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INTRODUCAO

Experiéncias preliminares demonstraram a ocorréncia de um ou
grupo de inibidores de germinagdo e crescimento no rizoma de Cype-
rus rotundus L. Essas experiéncias foram realizadas usando-se ex-
trato bruto de rizoma em dgua ou éter, provavelmente uma mistura
complexa de diversas substancias (Meguro, I — no prelo). O pre-
sente trabalho procura estudar a natureza e as propriedades désse
inibidor, afim de que possam ser elucidados os mecanismos de agéo
e sua relativa importincia no desenvolvimento da prépria planta e
no de outras, principaimente nas de cultura.

MATERIAL E METODOS

1 — Preparagdo do extrato bruto:

a — Rizomas de Cyperus foram colhidos, lavados e imediata-
mente congelados.

b — O material congelado foi pesado e macerado no liquidi-
ficador. O pH foi mantido neutro ou acidificado (pH 3).
¢ — A extracdo foi feita usando-se dlcool etilico ou éter re-
cém-distilados, durante 20 horas, a = 3°C. 4 tipos de
extratos foram obtidos:
— extrato alcodlico do material neutro;
— extrato alcodlico do miaterial acidificado;



148

d —
c —
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— extrato em éter do material neutro;

— extrato em éter do material acidificado.

A propor¢Zo material/solvente foi de 100g/200ml.

Os extratos obtidos foram concentrados a baixa pressio
e 4 temperatura nunca superior a 55°C em extratos al-
codlicos e sempre inferior a 37°C em extratos em éter.
O volume final foi 1/20 do volume do solvente utilizado.

2 — Purificagdo por meio de cromatografia em papel ascendenie.
a — O papel uiilizado foi Whatman n® 1 préviamente la-

b —

vado em soivente.

Os solventes utilizados foram: n-butanol: amdnia: agua
:: 100 : 3 : 18, n-butanol: 4cido acético: dgua :: 4 : 1 :
1, Isopropanol: aménia: dgua :: 8 : 1 : 1 (de uso mais
freqiiente no presente trabalho).

A aplicagdo do extrato bruto no papel foi feita em pon-
tos de 10 ul cada, em série, com espacamento de 0,5 cm.
Apéds secagem perfeita, o papel era colocado em um ci-
lindro contendo o solvente ¢ o conjunto mantido na cé-
mara escura a temperatura de 22-239C. Quando a fren-
te do solvente atingia cérca de 30 cm de altura, o cro-
matograma era retirado e séco a temperatura ambiente
por ventilagao.

3 — Localizacdo da substdncia ativa no cromatograma:

a —

o cromatograma era dividido em 10 secdes, paralela-
mente a base. Partes dessas se¢des contendo 3 pontos
(30 ul do extrato) eram colocadas s6bre laminas de vi-
dro ou vidro de relégio, adicionadas de 4gua e levadas
aos testes bioldgicos .Paralelamente era preparado um
cromatograma controie seguindo-se 0 mesmo processo,
tendo como unica diferenga a de conter aplicacdes de
éter puro (ou dalcool) em vez de extrato. Secdes cor-
respondentes désse cromatograma controle foram levadas
aos ensaios biolégicos.

4 — Absorgiio na luz Ultra violeta:

a —

o cromatograma foi examinado com uma limpada de luz
U.V. (Mineral light-AVS-11, 115V, 60 cycles, 0,12A)
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com especial atencio sdbre a faixa ativa nos ensaios bio-
l16gicos .

o Espectrofotometro Zeiss — PMQ-II foi usado para a
determinag@o da curva de absor¢do da substincia ativa.
Para &sse fim, o cromatograma foi dividido em 10 fai-
xas, cada uma delas eluida com éter, concentrada, re-
cromatografada e novamente eluida em alcool etilico a
95% . Uma segunda elui¢io do material cromatografado
foi feita em HC1 0,1 N. O controle (branco) utilizado
para a determinagdo da curva foi obtido a partir de um
cromatograma corrido em branco cujas faixas correspon-
dentes foram eluidas, recromatografadas e novamente
eluidas em alcool etilico a 95% ou em HC1 0,1 N.

