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I. INTRODUCAO

Mvroxylon peruiferum & conhecida popularmente

Como pau~-de-balsamo, balsamo ou cabriGva. Essa espalie
pertence a Ordem Rosales, tribo Soforeass, familia Legumi
nosae e sub-familia Faboideae (= Papilioncideae). Sua dis
tribuicac compreende a Coldmbia, a Bolivia e o Brasil. M.

peruiferum caracteriza-se por ser uma arvore gue atinge

cerca de 20 a 30 m. de altura, apresentando a casca cin
za-claro, Integro-rugosa. A floragéo ocorre de setembro
a novembro. As flores sao brancas e o calice & campanula
do, truncado. A corola & quase rotacea de 5 pétalas peque
nas, separadas e caducas. Ja ¢ estandarte & maior. Os es
tames sao em numero de 10 livres, com filamentos inclul
dos no calice; as antenas saoc largas, agudas, exsertas e
o ovario & linear, glabro. A frutificacao ocorre de novem
bro a dezembro. O fruto € uma samara. A semente & apical,
obligua, drossa e a ala € basal, delgada, com nervo gros
so sub-marginal. A superficie da semente é sulcada por
profundos canais resiniferos. A madeira & dura, de exce
lente gualidade e economicamente importante em trabalhos
de carpintaria (Burkart, 1952}.

Os balsamos terapeuticamente mais utilizados

sao og do Peru e de Tolu que sdo obtidos de Myroxylon bal

samum (L.} Harms var. pereirae (Rovle) Baillon e Myroxy

ion balsamum (L.) Harms var. genuinum Baillon existentes

nos palses centro americanos. Diferem da espécie produto

ra de balsamo de nossa flora tanto em seu aspecto morfo
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logico guando no arcma do balsamo. Essa espécie teve uso
na medicina popular desde o inicio da colonizacao. Comu
mente, €& usado contra acarinos e nos tratamentos de feri
das e vias respiratorias.

Existem trabalhos antigos gue se referem de

maneira muito superficial a Myroxylon peruiferum. Segun

doc Tschirch, ha meic século atras, o balsamo extraido de

M. peruiferum forma uma resina solida, semelhante & do

balsamo de Tolu, contendo acido cinamico e tracos de aci
do benzoico {(Rkisue, 1%72a}).

Mais recentemente, Akisue (19871}, descreveu a
morfologia e a histologia da folha e caule de M. peruife
rum, orgaos portadores de elementos secretores. Na casca
primaria do tronco encontrou canais e glandulas secreto
ras. A presenca de balsamo nos tubos crivados mais exter
nos da casca lesada, fol confirmada atraves de reacdes
histoguimicas.

Akisue (1971}, também descreveu uma série de
experimentes com a finalidade de encontrar melhor rendi
mento em balsamo. Ja em 1972a, ele efetuou caracteriza
coes fisicas e quimicas, diversas reacdes e andlise gua
litativa dos componentes do balsamo, empregando métodos
de cromatografia em camada delgada. Nesgsa énélise,fracig
nou o balsamo em acidos fortes, acides fracos,fendis for
tes, fenols fracos, lactonas, aldeidos, cetcnas, alcoois
primarios, alcoois secundariocs e outros. Entre os compo
nentes, foram identificados ¢ acido benzoico, o acido ci
namico, a vanilina, © benzoato de benzila, o cinamato de

benzila, o nerolidol e o alcoecl benzilico. Também , efe
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tuou caracterizacic fisica e guimica do olec essencial
do balsamo e analise qualitativa de alguns componentes.
0 &leo essencial obtido por destilagac do balsamo , con
tém acido benzdico, vanilina, benzoato de benzila , cina
mato de benzila, cinamato de metila, nerclidol , alcool
henzilico e farnesol {Akisue, 1872b}.

0O 6leo egsencial extraldo da madeira do tronco

de M. peruiferum, mostrou conter nerolidol, vanilina e

flavonoides (Maranduba et al., 1979).

Através da analise guimica do balsamo de ca
briava, do Oleo essencial deste balsamo, da casca da plan
ta (Akisue, 1971, 1972a, 1972b) e do Oleo essencial da
madeira do tronco {Maranduba, et al., 1979}, foram cong
tatadas varias substancias fendlicas.

Essas substancias fendlicas sao conhecldas co
mo substidncias inibidoras de crescimento e germinacao.Is
to noé levou a suspeitar da ocorréncia dessas substancias

nas sementes e/ou noe enveltdrios das sementes de Myroxy

lon peruviferumnm.

O objetivo deste trabalho foil verificar a pos
sivel presenca desses compostos fendlicos nos envoltorios
das sementes ou nas proprias sementes e correlaciona-los
com o processo de germinacao. Concomitantemente,procurou
~se verificar, tambem alguns fatores do meio externo que

atuariam na germinacao das sementes de cebriuva.




TT. REVISAD BIBLIOGRAFICAH:

ALGUNS ASPECTOS RELEVANTES

As sementes servem para propagar a espécie e
assegurar sua sobrevivéncia. A formacao da semente,sua
dispersac e adaptacac as condigoes locails, consequente
mente, garantem ndo b o estabelecimento da plantula ,
mas também um ciclo de vida completo, incluindo a produ
cao de novas sementes. Varias sao as influencias da
planta mae no comportamento posterior da semente duran
te e proxima a germinacdo. Também, apesar das grandes
populacOes de sementes mostrarem um certo grau de uni
formidade, © comportamento das sementes individuais
mostra uma grande variabilidade. Essa variabilidade é
necessaria para garantir a dispersdc da germinacac das
sementes no tempo e no espaco (Mayer,1980/1981).

A germinacac da semente de plantas superio
res pode ser considerada como um numerc consecutivo de
etapas, gue induz uma semente quiescente, com um baixo
conteudo de agua, a mostrar um aumento na sua atividade
metab&lica geral e iniciar a formagao de uma plantula
a partir do embrido. O passo exato em gue a germinacao
termina e o crescimento comeca € extremamente dificil
de ser definido. Isto e particularmente complicado,por
que identifica-se a germinacgao pela protrusac de alguma
parte do embriao através da casca de sementes, gue ja

¢ em Si, um resultado do crescimento.



Para uma semente germinar, ela deve ser cclo
cada em condicdes favoraveis de temperatura, suprimento
de agua e composicao de gases. Essas condigOes  variam
de acordo com as espécies e sao determinadas por “cmndi
cdes que predominaram durante a sua formacdo e tambeéem
por fatores hereditarios.

O primeliro processo gue ocorre durante a ger
minacao & a absorcao de agua pela semente. Essa embebi
cao & determinada por trés fatores: composicdo gulmica
da semente, dispenibilidade de agua no meio e permeabl
1idade do tegumento da semente.

A embebicio & um processo fisico, gue esta re
lacionado com as propriedades dos coldoides. Nao esta re
lacionado com a viabilidade das sementes. Durante a em
bebicac, as moléeculas do solvente entram na semente ,cau
sando scolvatacao das particulas coloidais. Alem dissco |,
ocupaln 0s espacos capilares livres e os espacos intermi
celares dos coloides. A expansao dé coloide resulta na
producio de pressoes consideraveis chamadas pressoes de
embebicac. 2 magnitude da pressac de embebigao e tambeém
uma indicacao do poder de retencgao de agua da semente
e portanto determina a guantidade de agua disponivel pa
ra reidratacac dos tecidos durante a germinagao.

Assim gue uma semente esta hidratada, ocorrem
muitas mudancas guimicas: a hidrolise de certos mate
riais, o transporte de materiais de uma parte da semen
te para outra e especialmente do endosperma para © en
brido, ou dos cotilédones para as partes de crescimento
e a sintese de novos materiaigs a partir da hidrolise de

produtos armazenados (Mayver e Poljakoff-Mayber, 1975).




A germinacdo de muitas sementes € sensivel a
luz, algumas exigindo luz para germinagao e outras sen
do impedidas de germinar pelo tratamento da luz. Este
fendmeno, conhecido desde o fim do século dezolito, foi
denominado fotoblastismo, por Evenari em 1956 (Mayer e
Polijskofi~-Mayber, 1975).

As sementes cuja germinacgac e estimulada pela
luz sao consideradas fotoblasticas positivas, enquanto
aquelas cuja germinacgao € inibida pela luz sao as foto
blasticas negativas. Existem ainda as sementes nao-foto
blasticas, com a germinacac gue nao e afetada de nenhum
modo pela presenca ou auséncia da luz.

Desde 1956, muitas pesguisas tem sido centra
das no controle da germinac¢ac de sementes e tornou - se
claro que as definicgodes acima sao significativamente de
um senso mecanistico. Agora, e sabido gue os efeitos i
nibitorios e estimulatdrios da luz sao simplesmente
duas facetas de um mecanismo comum. Contudo, muitas sé
mentes ndo sensiveis & luz podem se tornar sensiveis a
traves de Vériosktratamentos de estresse.

4 causa da unificacao de conceitos foil devido
ac fato de que diferentes regides espectrais da luz
branca sao responsavels pelos efeitos estimulatorios e
inibidores da germinacao. Comprimentos de onda abaixno
de 290 nm inibiam a germinacao de todas as sementes tes
tadas. Comprimentos de onda entre 290 nm e 400 nm nao
apresentavam efeitos nitidos sobre a germinacdo . Entre
560 & 700 nm, em especial a luz vermelha, comumente O

corria promocac de germinacac {Mayver e Poljakoff-Mayber,




1975) .

Flint e McAllister (1935,1937 In Smith, 1275)
mostraram que a germinagac de sementes de alface sob luz
vermelha poderia ser estimulada e gue "sob vermelho
extremo a germinacao poderia ser inibida. Desde gue na
promogac e na inibicac, pode ser demonstrada a fotorre
versibilidade do vermelho e vermelho extremo,fol propos
te em 1952, por Borthwick e colaboraderes (In Frankland,
1980) que existia um fotorreceptor envolvido. Esses auto
res explicaram esse efeito atraves do fotorreceptor, a
presentado em duas formas: a forma inativa (FV) que ab
sorve o vermelho e a forma ativa (FVE} que absocrve o ver
melho-extremo. Esse pigmento fotorreceptor responsavel
pela percepcao do estimulo da luz, foi denominado fito
cromo {Frankland,1980).

De acordo com Mohr (1972) o modo pelo gual o
estimulo captade pele fitocromo e convertido em respos
ta fisiologica ainda naoc esté totalmente esclarecido. O
fitocromo poderia agir como controlador de atividade gé
nica, ativando ou reprimindo genes, regulando dessa for
ma a sintese protéica.

Segundo Hsiao e Vidaver (1971), a fotoconver
sao do fitocromo € a demanda gue ha entre o rearranjo
inter-molecular das moléculas hidratadas. Esses autores
consideram gque o envelvimento do fitocromo na germina
cao poderia ser separado em uma fase de inducdo onde o
fitocromo e fotoconvertido e uma fase de expressao onde
a acao do fitocromo influenciaria processcs metabdolicos,

resultando na germinacao.




A resposta das sementes & luz e modificada
por variocs fatores internos e externos; o estresse oS
motico, a presenca de promotores ou inibidores de cres
cimento, a tensaoc de OE podem alterar a duragao e a in
tensidade da luz exigidas para obter uma certa respos
ta. Mesmo o espectro de radiacac a qual a planta mae
fol exposta durante a formacdo da semente afeta a res
posta das sementes a luz. Em geral, todos os fatores
internos e externcs gue afetam a germinagac interagem
de algum modo (Maver e Poljakoff-Mavber,1975).

