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CCD - Cromatografia de Camada Delgada.
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HPLC - High-performance Liquid Chromatography
mOsm/Kg - unidade de concentragdo osmdtica - (miliosmol).
PEG-6000 - Polietilenoglicol, com peso molecular de 6000.

RMN-H' - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio.



INTRODUCAO

O dominio do Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, ocupando uma
area de 204,7 milhdes de hectares na porcao central do Brasil, sendo superado em
area apenas pela Amazoénia (Klink e Machado, 2005).

Modernamente, o Cerrado € considerado como uma savana, com grande
variacéo fisionbmica, indo de uma fisionomia campestre (campo limpo) a uma
florestal (cerradao), passando pela fisionomia savanica (campo sujo, campo cerrado
e cerrado sensu stricto) (Coutinho, 1978 e 2006).

A fisionomia savanica propriamente dita ocupa 67% da area de Cerrado e os
cerraddes perfazem 10%. Este amplo dominio justificaria considerar o Cerrado como
um bioma de savana. Porém, do ponto de vista fitofisiondmico pode-se dizer que o
Cerrado ndo é um bioma unico, mas um complexo de biomas, formado por um
mosaico de comunidades pertencentes a um gradiente de formacgdes
ecologicamente relacionadas (Coutinho, 2006).

O Cerrado ocupa a porcido central do Brasil, e apresenta em partes dos
estados da Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Maranhdo, Mato Grosso, Mato
Grasso do Sul, Minas Gerais, Parana, Piaui, Sdo Paulo, Tocantins, além do Distrito
Federal (Figura 1) (IBGE, 2004; Klink e Machado, 2005; Sano et al., 2008).

Segundo Sano et al. (2008) quase 40% da area total do cerrado esta ocupada
com usos da terra diferentes do dominio Cerrado. As duas classes mais
representativas de diferente uso da terra s&o pastagens e culturas agricolas,
ocupando cerca de 26% e 10,5% deste bioma respectivamente, com distribuicao
espacial bastante heterogénea.

No estado de Sao Paulo no periodo entre 1962 e 1992 a redugao das areas
de cerrado foi de 82%, devido principalmente a substituicdo por cana-de-acucar,
pastagens, culturas temporarias e citricultura (Kronka, 1998). Os remanescentes de
cerrado no estado de S&o Paulo ocorrem na forma de inumeros fragmentos
dispersos (menores que 100 ha.) dos quais 5% estdo localizados no interior de

Unidades de Conservagao (S&o Paulo, 1994). Dados mais recentes indicam que os
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estados de Sao Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul foram os que apresentaram os
menores indices de cobertura vegetal natural, correspondendo a 15, 32 e 32%

respectivamente (Sano et al., 2008).

LEGEND &

Biomas
Aamazdnia
Caatinga
Cerrado

Mata Atlintica
Pampa

Pantanal

Figura 1 — Distribui¢cdo espacial dos Biomas do Brasil (escala 1:5.000.000, IBGE, 2004).

Segundo Klink e Machado (2005) as transformagdes ocorridas no Cerrado
também trouxeram grandes danos ambientais com degradacédo dos ecossistemas,
fragmentagcao de habitat, extingdo da biodiversidade, invasdo de espécies exaticas,
erosdo dos solos, poluicdo de aquiferos, alteragdo nos regimes de queimada,
desequilibrio no ciclo do carbono e possivelmente modificagdes climaticas regionais.

Diante da rapida reducdo das areas de cerrado é de grande importancia o
estudo referente a diversidade de espécies neste bioma, incluindo programas de
reflorestamento e replantio de espécies nativas. Assim, informacdes sobre
interagbes ecoldgicas nestas areas sdo essenciais e, entre elas estao incluidas a
competicao e alelopatia entre espécies.

A alelopatia pode ser definida como qualquer processo envolvendo

substancias (aleloquimicos) produzidas por plantas, que uma vez liberados no



Atividade Alelopatica de Espécies do Cerrado Gatti, A.B.

ambiente, influencia o crescimento e o desenvolvimento de outras plantas nas
proximidades, seja de forma positiva ou negativa (Mallik, 2005).

O primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no
desenvolvimento de outras plantas vizinhas foi descrito por Theophrastus (300 A.C.)
um discipulo de Aristoteles, que propds que a leguminosa Cicer arietinum exauria o
solo (Rice, 1984). Em 1832, o botanico De Candolle sugeriu que o cansago da terra
na agricultura era decorrente de exudados liberados pelas plantas da prépria cultura
(Rice, 1984). Em 1937, o pesquisador alemdo Hans Molisch estudou o efeito do
etileno no crescimento das plantas e criou a palavra “alelopatia”, proveniente da
unido de duas palavras gregas "allelon" ("mutuo") e “pathos" ("prejuizo”). Apesar do
significado etimologico da palavra alelopatia, Molisch define que o termo engloba
tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais entre uma planta e outra (Einhellig, 1995).

Rice (1974) na primeira edigdao de seu livro, “Allelopathy”, limita o termo
alelopatia como sendo apenas uma interagao prejudicial. Putnan e Duke (1978)
consideram que o termo alelopatia talvez seja tecnicamente errbneo, uma vez que
significaria somente 'prejuizo mutuo'. No entanto, Rice (1984) na segunda edigao de
seu livro com o mesmo titulo, revisou seu conceito e abrangeu a definigao original do
termo, o qual inclui também o efeito benéfico.

Em 1969 Muller criou o termo interferéncia — englobando coletivamente todas
as interacbes que se desencadeiam entre os individuos de uma comunidade,
reunindo os termos de alelopatia e competi¢cao (Einhellig, 1995). Por se tratar de um
termo muito amplo, Szczepanski (1977) o dividiu em trés tipos distintos: alelospolia —
ou competicdo, onde organismos provocam a retirada ou redugcédo de fatores do
ambiente, como agua, luz, nutriente; alelomedigdo — ou interferéncia indireta, onde
as alteragdes sao causadas no ambiente por organismos, com reflexos nos seres
vizinhos, como a escolha alimentar seletiva de um herbivoro; e alelopatia —
interferéncia causada por substancias produzidas por certos individuos e que no
ambiente afetam outros individuos da comunidade (Pires e Oliveira, 2001).

O termo aleloquimico (“allelochemics”) foi cunhado como sendo agentes
quimicos de importancia essencial para a adaptagcao de espécies e organizagao das
comunidades (Wittaker e Feeny, 1971). O termo aleloquimica (“allelochemicals”) é
foi utilizado para descrever todas as interagdes bioquimicas entre organismos tanto

inter quanto intra-especificamente (Chou, 1999).
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Putnan e Duke (1978) introduziram ao conceito de alelopatia, os termos de
'planta doadora', como aquela que libera substéncias e interfere na germinagéo e/ou
crescimento de outra planta, que seria a 'planta receptora’.

Recentemente, Miller (1996) classificou o efeito alelopatico em dois tipos:
autotoxicidade, que ocorre quando plantas de uma espécie liberam compostos
quimicos que interferem na germinagao e/ou crescimento de plantas da mesma
especie; e heterotoxicidade, quando uma planta produz substancias que sao toxicas
para germinagao e/ou crescimento de plantas de outras espécies. O processo de
autotoxicidade vem sendo observado tanto em ambientes naturais como em
ecossistemas manipulados, causando inumeras implicagdes, tanto ecologicas
quanto econbmicas, como declinio de produgbes agricolas e problemas na
regeneragao de algumas areas naturais.

Segundo Singh et al. (1999) as espécies que possuem 0 mecanismo de
autotoxicidade podem regular suas populagdes no espago e no tempo, evitando
competicdo intra-especifica, favorecendo sua propria perpetuacédo e tendo uma
melhor distribuicdo geografica. No entanto, ndo ha evidéncia que estas espécies
sejam favorecidas pela selegcédo natural. Varias espécies de coniferas sdao exemplos
de espécies que possuem o mecanismo de autotoxicidade. Para Seigler (1996) o
processo de autotoxicidade tem a funcdo positiva de manter espacamento entre
individuos para prevenir o desenvolvimento de predadores, de bactérias ou fungos
patogénicos, assim como promover a polinizagédo cruzada entre individuos.

Em uma comunidade natural, diversos mecanismos ecoldgicos acontecem
concomitantemente e devido a complexidade que envolve estes mecanismos torna-
se dificil distingui-los. Este fato ndo € diferente quanto aos processos de alelopatia e
competigao, tanto que alguns autores preferem defini-los conjuntamente através do
termo "interferéncia”. No entanto, € importante distinguir os processos de alelopatia
e de competicdo, que sido considerados mecanismos opostos, uma vez que a
competicdo acontece pela retirada ou redugdo de fatores (como agua, luz,
nutrientes) e a alelopatia acontece pela introdugao ou liberacao de elementos no
ambiente.

