos ap6s a remocao da parte aérea em plantas cultivadas em casa
de vegetacdo e no campo.

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Em relacdo as concentracbes de citocininas, alantoina e do iridoide 6p-
hidroxiipolamiida  observou que s6 houve diferenca significativa entre as
concentragfes em plantas que tiveram a parte aérea removida no campo em relacao a
cinetina, sendo que as plantas de casa de vegetacao apresentaram diferenca significativa
entre os trés compostos estudados.

O fato da alantoina ser encontrada em maior concentracdo no caule apo6s a
remocdo da parte aérea e o inicio da regeneracdo sugere que ocorra a translocacdo deste
composto dos 6rgdos subterraneos para o caule ap6s o evento de remocdo severa da
parte aérea.

Esse fato também é observado em relagdo a cinetina nas plantas que tiveram a
parte aérea removida no campo, onde a concentra¢do de cinetina aumentou no caule
com o inicio da regeneracao.

A lesdo de tecidos vegetais induz as divisGes celulares no local lesionado e
mesmo em células altamente especializadas como as fibras do floema e as células
guarda, podem ser pelo menos uma vez estimulada pela lesdo a se dividirem (Taiz e
Zeigher, 2009).

As citocininas regulam a divisao celular agindo nos controles que governam a
passagem da célula pelo ciclo de divisao celular (Taiz e Zeigher, 2009), os resultados
encontrados neste estudo confirmam que a translocagdo de citocininas da raiz para a
parte aérea realmente ocorre em plantas apds uma lesdo, nesse caso a remocao da parte
aérea sugere que a planta utilize tanto as citocininas como a alantoina para a formacéo
dos novos tecidos vegetais, pois observa-se uma queda na concentragdo no momento em
que a planta aumenta a brotacdo, sugerindo que esteja ocorrendo uma maior utilizagdo
deste composto de forma direta na regeneracéo.

Em um estudo realizado por Lopes e colaboradores (2008) com brotacdo do
mamoeiro com diferentes alturas de podas da parte aérea sendo elas: 20, 25 e 35 cm a
partir do colo da planta, obteve um maior desempenho de brotagcdo e tamanho do broto
a plantas podadas a 20 cm do colo, a menor altura do corte promoveu uma maior
proximidade entre a parte aerea-sistema radicular promovendo uma répida translocagéo
desses compostos e obtendo uma concentragdo mais elevada das citocininas no local da
poda em um menor espaco de tempo. Isso provavelmente pode explicar a intensidade e
rapidez de rebrote das plantas consideradas invasoras, pois a partir do momento que
sofrem uma poda mais severa com intuito de se realizar o controle da mesma, a planta

utiliza do mecanismo de translocagdo de citocininas para induzir a divisdo celular no
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local da poda para a regeneracdo da parte aérea.

Nas analises de espectrometria de massas observou uma maior concentracao de
alantoina em comparagdo a concentracdo de citocininas. Em relagdo a utilizacdo dos
compostos na regeneracdo, as analises sugerem que ocorreu uma maior utilizacdo de
cinetina em relacéo a alantoina no periodo de regeneracao da parte aérea.

A concentracdo do iridoide 6B-hidroxiipolamiida aumentou também com o
inicio da regeneracdo da parte aérea. Esse resultado pode sugerir que a planta utilizou
esse iridoide para uma maior protecdo dos novos tecidos contra os herbivoros e
confirmando ainda que um estimulo mecanico pode influenciar a producdo de
metabdlitos secundarios como descrito por (Cipollini, 1997; Vézquez-Flota et al.,
2004).

Danos causados na planta por ferimentos ou ataque de herbivoros ou patbgenos
favorece uma resposta bioquimica, que reduz a aceitabilidade das plantas a ataques

futuros podendo influenciar a expressdo de metabolismo secundario (Véazquez-Flota et

al., 2004).
Os dados apresentado neste estudo indicam que um estimulo mecénico nao

interferiu significativamente na producdo dos compostos estudados, ja que no dia em
que foi realizada a remocdo da parte aérea 0S compostos ja estavam presentes nas
plantas, mas o dano mecénico influenciou uma maior concentracdo destes compostos

nas plantas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O comportamento da espécie de A. peregrinum no campo e em casa de
vegetacdo foi semelhante em relacdo do periodo de regeneracao.

Dos 12 compostos detectados apenas a cinetina, alantoina e 6p-
hidroxiipolamiida foram detectada em nivel adequado para a avaliacdo comparativa.

O pico de concentragdo das substancias coincidiu com o inicio da regeneracao
das plantas que tiveram a parte aérea removida em campo e casa de vegetacao.

No periodo de regeneracdo da espécie ocorreu uma maior concentracdo de
citocininas e de alantoina nas plantas de campo e casa de vegetacéo.

Conforme visto, as concentracbes de citocininas, de alantoina e de f-
hidroxiipolamiida em plantas podem variar consideravelmente dependendo de alguns

fatores, como a remocéo da parte aérea realizada na espécie em questao.
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Os dados apresentados nesse trabalho sugerem que a espécie A. peregrinum
utiliza esses compostos em seu beneficio para superar as condigdes adversas
encontradas no campo, com essa estratégia A. peregrinum consegue obter vantagens em
relacdo as outras espécies garantindo assim seu sucesso como planta invasora.

Os resultados obtidos nesse estudo podem corroborar com os estudos de controle
dessa espécie, pois 0 monitoramento e identificacdo dos compostos e 0 momento de
maior utilizacdo destes por uma espécie considerada como uma invasora sdo Uteis para
obter técnicas de controle da espécie no campo, diminuindo assim 0s prejuizos

econémicos causados por ela.
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