O efeito da luz & frequentemente dependente
da temperatura (XKendrick e Frankland,1981).

O concelto da existencia para todas as espé
cies de plantas ,dos limites de temperatura superiores
{maxima) e inferiores (minima) em gue pode occorrer a
germinacao das sementes fol primeiramente formulada por
J.Sachs em 1860 (Koller,1972). Esse pesguisador foi
guem primeiro estudou os efeitos de temperaturas cons
tantes na germina¢do de muitas plantas cultivadas. O
termo temperatura "6tima" era usado para descrever a
quela temperatura intermediaria em gue era obtida a me
lhor germinacio.

Com a crescente compreensac das propriedades
das enzimas e da natureza das reacdes enzimaticas, tor
nou-se evidente gue gualquer processo fisiolagico em
que um passo e mediado por enzimas, sO pode ocorrer en
tre certos limites de temperatura. Foi reconhecido gue

o fator tempo estava envolvido em tais processos (Kol

ler, 1972}).



Atualmente, para Bewley e Black (1982}, guan
do as sementes sac colocadas para germinar em uma faixa
de temperatura, um‘étimo logo torna-se evidente. A tem
peratura 6tima varia de espécie para espécie.

A determinacdoc da taxa de germinacao e de
grande valor para caracterizar as respostas da semente
a temperatura.

A populacao de uma espeécie & heterogenea emn
relacac & germinacao. O significado biologico disto po
de ser o alto potencial de germinacgac que &  combinado
com a distribuigac temporal mesmo guando as condicgoes
de temperatura sao Otimas.

Em relacao a temperaturas extremas, € possi
vel que as sementes gue germinam a temperaturas mais al
tas nao possam germinar a temperaturas mais baixas, is
to &, elas sao termofilicas e criofflicas respectivamen
te. Isto implica que ha SubMPOPulagéeg com caracteristi
cas de temperatura 6tima,

Quanto a velocidade de germinagac de Magonia
pubescens, as sementes sem envoltorio apresentam veloci
dade maxima a 29OC, para 50% de germinacao. Como tambeéem
a temperatura de 29°C estd entre aguela de maxima germi
nabilidade (700%), o Otimo de femperatura se localiza a
26°C. Acima e abaixo dessa temperatura, cresce a media
ne dos tempos individuais de germinacao. A temperatura
minima de velocidade de germinacdo das sementes semn en

o]

voltdrio & atingida a 4°C e a maxima a 42°C Salgado

Labouriau, 19723).




cens, as Ssementes sem envoltorio apresentam germinabili
dade de 100% na faixa de 20°C a 34%. a dependencia da
temperatura na germinabilidade das sementes sem envolto
rio revela uma heterogeneidade fisioldgica que e ressal
tada guando se me&em as velocidades de germinacao (Sal
gado Labouriau,1973).

FEm sementes de mamona, a faixa de temperatura
para a germinacac parece estar entre 259 e 40% (Lagda,
1683} .

A temperatura ou a faixa de temperatura em que
diferentes sementes germinam €& determinada pela origem
das sementes, diferencas genéticas e também a idade das
sementes. Os niveis de substancias de crescimento endo
genas tem também um papel na determinacgao da faixa &m
que as sementes germinam (Mayer e Poljakoff-Mayber 1875},

A temperaturas relativamente baixas, © metabo
lismo dos embrides & peguenc, portanto & exigido pouéo
oxigénic para assegurar este estadioc de metabolismo,per
mitindo gue ocorra a germinacao. A temperaturas mais al
tas, a taxa metabdlica potencialwmente maior do embriao
exige mails oxigenio (Come e Tissaoui, 1872).

As respostas para temperaturas nao podem  ser
explicadas somente pelos efeitos da respiracgao. Outros
processos metabolicos sao acelerados guando a temperatu
ra aumenta acima do minimo. Alguns desses processos pro
vavelmente contribuem para o aumento da taxa de germina

cao que acompanha o aumento da temperatura. As membra



nas das células sao especialmente sensivelis a aumentos
de temperatura. Isto esta incluldo no conceito de desna
turacao devido ao importante papel das lipoproteinas
(Bewley e Black, 1982}.

Entdo, cada semente conteéem todos og substratos
e mcanismos bioguimicos cue sac exigidos para atuar na
variedade de processos bioguimicos interrelacionados na
germinagao (Koller, 1872).

Existem muitas razoes possiveis para gque uma
semente (ou unidade de dispersao) apesar de viavel nac
germine. Uma dessas razoes pode ser devide ao fendmeno
da dorméncia apresentada pelas sementes. A dorméncia e
considerada, guandc ¢ meio & adeguado para a germinacao
¢ as sementes falham em responder a essas condicoes £z
voraveis.

Basicamente, existem dois tipos de dormencia
que envelvem diferentes mecanismos: a dormencia do em
briaco e a dormencia imposta pelo tegumento.

O controle da dormencia do embriaoc envolve os
cotilédones e os inibidores da germinacac. Neste caso
podem~-se considerar os embrites morfologicamente imatu
ros.

As estruturas de revestimento das sementes po

dem impedir a germinacao devido a interferéncia na ab
sorgac de aqua, interferéncia com as trocas gasosas  ou
presenca de inibidores guimicos. Podem agir ainda como

barreira contra a liberacao de inibidores do embridaoc e

modificacao da luz que atinge o embrido ou exercer um




obstaculo mecanico ao crescimento do embriao.

Em condic¢des naturais, para converter uma se
mente do estado de dorméncia para a nao-dormeéncia, ope
ram os fatores, luz, temperatura, idade e mudan@as nas
estruturas de revestimento das sementes. 0s tratamentos
gque podem guebrar a dorméncia empregados em condigoes
de laboratdric sac os guimicos e os flsicos. Os trata
mentos quimicos s&o: nitrato, cianeto, malonato e varias
substancias de crescimento. Os varios tratamentos fisi
cos sao: altas pressoes de oxigenio, remogao do tegumen

to da semente e escarificacac da casca atraves de aci

dos, agua fervente e outros meios (Bewley e Black, 1982).

A causa basica da dorméncia & a incapacidade
do eixo embrionario de vencer as barreiras, gue estac
agindo sobre ele. Essa incapacidade provoca falha de e
mergéncia da radicula para ocorrer © processo da  germi
nacgao. No entanto, muitos eventos occorrem durante a gexr
minacdc e parece possivel que uﬁ impedimento de qualquer
um deles possa responder pela falha de crescimento do
eixo embrionario (vide esquema abaixo) (Bewley e Black,

1982} .

Hidratacao + germinagac —~ expansaoc — emergencia da

{embebicao) celular radicula
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Segundo Come (1970, In Lousa,1973), os inibido
res podem ser extraldos dos orgaos em gue se encontram pe
la agua ou solventes organicos. Em muitas sementes gue
possuem inibidores, esses sao facilmente removidos pPoT
uma simples lavagem das sementes em agua corrente.

O fenomeno da lixiviacao pode remover um prome
tor, um inibidor de germinacac ou nao ter efeitona germi
nacaoc. Também as vezes, a lixiviacao pode alterar ¢ supri
mento de oxigénio disponivel para o embriao.

A lixiviacao das sementes de Datura stramonium

reduziu a germinacado, podendo este efeito ser devidoare
mocao de algum promotor. A dgua da lixivia dessas semen
tes, promoveu a germinacao de Datura e de sementes de Cu

cumis anguria {(Villar,1982).

Tambem a lixiviagaoc das sementes de Ricinus co
munis provocou uma inibicao da germinacao. A agua da 1ixi
via tambem promoven a germinagao desses sementes. O efel
to dessa lixiviacgao pode tambem ser devido a remogac de
algum promotor, assim como a diminuigao do suprimento de
oxigénic. Essa ultima hipbtese & pouco provavel devido a
lavagem ter sido intermitente (Lagba, 1983}).

As plantas contéem substancias gue inibemos pro
cessos de crescimento e germinacao nas plantas. A classe
dessas substancias & denominada de inibidores naturais de
crescimento. Podem ser encontrados naoc somente em orgaocs
ﬁormentesf mas tambem em partes da planta em crescimento
comc folhas, sementes, caules 2 ralzes.

Os inibidores naturais de crescimento poden ser

representados principalmente por inibidores fendlicos e




componentes terpentides (Kefeli, 1978} .

Entre os inibidores fenodlicos,encontram-se vé
rios tipos de substancias: derivados do dcido benzoico
como 0S éciﬁoé salicilico, p-hidroxibenzdico e galico ,
derivados do acido cindmico como os &cidos p-cumarico
cumarina, escopoletina ¢ alguns depsidios como O acido
clorogénico e floridizina (Refeli e Radyrov, 1971).

Até o ano de 1960, os compostos naturais fe
n6licos pareciam ser o principal grupo de inibidores .
Contudo, em 1963, Ohkuma et ai isolaram um novo inibi
dor de natureza terpendide, o &acido abscisico.

i interessante mencicnar gque em 1953, Bennet-
~-Clark e Kefford, através de analise de extratos vege
tais, mostraram uma zona de atividade inibitoria nos cro
matogramas de papel. Essas substancias localizadas nes
ta faixa do cromatograma foram denominadas inibidor [ .
Depois disso varios autores detectaram o inibidor § em ex
tratos vegetais e tentaram identifica-lo. Enquanto para al
guns,a inibicdo era devida a varias substancias inibidoras
fracaa,outrosSugeriramapmeainibigéoe&x&davida princi
palmente a uma Gnica substdncia ativa cuja ocorrencia se
daria embaixas concentractGes {(Robinson e Wareing, 1964).

Em 1963, Ohkuma et al. isclaram e identifica
ram o acido abscisico em extratos de frutos de algodao.
Agora, sabe-se gue o principal composto na regiac do ini
bidor B & o acido abscisico.

0O acido abscisico & um inibidor, consideravel
mente mais forte que os compostbs fendlicos (Kefelieng

dyrov, 1971).




- TH -

0 acido absclsico & um inibidor sesquiterpe
no e & considerado um hormdénio vegetal. Esta envolvido
em fendOmenos bioguimiceos como capacidaﬁe de inibilr a in
ducao da giberelina na sintese de.enzimas proteoliticas
Tambem, o acido abscisico, promove alteracbes bioguimi
cas na senesceéncia e abscisao {(Addicott e Lyon, 1969).

Em relagac aos fenomenos fisiclogicos , esta
envolvido na senescencia, abscisac, dorméncia, inibicao
¢ estimulacao do crescimento, estabelecimento e desen
volvimento do frute, floracao, movimento estomatico,etc
(Milborrow, 1974}).

Ja foram iscladas e identificadas algumas
substancias relacionadas com o acido absclisiceo: o acido
faseico, © metil eter do ABA, a teaspirona € o 1sOmero
2-trans- do acido abscisico, Essas parecem as primeiras
substancias de um grupo interrelacionadas guimica e fisio
logicamente {(Leopold e Kriedemann, 1975).

Os organismos inferiores também possueﬁ subsg
tancias reguladoras de crescimento. Em 19269, valio et
al. isclaram e identificaram pela primeira vez o acido
iunularice, um inibidor natural de crescimento da hepa

tica Lunularia cruciata. O inibidor acido lunularico &

um dihidrostilbeno e ocorre em algas marinhas e de agua
doce (Pryce, 1972). Foi sugerido que o acido lunularico
pode ser © equivalente bicldogico do acido abscisico em
algae hepaticas.