Além da atividade proveniente de compostos simplesmente liberados pelas
plantas, os quais ndo sofrem qualquer transformacéo, sempre ha a possibilidade de
microrganismos modificarem compostos n&o téxicos para tdéxicos, como no caso da

‘amedalina’ em residuos de péssego. Além disso, é possivel que microrganismos
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sintetizem inibidores, como na produgao da substancia ‘patulina’ pelo microrganismo
Penicillium urticae que cresce em residuo de palha de trigo (Triticum aestivum).
Essas mudangas podem acrescentar uma nova forma de atuagao dos aleloquimicos
de uma planta (Rice, 1984).

A acgao de varios aleloquimicos esta envolvida na inibicdo e modificagdo do
crescimento ou desenvolvimento das plantas. Os aleloquimicos podem ser seletivos
em suas agoes e as plantas podem ser seletivas em suas respostas, por este motivo
torna-se dificil sintetizar o modo de ac&o destes compostos (Seigler, 1996). No
entanto, alguns autores (Rice, 1984; Einhelling, 1986; Inderjit e Dakshini, 1995;
Chou, 1999; Reigosa et al., 1999) listaram inUmeros mecanismos de acao dos
aleloquimicos que afetam varios processos fisiolégicos das plantas, como por
exemplo, os processos de respiracdo, fotossintese, atividade enzimatica, relacbes
hidricas, abertura dos estébmatos, nivel de fitormdnio, disponibilidade de mineral, e
ainda, a divisao e alongamento celular, estrutura e a permeabilidade de membranas
e paredes das células.

A maioria dos trabalhos relata que os compostos alelopaticos agem como
inibidores da germinagao e do crescimento (Juan Jiménez-Osornio et al., 1996; Viles
e Reese, 1996; Rawat et al., 1998; Vacarini et al., 1999). Porém, alguns trabalhos
demonstraram que estes compostos podem atuar como promotores de crescimento
(Yamada et al., 1995 e Yokotani-Tomita et al., 1998). Aparentemente, a maior parte,
se nao todos os compostos organicos que sao inibitérios em alguma concentracéo,
sao estimulantes em menores concentragdes (Rice, 1984).

A produgado de aleloquimicos pelas plantas pode ser regulada por fatores
como a temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de &agua, nutrientes,
textura do solo e microrganismos (Chou, 1986), além da radiagdo ultravioleta,
doencas e ataque de insetos (Einhelling, 1996 e 2004).

Einhelling (1996) enfatiza que condi¢cdes ambientais (ou seja, estresse)
modificam a taxa de producéo dos aleloquimicos, e podem aumentar a concentracao
destes compostos, e assim proporcionar uma maior inibigado nas plantas receptoras,
0 que se caracteriza por um importante mecanismo de defesa das plantas. Rice
(1984) observou que dias longos aumentam a concentragdo de acidos fenolicos e
terpenos em muitas espécies de plantas. Observou também que a deficiéncia de
diversos minerais (boro, calcio, magnésio, fésforo, nitrogénio ou enxofre) causou um

aumento da concentragcéo de acido clorogénico e escopoletina em muitas plantas.



Atividade Alelopatica de Espécies do Cerrado Gatti, A.B.

Hall et al. (1982) observaram que Helianthus annuus produziu maior
quantidade de acido clorogénico quando em condi¢gdes de baixa disponibilidade
nutricional. Kong et al. (2002) também verificaram que o efeito alelopatico de
Ageratum conyzoides sobre varias outras espécies foi aumentado quando estas
foram colocadas em condicdes de estresse de nutrientes e competicao.

Segundo Chou (1986 e 1999) a alelopatia tem sido reconhecida como um
importante mecanismo ecolégico que influencia a dominéncia e sucessdo de
plantas, formacdo de comunidades, vegetacdo climax e manejo. Esta interagao
alelopatica, responsavel pelo estabelecimento e sobrevivéncia de certas espécies no
meio ambiente, é feita através de um mecanismo de defesa e ataque das plantas,
que vem sendo adquirido ao longo de um processo de evolugdo (Nishimura e
Mizutani, 1995). Seigler (1996) sugere que o processo de coevolugdo possa ter
relacdo com os compostos metabdlicos pela habilidade de algumas plantas
conseguirem se desintoxicar ou metaboliza-los.

Segundo Durigan e Almeida (1993) a influéncia na composi¢ao especifica e
quantitativa das comunidades floristicas, tanto no espaco quanto no tempo,
acontece pela existéncia de uma enorme variedade de aleloquimicos que podem
favorecer ou prejudicar certas espécies. A sucessdao pode ser afetada pela
alelopatia, permitindo a permanéncia de espécies pioneiras gragas a liberagdo de
aleloquimicos (Reigosa et al., 1999).

Na agricultura, ha anos se conhece o problema do “cansago da terra” e a ele
era inferido apenas a infertilidade da mesma ou a competicdo entre espécies.
Recentemente, estudos comprovam que a esse problema estd associado muitas
vezes 0 processo alelopatico. Os estudos vém se intensificando na agricultura, com
relacdo a alelopatia e principalmente, com a atividade alelopatica das ervas
daninhas (Young e Bartholomew, 1981; Almeida et al., 2000; Souza Filho et al.,
2003, 2005) das culturas ou espécies sobre as ervas daninhas (Rodrigues et al.,
1992; Souza Filho et al., 1997; Almeida e Rodrigues, 2001), alelopatia entre culturas
ou estudos direcionados para as produgdes agricolas. (Almeida, 1991; Santos et al.,
2001 e 2002; Souza e Furtado, 2002; Tokura e Nobrega, 2006).

Além disso, muitos estudos estdo sendo realizados na tentativa de diminuir o
uso de herbicidas comerciais através da alelopatia com o manejo de ervas daninhas,
através da rotacdo de culturas, sistemas adequados de semeadura entre espécies e

entre safras, adubacgao verde, além de sistemas agroecolégicos (Baruah et al., 1994;
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Weston, 1996; Chou et al., 1998; Rodrigues e Rodrigues, 1999; Wu et al., 2000;
Khan et al., 2002; Kato-Noguchi, 2003).

Rizvi et al. (1999) enfatiza a importancia de sistemas agroflorestais (uso de
associagdes de espécies arbdéreas com a agricultura) para o uso sustentavel da terra
e 0 aumento da produtividade agricola. Nestas associagdes, o conhecimento das
potencialidades alelopaticas € de essencial importancia para o sucesso dos sistemas
agroflorestais. O mesmo autor lista aproximadamente 80 espécies consideradas
agroflorestais (AF) com potencialidades alelopaticas, espécies com potencial contra
patdgenos de culturas e insetos, além de aleloquimicos ja isolados que combatem
especies de ervas daninhas.

Harborne (1997) sugere que os metabdlitos secundarios tém fungao
defensiva, ajudando o crescimento da planta que os produz e ainda, que estes
compostos, possuem fungdo ecoldgica de defender a planta contra herbivoros.
Segundo 0 mesmo autor os metabdlitos secundarios atuam também como atrativos
para polinizadores, ferorménio, além da acgéo alelopatica (Harborne, 1991).

Os aleloquimicos estdo presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo
folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caule, e sementes (Putnan e Tang, 1986). Para
Friedman (1995) todos os 6rgaos da planta tém potencial para armazenar
aleloquimicos, mas a quantidade e o caminho pelos quais sao emitidos diferem de
especie para espécie.

Rice (1984) prop6s um agrupamento dos compostos quimicos que possuem
atividade alelopaticas em 14 categorias, de acordo com suas proprias vias de
sintese. Estes compostos incluem as principais classes de quinonas, fendis, acidos
cindmicos, cumarinas, flavonoides, taninos, terpenos, esterdides, alcaldides, entre
outras. Taiz e Zeiger (2004) didaticamente classificam os compostos secundarios,
em trés grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos
nitrogenados.

Os terpenos constituem o maior grupo de produtos secundarios. Todos os
terpenos derivam da unido de unidades pentacarbonadas que apresentam um
esqueleto ramificado de isopentano. Os terpenos sao biossintetizados a partir de
metabolitos primarios por duas rotas diferentes, no minimo. Na rota do acido
mevaldnico, trés moléculas de acetil CoA sao ligadas, e a partir de uma série de
etapas desta rota formam o acido mevalbnico, este entdo, sofre transformacdes

produzindo o isopentenil difosfato (IPP2) (unidade basica ativa na formacgao dos
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terpenos). Os elementos estruturais basicos dos terpenos sdo chamados de
unidades isoprénicas, assim, todos os terpenos s&o, ocasionalmente referidos como
isoprendides (Harborne, 1991; Santos, 2003; Taiz e Zeiger, 2004).

Os terpenos sao classificados pelo numero de unidades isoprénicas que
possuem: os terpenos de 10 carbonos que tem duas unidades de Cs sdo chamados
de monoterpenos; os de 15 carbonos (3 unidades Cs) sdo chamados de
sesquiterpenos e os terpenos de 20 carbonos (4 unidades Cs) s&o os diterpenos.
Muitos monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos possuem atividade alelopatica,
inibindo as fases da mitose celular e atuando também na integridade das
membranas celulares de outras plantas (Duke e Oliva, 2004).