5 — Ensaios bioldgicos utilizados:

a —

Teste de crescimento com cilindros de coleoptiles de a-
veia (Avena straight-growth test). Sementes de aveia
(Avena sativa var. TAS-2 — Instituto Agronémico do
Sul Pelotas, R. Grande do Sul) foram postas para ger-
minar em placas de Petri revestidas com papel de filtro
umedecido, a 259C. Apds 72 horas, cilindros ou secdes
de coleoptiles foram preparados segundo a metodologia
descrita em publicacdes relativas a fitohormonios (Leo

pold, 1955; Wain and Wightman, 1956; Pilet, 1961).

Tais cilindros, em grupos de 10, foram colocados em
pequenos tubos contendo ou ndo extrato de Cyperus e
medidas de crescimento efetuadss apds 20 horas.

Teste de Orysa — o teste de aveia acima citado, embora

fornecesse resultado razoavel em experiéncias com extrato
bruto concentrado, nio apresentou sensibilidade suficiente
no caso de pequenas quantidades cromatografadas. Esse
fato nos levou a procura de um outro ensaio biol4gico
adequado para o estudo da substéncia presente no extrato
de Cyperus. Havia sido verificado no trabalho anterior
(Meguro, I — no prelo) que raizes de plantas tratadas
com o. extrato mostravam forte inibi¢do no desenvolvi-
mento de pélos absorventes, sendo a Orysa sativa var.
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agulha dourada, uma das mais sensiveis. Baseado nésse
fato, foi elaborado o “Teste de Orysa” descrito a seguir:
Sementes de Orysa sativa var. agulha dourada foram
embebidas em 4gua distilada durante 2 horas e postas
para germinar em placas de Petri revestidas com papel
de filtro (9 cm de didmetro) umedecido com 2ml de
dgua. Apds 72 horas a 259C = 0,5, foram selecionadas
plantinhas cujas raizes primarias apresentavam 0,5 cm de
comprimento. Grupos de 5 plantinhas cada foram colo-
cados sObre vidros de reldgio revestidos com papel de
filtro (3 cm de didmetro) embebido com determinada
quantidade de extrato ou éter puro (controle para sol-
vente) e umedecido com 0,5ml de 4gua distilada apds
perfeita evaporagido do solvente. Os conjuntos assim pre-
parados eram colocados em cAmaras Umidas (placas de
Petri revestidas com papel de filtro umedecido) e estas
mantidas em estufa de temperatura constante (25°C ==
0,5), no escuro.

— Teste de Orysa na localizagdo da faixa ativa do cro-
matograma — O cromatograma era dividido em 10 fai-
xas paralelas & base e se¢des de 3x4 cm cada prepara-
das. Estas eram colocadas sobre vidros de reldgio e adi-
cionadas de 0,5ml de dgua distilada. Dispostas as plan-
tinhas de arroz sObre as preparagdes, 0os conjuntos eram
mantidos em cidmaras Umidas, a temperatura constante
(25°C =+ 0,5). Como controle eram usadas se¢des cor-
respondentes de cromatograma preparado com aplicagido
apenas do solvente (éter puro).

— As medidas eram efetuadas apés 20 horas e para is-
so, cada plantula era fixada s6bre uma ldmina de vidro
com um pouco de vaselina sblida. Com o auxilio de um
microprojetor Bausch and Lomb, a raiz primiria e os
pélos absorventes eram projetados e os contornos dese-
nhados numa folha de papel. Obtida uma série de dese-
nhos, os comprimentos dos pélos absorventes eram me-
didos em alturas determinadas da raiz.
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Ensaios quimicos utilizados para a identificagio da substincia
inibidora. Cromatogramas cujas faixas ativas eram demarca-
das préviamente com o auxilio de uma Lampada de luz U.V.,
foram tratados com as seguintes solugdes de reagentes:

a — Reagente de Ehrlich (Smith, 1960)

b — Reagente 4cido oxidante (Smith, 1960)