No grupo dos inibidores fenolicos, os mais
conhecidos e estudados sao a cumarina e seus derivados.

Desde gue Vogel em 1920 (Abernethy, 1969) iso




lou a cumarina, novas cumarinas foram reconhecidas co
mo produtos amplamente distribuidos em plantas. Vogel

associoy o odor forte de botdoc de treve (Melilotus ofi

‘cinalis) com aguele do feij&o "tonka" (Dipteryx odoratal.
Embora na época, ele nao tivesse obtido prova rigorosa
que essas duas fontes produziam © mesmo COMPOsSto,08 pPro
cedimentos experimentais mostraram gue certas proprieda
des eram comuns. £ sabido agora que o composto de ambas
as fontes & cumarina.

pPor muitos anos, as cumarinas ocorrendo natu
ralmente eram as unicas conhecidas, até aparecerenm oS
métodos sintéticos de Perkin e Von Pechmann (Abernethy,
19€9) .

hs cumarinas ocorrem em todas as partes da
planta: raizes, flores e frutos e sao encontradas em va
rias familias de Panerdgenas e Criptdgamas.

Spath e Reppel (In Soine, 1364) listaram as
espécies e ag partes associadas com cumarinas. Em geral,
elas sao encontradas em Poae, Orchidaceae, Leguminosae,
Umbelliferae, Rutaceae e Labliatae. Mals recentemente,fo
ram encontradas como produtos metabdlicos de bactérias
e fungos.

Os progressces nos procedimentos de isolamento
e analise estrutural, particularmente na uUltima decada,
levaram a um aumento marcante no numero de cumarinas .
Muitas dessas cumarinas sao referidas na literatura so
mente por seus nomes triviais, derivados do nome da es
pécie de onde foram extraidas. Ate recentemente, utili

zou-se de sua natureza lactdnica, para separa-la dos




extratos de planta contendo outros produtos naturais
(Murray, 1978).

Apesar de amplamente distribuildas, as cumari
nas raramente ocorrem em altas concentragoes nos tecidos
de plantas. O isolamento e identificacdo das cumarinas
exigem grande quantidade de material. Liem disso, desde
gue as cumarinas ocorrem como misturas, S0 necessarios
exaustivos métodos para sua purificacao. Hoje, a identi
ficacao desses componentes conta com técnicas espectros
cépicas, particularmente a ressonancia magnética nuclear
{Gteck e Bailey, 1969).

Ha vinte anos, a gulmica dos produtos natu
rais preocupava-se apenas em isolar e tentar elucidar a
estrutura dos compostos presentes em um material natu
ral. As pesqguisas tinham seus objetives escolhidos; na
tentativa de solucionar problemas puramente guimices
sem nenhuma referéncia ac seu significado biologico. A
tualmente, o estudo quimico esta associado auma ativida
de biologica.

0Os métodos espectrofotométricos auxiliam na
identificacdo e determinacao guantitativa de compostos
em extratos de plantas. O espectro de absorgéo do ultra
~violeta da cumarina e uma seérie de derivados foram uti
lizados para identificacado de extratos brutos de raizes
(Goodwin e Pollock, 1953). valio (1973) dosou a cumari

na extraida de sementes de Coumarouna odorata atraves

de espectrofotometria do ultra-violeta, em comprimentos
de onda de 275 nm, usando como padrao solucoes de cuma

rina de 0 a 100 ug/ml. A concentracao da cumarina perma



neceu constante nos cotiledones e gumentou nos embrioes
durante a germinacao.

A cumarina € conhecida como inibidora natural
de germinacao desde 1914 (Sigmund , In Maver e Evenardi,
1852) .

A cumarina induz dormencia em sementes de al
face sensiveis a luz (Nutile, 1945, In Berrie, 1968).

Sementes de alface expostas a cumarina duran
te a embebicaoc leva a dorméncia gue e dependente da tem
peratura. O efeito da cumarina em sementes de alface e
maior a 25°C e inefetivo em temperaturas inferiores a
20%C. Na temperatura de 25%C, hid evidéncia de que a cu
marina seria metabolizada mais rapidamente {Berrie, 1968).

Mayver e Evenari (1952), trabalhando com semen
tes de alface e trigo, mostraram gue gualguer mudanca
na estrutura da molécula de cumarina leva a uma destrul
cdo parcial da atividade da cumarina como inibidora da
germinacao. As caracteristicas estruturais que sac de
terminantes sao: a presenca da dupla ligacao no anel da
lactona e a ocorrencia da estrutura de lactona. A remo
cdo da dupla ligacdo reduz a atividade. A destruicaoc da
atividade da lactona tem um efeito semelhante.

A atividade inibitéria da cumarina € euplica
da através da estrutura ecspecifica de sua molecula (May
er e Poljakoffi-Mavber, 1975).

A cumarina parece nac apresentar atividade i

nibitoria da semente gque a contém. Valio (1973)cbservou
f
gue as sementes de Cown@rouna odorata, germinam a 33°%C

'no escuro ou na luz, apesar dos altos niveis de cumarina
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endbgena. A cumarina aplicada a 0,4 e 4 mMYinibiu a ger

minagiac de Coumarouna, mas intensificou o© crescimento

dos embrides. Uma unica semente de Coumarouna colocada
no centro de uma placa de Petri, inibiu a germinagéo de
sementes adijacentes como alface, rabanete e tomate.

A presenca de cumarina no solo, de vasos  com
plantulas, sugere gue ela ¢ exsudada pela radicula. &
cumarina pode inibir a germinagao e crescimento de ou
tras espécies em sua vizinhanca, eliminando assim a com
peticao durante os primeiros estadios de crescimento {(Va
lio,1973).

Willians e Hoagland em 1982, testaram oS com
postos acido cafeico, acido clorogénico, cumarina acido
p-cumarico, acido fertlico, acido fumarico, acido gali
co, acido hidrocinamico, acido p-hidroxibenzdico, juglo
na e pirocatecol, na germinacao de 9 especies de plantas
cultivadas e nativas. A germinacao fol testada nas con

M e 10“5M, sob condicgdes controladas

- o) . ~ -3 .
a 25°C e no escuro. Na concentracgao de 10 "M, a cumari

centracoes de 10

na, o acido cinamico, a juglona e o pirocatecol inibi
ram a germinacao, mas p-hidroxibenzaldeido e o acido p-
hidroxibenzoico nac foram efetivos e os cutros tiveram
3
efeitos intermediarios. O efeito fol pegueno para qual
-3

guer composto a 10 "M.

A cumarina e alguns derivados inibiram O cres
cimento micelial em uma especie de Pythium (Dietrich e

valico, 1973). A cumarina também inibiu o crescimento de
outras sete espécies de fungos a partir de diferentes

grupos toxondmicos. Foi mostrado tambem gue a atividade




inibitéria depende do nimero, posicdo e natureza guimi
ca das substituicdes da molécula (Dietrich e Valio,1973).

Amen {1968){ postula que a giberelina ant?gg
niza o efeito do inibidor enddgenc. A giberelina Séfia
importante na ativacac da amilase gue age,no endosperma ,
sobre o amido, guebrando o blogueio que & imposto pelo
inibidor.

Dietrich e Valio (1973) nao conseguiram obter
a reversio do efeito da cumarina atraves do acido indol
~3-acético, acido giberélico ou 6-benziladenina em Py
thium e outros fungos.

Alguns compostos como dinitrofenol, salicilal
deicc, B-resorcialdeido, cinamaldeido, acido cinamico ,
fcido o-cumarico, escopoletina e 2-metil -~ naftoguinona
sdo conhecidos como desacopladores da fosforilacao oxi
dativa. Porem, acido fertlico, cumarina e hidroxicumari
na nas concentragoes de 1O~3M foram inativos {(Van Sume
re et al.,1972}). Este & um resultado:interessante desde
que varios autores tinham mostrade a propriedade desa
copladora da cumarina.

A caracterizacdao e quantificacgao da cumarina
pode ser feita também através da cromatografia gas - 131
guido.

0 uso de cromatografia gas-ligquide para sepa
racao de cumarinas fol relatada primeiramente por Brown
e Shyluk em 1962. Eles proporcionaram uma grande simpli
ficagao nos procedimentos de isolamento e identificacao
desses compostos.

Furuya e Kojima em 1967, também mostraram comd




a cromatografia gas-liguido & um meio poderoso de demons
trar a homogeneidade de cumarinas conhecidas e desconhe
cidas e freguentemente tem como finalidade a identific§‘
cac. Portanto, a técnica cromatografica gas-liguido po
de ser aplicada na analise guantitativa de misturas de
gxtratos de plantas.

Intmeras cumarinas fenolicas na forma de seus
acetatos foram eluidas com exito. Foram demonstradas se
paracdes de misturas de cumarinas através de cromatogra

fia gas-liquido da raiz de Angelica archangelica e se

mentes de Heracleum sibiricum. Foi salientado © aspec

to qualitativo do método na raiz de Heracleum sanatum

Michaux var. nipponicum Hara e Pimpinellae radix {(Brown

e Shyluk, 1962}.

Apesar de ser frequente a ocorréncia de inibi
dores em diversos orgaos da planta, é discutivel se eles
desempenham algum papel na natureza (Lousa, 1971).

Para Witthaker e Feeny (1971}, os inibidores
podem ser liberados pela agua da chuva indo atée o solo.
Os inibidores presentes no solo ou no folhedo, podem di
ficultar ou inibir a germinacac de sementes, e interfe
rir nos processos de desenvolvimente e crescimento de
plantulas.

Atualmente, os estudos sobre substancias ini
bidoras de crescimente sao em numero bastante expressi
vo, focalizando diferentes aspectos fitoquimices, fisio

logicos e ecologicos.




ITI. MATERIAL E METODOS

1. Material

Os frutos de Myroxyvlon peruiferum foram coleta

dos na regiao de Campinas.
Em quase todos os experimentos foram utiliza
das somente as sementes. Serao especificados os experimen

tos em que foram utilizados os envoltéorios das sementes.

Sempre foi exclulda a asa da samara.

2. Embebicgac

A embebicao fol determinada utilizando-se fru
tos, sementes e envoltorios das sementes com 2 repeticgdes
por amostra. Cada repetigao constou de 10 frutos, semean
tes e envoltorios das sementes gue foram imersos em  um
béguer com agua destilada.

A porcentagem de embebicac de cada amostra foi
calculada em funcac do aumento de peso apsGs a embebicao,

em relacac ao peso inicial.

3. Testes de germinacaoc

A germinacac fol feita em caixas plasticas de
gerbox transparentes de 12x 12 com., revestidas com papel

substrato (Germitest cel 0,5). As sementes foram umfideci




das com 17 ml de agua destilada, contendc Nystatin (con
centracao de 1 mg/60 ml de agua destilada), para prevenir
o aparecimento de fungos. Foram utilizadas_ 25 sementes
por caixa gerbox com 4 repetigoes para cada tratamento.

Nos experimentos de lixiviacao com acetona e
efeite de cumarina, .as caixas gerbox foram mantidas em
condicoes desfavoraveis, para a germinac¢dc, na temperatu
ra de 10°C. Ac controle foi dado o mesmo tratamento.Apds
24 horas de embebicao em agua destilada, as sementes fo
ram transferidas para seus respectives tratamentos.