Dentre os triterpenos e esterdides de origem vegetal de importéncia estdo as
saponinas. As saponinas possuem uma parte com caracteristicas lipofilica
(triterpeno ou esterdide, chamada de aglicona) e outra parte hidrofilica (agucares)
que determinam uma propriedade de redugao da tensao superficial da agua e suas
acdes detergente e emulsificante (Oleszek, et al., 1999; 2003).

As saponinas se classificam de acordo com o nucleo fundamental aglicona
(por exemplo, saponinas triterpénicas), ou ainda pelo seu carater acido, basico
(saponinas esteroidais basicas) ou neutro (saponinas esteroidais neutras, decorrente
da presengca de nitrogénio também) As saponinas esteroidais basicas s&o
encontradas principalmente no género Solanum, pertencente a familia Solanaceae.
Enquanto que as saponinas triterpénicas encontram-se predominantemente em
familias como Sapindaceae, Hippocastanaceae, Sapotaceae, Polygalaceae,
Caryophyllaceae, Primulaceae e Araliaceae (Schenkel, et al., 2003).

Além das classes de substancias citadas anteriormente classificadas como
terpeno, muitos vegetais possuem misturas de monoterpenos (cerca de 90%) e
sesquiterpenos volateis, chamados oleos volateis, os quais conferem aroma
caracteristico as suas folhas, estes compostos possuem fungdo importante nas
interagbes planta-animal, planta-microrganismos e planta-planta (Vodou, 2007).

Quimicamente a grande maioria dos Oleos volateis é derivada de terpendides,
ou também de fenilprapondides (unidades basicas para a formagdo de compostos
fendlicos mais complexos). Sendo assim, os O6leos volateis podem variar desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, cetonas, a fendis, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, éteres, ésteres, entre outros. Dependendo das

familias, os 6leos volateis, podem ocorrer em estruturas especializadas, tais como
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Lamiaceae (pélos glandulares), Lauraceae, Piperaceae, Poaceae (células
parenquimaticas diferenciadas), Apiaceae (canais oleiferos) e em Pinaceae e
Rutaceae (bolsas lisigenas) (Simdes e Spitzer, 2003).

Compostos fendlicos - As plantas produzem uma grande variedade de
produtos secundarios classificados como compostos fendlicos que contem em sua
estrutura um grupo fenol - um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico, sendo
que muitas destas substéncias sao importante defesa para as plantas (Yao et al.,
2007).

Os compostos fendlicos sédo sintetizados por meio de duas rotas basicas (a
rota do acido chiquimico - a partir do acido cindmico, e a rota do acido mal6nico)
razdo pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista
metabdlico, com aproximadamente 10.000 compostos (Taiz e Zeiger, 2004).

A classe mais abundante de compostos fendlicos secundarios em plantas é
derivada da fenilalanina, que por meio da eliminacdo de uma molécula de amdnia
forma o acido cinamico. Essa reacdo € catalisada pela fenilalanina aménia-liase
(PAL), talvez a enzima mais estudada no metabolismo secundario (Raes et al.,
2003).

A PAL esta situada em um ponto de ramificacdo entre os metabolismos
primarios e secundarios, de forma que a reagcdo que ela catalisa € uma etapa
reguladora importante na formacéo de muitos compostos fendlicos. A atividade da
PAL é aumentada por fatores ambientais, tais como baixos niveis de nutrientes,
horménios, luz, infeccdo por fungos e lesdes (Taiz e Zeiger, 2004). As reacodes
subsequentes aquelas catalisadas pela PAL levam a adicdo de mais grupos
hidroxilas e outros constituintes. Os acidos transcindmico e p-cumarico e seus
derivados sdo compostos fendlicos simples chamados de fenilpropandides (por
conter um anel benzénico e uma cadeia lateral de trés carbonos) (Blount, et al.,
2000; Taiz e Zeiger, 2004).

Os fenilpropandides sédo importantes unidades basicas para a formacao de
compostos fendlicos mais complexos. Entre as compostos de cadeia simples estao
as lactonas chamadas de cumarinas e os fenilpropandides simples (como
transcinamico e p-cumarico, acido caféico, etc). Cerca de 1.300 cumarinas ja foram
isoladas de fontes naturais e entre elas, alguns isbmeros podem ser citados:
cromonas, furanocromonas, xantonas, furanocumarinas, etc. (Carvalho, et al., 2003;
Kuster e Rocha, 2003).
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As furanocumarinas que apresentam um anel furano, sdo compostos atoxicos
até que a luz UV os ative. A luz solar, na faixa do ultravioleta (300-400 nm) eleva
algumas furanocumarinas a um estado eletrénico de alta energia, estas entéo
ativadas, podem se inserir na dupla hélice do DNA e ligar-se as bases pirimidicas,
citosina e timina, bloqueando a transcricao e o reparo do DNA, podendo provocar
até a morte celular (Zobel, 1999; Abenavoli et al., 2004; Hoagland e Willians, 2004;
Taiz e Zeiger, 2004). Segundo Diawara e Trumble (1997) isso constitui a base para a
compreensao da toxicidade das furanocumarinas para mamiferos, insetos, virus,
bactérias, fungos e até mesmo para outras plantas.

A biogénese das cumarinas pode ser induzida em resposta a estresse bidtico
e abiotico, por uma deficiéncia nutricional, por mensageiros quimicos, como
horménios vegetais e por outros metabdlitos externos (Cabello-Hurtado et al., 1998).

Os flavonodides constituem a maior classe de fendlicos vegetais. O esqueleto
de carbono dos flavondides contém 15 carbonos organizados em dois anéis
aromaticos, ligados por uma cadeia de 3 carbonos. Essa estrutura é resultante de
duas rotas biossintéticas separadas: a do acido chiquimico e do acido malénico
(Lima, 2004). Os flavondides sao amplamente encontrados no reino vegetal, e
aqueles encontrados nas folhas de uma planta podem ser diferentes daqueles
presentes nas flores, nos caules ou ramos, raizes e frutos. O mesmo composto
ainda pode ocorrer em diferentes concentragdes dependendo do 6rgao vegetal em
que se encontra (Zuanazzi e Montanha, 2003).

Depois da celulose, uma das substancias estruturais organica mais
abundante dentre as plantas é a lignina, que €& um polimero de grupos
fenilpropandides altamente ramificado e de formula complexa e ainda desconhecida
parcialmente. Além de proporcionar suporte mecanico, a lignina desempenha
fungdes importantes nos vegetais, como resisténcia fisica (dificulta seu consumo
pelos herbivoros) e estabilidade quimica (indigerivel pelos animais) (Barbosa Filho,
2003).

Além das ligninas, um segundo grupo de polimeros fendlicos com
propriedades de defesa para os vegetais, sdo os taninos. Estes compostos sao
particularmente importantes componentes gustativos, sendo responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. Ha duas categorias de taninos:

taninos condensados formados pela polimerizagao de unidades de flavondides, e os
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taninos hidrolisaveis que sao polimeros heterogéneos que contém acidos fendlicos,
em especial o acido galico e agucares simples (Scalbert, 1991; Kraus et al., 2003).

Taninos condensados e hidrolisaveis se distribuem no reino vegetal seguindo
padrées significativamente diferentes. Os taninos condensados ocorrem amplamente
em Gymnospermae e Angiospermae, € normalmente sdo constituintes de plantas
lenhosas. Porém, os taninos hidrolisaveis ocorrem em dicotiledéneas herbaceas e
lenhosas, porém dentro de limites taxonémicos bem definidos, inclusive os
elagitaninos (um tanino hidrolisavel) tém sido utilizado como marcador taxonémico
devido a sua distribuicdo no complexo HDL (Hamamelidae, Dileniidae e Rosidae)
(Okuda, 1993).

Assim como as ligninas, os ligndides sdo derivados da biossintese que
envolve metabdtitos primarios finais da via metabdlica do chiquimato: acido cindmico
- alcoois cinamilicos > propenilfenois + alifenois (Gottlieb e Yoshida, 1984).
Ligndides € uma designacdo genérica que caracteriza micromoléculas, cujo
esqueleto é formado exclusivamente pelo grupo fenilpropénico. Os ligndides se
subdividem em grupos como as lignanas, neolignanas, alolignanas, norlignanas,
oligoligndides e heteroligndides dependendo da sua biogénese (Barbosa Filho,
2003).

Mais de 550 ligndides estdo relacionados na literatura, sendo que 90%
pertencem ao grupo das lignanas e neolignanas. O elevado numero de lignanas e
neolignanas distribuidas no reino vegetal leva a suposi¢cao de que as propriedades
biologicas dessas substancias sejam essenciais ao desenvolvimento do vegetal e ao
controle deste sobre a vida circunjacente (Ward, 1993; 1995), e desempenham um
papel importante na adaptagao ecoldgica das plantas terrestres (Gottlieb e Yoshida,
1984).

As lignanas ja foram identificadas também com atividades antitumor,
antimitotica, antiviral, inibidora de enzimas, fungicidas, etc (MacRae, 1984), no
entanto, poucos trabalhos identificaram a agao alelopatica de lignanas e neolignanas
(Cutillo et al., 2003; Macias et al., 2004; Borges et al., 2007).