¢ — Reagente de van Urk (Stahl, 1965)

d — Reagente de Prochazka (Stahl, 1965)

e — Reagente de 4cido sulfanilico (Smith, 1960)

f — a-nitroso B-naftol (Smith, 1960)

g — Reagente de 4cido nitrico — nitrito (Smith, 1960)
h — Acido nitrico-etanol (Stahl, 1965)

i — Acido sulftrico-etanol (Stahl, 1965)

j — Ninhidrina-acido acético (Smith, 1960)

1 — Ninhidrina-piridina (Smith, 1960) _
m — Reagente de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (Smith, 1960)
n — Reagente de nitrato de prata-alcalino (Smith, 1960)
o — 2,6-diclorofenol-indofenol (Smith, 1960)

p — Verde de bromo cresol (indicador) (Stahl, 1965)

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Eficiéncia dos solventes na extragao do inibidor. Alcool etilico
a 96% e éter recém distilados foram usados para a extragio
de rizomas préviamente congelados, macerados e acidificados
(pH3) ou neutros.

Segundo os resultados apresentados na tabela n.° 1 obtidos a-
través do teste de crescimento em cilindros de coleoptiles de
aveia, o solvente éter é o que se mostrou mais eficiente na
extragdo do inibidor, tanto do material neutro como do acidifi-
cado. A porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle (éter
puro) foi de 65,5% no primeiro e 65% no segundo. O 4l-
cool foi inferior ao éter. Talvez, nésse caso, outras substincias
que ndo inibidores tenham sido extraidas em maior quantidade.
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TABELA NZ° 1

Extrato % de inibigao
En 65.5
Ea 65,0
An 52,3
Aa 28,3

0,1 ml de extrato bruto concentrado (100g/200ml
e reduzido a 1/20 do vol. inicial) em 4&lcool
96% (A) e em éter (E), Material neutro (n)
ou acidificado (a).

Para a verificagdo da sensibilidade das coleoptiles de aveia a
substancia em questdo, foram testadas vérias diluicdes do ex-
trato bruto: 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 ¢
1/256. Como foi mencionada na parte da metodologia, as co-
leoptiles nfio se mostraram bastante sensiveis. Somente as duas
concentragdes iniciais (1/1 e 1/2 do extrato 100g/200ml, re-
duzido a 1/20 do volume inicial) causaram inibigéo significativa
no crescimento. Nenhum caso de estimulo de crescimento foi ve-
rificado.

O teste de Orysa por nés elaborado apresentou, por sua vez,
os resultados expostos na tabela n.© 2.

TABELA NZ° 2

Extrato % de inibigio
En 83,4
Ea 68,4
An 75,0
Aa 66,7

Teste de Orysa. 0,1 ml de extrato bruto em
alcool (A) e em éter (E). Material neutro (n)
e acidificado (a).

O extrato em éter do material neutro apresentou, claramente,
maior efeito inibidor no crescimento dos pélos absorventes, se-
guido de extrato em 4&lcool (n).

Por outro lado, pdde ser estabelecida uma curva de proporcio-
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nalidade entre a concentracdo do extrato e o crescimento dos
pélos absorventes no limite das seguintes concentragdes: 1/1 —
1/2 — 1/4 — 1/8 — 1/16 — 1/32 — 1/64. Fig. n° 1)

A

UNIDADES DE MEDIDAS DE PELOS ABSORVENTES

101

61
5- o)
4-
34 .
2-1
1.

M % A % A 52 Ka
CONEENTRAGAO : EXTRATO Cy 100g/200me
ETER E REDUZIDO A Y20 DO VOLUME INICIAL.

Fig. 1 — Curva de proporcionalidade entre a concentracio do extrato de Cype-
rus e o crescimento dos pélos absorventes de Orysa sativa var. agulha
dourada (Teste de Orysa).

2 — Separagio cromatografica: — em todos os solventes utilizados,
a substiincia inibidora apresentou Rf alto, entre 0,8 — 1,0. Em
isopropanol: amoénia :: 8:1:1, o Rf determinado foi em

torno de 0.9 (Figura n.°© 2).