Os experimentos foram realizados em camara de
crescimento "Forma Scientific", a temperatura de 250C“

As sementes eram consideradas germinadas, guan
do se observava © crescimento da radicula. Devido a difi
culdade de visualizar nitidamente o inicio da germinacioc,

a centagem folil iniciada no 3¢ ou 49 dia.

3.1. Condicoes de luz

A luz branca foi proveniente de lampadas £luo
rescentes.

O escurc fol obtide em caixas gerbox pretas de
12x 12 cm., previamente testadas, vedando totalmente a
entrada da luz.

A verificacac da germinagac das sementes manti

das no escuro, fol feita sob luz verde de seguranca.




3,2, Temperaturas constantes

Foram testadas na luz e no escuro, as temperatu

ras de 209c, 25%, 30°, 35% e 40°c.

3.3. Lixiviacao com agua

As sementes foram lixiviadas intermitentemente
atraves de um soxhlet durante 24 horas. Como controle, fo
ram testadas sementes nao lixiviadas. Ambos ©s tratamen
tos foram mantidos na luz e no escuro, na temperatura de

25°C.

4. Métodos de extracac e biocensalo

4.%7. Obtencao dos extratos

As extracoOes foram feitas a partir dos seguin
tes tratamentos:

- envoltorios das sementes e sementes embebidas.

- sementes nao embebidas e sementes embebidas

por Z4, 48, 72 & 86 horas.

i

A maceracdo das sementes e dos envoltdrios foi
feita em almofariz com metanol 80%. Depois, cada extrato
foi homegeneizado no sonificador "Polyvtron” e mantido em

extracao a s°C durante 24 horas.

Apos esse periodo, o macerado foi filtrado e o




residuo foi re-extraide em metanol 80% durante 1 hora sob
agitacdo. Novamente, filtrou-se o macerado e o residuo
fol colocado en estuia a-BODC, para obtencao do peso se
co. O filtrado obtido foil adici&nado ao da primeira f£il
tragem. Obteve-se assim o extrato metanolico bruto; a se
guir, procedeu-se a eliminacao do metanol por meio de um

- . - . [
evaporador rotatério, sob pressao reduzida, a 377C.

4.2. Purificacao dos extratos

A etapa seguinte fol o fracionamento do extra

to aquoso de acordo com a Fig. 1.

4.3, Cromatografia em camada delgada

A cromatografia foi feita em placas de 20 x 20
cm , onde se espalhou silica-gel 60 G, Merck misturadaem
dgua deéstilada na proporcac de 1:2 (p/vi a uma espessura
de 0,5 mm. O sistema de solventes utilizado como fase mo
vel foi benzeno etanol 5:1 (v/v).

Cada placa foi desenvolvida no solvente, antes
da aplicacao do extrato, a fim de remover gualguer 1impu
reza eventual na silica.

A ativacao foli feita durante 30 minutos a 100°C.

0 percurso desenvolvido pelo solvente foi de
15 ¢cm. e a aplicacao dos extratos foi feita em faixa

transversal de 12 cm. e distante Z cm da base da placa.
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Figura 1. Esguema do processco de fracionamento
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Paralelamente a aplicacac dos extrates, fol feita a apli
cacio de um padraoc, no casc cumarina (Coumarin puriss Ko
ch Light Laboratories - Litd. England)} dissclvida em eta
nol.

Og cromatogramas desenvolveram-se em cubas . de
vidro retangulares. A cuba era mantida saturada, forran
do-se suas paredes com papel de filtre. O desenvolvimen
to fol ascendente.

Depois gque a fase movel alcancava uma linha pre
~determinada, as placas eram retiradas das cubas e colo

cadas para secar.

4.4. Bioensalio para inibidor

ApOs completa evaporacao do solvente, dividiu-
—-g@ cada cromatograma em 10 faiwas iguais corresponden
tes a valores de Rfs de 0,0 a 1,0. Assim a primeira fal
xa correspondia aos intervalos entre os Rfs de 0,0 a 0,1.
Cada faixa foirdividida no sentido transversal correspon
dendo a tres repeticdes. Todos os cromotogramas,antes da
montagem dos bioensalos,eram observados a luz ultra - vio
leta longa e curta para deteccgao de conpostos fluorescen
tes. O teste com germinacac de sementes de alface detec
ta substancias com atividade inibitoria.

As faixas dos cromatogramas eram raspadas e a
silica espalhada em placas de Petri de 5 cm. de didmetro,
revestidas com duas folhas de papel de filtro. A segulr,

acrescentavam-se 2,5 a 3,0 ml. de agua destilada, 2 ho




ras antes de serem colocadas as gementes de alface "Grand
Rapids". O controle fol feito utilizando-se uma cromato
placa desenvolvida no mesmo splvente, sem aplicacao do
extrato.

As sementes foram mantidas sob luz fluocrescen
te branca, em camara de crescimento, "Forma Scientific"

3 25%, por 1 dia.

5. Métodos de extracao para isclamento e identificacaoc do

inibidor

5.1. Obtencao do extrato

Para isolamento e identificacido da substancia
inibidora ou complexc de inibidores, as extracdes foram
feitas a partir dos segulintes tratamentos:

sementes do lote 1

sementes do lote 2

envoltoriocs das sementes do lote 1

envoltOorios das sementes do lote 2

l

Os lotes 1 e 2 correspondem a sementes coleta
das em diferentes épocas,

Cem gramas de peso fresco de cada amostra, fo
ram hcmogenelzadas em liquidificador com metancl 80%. O
homogeneizade fol mantide em exitracao a BOC durante 40

horas.

Apbs esse periode, o homogeneizado foi filtrado




em funil de Blichner, forrado com dupla camada de papel de
filtro, com auxilioc da bomba a vacue. O residuo foi colo
cado em estufa a 80°¢ para obtencao do peso seco. Fol ob
tido assim o extrato metandlico brute. A seguir , proce
deu-se 2 eliminaci3oc do metanol por meic de um evaporador
rotatdrio, sob pressao reduzida a cerca de 35°C.

A etapa seguinte fol o fracionamento do extra

to aquosc de acordo com a Fig. 1.

5.2. Cromatografia de adsorcac em coluna

Devido & dificuldade da separacac da substan
cia inibidora somente através de cromatografia em Camada

delogada, foi feita uma cromatografiz em coluna.

Para a coluna foram utilizadas 95 g. de silica
~gel 60, Merck (tamanho da particula 0,063 - 0,200 mm) .
Aaaltura da coluna foi de 16 cm. e o diametyo de 4 cm. O
extrato utilizado foi o de sementes do lote 2. O extrato
foi dissolvido em metanol e a solucgao resultante adicio
nou-se uma pequena guantidade de silica-gel. Evaporou-se
o solvente em evaporador rotatdrio até cbter—-se a silica
-gel bem solta e seca contendo o material toda adsorvido,
que foi colocado ne topo da coluna de silica-gel, sendo
eluido com hexano: cloroformic 75:25.

Desta coluna foram coletadas 27 fracoOes de 125
ml cada uma, reunidas em 3 grupes (F1-9, F13-15, F19-27},

conforme resultado em cromatografia em camada delgada.



A substancia inibidora estava contidana Fi13-15
e foi purificada atraves de duas cromatografias sucessi
vas em piacas preparativas com desenvolvimento continuo,
gquando se obteve um composto purc, isto e, apresentando
uma mancha sO na placa, quando revelada com luz ultra -
violeta, vapores de iodo e revelador de terpencs e este

roides,

5.3. Cromatografia preparativa com desenvolvimento

continuo

A cromatografia em camada delgada fol feita em
placas preparativas de vidro de 20x 20 c¢m., onde se espa
lhou silica-gel 60, PF 254 em espessura de 1 mu.

A silica-gel foi misturada em agua destilada na
proporgac de 1:2{p/v}. A ativacac das placas foi feita a
100°C.

Na aplicagéo da amostra ou fracaoc, emplaca pre
parativa, foi utilizada uma pipeta Pasteur com um filete
de algodao na ponta pressicnado com o auxilio da bomba a
vacuo. A placa era colocada em um suporte com as late
rais mais altas onde se apclava uma outra placa de vidro
e precedia~se a aplicagéo do extrato. Egsa técnica nao
provoca ferimento na camada de silica da cromatoplaca
permitindoe um melhor desenvelvimento. Para purificacao
final utilizou-se como fase movel diclorometano: metanol
99:1(v/v}.

Depois que a fase movel atingia a linha de




frente, isto &, o fim da placa, ¢ tempo deste PErour SO
era multiplicado por 2. Este tempoe de desenvolvimento va
riou conforme a escolha da fase movel.

Os cromatogramas desenvolveram-se em cubas de
vidro retangulares. A cuba era mantida saturada, forran
do-se suas paredes com papel de filtro. O desenvelvimen
to foi ascendente. A tampa da cuba tinha uma fenda para
encaixe da placa preparativa. Atingido ¢ tempo de desen
velvimento em gue se completava a linha de frente, a pla

ca era retirada da cuba e colocada para secar.

5.4. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada foi feita em
placas analiticas de vidro de 5x 20 cm. As vezes fol uti
lizada silica-gel 60 PF 254 e outras vezes silica-gel 60
Merck, distribuidas em camada de 0,25 mm. de éspessura.

A sllica-gel foi misturada em &gua déstilada na
proporg¢ac de 1:2({p/v). A ativacaoc das placas fol feita a
100°C.

A aplicagao da amostra ou fracdoc em placa ana
litica, foi feita com capilar.

Us cromatogramas desenvelveram-se em cubas de
vidro circulares. A cuba era mantida saturada, forrando-

-3¢ sua parede com papel de filtro.



5.5, Série eluotropica de solventes

Foram experimentados diversos solventes,forman
do-se um sistema de fase movel de diferentes polaridades
{Tabela 1), para separacao (purificacioc da substancia
inibidora)

E importante ressaltar gue todos os solventes

utilizados foram da Merck ou da Carlo Erba P.A.

Tabela 1. Serie eluotrdpica de solventes (Randerath ,

1968)

n-~pentano

eter de petrdleo
n-hexano
n-heptano

ciclo hexano

tetracloreto de carbono

cao

tricloro etanoco
benzeno
diclorometano
cloroformio
dietil eter
acetato de etila

plridina

aumento do poder de elui

acetona
n-propanocl
etancl

metanol

agua V



5.6. Métodos de identificacgac

0 critério de pureza adotado fol a observacgao
de uma unica mancha em cromatografia em camada delgada ,
em diverscos sistemas de solventes.

As revelacOes das placas foram obtidas por ir
radiacdo com uma lampada ultra-violeta em 254 e 366 nm .
Para a deteccdo de substancias organicas, algumas croma
toplacas foram reveladas com vapores de iocdo. O iodo 8O
lido era colocado em uma cuba fechada e a cromatoplaca
mantinha-se na cuba, até ser revelada, isto e, ate o apa
recimento das manchas. O revelador especifico de terpe
nos e esterdides contendo 500 ml. de acido acético,10 ml
de acido sulfirico e 0,5 ml. de anisaldeido, gue detecta
caracteristicamente esses tipos de compostos tambem foi
utilizado. O revelador de terpencs e esterdides foi usa
do por meio de um nebulizador. As cromatoplacas apos  se
rem borrifadas com esse revelador, foram aguecidas emuma
placa aguecedora, até o aparecimento das manchas.