Compostos nitrogenados - uma grande variedade de metabdlitos secundarios
vegetais possui nitrogénio na sua estrutura. Incluindo-se nessa categoria alguns
compostos bem conhecidos na defesa das plantas contra herbivoria, como

alcaldides e os glicosideos cianogénicos.
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Os alcaldides representam uma classe de compostos com grande variedade,
cuja similaridade é a presenga do nitrogénio em sua estrutura (Lima, 2004). Os
alcaléides podem ser encontrados em todas as partes de um vegetal, e séo
sintetizados a partir de um ou poucos aminoacido comuns, sobretudo lisina, tirosina,
e triptofano. Os alcaldides sdo encontrados em aproximadamente 14,2% dos
géneros da plantas, com mais de 15.000 metabdlitos secundarios nitrogenados
encontrados em aproximadamente 20% das espécies de plantas vasculares
(Henriques et al., 2003; Taiz e Zeiger, 2004).

Diante da enorme diversidade de compostos, a evolugcdo natural dessas
substancias deve ter selecionado rotas ou substéncias do metabolismo secundario
que ofereceram vantagens evolutivas ou adaptativas de algumas espécies no
convivio com outras plantas (Macias et al., 2007). Sendo assim, diante da enorme
diversidade de compostos quimicos produzidos pelas plantas, os estudos em
alelopatia podem contribuir para compreender o processo pelo qual € desencadeada
a producdo destes compostos nas plantas e como elas respondem a estes
compostos no meio ambiente.

O presente estudo foi dividido em trés capitulos. O primeiro descreve os
resultados da atividade alelopatica de onze espécies de cerrado, com suas folhas
coletadas em épocas distintas (capitulo |). E os dois ultimos capitulos abordam os
estudos alelopaticos da espécie de cerrado Aristolochia esperanzae, onde os
objetivos principais foram entender como a atividade alelopatica desta espécie
influencia o crescimento da espécie-alvo estudada (capitulo IlI) e quais as
substancias responsaveis pela atividade alelopatica presente nas raizes da espécie

doadora (capitulo IlI).
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Capitulo |

“EFEITO DA SAZONALIDADE NA ATIVIDADE ALELOPATICA DE FOLHAS DE
ONZE ESPECIES COLETADAS EM AREA DE CERRADO”

RESUMO - (Efeito da sazonalidade na atividade alelopatica de folhas de onze espécies coletadas em
area de cerrado). A alelopatia € um fendmeno fortemente associado na interagdo da planta doadora
com o seu ambiente e estudos tém mostrado que intensidade da produgédo de aleloquimicos € uma
resposta a diferentes fatores, principalmente em situagdes de estresse. O objetivo deste trabalho foi
comparar a atividade alelopatica de folhas de onze espécies do cerrado coletadas em periodos seco
e chuvoso. Foram realizados experimentos de germinagdo com os extratos provenientes das onze
espécies, onde foram avaliadas a porcentagem de germinagéo, velocidade de germinagéo, entropia
informacional e a frequéncia relativa de germinacdo. Dentre as espécies estudadas pode-se verificar
que Davilla elliptica e Miconia albicans inibiram mais significativamente a germinagéo de sementes de
alface quando a coleta foi realizada na estagéo seca. Extratos de cinco espécies (Diospyros hispida,
Kielmeyera coriacea, Miconia albicans, Piptocarpha rotundifolia e Schefflera vinosa) atrasaram a
germinagao das sementes de alface e gergelim quando suas folhas foram coletadas no periodo de
seca. Pode-se concluir que as diferengas obtidas nos testes de alelopatia deste trabalho, podem ser
devido as plantas estarem expostas a diferentes tipos de estresse (onde varios fatores podem atuar)

e consequentemente induzirem a uma maior produgao de aleloquimicos na estacao seca.

Palavras-chave: cerrado, germinagao, velocidade de germinagao, estagao seca, estagdo chuvosa.

ABSTRACT: (Seasonality effect in allelopathic activity of eleven species cerrado leaves). Allelopathy
is a phenomenon strongly related with the interaction of donor plant to the ambient and the intensity of
allelochemistry produced is an output to different factors, mainly in stress condition. The purpose of
this work was compare the leaves allelopathic activity of eleven cerrado species collected at dry and
rainy season. It was accomplished germination tests with this 11 species extracts, and evaluated the
germination percentage, rate, entropy and relative frequency. Among the studied species it was
observed that Davilla elliptica and Miconia albicans inhibited more significantly the lettuce seed
germination to leaves collected at dry season. Extracts of five species (Diospyros hispida, Kielmeyera
coriacea, Miconia albicans, Piptocarpha rotundifolia and Schefflera vinosa) delayed the germination of
lettuce and sesame seeds when their leaves were collected at dry season. The results gotten on this
work appoint that the increase of allelochemistry production could be related to different kinds of stress

(where many factors could interact) like the dry season.

Key words: cerrado, germination, germination rate, dry season, rainy season.
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Introducéo

O cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em area
apenas pela Amazébnia, ocupa uma area de 204,7 milhdes de hectares na porgao
central do Brasil (Klink e Machado, 2005).

O cerrado é considerado como uma savana e, este termo, engloba dois
conceitos: um de natureza fitofisionémica e, outro que se refere a um grande
ecossistema, com seu tipo particular de vegetagéo. Do ponto de vista fitofisionémico,
porém, pode-se dizer que o Cerrado ndo € um bioma unico, mas um complexo de
biomas, formado por um mosaico de comunidades pertencentes a um gradiente de
formagbes ecologicamente relacionadas, que vai de campo limpo a cerradéo.
(Coutinho, 2006).

Os solos de cerrado se caracterizam por pH acido, alta saturacdo de aluminio
e baixa disponibilidade de nutrientes, principalmente de P, Ca e Mg (Haridasan,
2001). Além disso, uma outra caracteristica marcante do cerrado é o clima
estacional, onde ocorre um periodo chuvoso, de outubro a margo, seguido por um
periodo seco, de abril a setembro (Klink e Machado, 2005). Durante a estagao seca
no cerrado, o solo esta sujeito a um déficit hidrico sazonal nas camadas mais
superficiais (Haridasan, 2001), razao pela qual, esta época pode representar um
periodo de estresse para as plantas neste ambiente (Sarmiento, 1996).

A alelopatia € um fendmeno fortemente associado na interacdo da planta
doadora com o seu ambiente (Blanco, 2007) e estudos tém mostrado que
intensidade da producao de aleloquimicos € uma resposta a diferentes fatores,
sejam eles bioticos ou abioticos (Chaves e Escudero, 1999).

A alelopatia pode ser definida como o efeito prejudicial ou benéfico entre
plantas ou microrganismos por meio de substancias, denominadas de aleloquimicos.
A influéncia na composicao especifica e quantitativa das comunidades floristicas,
tanto no espaco quanto no tempo, acontece pela existéncia de uma enorme
variedade de aleloquimicos que podem favorecer ou prejudicar certas espécies
(Durigan e Almeida, 1993).

A alelopatia pode ainda influenciar a dominancia e sucessao de plantas,
formagdo de comunidades, vegetagao climax, manejo e produtividade de culturas,

sendo assim reconhecida como importante mecanismo ecolégico (Chou, 1999). Esta
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influéncia alelopatica pode ser expressa na germinacdo de sementes e/ou
estabelecimento e desenvolvimento de individuos vizinhos (Ferreira, 2005).

A produgado de aleloquimicos pelas plantas pode ser regulada por fatores
como a temperatura, intensidade luminosa, radiagao ultravioleta, textura do solo,
microrganismos, ataque de insetos e disponibilidade de agua e nutrientes (Chou,
1986; Einhellig, 1996). Por exemplo, os teores de 6leo volatil de Lippia alba, uma
espécie do Cerrado, foram superiores na estacdo seca em relacdo a estagao
chuvosa (Santos e Innecco, 2003). Além disso, extratos aquosos de Mimosa
bimucronata inibiram a germinacao de espécies horticolas e esta inibigao foi
dependente da época de coleta das folhas da espécie doadora e da espécie alvo
(Jacobi e Ferreira, 1991).

Objetivo
O objetivo deste trabalho foi comparar a atividade alelopatica de extratos

aquosos de folhas de onze espécies do cerrado coletadas em periodos seco e

chuvoso.
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Material e métodos

Area de estudo

A coleta do material biolégico foi realizada na area de reserva de cerrado
“senso stricto” pertencente a Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), estado
de S&o Paulo (21°58 a 22° 00’ S e 47° 51" a47° 52’ W) (Figura 1).

Legenda:

W Pinus sp

B Eucaliptus sp

[ Vegetagiio de cerrado

|| Campos antrépicos

B Mata de brejo

[ solo exposto

B Represas

[~ Comregos

1 Limites da UFSCar

M Jardins e gramados de manejo intensivo
. Eucaliptal com sub-bosgue de cerrado
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Figura 1 - Diferentes usos do solo no campus da UFSCar. A area assinalada com um circulo
vermelho corresponde ao local de coleta das espécies. (Adaptado de Paese, 1997).