A localizagdo da substancia ativa foi feita’ com uma lampada
de luz U.V. e confirmada por meio de teste de Orysa (Figu-
ra n.° 3). As plantulas de arroz colocadas sobre a faixa ativa
apresentaram, além da inibi¢go no crescimento da raiz prima-
ria, uma notdvel reducio nos pélos absorventes. As demais
faixas do cromatograma nZo mostraram efeitos palpédveis no
crescimento das plantulas.
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Fig. 2 — Cromatograma em papel, ascendente, com aplicavio de 50 ul de ex-

trato bruto de Cyperus (em 5 pontos de 10 ul cada). Faixa ativa
localizada com ldmpada de luz U.V. e confirmada com teste de Orysa.
Note-se a redugio de pélos absorventes principalmente na faixe 9



Fig. 3 — Localizagio do inibidor no crohatigrama. Solvente utilizado = Iso-
propanol: Amoénia: Agua :: 8:1:1. (a) = 10 ul de extrato bruto.
(b) Extrato cromatografado, enluido em HCI 0,1 N e recromatografado.
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3 — Curva de absorgdo na luz U.V. — a substincia ativa eluida
em alcool 969 ou em HCl 0,1 N e examinada ao espectro-
fotometro Zeiss apresentou absor¢do na faixa compreendida en-
tre 210-300 mu, com um maximo em térno de 245-247 mu
(Figura n.©° 4). Foram veriticadas, nas mesmas condigdes, cur-
vas de absorgiao de substdncias como escopoletina, cumarina
(Figura n.° 5), 4cido 3-indolil acético (Figura n.° 6) e trip-
tofano. Todas apresentaram curvas de absor¢do cujos méxi-
mos divergiam do inibidor presente no extrato.

f/SPech'o de absorgao U.V.
b Ext. Cy EN,
/,_..1,\ Hel 01N Isop : Am: Hp0:: 8 :1:4
090 / \
0,80
0,70 \ /
~
0,60 / \
EtOH 95%
050- /
o » \
030 \ \
0,20 \ °\°
a\ \.
T 010 | "
205 210 220 230 240 250 260 270 280 290
mu —>

Fig. 4 — Espectro de absorcio do extrato de Cyperus cromatografado e elmdo
em Aalcool etilico a 95% ou em HCl 0,1 N.
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4 — Estudo da natureza do inibidor por meio de ensaios quimicos.
Os resultados de tratamento da faixa ativa do cromatograma
com diversos reagentes estdo expostos na tabela n.° 3 e indi-
cam que, possivelmente, a substincia inibidora do extrato de
Cyperus pertence ao grupo dos compostos inddlicos. O rea-
gente de Ehrlich (a), embora nido seja absolutamente especi-
fico aos nicleos inddlicos, apresentou uma rapida reagdo a frio

dando coloragZo rosa-violeta, o que é um bom indicio de que
a substincia tratada seja um composto inddlico (Smith, 1960).

f/spec{‘ro de absorcdio UV.
080
070+
Cumarina. 5mg/L
" i g/
050+ \ /H®
0404 REZ
£t€H° 7
957 -\ \ /( \
0304 N \
s / \ N,
Q2+ . Y \
\ // S—e
0,10+ G ,/
[ NN
-6 N
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
mu ——s
Fig. 5 — Espectro de absor¢io de Cumarina a 5 mg/l em 4lcool etilico a 95%.

Além disso, os resultados de tratamento com outros reagentes
(b, ¢, d, e, f, g) reforcam o do reagente de Ehrlich.

Sendo o Rf da substincia em estudo, aproximadamente 0,9
(ou Rfx 100 =90) em Isopropanol: amdnia: 4gua e Buta-
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nol: acético: dgua, foram circunscritos alguns compostos ind6-
licos de Rf semelhantes para fins de comparagdo (Tabela n.© 4,
extraida da tabela n.° 9. 2-Smith, 1960). Os 4cidos fendli-
cos como Benzdico, Cinémico, Cafeico, Fertlico, Clorogénico
apresentam Rf mais baixos em Isopr. Aménia (Smith, 1960).
Lactonas insaturadas como cumarinas apresentam Rf mais bai-
X0s que a substincia inibidora presente em Cyperus, além de
comportamentos diferentes em face aos diversos reagentes, ab-
sor¢ao na luz U.V. e fluorescéncia. A substincia em investi-
gagdo adsorvida no papel ndo fluoresce (absorve na luz U.V.)