Os métodos fisicos utilizados para identifica
cio foram os seguintes; o espectrc da absorcao no infra-
vermelho (1IV, cm—i) foi feito num espectrofotometro Per

kin-Elmer, modelo 3998 em pastilhas de EKBY. Oepordsddnpe e

- aEia : 1o il 2 3 r it . " 3
g o d DL L J.JAM’ R S W g 14y AN A N T N S * Nl i ey ety &3 Luwai et o 45 iy S50 s TN

O egpectro de absorcac no ultravieleta (UV,nm)
foi feito num espectrofotometro Zeiss modelo DMR-21, emnm
etanol, Merck, para espectroscopia.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de

1

hidrogénio (RMN H} fol feito num instrumento da Varian

Associates modelo T-60. O solvente utilizado foi cloro



f&rmio deuterado. A referéncia interna fol o tebtrametil

silano {(TMS}).

6. Lixiviacao em acetona

Neste experimente as sementes foram embebidas
por 24 horas, em condigdes desfavoraveis de temperatura
(IOOC). ApOs esse periodo de embebicao em agua destilada,
as sementes foram imersas na acetona por um periodo de 5,
10 e 15 minutos separadamente. Apds cada tratamento , as
sementes foram colocadas em caixas gerbox transparentes.
Os tratamentos foram testados na luz, na temperatura de
25%.

Foi quantificada a cumarina do solvente aceto
na resultante da lixiviacao das sementes. Essa parte do
experimento sera explicitado no item da guantificacace da

cumarina.

7. Efeito de cumarina

Neste experimento as sementes foram embebidas
em agua destilada, por 24 horas, em condicbes desfavora
vels de temperatura (1GOC), ApOs esse periodo,a cumarina
fol testada na germinagaoc de sementes de M. peruiferum

3M e ?OW4M.

em concentracao de 107



8. Caracterizacac e guantificacac da cumarina em semen

tes de M. peruiferum

Para este experimento, foram utilizados os ma
cerados de sém@ntes intactas, embriCes e respectivos co
tilédones.

Os tratamentos foram os seguintes:

- sementes intactas, cotiledones e embrioces

nao embebidos.

- sementes intactas, cotiledones e embrioes

embebidos durante 24, 48, 72, %6 e 120 horas.

Devideo a suspeita de gque parte da cumarina era
exsudada para o papel, fol feita a guantificacac desse
material:

- papel substrato em qgque toram colocadas as

sementes por 24, 48, 72, 96 2 120 horas de

embebicdo.

Foi também guantificada a cumarina dos lixivia
dos de acetona por 5, 10 e 15 minutos.

Os métodos utilizados para ﬁaceragées das se
mentes, embrides e cotilédones, do papel substrato e das

sementes lixiviadas com acetona serao descritos separa

damente.

8.1. Macerados

A maceracao das sementes, embrioes e cotiledo




nes foi feita separadamente, em almofariz, com clorofor
mio. Depois, foram homogeneizados em sonicador "Polytron®
e mantidos em extracao durante 3 horas sob agitagéo.hpég
esse periodo, o macerado foi filtrado e o residuo foi re
—extraido em cloroformio durante mais 1 hora sob agita
cao. Novamente filtrou-se o macerado e o residuo foi co
locado em estufa a 80°¢ para obtencac do peso seco.0 fil
trado obtido foi adicionado ac da primeira filtragem. Ob
teve-se assim o extrato bruto com cloroformio. A seguir,
procedeu-se a eliminacdo do cloroformio por meio .de um

. - . O
evaporador rotatdrio, sob pressaoc reduzida, a 337°C.

8.2. Papel substrato

0 papél substrato fol cortado em pequenos frayg
mentos depois gue foram retiradas as sementes. Os fragmen
tos foram colocados em um erlenmeyer, Jjuntamente com a
dgua que estava na caixa gerbox, sendoe acrescentado igual
volume de clorofdormio. Esse erlenmever foil colocado sob
agitacdo por um periodo de 3 horas. O conteudo do erlen
meyer foi filtrado e o filtrado foi cclocado em um funil
de separacao, onde a fracaco aguosa fol descartada.

A fracido organica (cloroformio} fol entdo puri

ficada através de peguena coluna descrita no item 4.



8.3, Sementes lixiviadas com acetona

A acetona mais © exsudato das sementes lixi
viadas nos periodes de 5, 10 e 15 minutos, passaram por

coluna de purificacac idéntica ac tratamento superior.

8.4. Cromatografia de adsorgac em coluna

Para coluna foram utilizados 3900 mg de sili
ca-gel, Merck {(tamanho da particula de 0,2 - 0,5 mm). A
altura da coluna foi de 10 cm e o diametro de 13 mm.
Os materiais utilizados foram:
- extratos cbtidos por evaporacao do solvente:
extratos cloroformicos
~ fracado organica proveniente do papel subs
trato
-~ acetona usada para lixiviacao das sementes
por 5, 10 e 15 minutos de sementes lixivia

das.

Apds a evaporacaco do solvente dos extratos clo
roformicos, adicioncu-se uma peguena guantidade de sili
ca-gel. Kssa mistura de silica-gel e extrato foi coloca
da no evaporador rotatdrio até obter-se a silica-gel bem
solta e seca, a qual foi colocada no topo da coluna. A
eluigao foi feita com cloroférmioc,

As amostras coletadas da coluna foram submeti

das & cromatografia gas-liguido.



B.5. Cromatografia gas~ligquido

Para cromatografia em fase gasosa fol utilizado
um cromatografo Varian com detector de iconizacao de chama.
As seqguintes condicoOes operacilconais foram utilizadas: a.
coluna "Pirex" de 3 m x 0,2 cm, de Chromoscrb WHP, 80-100
"mesh", impregnada com 3% de silicone SE-30. A coluna de
vidro operou em ?9OOC; a temperatura do injetor foi 2529
e do detector 264°C. 0O atenuador foi utilizado em 4x107 U,

Para comparacgao, foi usado um padrao de cumari
na na concentracac de 1000 ug/ml.

As alturas -dos picos obtidos no registrador fo

ram convertidos conforme a guantidade da amcostra e apre

sentados na unidade de mg cumarina/g peso seco.

Analise estatistica

No tratamentc estatistico das tabelas referen
tes aos experimentos de germinacao, adotou-se analise de
variancia e testes estatisticos nido paramétricos:Wilcoxon,
qui-gquadrado, teste K* para comparacoes de mais de 2 tra
tamentos (Lehmann, 1975) e Wilcoxon modificado para dados

censurados {(Cehan, 1965},




IV. RESULTADCE

Os resultados obtidos nos experimentos de germi
nacao foram elaborados apoiados nos tratamentos estatig
ticos das tabelas e graficos. 0Os resultados dos bloensalos
foram apresentados em tabelas e graficos. A identificacao
da substancia inibidora atraves de espectros sera apresen
tada no apéndice. A caracterizacac e quantificacao do ini

bidor foi apresentada em tabela.

Embebicao

1. Embebicio de frutcs, sementes ¢ envoltorios das

sementes

0 experimentc de embebicao foi realii&do para
observar o tempo de absorgac de agua, principalmente pela
semente.

Pode-se verificar pela Fig. 2 gue a absorgao de
agua pela unidade de dispersac & rapida.

0Os envoltorics das sementes embebemn mais rapida
mente devido & grande superficie de contato com a agua e
também devido ao tipo de material bastante poroso.

A semelhanca das curvas de embebicao do fruto
e da semente, mostram gue a parede do fruto nao é bar

reira para a entrada de agua.
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Cerminacao das sementes

Foram analisados alguns fatores externos que a
fetam a germinacdo das sementes. Foram determinadas as

condicdes de luz e temperatura em gue as sementes germi

nam,
2. Influéncia da luz e da temperatura
Para verificar se as caixas gerbox exercem al
guoma influéncia sobre a velocidade de germinacgac, foi

feito um primeiro teste estatistico. Verificou-se entac
se as variacdes entre as diferentes caixas gerbox a, b,
c, & poderiam ser explicadas pelas variacoes experimen
tais ou se existiria indicacgao de gue o fator caixa ger
pox seriaz importante dentro de cada tratamento. Foram
testados 10 tratamentos separadamente.

O teste utilizado foi o teste de independén
cia gui-quadrado (Lehﬁann,i??S). Esse teste fol aplica
do para cada combinacac de luz (luz branca e escuro cons
tantes) e temperatura (20°c, 25%, 30°%, 35% e 40°%C).a
estatistica de teste utilizada fol para testar a hipote
se nula: a taxa de cerminacac independe das caixas ger

box, contra a hipOtese alternativa: o fator caixas ger

mn

box & importante, pois as respostas dependem das caixa
gerbox.

Para a aplicacao do teste gui-guadrado os re
sultados foram agregados para que cada cela (numero de
semente germinada em cada caixa gerbox, pelos dias agre
gados), contivesse um nimero razoavel de observacdes (mi

nimo em torne de b).



A abreviatura p sera utilirzada para probabili
dade de significéancia, guando expressa no seu valor nu
mérico.

0s resultados dos testes de independencia es

tao apresentados na Tabela 2.

TABELA 2. Resultados dos testes de independeéncia da ta
xa de germinacao na influéncia da caixa ger
box: probabilidade de significancia (p} para

cada combinacgao dos tratamentos de luz e tem

peratura.

Temperaturas

20%  25%  30%  35% 40%C
Tuz branca constante (»0,50 =0,07 =»0,75 =»0,50 0,75
Escuro constante 0,50 #0,711 =0,50 =»0,25 =>0,50

A probabilidade de significancia global & 0,52,
considerando-se como referéncia a menor probabilidade de

significéncia individual 0,07. Foi obtida atraves de:

(T-P*)?O = 1-p , sendo:
p* = minimo da probabilidade individual e
p = probabilidade de significancia globhal.

Pela analise dos resultados, observa-se que naco
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foi rejeitada a hipOtese nula de gue a taxa de germina
¢ao independe das caixas gerbox.

Como as diferengas nao foram suficientes para
rejeitar a hipdtese nula, os i@sultadag dasé—caian'geE
box para cada tratamento foram agregadas, passando ~ se

para a analise das influencias da temperatura e luz.

constante e escuro constante, cruzados com 5 niveis de

temperatura (20°c, 259, 30%%, 35°C e 40%) estido apre
sentados na Tabela 3, com os dados agregados para as cal

Xas gerbox.

TABELR 3. Numero de sementes germinadas de um total de

100, de Myroxyvlon peruiferum em luz branca e

M o
escuro constantes, nas temperaturas de 207¢C ,

259, 30, 357 e 40%C.

Dias de germinacao Total de
2 3 4 5 ¢ 7 8 9 10|9erminacao
20°% 8 1 0 20 4 4 5 6 5 53
¥
0 o 25% 110 9 18 24 15 9 0 0 0O 85
A0 30% 12 10 30 21 14 0 0 3 4 a4
5 503s% |3 12 17 25 14 24 - 97
(S
40°% 1o o 0 23 28 6 2 60
i20% |4 7 6 20 2 5 3 6 3 56
o
B125% |5 22 30 19 16 7 0 0 O 99
I
6 130°% |8 26 12 14 11 12 1 0 2 87
©135°% |9 17 36 17 19 0 - 98
v}
2140°% o o o© 35 20 12 2 - 69
|E)

~: significa que o experimento fol encerrado.




Devido a certas dificuldades técnicas de cole

ta ‘do material, nao fol possivel realizar todos os eXpe
rimentos com sementes escolhidas aleatoriamente de um
mesmo lote., No entanto, para cada temperatura, as semen
tes sao provenientes da mesma partida. Isto vai exigir
hipdteses adicionais mais tarde, ja gue o efeitc da tem
peratura pode estar confundido com as variacoes fisiolé
gicas das sementes.