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia e
Germinacao de Sementes do Departamento de Botanica e as folhas foram coletadas
no més de marcgo (30/03/2006) e julho (27/07/06).

Como se pode observar os valores de precipitacao pluvial no més de margo
estiveram em torno de 160 mm, apés o més que teve o maior indice do ano

(fevereiro com 375 mm) (Figura 2A). No més de marcgo a temperatura minima foi de
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19°C e maxima de 29°C. Para o més de julho o valor de precipitagao foi de 13,2 mm,
seguido de meses com valores proximos a este, caracterizando a época de baixa
precipitacao pluvial e umidade relativa do ar, associada a isto a temperatura minima
ficou em torno de 11°C e a maxima 26°C. Obtendo assim para esta regido a

ocorréncia de uma estacao quente e chuvosa e outra estagao mais fria e seca.
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Figura 2 — Precipitagao pluvial e umidade relativa do ar (A) e temperaturas minima, média e maxima
(B) para os meses de 2006. Dados coletados pela Estagdo Meteorologica da EMBRAPA Sudeste
(Séo Carlos — S.P.) As setas indicam os meses de coleta das onze espécies.
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Espécies estudadas

As espécies estudadas, suas familias e algumas caracteristicas estédo

relacionadas abaixo:

Anadenanthera falcata (Benth.) Speg - Fabaceae
(Mimosoideae)

Esta espécie também ¢é conhecida popularmente por
angico-do-cerrado, angico-preto, € uma arvore de grande
porte, com casca marrom escura muito espessa e
fendilhada, suas folhas s&o alternadas compostas. Ocorre
em fisionomias de cerrado, em cerrado senso-stricto e em

cerradao (Durigan et al., 2004).

Davilla elliptica A.St.-Hil. - Dilleniaceae

O porte desta espécie é arbustivo ou de trepadeira
lenhosa, possui casca esfoliativa avermelhada e suas
folhas sdo alternas simples, asperas na face superior e
coriaceas, ela é conhecida popularmente de cipé-caboclo,
cipé-de-homem ou lixeirinha e ocorre em cerrado senso-

stricto e em cerradao (Silva Jr, 2005).

Diospyros hispida A. D - Ebenaceae

Conhecida como caqui-do-cerrado, esta espécie pode ser
encontrada como arbusto ou arvore pequena, tortuosa,
com casca irregularmente fendilhada, suas folhas s&o
simples e coriaceas. Sdo encontradas em fisionomias

campestres de cerrado, cerrado senso-stricto e em

cerraddes (Durigan et al., 2004).

Kielmeyera coriacea (Spreng.) Mart - Clusiaceae
Também chamada de para-tudo ou pau-santo, € uma
espécie de habito arbustivo-arbérea de tronco tortuoso e
casca suberosa espessa, possue folhas simples alternadas
e coriaceas, sdo encontradas em fisionomias campestres
de cerrado e em cerrado senso-stricto (Durigan et al.,
2004).
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Miconia albicans (Sw.) Triana - Melastomataceae

Espécie conhecida popularmente por quaresmeira-branca
ou folha-branca, possui folhas simples e tem habito
arbustivo ou de arvoreta. Esta espécie € amplamente
distribuida nas fisionomias campestres de cerrado, em

cerrado senso stricto e cerradao (Durigan et al., 2004)

Piptocarpha rotundifolia (Less.) Baker - Asteraceae

Espécie conhecida também por candeia ou paratudo,
possui habito arbustivo ou é encontrada também como
arvoreta. Possui casca espessa e fendilhada, folhas
simples, alternadas e coriaceas. Ocorrem em fisionomias
campestres de cerrado, em cerrado senso-stricto € em

cerradao (Durigan et al., 2004).

Schefflera vinosa (Cham. & Schltdl.) Frodin - Araliaceae

Esta € uma espécie de habito arbustivo ou arvore de
pequeno porte, possui caule todo recoberto e suas folhas
sdo alternadas e coriaceas (Ferri, 1969).

Senna rugosa (G. Don) Irwin & Barneby - Fabaceae
(Caesalpinioideae)

Conhecida popularmente como boi-gordo, € uma espécie
que possui folhas alternas, compostas e coriaceas. Ocorre
em fisionomias campestres de cerrado, em cerrado senso
stricto, cerraddo e em areas perturbadas. (Durigan et al.,
2004).

Siparuna guianensis (Aubl.) - Monimiaceae

Esta espécie é conhecida popularmente por limdo-bravo ou
limdozinho, € encontrada como arbusto ou arvore
pequena, toda a planta desprende odor desagradavel
quando cortadas. Possue folhas simples, opostas e ocorre
no subosque do cerraddo (Durigan et al., 2004). Neste

caso foi coletada em cerrado senso-stricto.
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Stryphnodendron polyphyllum Mart - Fabaceae
(Mimosoideae)

Conhecida como barbatimdo, € uma arvore de grande
porte (com 4 a 6 metros de altura) possue tronco tortuoso
de casca rugosa e suas folhas sdo compostas bipinadas.
Esta espécie ocorre nas diversas fisionomias do cerrado
(Lorenzi, 2002).

Xylopia aromatica (Lam.) Mart. - Annonaceae
Esta espécie e conhecida por pimenta-de-macaco ou

pindaiba-do-campo, e tem habito de arvore pequena com
tronco ereto e casca marrom-escura possui folhas simples,
alternadas disticas e lanceoladas. Ocorre em fisionomias
campestres de cerrado, cerrado senso-stricto e cerradao
(Silva Jr, 2005).

Preparo dos extratos aguosos

Para obtencao dos extratos foram utilizadas folhas maduras, secas em estufa

a 55°C durante 72 horas. Depois de secas, as folhas foram acondicionadas em

sacos plasticos mantidos em temperatura de ambiente de laboratério até a

realizagcao dos experimentos.

As folhas foram pesadas e trituradas em agua destilada com liquidificador

durante aproximadamente 1 minuto. Todos os extratos foram feitos obedecendo a

concentragdo de 10% peso/volume (p/v - g/mL). Em seguida, os mesmos foram

deixados decantar durante 3 horas. Decorrido este periodo, os extratos foram

fitrados em papel de filtro com auxilio de uma bomba a vacuo e imediatamente

utilizado.
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Bioensaio de germinacao

No bioensaio de germinacdo foram utilizadas sementes de alface’ (Lactuca
sativa L.) e gergelim (Sesamum indicum L.). Para a germinacdo foram utilizadas
placas de Petri de 9 cm de didmetro, forradas com duas folhas de papel de filtro
umedecidas com 5 mL de extrato (concentragdo 10% p/v) ou agua destilada
(controle).

Em seguida, 30 sementes foram distribuidas nas placas, as quais foram
mantidas em estufa climatizada (B.O.D.) a 20°C (x 1°C) para as sementes de alface
e 28°C (x 2°C) para as de gergelim, com 12 horas de fotoperiodo.

As contagens foram realizadas em intervalo de 12 horas durante os sete
primeiros dias, e em intervalo de 24 horas até totalizar dez dias apds a semeadura.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de protrusao
radicular. Os parametros analisados foram porcentagem e velocidade de germinagao
(Labouriau, 1983).

- Porcentagem de germinacio

G (%) = (N/A) x 100

onde: G = porcentagem de germinagdo; N = numero de sementes

germinadas; A = numero total de sementes colocadas para germinar

- Velocidade de germinacao

V=111

onde: V = velocidade média de germinagdo (dias ~'); t = tempo médio de
germinagao (t = Z(ni.t) / Zn; , sendo t; = tempo de incubagdo e n; = numero de
sementes germinadas no tempo entre dois tempos sucessivos de observacgdes (ti- 1)

e (t).

' Embora o termo correto seja “cipsela” para os frutos de Asteraceae, neste trabalho sera adotado o

termo “semente”.
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- Frequéncia relativa

fi = ni/Zni

onde: f; = frequéncia relativa no tempo; n; = numero de sementes germinadas
no tempo (entre dois tempos sucessivos de observagdes (ti- 1) e (t)); Zn; = numero

total de sementes germinadas.

- Entropia informacional

Entropia informacional (ou o indice de sincronizagdo de germinagédo ou
incerteza) representa um sinal ambiental (comunicagdo de energia) entre as
sementes e o meio externo, refletindo o nivel de organizagcdo do processo
germinativo (Labouriau e Osborn, 1984). Altos valores de entropia informacional, ou
seja, baixos indices de sincronizagdo demonstram uma redugcdo no grau de
organizacdo do sistema, levando a uma distribuicdo mais esparsa no tempo da

germinagao das sementes (Jeller e Perez, 2001).