Ospectro de absorcdo UV

070

d 00

/ \ AIA
0,60 GtOH 957

0504
0,40
0301

0,20 1

—
f— N \n——"o

T 0,10 4 0\ ’,a—a/
f) - °\°

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Fig. 6 — Espectro de absor¢io de ATA a 5 mg/l em alcool etilico a 95%.

a ndo ser ap6s submetida ao tratamento com determinados rea-
gentes (vide tabela n.° 3). Dos compostos indélicos cujos Rf
se aproximam do Rf da substdncia, talvez possamos afastar In-
dolil-acetonitrila (reag. g) e 3-Indolil-aldeido (reag. m). A
reagio para Hidroxi-inddis (5 OH-reag. f) deu resultado po-
sitivo, assim como para aminas aromaticas (a, b, n, i,). Rea-
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¢do para Triptamina-NH2 foi negativa (j, 1), havendo possibi-
lidade para Triptaminas-NHR ¢ NRR’. Além disso, a substan-
cia parece possuir carbonila (m) e propriedade 4cida (o, p).

a‘_@tﬂ_n. R’ = possivel -OH

R” = possiveis carbonila ¢ -NHR ou -NRR.

Os resultados conclusivos a respeito da natureza quimica da
substancia inibidora deverdo ser apresentados apds realizagao
de mais alguns ensaios fisico-quimicos, inclusive estudos sobre
possiveis processos de degradagao ocorridos no decorrer das
experiéncias. Confirmagdes bioldgicas deverdo ser feitas usan-
do-se substincias padrdes, o que estd na dependéncia da ob-
tencao das ultimas.

TABELA N.° 4

Composto Inspr. Am But. acét.
N-Acetil-Indoxil 82 85
N : N-Dimetil-5-hidroxi-Triptamina (acetato) 90 60
N-Etil-Triptamina (HCI) 98 85
Metil-indolil acetato 92 74
a : a-Dimetil-Triptamina (acetato) 90 82
b : b-Dimetil-Triptamina (oxalato) 92 81
Etil-indolil-acetato 95 95
N-Etil-Triptamina (HCI 93 83
a-EtilTriptamina (acetato) 92 84
Gramina 95 72
Indol 90 95
3-Indolil-aldeido 92 92
Indolil-acetamida 80 88
Acido 3-Indolil acélico (AIA) 35 90
Indolil-acetonitrila 87 95
Indolil-propano 1:2-diol 82 82
Metil-indolil acetato 95 95
7-Metil-3Indolil acetonitrila 88 98
a-Metil-Triptamina (acetato) 88 78
Escatol : 92 98
‘Triptamina 83 72

Dados extraidos da tabela n®° 9. 2 — Smith, 1960.
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S — Verificacdo da termoestabilidade do inibidor — Para ésse fim

Fig.

foram preparados 3 grupos de discos de papel de filtro embe-
bidos em 0,2ml de extrato bruto em éter. Os discos, colocados
em placas de Petri, foram submetidos a seguintes tratamentos:
o 1.° grupo foi mantido em condig¢io ambiente (controle); o
2.9 levado a uma estufa durante 2 horas a 100°C; o 3.9, acres-
cido de 3ml de agua distilada, foi levado a estufa nas mes-
mas condigdes do grupo anterior. Paralelamente, mais 3 gru-
pos de discos de papel embebidos em éter puro (controle do
solvente) receberam tratamento idéntico.aos 3 primeiros.