Comc o efeito da temperatura esta confundido
com as variacgtes figsiclogicas das sementes, foi testado
o efeite da luz para cada temperatura separadamente.Foi
feito um teste unileteral por acreditar gue, se ¢ efei
to da luz existir, ele devera ser no sentido de dimil
nuir a velocidade da germinacao.

A estatistica utilizada para 25°C a 35°C, foi
a de Wilcoxon (Lehmann,1975). J&a para as temperaturas
de 20°C e éOQC, foi utilizada a estetlstica de Wilcoxon
modificade para dados censurados (Gehan,19%65) ,devido ao
grande numerc de sementes nao germinadas. O teste esta
tistico foil para testar a hipotese nula: nao ha diferen
ca entre eféito de luz e escurc, contra a hipotese al
ternativa: no escurc, a germinacac & mais rapida.

Pela anélise dos resultados da Tabela 4, ob
serva-se que para as temperaturas de 25% e 35% foi rejeita
da & hipotese nula de gue nao ha diferencga entre o efei
to de luz e escuro (a uma probabilidade de significancia
bastante baixa (00,0025 e 0, respectivamente). Aceita-sce
a hipOtese alternativa de gue as semenies germinam mais

rapidamente no escuro.



TARELA 4. Teste da influéncia da luz para as temperatu

ras de 20°, 25°%, 30%, 35% e 40°C.

Temperaturas 20% 25% " 30% 35%¢ 40°%¢
Probabilidade de 0,28* 010025 0,09 éiomz}; Oy059*
significancia (p)

* » Wilcoxon modificado para dados censurados.

Para a temperatura de 40%¢ {p = 0,05%) e a
30°C (p = 0,09), a hipdtese nula nio poderia ser rejeita
da ao nivel de significancia de 5%, mas seria rejeitada
ao nivel de 10%. No entanto, como para as temperaturas
de 25°C e 35°C, as probabilidades de significancia  fo
ram bastante baixas, & razoavel supor gue o fator luz €
importante para 30°C e 40°C. Verifica-se gue naoc se po
de aceitar a hipdtese de igualdade de germinacao para
luz & escure (p = G,18}).

Pelos resultados, observa-se gue o efelito da
luz nac & o mesmo para todas as temperaturas.

Para verificar o efeito da temperatura, consi
dera-se a hipotese adicional de gque os diferentes lotes
de sementes usados nao influenciam a velocidade da gexr
minacgaoc.

Pela Tabela 3, verifica-se que as temperatu
ras de 20°C e 40°C nio sioc apropriadas para a germinacao
de sementes, uma vez gue sao o0& tratamentos em gue as

respostas sao menores tanto para a luz quanto para © es




~ . .o o
curo. A verificacdc da germinacac a temperatura de 20°C

foi interrompida no 109 dia e a temperatura de 40°C no
8¢ dia. Observa-se gue a taxa de germinagdo €& baixa,mos
trando~se demorada e lenta.

O efeito da temperatura de 25°C a 35°C  sera
verificadarseparadamente. O teste de interesse fol para
testar a hipOtese nula: nao existe diferenca entre as
temperaturas, contra a hipdtese alternativa: existe (m)
alguma (s} temperatura(s) que tende(m) a acelerar a ger

minacac. Foi utilizado o teste estatistico K* (Lehmann,

1975} .

Tanto para a luz branca constante, como para
o escurc constante, naoc fol rejeitada a hipOtese nula
{p » 0,50 e p = 0,18, respectivamente}. Portanto, nao

se pode afirmar gue a taxa de germinacao a 250C, 309 e

o) . i
357C sejam diferentes.

Este resultado de certa forma, mostra gue nac
foi irreal a hipotese realizada anteriormente de gue 0S
lotes de sementes sac aproximadanmente iguais. Se fossem
diferentes, seria dificil de acreditar gque estas dife-
rencas se combinassem aleatoriamente com as diversas tem
peraturas, para darem germinagéas semelhantes. Ja , em

- & @) . -
tenperaturas de 20°C e 407C, as diferencas em relacaoc
o)

ac comportamento das sementes em temperaturas de 25 °C ,
0 O - o .

307C e 357C sac suficientemente grandes para se aflrmar
o o -~ .

gque as temperaturas de 20°C e 407°C sao realmente inade

guadas para a germinacac.



3. Efeito da lixiviacdo em agua corrente

0 experimento da lixiviacac foil realizado na
temperatura de 250C, em luz branca e escuro constantes.

Para verificar se o fator caixa gerbox e im
portante dentro de cada tratamento, fol feito um teste
anadlogoe aguele utilizado no experimento anterior.

Os resultados dos testes de independencia es

tao apresentados na Tabela 5.

TABELA 5. Resultados do teste de independencia da taxa
de germinacao no efeito da caixa gerbox : pro

babilidade de significancia (p).

Tratamentos
Lixiviado Nao lixiviado
Tuz branca constante 0,95 0,048
Escuro constante 0,75 0,0081

Pelos resultadcs da Tabela 5, verifica-se gue
foi rejeitada a hipOtese nula de gue nao ha influéncia

o

das caizxas gerbox, por causa das probabilidades de sig
nificancia baixas encontradas para sementes nao lixivia
das.

No entanto, uma analise mais detalhada da Ta

bela 6, nos mostra que este efeito existe devido: 1. cai

xa gerbox a {nao lixiviado, luz branca) nos 52 e 69 dias
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de germinacao; 2. caixa gerbox a (ndo lixiviado,escuro}
nos 59 e 69 dias de verificagao; e 3. caixa gerbox b
{ndc lixiviado, escuro) nos 3 e 4@ dias de verificacao
da germinagao. Nota-se nestes trés casos que estas dife
rencas ocorreram porgue num certo dia houve um nameroc
miito grande (ou pequenc) de germinacao e no dia seguinte

ocorreu ao contrario.

TARELA 6. Germinacao de sementes nac lixiviadas de 11m

total de 100, de Myroxvion peruiferum,sob luz

branca e escuro constantes, na temperatura de

257,
Dias de germinacao Total de
2 3 4 5 6 7 g g | germinacaoc
fal2z 4 6 11* 0r 2 0 0 25
U
S|l 2 1 7 4 7 2 0 0 23
.
S el 3 3 5 3 3 2 3 2 24
I3y
]
A lalz 3 2 6 5 2 22 24
Tetal |9 11 20 24 15 5 5 4 96
ol al 1t 5 6 0x 9x 1 0 0 24
59l b | 3 1% 0% 5 4 2 0 0 25
SUZ
28l el 2 6 11 2 2 1 10 25
]
d11 7 3 9 5 0 0 0 25
Total | 7 19 32 16 20 4 10 99




Como no experimente anterior, do efeito daa

luz e da temperatura (Tabela-3), nao havia sido rejeita
da esta hipbtese de independéncia, é intergssante compa
rar os dades atuails encontrados neste experimento, oom
aqueles do experimento anterior. Na Tabela 7, estiao a
presentados os dadeos do experimento anterior (experimen
to 2} e do atual experimento (experimento 1} agregadoes
por caixa gerbox e acumulativos. A semelhanca e guase
total, e como foram realizados com caixas diferentes
pode-se conclulr gue nao existe influéncia de caixa ger

box.

TABELA 7. Numero de sementes germinadas de um total de

100, de Myroxylon peruiferum para sementes

nao lixiviadas. Resultado do experimento do
efeito da luz & da temperatura. Luz branca e

escurc congstantes.

Dias de germinacgaoc

Experimento 1
Tz branca constante 9 29 48 a6 79 87 9Z 96

Experimento 2
Luz branca constante 10 19 37 61 76 85 -

Experimento 1
Escuro constante 7 26 58 74 94 98 9% 99

Experimento 2
Escuro constante 5 27 57 76 92 96 .

-~ : significa gue o experimento foil encerrado.



Nio se rejeitando a hipdtese nula de influen
cia das caixas gerbox na taxa de germinacac de sementes,
os resultados das 4 caixas gerbox &, b, ¢, d foram agre
gédoslpara se analisar a influéncia de lixiviacac para

luz branca e escurae constante {(Tabela 8).

TARELA 8. Ffeitc da lixiviacio, em agua corrente,na ger

minacao de sementes de Myroxylon peruiferum.

)
Luz branca e escuro constantes, a 25 C.

Dias de germinacac Nao

5 3 4 5 R : g germinado

Lixiviado
ITuz branca constante 11 16 13 14 11 24 5 2 4

Escuro constante 8 16 29 12 15 11 4 3 Z

Nao lixiviado
uz branca constante g 11 20 24 15 8 5 4 4

Escuro constante 7 18 32 e 20 4 1 ¢ 1

0Os resultados das sementes lixiviadas em agua
corrente, foram verificados atraves da analise de varian
cia, possibilitando a estimative do efeito de interagao
entre os dois fatores (lixiviacao e luz). Este tratamen
to estatiStiqg nao foi utilizado, nos cutros resulta

dos de germinacac, tanto pelo elevado numerc de dados




censurados, como pelo fato das sementes nao virem domes

mo lote.

Considerou-se gque as sementes nao germinadas ,

germinaram no 109 dia. A escolha destes valores,

gmbora

arbitrarios, nao & de grande importancia neste caso, se

ja pela baixissima porcentagem de valores censurados (11

em 4007} .

Desta forma,

os resultados sofreriam

peduenas

modificacbes guaisguer gue fossem os valores imputados
P '

desde gue eles nao fossem muito diferentes de 10. Os re

sultados da andlise de variancia serac apresentados na

Tabela 9.

TABELA 9. Tabela da analise de variancia do experimento
fatorial lixiviacac (lixiviadas e nac lixivia
das) x luz {luz e escurc constantes}.

Fonte de Soma de Graus de Cuadrado

. ~ . . o P Teste ¥

variacaco gquadrados liberdade medio
Tixiviacao 676 1 6,76 1,88
Luz 28,009 1 28,09 7,82
Interacao 2,25 1 2,25 63
Residuo 1420,34 396 3,59

1¢ Total 1457,44 399

Os resultados da Tabela 9,

mostram

claramente

que a lixiviacgaoc nao tem efeito com probabilidade de sig



nificancia de 0,7 (fator principal) e de 0,43 {intera

cac com luz), Ja o fator luz & altamente significativo
{p = 0,005), e sua presenca e no sentido de diminuir a

velocidade de germinacac.

Ensaios Biolbgicos

0s ensaios biollbgicos foram realizados para
ongervar o efeito do extrato das sementes e dos envoltd

rios das sementes na germinacao de sementes de alface.

4. Bioensaio de germinacac de sementes de alface

Os resultados dos biocensaios estac apresenta-
dos nas Figs. 3 e 4 e nas Tabelas (vide Apeéndice I1).

Verifica-se na fracao organica dos envoltorios
de sementes e das sementes um padrao similar de inibi

¢ao, sugerindo a presenca de substancias inibidoras.

Fitoguimica

apOs verificar a existéncia daf(s) substincias(s)
inibidora (s} nos enveltorios de sementes e nas sementes,
passou-se para o estudo gquimico do inibidor. Foi feita
a tentativa de isclar, purificar e caracterizar essa

substancia.
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5. Deteccao, separacio, isolamento e purificacaoc

da substancia inibidora

Primeiramente, para verificar se o inibidor
gue ocorre na semente € o mesmo Ao envoltdrio de Seéeg
te, foram testados ambos os extratos. Poram testados os
extratos do lote 1 e 2 para investigar se nesse periocdo
de armazenamento {um ano) essa substancia inibidora so
freria alguma alteracgao.