E=-2[f.logx(f)]

onde: fi=n;/ Zn;

Caracteristica dos extratos

Foram obtidas as medidas dos potenciais osmoéticos dos extratos pela
medicado da concentragdo molar em 50 uL de cada extrato, utilizando um osmdémetro
(uOsmotte, modelo 5004 automatic osmometer). As medidas foram obtidas em
mOsm/kg e convertidos para pressao osmoética (MPa) através da equacgao abaixo
(Larcher, 2004):

n=-W x 0,00832 x Taps

onde: n = Pressdo Osmotica em MPa; W = Potencial Osmoético em Osm/kg;

Tabs - Temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.
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Posteriormente foi realizado um experimento de germinagcdo com alface e
gergelim utilizando-se solugdes de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) com potencial
osmaotico proximo aos encontrados nos extratos, a preparagao das solugdes de PEG
foi realizada seguindo as especificagbes de Villela et al.(1991). Os diasporos de
alface e gergelim foram mantidos nas mesmas condicdes dos bioensaios de

germinagao, descrito acima.

Tratamento dos dados e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro

repeticbes para cada tratamento. Os valores de porcentagem foram transformados

em arco seno (\/%) (Labouriau, 1983). A comparacao das médias foi feita através

do teste de Tukey a 5% de probabilidade, com a utilizagdo do software BioEstat 5.0.



Atividade Alelopatica de Espécies do Cerrado Gatti, A.B.

Resultados e Discussao

O potencial osmaético obtido dos extratos de folhas coletadas na estagcao
chuvosa variou de -0,104 a -0,207 MPa, respectivamente para Diospyros hispida e
Siparuna guianensis. Enquanto que para a estacdo seca os valores variaram de
-0,020 a -0,201 respectivamente para as espécies Piptocarpha rotundifolia e
Kielmeyera coriacea (Tabela 1).

Mird et al. (1998) realizaram testes bioldgicos, paralelamente aos ensaios de
alelopatia, com solugdes de potenciais osmoticos conhecidos com o intuito de
discriminar a interferéncia do potencial osmaético na inibigado puramente alelopatica.
Estes autores utilizaram o Polietinoglicol (PEG-6000) para preparar as solugdes com
potenciais osmoticos. Altos valores de potenciais osmoticos sado ideais para a
germinagao de sementes (Rutherford e Powrie, 1993) e extratos com potenciais
osmoticos com valores iguais ou acima de 100 mOsmol (ou seja, mais negativo que
-0,25 MPa) podem afetar a germinagdo de sementes independentemente da
atividade alelopatica (Leather e Einhellig, 1988).

Tabela 1.- Valores de potencial osmético (MPa) dos extratos das espécies
testadas coletadas em dois periodos distintos (chuvoso e seco).

Espécies Potencial osmoético (MPa)

Periodo chuvoso Periodo seco

Anadenanthera falcata -0,141 -0,092
Davilla elliptica -0,181 -0,132
Diospyros hispida -0,104 -0,100
Kielmeyera coriacea -0,195 -0,201
Miconia albicans -0,128 -0,050
Piptocarpha rotundifolia -0,129 -0,020
Schefflera vinosa -0,183 -0,065
Senna rugosa -0,138 -0,110
Siparuna guianensis -0,207 -0,192
Stryphnodendron polyphyllum -0,128 -0,080
Xylopia aromatica -0,138 -0,115

No experimento com solugao de PEG 6000 utilizou-se solugdes de -0,1 e -0,2

MPa e os resultados de porcentagem e velocidade de germinag&o para as sementes
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de alface foram respectivamente 90,83% e 0,88 dias™ (a-0,1 MPa) e 90,73% e 0,79
dias™ (a -0,2 MPa).

Para as sementes de gergelim os valores encontrados foram 95,83% e 0,91
dias™ com -0,1 MPa e 98,33% e 0,84 dias™' quando se utilizou -0,2 MPa. Esses
dados nao diferiram daqueles obtidos para o grupo controle de cada uma das
espécies testadas (alface e gergelim). Assim, verifica-se que o potencial osmético
nao afetou a germinagcdo das sementes de alface e de gergelim nos potenciais
testados, tornando mais evidente a presenca de atividade alelopatica nas espécies
avaliadas.

Diante dos resultados obtidos para as sementes de alface sob influéncia dos
11 extratos de folhas coletadas em dois periodos distintos, pode-se observar que os
extratos de Davilla elliptica e Miconia albicans coletadas na estacdo seca causaram
diminuicao significativa na germinabilidade das sementes-alvo. A inibicdo causada
pelos extratos de Davilla elliptica e Miconia albicans foi de 75,9% e 63,4%
respectivamente. Os demais extratos ndo alteraram significativamente a

germinabilidade das sementes de alface (Figura 3).
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Figura 3 - Porcentagem de germinagdo das sementes de alface (Lactuca sativa) germinadas sob
influéncia de extratos aquosos de folhas na concentracdo de 10% p/v de espécies coletadas em
areas de cerrado: Anadenanthera falcata (Ana), Davilla elliptica (Dav), Diospyros hispida (Dio),
Kielmeyera coriacea (Kie), Miconia albicans (Mic), Piptocarpha rotundifolia (Pip), Schefflera vinosa
(Sch), Senna rugosa (Sen), Siparuna guianensis (Sip), Stryphnodendron polyphyllum (Str), Xylopia
aromatica (Xil). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as espécies e minusculas
para as estagbes (chuvosa e seca) ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Em relagdo a velocidade de germinagdo das sementes de alface pode-se
observar que todos os extratos provenientes de folhas coletadas em ambas as
estacbes (chuvosa e seca) causaram atrasos significativos na velocidade destas
sementes quando comparados com o controle. Nota-se ainda que os menores
valores de velocidade de germinagcdo foram obtidos com o uso dos extratos de
Davilla elliptica, Miconia albicans e Siparuna guianensis. No entanto, na presenca
dos extratos de cinco espécies estudadas (Diospyros hispida, Kielmeyera coriacea,
Miconia albicans, Piptocarpha rotundifolia e Schefflera vinosa) a velocidade de
germinacgao foi significativamente menor quando a coleta das folhas foi realizada no

periodo seco, se comparado ao chuvoso (Figura 4).
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Figura 4 - Velocidade de germinagdo das sementes de alface (Lactuca sativa) germinadas sob
influéncia de extratos aquosos de folhas na concentragédo de 10% p/v de espécies coletadas em
areas de cerrado: Anadenanthera falcata (Ana), Davilla elliptica (Dav), Diospyros hispida (Dio),
Kielmeyera coriacea (Kie), Miconia albicans (Mic),Piptocarpha rotundifolia (Pip), Schefflera vinosa
(Sch), Senna rugosa (Sen), Siparuna guianensis (Sip), Stryphnodendron polyphyllum (Str), Xylopia
aromatica (Xyl). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as espécies e minusculas
para as estag¢des (chuvosa e seca) nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relagdo a germinagado das sementes de gergelim ndo houve diferencas
significativas quando comparados dois fatores na analise de variancia (extratos e
estacdo de coleta) e mesmo quando as médias totais foram comparadas

separadamente também nao houve diferencas estatisticas. Sendo assim, os dados
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nao foram apresentados, indicando que nenhum dos extratos testados das espécies
alterou significativamente a porcentagem final de sementes de gergelim.

Para os valores de velocidade de germinacdo de sementes de gergelim,
pode-se constatar que os extratos de folhas de Anadenanthera falcata, Davilla
elliptica, Siparuna guianensis e Xylopia aromatica causaram atrasos na germinagao
quando foram utilizadas folhas provenientes das duas estagdes. No entanto, para
extratos de cinco espécies (Diospyros hispida, Kielmeyera coriacea, Miconia
albicans, Piptocarpha rotundifolia e Schefflera vinosa) atrasos na velocidade da
germinagdo de gergelim apenas foram observados quando as folhas destas
espécies foram coletadas na estacdo seca em comparagdo com os grupos controles
(Figura 5).

Verifica-se ainda, que para os extratos de Davilla elliptica, Piptocarpha
rotundifolia e Schefflera vinosa os atrasos na germinagao foram significativamente
maiores utilizando folhas coletadas na estagdo seca, quando comparados com
aquelas coletadas na estagcdo chuvosa. Para as sementes de gergelim a menor
velocidade de germinacdo foi obtida com extratos de Siparuna guianensis
independente da época de coleta, enquanto que o unico extrato que proporcionou
valores menores de velocidade com folhas coletadas na estacdo chuvosa foi o de

Anadenanthera falcata (Figura 5).
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Figura 5 - Velocidade de germinagdo de sementes de gergelim (Sesamum indicum) germinadas sob
influéncia de extratos aquosos de folhas na concentracdo de 10% p/v de espécies coletadas em
areas de cerrado: Anadenanthera falcata (Ana), Davilla elliptica (Dav), Diospyros hispida (Dio),
Kielmeyera coriacea (Kie), Miconia albicans (Mic),Piptocarpha rotundifolia (Pip), Schefflera vinosa
(Sch), Senna rugosa (Sen), Siparuna guianensis (Sip), Stryphnodendron polyphyllum (Str), Xylopia
aromatica (Xyl). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as espécies e minusculas
para as estagdes (chuvosa e seca) nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Dentre as espécies estudadas pode-se verificar que extratos de Davilla
elliptica, Miconia albicans foram os que inibiram significativamente a germinabilidade
das sementes de alface, evidentemente quando a coleta das folhas destas espécies
foi realizada no periodo seco.