Apés os tratamentos ,todos os grupos receberam 3ml de dgua
distilada e sementes de arroz postas para germinar sObre os
discos. A figura n.° 7 mostra os resultados dessa experiéncia.
As sementes germinadas e crescidas sobre discos do 1.° gru-
po apresentaram inibi¢do esperada tanto da raiz primaria co-
mo dos pélos absorventes; as do 2.° grupo ji apresentaram
crescimento superior as do 1.°, mas ainda muito inferior ao

Qé Tkg})%;
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7 — Plantulas de Orysa germinadas em placas de Petri: T = grupos tra-

tados, 1.° com extrato de Cy em éter; 2.° com extrato de Cy submectido
3 temperatura de 100.°C durante 2 horas; 3.° com extrato de Cy +
agua ap6s evaporacio do éter e submetido a 100.°C durante 2 horas
C = respectivos grupos controles.
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controle; as do 3.° grupo mostraram crescimento maior, em-
bora inferior ao controle. Os pélos absorventes tiveram desen-
volvimento sempre menor, ou praticamente ausente, nas plan-
tas tratadas. Esses resultados mostram que ocorreu uma par-
cial degradacdo do composto inibidor presente no extrato. A
degradagao foi maior no 3.° grupo, isto é, nos discos embe-
bidos em extrato e acrescidos de dgua antes do tratamento a
100°C. Grande parte do inibidor parece, no entanto, perma-
necer ativo nos extratos tratados, o que indica uma relativa
termoestabilidade do mesmo.

6 — Estudo da interagdo do extrato de Cyperus e 4cido 3-indolil
acético (AIA). E sabido que a concentragdo 6tima de AIA
requerida para o crescimento das raizes é extremamente baixa.
Concentragdes supra-6timas inibem o crescimento. Assim, foi
inicialmente verificado o efeito de diversas concentragdes de
AlA no crescimento da raiz primiria e dos pélos absorventes
de Orysa e comparado com o do inibidor. A figura n.© 8
mostra a projecdo das raizes primdrias de plantulas tratadas
com AIA no intervalo das concentragdes: 0,00001 — 0,0001
— 0,001 — 0,01 -— 0,1 — 1,0 — 10,0 — 100,0 mg/1. Nas
concentragdes superiores a 0,001 mg/1, o crescimento das rai-
zes foi inibido, embora os pélos absorventes nio o tenham si-
do na mesma escala. Estes, nas concentragdes mais altas

(100,0 — 10,0 mg/1), formaram tufos altos nas regides sub-
apicais das raizes como conseqiiéncia da inibi¢do ocorrida na
elongagao das mesmas. Nas concentragdes 1,0 — 0,1 e 0,01

mg/1 houve ,por outro lado, um estimulo no crescimento dos
pélos em relagZo ao controle em dgua. Em plantas tratadas
com o inibidor, ndo ocorreu nenhum caso de estimulo em todas
as concentragdes ulilizadas e nas mais elevadas os pélos eram
fortemente inibidos, sendo praticamente ausentes (Fig. n.© 9).
Para a verificacZo da interacio do inibidor/AlA, foram pre-
paradas 6 séries de 6 placas de Petri revestidas com papel de
filtro (9 cm de didmetro) e contendo, respectivamente, 0,1ml

de extrato 1,1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e a altima, éter puro.- o

Apés perfeita evaporagdo do solvente éter, cada grupo de 6
placas contendo determinada quantidade de extrato recebeu:
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Fig. 9 — Efeito do extrato bruto de Cy em éter no desenvolvimento de pélos

absorventes da raiz primaria de Orysa (Teste de Orysa). Contrdle
em agua distilada.