Os extratos foram cromatografades em placas
preparativas com silica fluorescente, usando comoe sclven
te hexano e cloroformio 75:25. Observou-se gque os extra
tos de sementes e envoltdorio de sementes dos lote 1 e
lote 2 apresentavam as mesmas manchas gquando reve
ladas em luz ultra-violeta.

A diferenca observada entre extratos de se
mentes ¢ de enyoitérios, foi a de gue nos envoltorios og
compostos parecliam menos concentrados. Nessa cromatopla
ca, observaram-se guatro regides gue apresentavam fluo
rescéncia. A regiao inibidora, observada em luz ultra
violeta apresentou-se como uma mancha grande e azul - es
curc, gue se situava na parte superior da placa.

7 silica gue constituia essa regido da placa,
foi raspada e eluida. Foram feitas varias placas de oro
matografla para acumular uma guantidade suficiente da
substancia. Fol feito um espectro de ressonancia magné
tica nuclear de hidrogenio (RMNiH}, usando como solven
te tetracloreto de carbono. Pelo resultado do espectro,
a amostra {(faixa azul) mostrou ser impura. Pelo espec

tro, preliminarmente, concluiu-se que nao se tratava de




substancia arcmatica.

0 extrato utilizado fol de sementes do lote 2.

Pelos resultados dos bioegsaios nas Figs. 3 e
4, observa-se gue ha uma faixa larga gue abrange véribs
Rf em que ocorre & inibicdo. Essa faixa inibitoria apre
sentava fluorescéncia azul guando em placa de silica -
gel G. Tanto nessas varias faixas de Rf como na mancha
azul-escura, ficou demonstrade gue a separvagao dos com
postos nao se efetuava satisfatoriamente ou gue existl
ria mais de uma substancia com poder de inibicao. Foram
experimentadas diversas fases moveis, com diferentes po
laridades, a fim de se obter uma boa separagac,o gue nao
fel conseguido.

Devido a essa dificuldade de separacao dos
compostos, somente através de cromatografia en camada
delgada e cromatografia preparativa continua, fol feita
entao a cromatografia do extrato em coluna. Desta colu
na, foram coletadas 27 fracgoes, reunidés em 3 grupos de
Fi-2, 13~15 e F1% a 27.

A cromatografia em camada delgada, utilizando
como fase movel, cloroformio e metanol 2,5:8,75(v/v),re
velou gue & substancie inibidora estava nas fracgoes de
13~15. Essa F13-15 foil cromatografada em placa prepara
tiva com desenvolvimento continuc no solvente hexano
cloroformio 75:25. Dessa placa, obtiveram-se 4 faixas
A faixa 1 relativae a mancha azul escura fol a que ini
bhiua a germinagéo de sementes. Como ainda continuava com
mais de uma substancia, foi feita uma purificacao da fai

xa 1. Essa purificacac foi feita em cromatografia prepa




rativa, utilizando como fase movel; diclorometano: meta

nol 9%:1(v/v}. Apds essa purificacao, foi obtida apenas
uma mancha livre de outras substancias em cromatografia
em camada delgada com variog sistemas de solventes. Es
sa mancha se mostrou Unica, guando também revelada em
UV, wvapores de iodo e revelador de terpenosgaegtexéides.
A identificacdo foili feita através de métodos
fisicos espectrals como RMN}ﬁ {E?}, infravermelho (Ez},
e ultraviocleta {EB}, comprovando-se desta maneira que
se tratava de cumarina {vide Eﬁf E,, 83 no Apendice I}.
O espectro de ahsorcac no infravermelho, do
padrac e do inibider (Ez), mostra que as bandas coinci

dem o gue definitivamente prova gue o inibidor de Mvro

xylon peruviferum & cumarina {Fig. 5}.

Figura 5. 2H-1-benzo-piran-Z-ona {(cumarina): ini

bidor de natureza fenodlica.

6. Influencila da lixiviacio com acetona e efeito

de cumarina

ApOs a constatacao da presenca da substancia




foi testada se a lixiviacao das sementes

inibidora,

M. peruiferum com acetona afetaria o nivel do

de

inibidor

de semente, alterando assim a germinacao. Do mesmo modo,

foi testado se a cumarina exbgena modificaria o

de germinacao.

padrao

experimento

As sementes utilizadas para este

aleatoriamente de um mesmo lote.

foram escolhidas

As sementes dos tratamentos de lixiviacao com

acetona durante 5, 15 minutos & sementes em

cao de 107 M de cumarina e o controle,
locados para embeber inicilalmente em agua. Apos 24
as sementes foram transferidas para seus
vos tratamentos.

Foli felito um teste para verificar a

cia das caiwas gerbox sobre a germinacac, dentre de

da tratamento. Foi feito um teste analogo aquele

solg

foram co

ho

respecti

influen

utili

zado no experimento do efelito da luz e da temperatura.

Os resultados dos testes de independencia

tao apresentados na Tabela 17.

Resultados do teste de independencia da taxa

TABELA 11.

de germinacgao no efeito da caixa

gerbox = pro

babilidade de significancia

i

nacao dos tratamentos de acetona,

controle. {Luz branca constante).

Tratamentos

ada combi

cumarina e

Lixiviacao com acetona | Efeito da cumarina

Controle

0,50

<a

es




% probabilidade de significancia global e
0,05 considerando-se COmMO referéncia a menor probabili
dade de significancia individual 0,0085.

Fmbora a probabilidade de significancia  glo
bal = 0,05 possa indicar uma possivel influencia das
caixas gerbox, fol rejeitada tal hipotese porgue as pro
habilidades de significincia individual, com excecao de
sementes lixiviadas com acetona durante 10 minutos e so
lucao de 10_4M de cumarina, Sao bastante altas.

Dada a nao rejeicac da hipotese de igualdade
entre as caixas gerbox, o©os resultados foram agregados
para cada tratamento. Serac analisados os efeitos da 13

xiviacio com acetona e os efeitos da solucao de cumarina.

TARBELA 12. Efeito da liwiviacao com acetona e efeito de
cumarina na germinacac de sementes de Miroxy

lon peruiferum sob luz branca, na temperatu

ra de 2506.

Dias de germinagao Total de

3 4 5 € 7 8 germinacao
Controle A I N A 73
Acetona 5 min. o 23 20 23 26 20 g2
Acetona 10 min. 6 34 18 20 o g 89
Acetona 15 min, g 29 13 30 17 3 92
Cumarina 10—3M 5 11 13 18 14 16 77
cumarina 107 | 7 17 14 21 7 16 52




Primeiramente, foil feita uma comparagad en

tre todos os tratamentos. Foi utilizada a estatistica
de teste gui-quadrado -{Lehmann, 1875). Testando a hipod
tese“nula: nao ha diferenca entre o8 tratamentos con
tra a hipdtese alternativa: pelo menos um tratamento e
diferente .

Como a probabilidade de significancia encon
trada & bastante baixa (p < ?Oﬁg}, foi rejeitada a hi
potese nula. Pode-se afirmar gue os tratamentos de 1i

xiviagao com acetona durante 5, 10 e 15 minutos, a ]
lucéo de 107°m e 107%M de cumarina e o controle, naoc
apresentavam efeitos lguails.

kgora resta verificar se a lixiviacao com
acetona acelera a germinacao.

Pela Pig. 6 observa-se gue a lixiviacao du
rante 5, 10 e 15 minutos tende a dar respostas seme
lhantes na germinacac. Para testar essas respostas,foi
utilizado o teste K* (Lehmann,1975) .Testou~se a hipote
se nula: ndo ha diferenca entre a lixiviacao durante
5, 10 e 15 minutos, contra a hipotese alternativa: pe
1o menos um desses tempos acelera ou diminul a germina
gao com malores intensidades.

Nac fol rejeitada a hipotese nula,encontran
do~-se um alto valor de probabilidade de sgignificancia
(p > 0,50). Aceita-se a hipGtese que entre eles, o tem
po de lixiviacac nao afeta a taxa de germinacio.

Se for rejeitada a hipOtese de gue a aceto

na nao influencia a germinacac, comparando o controle

com acetona 5 minutos, serao rejeitadas também para 10
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e 15 minutos. Portanto, fol comparado somente ©  contro

le e & lixiviacao com acetona 5 minutos. Essa compara
cac foi realizada através do teste de Wilcoxon (Lehmann,
1975} .

Reiterando a hipdtese nula acima, fol testada:
nac ha diferenca entre acetona 5 min. e controle contra
a hipotese alternativa: a germinacdo tende a ser mais
rapida com lixiviacao durante 5 min.

Como a probabilidade de significancia encon
trada fol bastante baixa (p = 00,0005}, aceita-se a hipo
tese de gue a acetona 5 min. acelera a germinacaoc.

O efeito da cumarina, comparado com © contro
le fol testado, utilizando-se ¢ teste K* (Lehmann, 1975} .
Foi testada a hipotese nula: nao ha diferenca entre os
tratamentos contra a hipdtese alternativa: um tende a
dar respostas malis baixas, © outro mais altas.

Nac foi rejeitada a hipotese nula {(p = 0,27).
Também pela Fig. 7, nao ha evidéncias de gue algum tra

tamento com cumarina, promova ou iniba o processo de ger

minacao.

Caracterizacao e Quantificacido da Cumarina

7. Cromatografia gas-liguido da cumarina que

ocorre em gsementes de M. peruiferum

Pela cromatografia gas-liguido, comprovou-se

mais uma vez a substancia inibidora,como sendo cumarina.
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A coluna de vidro (SE-30}) operou a 190 obtendo-se uma
boa separacio das outras substancias presentes. Obteve-
-se o pico da cumarina padraoc com um tempo de reten¢ac
relativamente curto de 2 minutos e 20 s. A cumarina pa

dréc feoi utilizada na concentracao de 1000 ug/ml.

TABELA 13. OQuantificacaoc de cumarina na acetona das &e

mentes lixiviadas durante 5, 10 e 15 minutos

Cumarina
Acetona . \
mg cumarina/g Pesc seco
Lixiviacao por 5 min. 4,38
Lixiviacao por 10 min. 5,96
Lixiviagao por 15 min. 9,84
i

TABELA 14. Quantificacidc de cumarina em sementes nao enm

bebidas, ¢ sementes embebidas por 24, 48, 72,

96 e 120 horas e exsudada no papel substrato

mg cumaring /g Peso seco

Periodo de embebicao

G h. 24 h. 48 h. 72 h. 86 h. 120 h.

Semente intacta | 130,20 105,16 109,94 130,23 133,46 132,18
Cotiledone 52,03 23,47 26,19 22,92 25,88 30,70
Brbriaoc 65,82  90,7¢ M12,11 116,27 110,84 120,12

Papel substrato 3,70 4,20 6,40 14,01 15,13




No experimento de lixiviagao com acetona a

guantidade de cumarina extralda das sementes aumentacom
o aumento do tempo de lixiviacao.

Na semente intacta, ocorre uma redugao dos
niveis de cumarina no inicic da embebicas {24 2 48 1
estabilizande posteriormente até o final do experimento
em nivels semelhantes ac da semente nao embebida. Quan
to aos cotilédones, ha uma gueda nos niveis de cumarina
durante a embebicao, mantendo-se porém a niveis constan
tes durante todo o processo. Com relacao aos embrides ob
serva~-se comportamento oposto: elevam-se os nilveis de cu
marina com o tempo de embebicgac. Também, guanto maior
for o tempo de embebigao, ou seja, maior o tempo de con
tateo entre sementes e papel substrato, maior foi a con

centracao de cumarina exsudada das sementes.