Os extratos de cinco espécies estudadas (Diospyros hispida, Kielmeyera
coriacea, Miconia albicans, Piptocarpha rotundifolia e Schefflera vinosa) atrasaram a
germinagao das sementes de alface e gergelim, quando suas folhas foram coletadas
no periodo de seca. Considerando que todas as espécies estudadas estavam
submetidas aos mesmos tipos de estresse na area de coleta (temperatura,
pluviosidade, nutriente, etc) pode-se dizer que as diferencas obtidas nos bioensaios
frente a esses extratos, podem ser devidas as caracteristicas genéticas de cada
espécie. Para Larcher (2004) a selegcdo e coevolugdo das espécies, em resposta a
fatores ambientais estressantes, resultaram na produgdo de uma grande variedade
de substancias de defesa nas plantas.

Assim como o ocorrido com as espécies Davilla elliptica e Miconia albicans,
que causaram diminui¢do significativa na germinabilidade de sementes de alface
(Figura 3), outros extratos de folhas de espécies de cerrado, Machaerium
acutifolium, Baccharis draccunculifolia, Casearia sylvestris diminuiram também a
porcentagem de sementes de alface (Povh et al., 2007; Rozete et al., 2007; Sousa et
al., 2007). Silva et al. (2006) identificou que entre 15 espécies de cerrado avaliadas,
quatro teriam potencial alelopatico, sdo elas Ouratea spectabilis, Qualea grandiflora,
Pouteria ramiflora e Stryphnodendron adstringens, sendo os extratos desta ultima
foram os que provocaram maiores inibigdes quando comparados com os demais. No
entanto, Barreiro (2005) utilizando folhas de Stryphnodendron adstringens também
encontrou diminuicdo dos valores de velocidade de germinagédo, porém com o
emprego de extratos mais concentrados e fervidos.

Dentre as espécies avaliadas neste trabalho, uma inibicdo mais acentuada foi
registrada na velocidade de germinagdo do que na porcentagem (Figuras 3, 4 e 5).
Extratos de Eugenia dysenterica, Aristolochia esperanzae, Andira humilis, Solanum
lycocarpum e Miconia albicans também espécies de cerrado, causaram inibicado mais
significativa no tempo do que na porcentagem de germinagao de diversas espécies
(Gorla et al., 1997; Gatti et al., 2004; Oliveira et al., 2004; Periotto et al., 2004; Giotto
et al., 2007).
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Muitas vezes o efeito alelopatico ndo se manifesta sobre a porcentagem de
germinagao, mas sobre a velocidade de germinagdo das sementes ou sobre outro
parametro do processo (Ferreira, 2004). Este fator pode ter um significado ecoldgico,
pois plantas que germinam mais lentamente podem apresentar tamanho reduzido
(Jefferson e Pennachio, 2005) e como conseqliéncia podem ser mais suscetiveis a
estresses e terem menor chance na competicdo por recursos. Os efeitos podem,
ainda, ser sobre a permeabilidade de membranas, transcricdo e traducao do DNA,
funcionamento dos mensageiros secundarios, da respiragdo, conformagdo de
enzimas e de receptores, resultando em alteragées no padrao de germinacgao (Rizvi
e Rizvi, 1992; Ferreira, 2004).

Os efeitos alelopaticos na germinagdo de sementes nao devem ser
fundamentados somente no numero final de sementes germinadas. Além deste fator,
a velocidade de germinagdo, a homogeneidade e a sincronia de germinagao das
sementes sao fatores que expressam a taxa e o grau de organizagao ou desordem
nas reagdes quimicas que ocorrem nas sementes durante o processo germinativo e
estes dados devem ser analisados juntamente com a germinabilidade das sementes
(Santana et al., 2006).

Aumentos nos valores de entropia informacional (ou sincronia) indicam
alteragcbes na sincronia nas reacdes metabdlicas que ocorrem durante o processo
germinativo (Labouriau, 1983).

Os valores de entropia obtidos para as sementes de alface foram
significativamente maiores que o controle com o uso dos extratos de Siparuna
guianensis e Xylopia aromatica tanto para folhas coletadas na estagdo seca quanto
chuvosa. Os extratos de Davilla elliptica e Miconia albicans originarios apenas de
folhas coletas na estagdo chuvosa apresentaram entropia significativamente maiores
qgue o controle. Porém os extratos de quatro espécies (Diospyros hispida, Kielmeyera
coriacea, Piptocarpha rotundifolia e Schefflera vinosa) apresentaram valores
significativamente maiores apenas para folhas coletadas na estagcédo seca. (Figura
6).
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Figura 6 — Valores médios de entropia informacional de sementes de alface germinadas sob
influéncia de extratos aquosos de folhas na concentragédo de 10% p/v de espécies coletadas em
areas de cerrado: Anadenanthera falcata (Ana), Davilla elliptica (Dav), Diospyros hispida (Dio),
Kielmeyera coriacea (Kie), Miconia albicans (Mic),Piptocarpha rotundifolia (Pip), Schefflera vinosa
(Sch), Senna rugosa (Sen), Siparuna guianensis (Sip), Stryphnodendron polyphyllum (Str), Xylopia
aromatica (Xyl). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as espécies e minusculas
para as estacdes (chuvosa e seca) nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo aos valores de entropia obtidos para as sementes de gergelim,
verifica-se que os maiores valores foram obtidos quando as folhas de Siparuna
guianensis foram coletadas em ambas as estacdes. No entanto, para os extratos das
folnas de Davilla elliptica e Schefflera vinosa coletadas na estagdo seca também
apresentaram valores significativamente maiores em relagdo ao grupo controle
(Figura 7).

Comparando-se os valores de entropia para os extratos de folhas coletadas
nas estagdes chuvosa e seca, observa-se que para cinco espécies (Davilla elliptica,
Diospyros hispida, Kielmeyera coriacea, Miconia albicans e Schefflera vinosa) os
valores da estacdo seca foram maiores que da chuvosa, indicando menor sincronia

na germinagao das sementes sob influéncia destes extratos (Figura 7).
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Figura 7 — Valores médios de entropia informacional de sementes de gergelim germinadas sob
influéncia de extratos aquosos de folhas na concentracdo de 10% p/v de espécies coletadas em
areas de cerrado: Anadenanthera falcata (Ana), Davilla elliptica (Dav), Diospyros hispida (Dio),
Kielmeyera coriacea (Kie), Miconia albicans (Mic), Piptocarpha rotundifolia (Pip), Schefflera vinosa
(Sch), Senna rugosa (Sen), Siparuna guianensis (Sip), Stryphnodendron polyphyllum (Str), Xylopia
aromatica (Xyl). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as espécies e minusculas
para as estagdes (chuvosa e seca) nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando os graficos de frequéncia relativa da germinagédo das sementes de
alface (Figura 8A), observa-se que o grupo controle apresentou distribuicdo
unimodal com pico um dia depois da embebic¢do, indicando um grande numero de
sementes germinadas rapidamente e sincronia na germinagdo dessas sementes
quando germinadas em agua. Diferentemente do controle, sob a influéncia dos
extratos de folhas coletadas na estacdo chuvosa pode-se observar que a
distribuicdo das frequéncias relativas de germinagao apresentou aspectos bimodais
ou polimodais com picos deslocados para a direita, caracterizando um atraso no
processo germinativo. Os valores maximos de germinagdo (maiores picos) podem
ser observados ocorrendo aos 1,5 dias para trés espécies (Diospyros hispida,
Piptocarpha rotundifolia e Senna rugosa) aos 2,0 dias para uma delas (Kielmeyera
coriacea) e um maior deslocamento para a direita com picos aos 3,0 (Xylopia
aromatica) 5,0 (Siparuna guianensis) e 6,5 dias (Davilla elliptica) apds a embebicéo
(Figura 8A).

Em relagao a influéncia dos extratos obtidos com folhas coletadas na estacao

seca (Figura 8B) na germinagao de alface, pode-se observar que a distribuicdo das
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freqUéncias relativas tem predominancia polimodais. Além disso, verifica-se
deslocamento dos picos de germinagdo para a direita com o uso de todos os
extratos avaliados e alguns extratos proporcionaram o aparecimento de picos mais
alargados, com presengca de “ombros” ou “platdés”. As Unicas espécies que
apresentaram picos foi a Stryphnodendron polyphyllum e Xylopia aromatica com
picos aos 1,5 e 2,5 respectivamente (Figura 8B).