agua distilada, ATA a 0,01 — 0,1 — 1,0 — 10,0 e 100,(‘):11‘11’/'g‘,
respectivamente, de modo que as 36 placas continham as
varias combinagbes do extrato de Cyperus e de AIA, menos
uma com 4gua distilada. Plantulas recém germinadas de Orysa
foram colocadas nessas placas e apd6s 48 horas, efetuadas as
medidas das raizes primdrias. Os resultados estZo expostos nas
figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16, expressos em porcentagem
de crescimento em relacio ao controle (controle em 4agua nas
fig. 10 e 11 e nas demais, AIA em diversas concentragdes) .
A figura n.° 10 mostra que houve inibicio em toédas as con-
-centragdes de ATA utilizadas. As varias dilui¢des-do extrato
de Cyperusicausaram, igualmente, inibi¢do no crescimento das
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raizes (Figura n.® 11). Nas placas contendo AIA a 0,01 a
0,1 mg/1, a adicdo do extrato provocou inibicdo tanto maior,
quanto maior a concentra¢do, com excessdo de 1/16 que favo-
receu ligeiramente o crescimento (Figuras 12 e 13). Esse efei-
to positivo do extrato a 1/16 foi acentuado na placa contendo
AIA a 10,0 ml/l, (Figura n® 14). Nas placas contendo
ATA a 10,0 mg/l, as diluigdes 1/4, 1/7 e 1/16 do extrato
causaram inegavel efeito antagbnico a auxina, favorecendo o
crescimento das raizes em relagdo ao controle (Figura n.© 15).
Na concentragdo de 100,0 ml/1 de AIA, extremamente alta
que sempre causa forte inibicdo no crescimento das raizes, a
adicdo do extrato atenuou novamente o efeito inibidor, se bem
que de maneira irregular e em menor escala que na anterior
(Figura n® 16). Em nenhuma das misturas de AIA com o
extrato foi observado um crescimento superior ao do controle
em agua distilada.
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Fig. 10 — Efeito de AIA no crescimento da raiz primiria de Orysa, expresso
em % do contréle em 4gua distilada.
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Fig. 11 — Efeito do extrato bruto de Cy no crescimento da raiz primariz de

Orysa expresso em % do contrdle em agua distilada.
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Fig. 12 — Interacio do AIA a 0,01 mg/l com diversas concentragdes do extrato
de Cyperus mo crescimento da raiz primaria de Orysa. Crescimento
cxpresso em % do contrdle em AIA a 0,1 mg/l puro.
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Fig. 13 — Idem a anterior — AIA a 0,1 mg/Il.

CRESCIMENTO EM % DO CONTROLE

w ® -
=}
=}
E 10
z AlIA 1,0 mg /¢
S 1o Y
S w ‘ -
» 8C
£
Yo
o
=
Z 6t
b
£ .
S ¢
a
& o
S
- % % % X %
EXTRATO Cy

Fig. 14 — Idem a anterior — AIA a 1,0 mg/l.
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Fig. 15 — Idem a anterior — AIA a 10,0 mg/l.
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Fig. 16 — Idem a anterior — AIA 100,0 mg/1.

DISCUSSAO ¢ CONCLUSOES

Substéncias inibidoras de germinacio e crescimento sio de lar-
ga distribuigdo entre os vegetais ¢, em muitos casos, parece exercer
papel de importincia no processo do desenvolvimento da prépria
planta e no de outras (Meguro, I — no prelo). Numerosos inibido-
res pertencentes ao grupo dos acidos fendlicos e derivados, lactonas
insaturadas, ftalideos e glicosideos foram identificados, ao lado de
outros de natureza quimica desconhecida (Hemberg, 1961). A subs-
tincia inibidora de crescimento presente no rizoma de Cyperus ro-
tundus L. parece pertencer ao grupo dos compostos indblicos, o que
ainda deverd ser confirmado. Pode ser extraida em 4gua, alcool eti-
lico e em éter, apresentando melhor rendimento no dltimo. O Rf se
localiza em térno de 0,9 tanto no sistema de solvente Isopropanol:
amodnia, como em Butanol: dc. acético. Apresenta, ainda, absor¢do
na luz U.V. na faixa compreendida entre 210-300 mu, com um
maximo em térno de 245-247 mu. A térmo-estabilidade ¢ moderada
e além disso, a substdncia pode ser adsorvida em carvio animal
(Meguro, I — no prelo). Tumbleson e Kommedah! (1962) estuda-
ram o inibidor presente em Cyperus esculentus L. encontrando as
seguintes propriedades: Rf em tdrno de 0,9 em Butanol: 4c. acéti-
co; soliivel em 4gua e metanol mas pouco soldvel em etanol absoluto;
nio volatil; dializdvel; térmo-estavel; ndo é adsorvido em carvdo ati-
vado (Norit A) nem em resinas de troca idnica (catibnica e anio-
nica) mas pode ser adsorvida em coluna de Alumina. Pela compa-
ragdo, podemos verificar que hd pontos de semelhangas mas que nio
nos permitem concluir pela similaridade das duas substincias nas es-
pécies consideradas, porquanto ocorrem certas diferencas, além do
problema da metodologia diversa. :
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Segundo Tumbleson e Kommedahl (1962), o inibidor exerceria
papel importante na dorméncia dos tubérculos de C. esculentus que
s6 germinariam apds submetidos & lavagem pela 4gua de chuva. Tu-
bérculos colhidos em outono, lavados em agua corrente fria mostra-
ram um aumento no brotamento e quando tratados com o extrato,
inibicdo no processo. O extrato de C. esculentus inibe ,ainda, a ger-
minagdo e o crescimento de diversas plantas de cultura. O extrato
de C. rotundus inibe, igualmente, o brotamento dos préprios rizomas
assim como o crescimento de diversas plantas e germinacdo de al-
gumas (Meguro, I — no prelo).