V. DISCUSSA0

¢ primelro passo gque oCoOrre no processo de
germinacaoc € a absorgac de agua pela semente. A  embebi
cac dos enveltorios de sementes e dag sementes de cabri
Gva, foi feita separadamente, para uma Comparagac com a
embericao dos f{rutos.

Pela similaridade das curvas de embebicac do
frute e da semente, observa-se gue a estrutura dos ern
voltérios das sementes naoc causa impedimento a entrada
de agua, mostrando-se bastante permeavel. Também,apesar
da semente e do fruto serem oleaginosos, devido a prese
ca de uma resina, a composicao quimica dessas estrutu
ras parece nao causar grandes diferen¢as na permeabili
dade 2 agua.

Quande a semente seca & colocada em contato
com a agua, ativam-se processos metabOlicos gerais a ni
veis de enzimas, taxe respiratoria, hidrdlise de mate
riais de reserva e metabolismo de proteinas, resultando
como consequencia o crescimento do embriao (Mayer e Pol
Jakoff-Mavber, 1875).

No caso de sementes de cabritdva, o inicico de
crescimento do embriio nao e facilmente detectavel devi
do a morfologia da propria semente. Para evitar dividas
entre simples embebicac do embriac e real crescimento
do mesmo, a constatacac da germinacgac fol geralmente i

niciada tres ou guatro dias apOs o inicio do - periodo

de embebicao. Nesse estadio, a radicula das sementes ja




mostrara alongamento, indicio claro de inicio de

@)
I
m
b

cimento.

Fm todos os experimentos de germinagao, veri

ficou-se através de testes estatisticos, gue as caixas

]

pléasticas de gerbox nac interferiram nos resultados dos
diferentes tratamentos.

Os fatores luz e temperatura afetam a germina
cio de cabrilva. A germinac¢ac € favorecida na faixa de
o} o] . N . . .
25°C a 35°C. As temperaturas acima e abaixo dessa faixa
o e ~ - : .
(207°C e 407C)} nao sac as malis adequadas para a Jgermina

Cao.

Ne casc de Ricinus communis, em gue as semen

3]

-

tes sio bastante oleaginosas como cabritve, a faixa 4
. L , O o .
temperatura Otima parece estar entre 257C e 407C. Na tem

peratura de 259

C, essas sementes de mamona germinaram nme
. [ . : "
iheor no escuro. A 207C, as sementes germinaram lgualmen
te na luz e no escuro {(Lagoda, 1983} . Processo similar
ao que ocorre nas sementes de cabriuva, onde a germina
jag fu . - = o o 3 3

cido nas temperaturas de 257C a 407C, cocorre mais rapida

- Q - . .
mente no escuro. Na temperatura de 207°C, nao existe di

ferenca para luz ou escuro.

Faelippe (19817} mostrou tambem, para ouiLras e

b

pécies, uma forte associacao entre os efeitos de luz e
temperatura. Alternancia de temperaturas fez com gque Cu

cumis anguria e Rumex obtusifolius (sementes fotoblasti

cas negativa e positiva, respectivamente, em temperatuy
ras constantes), derminassem indiferentemente na luz ou
escuro. A expcosicac das sementes de C. anguria{fotoblas

-

. . s} .
ticas negativas) a 07C por 1 & 3 horas promoveu a gdgerml




nacAo em luz branca e temperatura constante de 25°¢C.

Uma técnica bastante comum utilizada para re
mocdo de substancias inibidoras-de germinagao consiste
na lavagem de sementes. Em condigOes naturals esse efel
to & usualmente causado pelas chuvas. 08 efelitos mais
notaveis da temperatura se observam em sementes de espé
cies do deserto {(Kolier, 1967; Went, 1949).

Em algumas espécies, substancias inibidoras
sac removidas por lixiviacao.

Nas sementes de cabriuva, a lixiviacao C Ol
agua nac teve efeito, provavelmente devido & presenga
de resinas e Oleos {substancias hidrofobas). No entanto
lixiviacao com solvente organico (acetona) estimulou a
germinacao dessas sementes.

Extratos parcialmente purificados de sementes
de cabriuva, bicensaiados pela germinacao de sementes de
alface, mostraram forte atividade inibidora. Isto sugg
riu a presenca de uma ou mals substancias de carater 1
nibidor, nestas sementes de cabritva, que poderiam estar
envolvidas no processo de germinacac.

Através de exaustivos processos de purifica

¢ {(fracionamento dos extratos, cromatografis emplacas

[OR]

<
coluna, etc.} conseguiu-se purificar a substancias ind

dora responsavel pela inibicio da germinacao de somen

tes de alface.

-

A identificacao através de métodos fisico-gul

micos espectrais (vide Apéndice E E., E.},revelcu gue

10 T2 3

a substancia presente na semente e no envoltorio da se

mente de M. peruiferum & a 2H-l-benzo-piran-2-ona (cuma

rina} ..




A cumarina encontra-se ne fruto de §X£9§£¥on

peruiferum e parece nao ocorrer em outras partes da plan

ta. Na analise guimica do balsamo de cabriuva e do oleo
essencial desse balsamo, da casca da planta ( Akisue
1971, 1972z e 1972b}) e do Oleo essencial da madeira do
tronco (Maranduba et al., 1%72) nac foi localizado esse
CoOmpOsto.

A cumarina € conhecida como inibidora natural.
de germinacac (Maver e Evenari, 1952).

Em M. peruiferum, embora as sementes apresen

tem altas concentracdes de cumarina, isto aparentemente

h&o afeta a propria germinacao. A cumarina fol detectada

- .

mhrides. Alem dissc,nos

o

tanto nos cotiladones como nos
embrides os niveis de cumarina aumentam durante o perio
do de embebicac.

O mesmo acontece nas sementes de Coumarouna o

dorata. vValio {1973} mostrou gue £85as senentes germi

nam facilmente apesar dog altos niveis de cumarina endd
gena nos cotilédones e embrides. Durante a germinacao ,
a concentracao da cumarina permance constante nos coti
lédones. No epicotilo e na radicula, ha wn aumento na

concentracao em relacao & matéria seca.

Nos experimentos de germinacao com sementes
liwiviadas em acetona e aplicacao de cumarina, as semen
tes foram colocadas para embeber inicialmente em agua,

o o= .

na temperatura de 107C. Essa embebicao preliminpar emcon
dicdo desfavoravel, foil utilizada para prevenir gque ocor
resse alguma interferéncia no processo de germinacao .

'oi adotado esse procedimento, baseando-se nos trabalhos




de Karssen (1976a,b) e Berrie et al., (1974}. Estes au
tores mostraram gue 08 hormdnics em sementes nao embebi
das poderiam se ligar a sitios estruturais nas memora
nas (¢ gue nac ocorreria em membranas 3a hidratadas) e
degta maneira produziria efeltos diferentes.

A aplicacado de cumarina exogena também ndo a
fetraria a germinacaoc.

Como a lavagem com acetona, alem de remover a
cumarina, estimulou a germinacaoc, poder~se-ia pensar que
este estimulo se deveu a outros fatores gue nac a remo
cdo da cumarina. O aumento nos niveis de cumarina no em
brifc durante a empebicao e aplicacac exdgena de cumari

2to. Compartimentalizacac ada

i

h

o

na parecem confirmar tal

1
J
3

cumarina em $itios ndoc ativos na ceéelula parece, tambeém,

£

nac ser a explicacio, uma vezr gue a cumarina enddgena é
exsudada para o meio, durante o periodo de incubacac das
sementes.

Efeito bastante conhecido da cumarina & sua a
tuagao como desacopladora na cadela de eletrons gue ocor

rem nag mitocondrias. Poderila se pensar gue as mitrocon

dias desta especie teriam algum mecanismo de protecgao

contra o efeito desacoplador da cumarina ou gue seu efel
to desacopledor nao seria suficiente parva impedir a ger

minacao das sementes.

De gualguer maneira, mais estudos serao neces
sarios para esclarecer o modo de acao da cumarina no pro
cesso de germinacac das sementes.

Quanto ao aspecto ecologico, € possivel gue a

cumarina exsudada da semente de cabriuva em germinacao,




para © $0lo, possa inibir a germinagao e/ou crescimento

de plantulas vizinhas evitando dessa maneira, a competi

cdc em sua fase inicial de crescimento.
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Mvroxvlion peruiferum & uma espécie que perten

amllia Leguminosae e produz sementes resinosas.

0
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#
-ty

O objetivo deste trabalho, fol verificar a pre
senca de compostos fenolicos, inibidores de crescimento,
nos envoltorios das sementes e nas proprias sementes e
correlaciona-las com o processo de germinacgio. Tambem
procurcu-se verificar alguns fatores do melio externdo gue
atuariam na germinacaoc das sementes de cabritva.

Foram estudados: a embebicao dos frutos = das

. - . ) - oy o
sementes; a influénciaz da luz nas temperaturas de 20°C ,

O O 120 el A - - 5 N
257°C, 307C, 357C e 407C na germinacao dag sementes; O €
feitc de temperaturas constantes na germinacao das semen
tes e o efeito da lixiviacao em agua corrente para luz e

A atividade figioldgica do inibider foi verifi

cada através do biloensiaico de germinacac de sementes de
alface. A separacao iscolamente ¢ purificacdo do extrato
foi obtida atravées de cromatografia em placas, coluna,re
veladores, etc. A identificacao guimica da substancia i
nibicora fol determinada por especiroscopia em ultravio
leta, infravermelho e RMN1H, revelando constitulr—-se na
2hw1-benzo-piran-2-ona (cumarinal. A guantificacac da cu
marina dos embrites e sementes durante o periodo de ger

minagac fol feita atraves de cromatografia gasosa.

A embebicgao de sementes de Myroxylon periufe -

rum € rapida tanto no fruto guanto na semente. 0s envol



torios das sementes nao constituem barreira para a entra
da de agua.
L germinagac das sementes nas temperaturas de

O - , .. . G o .
25YC e 35%C & mais rapida no escurc. A 307C e 407C as 4:

_‘N
ferencas entre luz e escuroe nao foram taoc conclusivas,

embora exista forte evidencia de gue a luz desacelere a

% -

. ” , ] - . . . -
germinacac. A 20°C, nao existe diferenca de germinacgac .

Em relacao ao efeito de temperaturas constantes, a faixa

- c w0 :
de temperatura esta entre 259 e 35%. ns tempera

Q

o o - - . .
turas de 20°C e 40°C nao sao as mals apropria

)

ias para a
germinacac dessas sementes, uma vez gque foram obtidasres

postas menores nesses tratamentos. A infiluvéncia da Tixi

viacao das sementes com égua naoc acelera O Processo oo
germinacao sob luz branca e escuro constantes. A liwiv a

cac com acetona no entanto, acelerou & germinacao.

O extrato dos enveltorios das sementes e semen
tes mostraram atividade inibidora no bicvensaio utilirzado

(germinacao de sementes de alface). Apds a identificacaoc

da substincia inibidora comoe cumarina, verificou-se ue
esta substancia aplicada exogenamente, naoc teve efeito

no processo de germinagao. Verificou-se gue a concentr

9

cao de cumarina nos embrices asumentou durante o pericdo

de 1NLUDdgaO das sementes.
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