O mecanismo de acdo dos inibidores nio € bem conhecido e
diversos autores discutem a possibilidade de uma interacdo auxina-
inibidor na regulag@o de diversos estdgios do desenvolvimento dos ve-
getais (Hemberg, 1961; Housley, 1961; Jonsson, 1961). Embora o
conceéito dos inibidores. segundo Larsen (1955) deva ser ‘“‘substin-
cias que retardam o crescimento tanto das células do caule como da
raiz, ndo apresentando efeito estimulador em qualquer gama de con-
centracdo”, muitos désses compostos podem mostrar efeito sinergisti-
co, isto €, estimular o efeito de AIA, quando aplicados no determi-
nado limite de concentragdo nos ensaios biolégicos. Podemos citar
entre éles, 4cido 2, 3, 5-tri-iodo benzbico, Cumarina, Protoanemonina,
acido Chelidénico, etc. (vide Leopold, 1955). O inibidor presente
em C. rotundus apresentou efeito semelhante no crescimento da raiz
priméria de Orysa, quando aplicado em concentracdo baixa em pre-
senga de altas doses (supra-6timas) de AIA. A inibi¢do do cresci-
mento da raiz causada por concentracOes supra-6timas de AIA foi
parcialmente antagonizada pelo extrato de C. rotundus.

RESUMO

O presente trabalho procura investigar a natureza e as proprie-
dades da substancia inibidora de crescimento presente no extrato de
rizoma de Cyperus rotundus L.

A substincia pode ser extraida em agua, alcool etilico e éter.

Estudos cromatogrificos mostraram que o Rf estd em torno de
0,9 nos solventes: Isopropanol: aménia e Butanol: &c. acético. A
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localizagdo da faixa ativa foi feita por meio de teste bioldgico espe-
cialmente elaborado para ésse fim (Teste de Orysa e com o auxilio
de uma lampada de luz U.V.

Estudos espectrofotométricos mostraram absorcdo na luz U.V.
na faixa compreendida estre 210-300 mu, com um méxima em tdrno
de 245-247 mu.

Ensaios quimicos com diversos reagentes indicaram a possivel
natureza ‘indélica da substéncia.

A substancia apresenta térmo-estabilidade moderada.

Finalmente, foi verificada a interagdo do extrato de Cyperus €
ATA em diversas concentragdes no crescimento da raiz priméria de
Orysa sativa var. agulha dourada.

SUMMARY

The inhibitory substance present in the rhizome of Cyperus
rotundus L. is extractable in water, ethanol and ether, being the last
the most efficient solvent. ,

Chromatographic studies using Isopropanol-Amonia-Water sys-
tem on paper (Whatman number 1) revealed a Rf around 0,9.

Absorption spectra in the U.V. showed a maximun absorption
at 245-247 mu band.

A specially elaborated biological test was employed to determine
its activity: the Orysa test, based on the development of the root hairs
and root elongation of Orysa sativa “var. agulha dourada” seedlings.

All the physico-chemical assays done suggested the indollike
nature of the compound.
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