Outra caracteristica que indica atraso e falta de sincronia na germinagéo das
sementes (utilizando extratos de folhas coletadas no periodo seco) é a presenga de
picos no 8° dia apés a embebicdo, que pode ser observado para pelo menos cinco
espécies (Miconia albicans, Davilla elliptica, Diospyros hispida, Schefflera vinosa e

Siparuna guianensis) (Figura 8B).
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Figura 8 - Frequéncia relativa de germinagao de sementes de alface sob influencia de extratos de
folhas das espécies coletadas na estagdo chuvosa (A) e seca (B). Anadenanthera falcata (Ana),
Davilla elliptica (Dav), Diospyros hispida (Dio), Kielmeyera coriacea (Kie), Miconia albicans (Mic),
Piptocarpha rotundifolia (Pip), Schefflera vinosa (Sch), Senna rugosa (Sen), Siparuna guianensis
(Sip), Stryphnodendron polyphyllum (Str), Xylopia aromatica (Xyl)).
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Para as sementes de gergelim sob influéncia dos extratos obtidos com folhas
coletadas na estagdo chuvosa verifica-se que a distribuicdo das frequéncias
relativas, tem em geral, aspecto unimodal com maiores picos aos 1,5 dias do inicio
da embebigdo, indicando atraso em relagdo ao grupo controle (1 dia). O uso do
extrato de Davilla elliptica produziu aspecto bimodal nos graficos de frequéncia
relativa de germinagdo, com o primeiro pico registrado aos 1,5 dias apos a
embebicdo e o segundo aos 2,5 dias. Ainda pode-se observar que com o uso dos
extratos de Siparuna guianensis, a germinagdo das sementes de gergelim
aconteceu depois de 2° dia de embebigao e se prolongou até os 5° dia (Figura 9A).

Em relacdo as sementes de gergelim sob influéncia dos extratos de folhas
coletadas na estacdo seca verifica-se que, semelhante a estacdo chuvosa, também
houve deslocamento do pico principal para a direita ocorrendo aos 1,5 dias apéds a
embebicdo. No entanto, para os extratos de quatro espécies a distribuicdo se
apresentou diferenciada com aparecimento de ombros (Xylopia aromatica), auséncia
de picos (Schefflera vinosa) e com aspecto polimodal (Davilla elliptica e Siparuna
guianensis). Pode-se observar ainda que utilizando estes dois ultimos extratos a
germinagao das sementes se estendeu até os 4,0 e 5,5 dias apds a embebicao,

respectivamente para Davilla elliptica e Siparuna guianensis. (Figura 9B).
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Figura 9 - Frequéncia relativa de germinacédo de sementes de gergelim sob influencia de extratos de
folhas das espécies coletadas na estagdo chuvosa (A) e seca (B). (Anadenanthera falcata (Ana),
Davilla elliptica (Dav), Diospyros hispida (Dio), Kielmeyera coriacea (Kie), Miconia albicans (Mic),
Piptocarpha rotundifolia (Pip), Schefflera vinosa (Sch), Senna rugosa (Sen), Siparuna guianensis
(Sip), Stryphnodendron polyphyllum (Str), Xylopia aromatica (Xyl)).

Diante dos resultados obtidos da distribuicdo das frequéncias relativas de
germinagao para as espécies de alface e gergelim, observa-se que a maioria dos
extratos utilizados causou alteragdes nos processos germinativos destas sementes.
Distribuicbes bimodais e polimodais além de deslocamento dos picos para direita no
eixo ‘X’ dos referidos graficos, demonstra que a germinagao de alface e gergelim
aconteceu mais tardiamente e menos sincronizada em relagéo aos grupos controles.
Essas alteracbes nas curvas de distribuicdo das frequéncias relativas foram mais
evidentes para a germinagdo das sementes de alface e os picos foram mais

atrasados quando as folhas dos extratos foram coletadas na estacéo seca.
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Neste trabalho, quando comparados o potencial alelopatico de folhas das 11
especies de cerrado coletadas nas estacdes seca e chuvosa, pode se verificar que a
diminui¢cées na porcentagem e atraso na velocidade de germinagdo de sementes de
alface e gergelim foi mais evidente quando as folhas foram coletadas no periodo
seco (Figuras 3 a 5). Além disso, em geral, com extratos provenientes de folhas
coletadas no periodo de seca foram obtidos os maiores valores de entropia e
distribuicdo mais distribuida no tempo de embebicdo, caracterizando menor
sincronia na germinagao das sementes (Figuras 6 a 9).

Este fato pode ser explicado, pois durante o periodo seco ha um aumento na
demanda evaporativa atmosférica e da incidéncia solar estando o solo sujeito a um
déficit hidrico sazonal nas camadas mais superficiais (Haridasan, 2001; Franco,
2002). A estagdo seca € muito agressiva e em alguns casos pode a durar até seis
meses (Eiten, 1972), podendo representar um momento de estresse marcante para
as plantas do cerrado (Sarmiento, 1996).

Condigdes de estresse de origem abidtica e bidtica alteram a produgao de
aleloquimicos, e dentre elas, a umidade e temperatura sdo os fatores mais comuns.
Além disso, enfatiza que condigdes ambientais estressantes modificam a taxa de
produgado dos aleloquimicos e podem aumentar a concentracdo destes compostos,
assim proporcionando uma maior inibicdo nas plantas receptoras, o que se
caracteriza por um importante mecanismo de defesa das plantas doadoras
(Einhelling, 1999; 2004).

Alguns trabalhos comprovaram que condigdes de estresse para as plantas
induzem a uma maior producdo de aleloquimicos. Por exemplo, a planta Helacleum
lanatum depois de permanecer cinco dias exposta a temperatura de 36°C produziu
uma concentragdo de cumarina muitas vezes maior que antes da exposicao a
temperatura elevada (Blanco, 2007).

Segundo Chaves e Escudero (1999) o principal responsavel pela variagao de
producdo de flavondides pelas plantas sdo os parametros climatolégicos
(responsaveis pelas diferengas sazonais). Para estes autores diferentes espécies de
plantas podem utilizar rotas fisioldgicas diferentes para acionar a producao de
alguns flavonodides ou podem responder ao mesmo estimulo por produzir diferentes
estruturas. Os flavondides sao encontrados em quase todas as plantas vasculares
(Berhow e Vaughn, 1999) e sua produgdo pode ser induzida por estimulos

exdgenos, como mudangas na luz e temperatura (Hahlbrock e Scheel, 1989). Os
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flavondides parecem agir primeiramente na germinacao e inibigdo do crescimento
celular, possivelmente pela interferéncia no sistema de transferéncia de energia
dentro das células (Moreland e Novitsky, 1988).

Além disso, ambientes em condigdes estressantes podem restringir o
crescimento da planta e a taxa fotossintética, com isso acumular carboidratos nao-
estruturais. Esta pode ser uma das explicacbes para o aumento de substancias
defensivas a base de carbono, que sdo compostos derivados do metabolismo
secundario (Chaves e Escudero, 1999). A confirmacdo deste balango
carbono/nutriente € que espécies que crescem em meios com baixa disponibilidade
de nutrientes ou de agua produzem altos niveis de taninos e fendis (Bryan et al.,
1983; Waring et al., 1985).

Tang (1995) reportou que diferentes quantidades de metabdlicos secundarios
sao frequentemente encontradas em plantas que crescem em habitat pobre de
nutrientes se comparada quando crescem em solos mais ricos.

Taninos e compostos fendlicos tém uma grande importancia na protegao das
plantas contra ataque de herbivoria ou de microrganismos e proporcionam aumento
na habilidade de certas espécies competirem com outras em seus ambientes (Rice,
1984).

As plantas raramente estdo expostas a um unico estresse (Einhellig, 1999),
sendo assim, além da menor disponibilidade de dgua nas camadas mais superficiais
e da alta incidéncia solar durante o periodo seco nos cerrados, outros fatores
possivelmente estdo interagindo neste ambiente. Tais interagbes podem ser
processos de competicdo, acdo dos microrganismos, queimada decorrente desta
época e deciduidade das folhas que sao influenciadas pela sazonalidade.

Diferente da alelopatia (a qual se define pela liberagdo de substancias no
ambiente) a competicdo acontece quando as plantas exploram um recurso escasso.
A competicao interespecifica é claramente influenciada por condi¢ées geoclimaticas
e segundo Blanco (2007), as plantas podem responder com dois tipos diferentes de
estratégias: uma onde ocorre um rapido crescimento e assim ocupam melhor seu
espaco (e como consequéncia melhoram suas chances de obter novos recursos) e
outra onde as plantas conseguem sobreviver com baixos niveis de recursos. Em
adicdo a estas duas estratégias e com a finalidade de agilizar a competicdo por
recursos, as plantas podem utilizar uma interferéncia passiva no desenvolvimento de

seus competidores pela liberagado de aleloquimicos (Reigosa, 1999; Blanco, 2007).
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A alelopatia pode ter fungdo importante em ambientes aridos porque os
aleloquimicos persistem no solo por longos periodos se comparados com ambientes
umidos, por este fator, a alelopatia pode ser aumentada por combinar os impactos
da baixa umidade e estresse dos aleloquimicos (Einhellig, 1999). Em ecossistemas
onde as queimadas sao frequientes foi constatado que a producéo de aleloquimicos
foi aumentada pelas plantas e esta produgdo pode ser consequéncia dos danos
fisicos causados pelo fogo. Por outro lado, o fogo € um importante fator para reduzir
a concentragdo de aleloquimicos nos solos naturais, queimando o humus e os
detritos caidos das plantas que possuem alta concentracdo de inibidores de
crescimento (Williamson et.al, 1992).

Estresse € em geral definido como um fator externo, que exerce uma
influencia desvantajosa sobre a planta. O conceito de estresse esta intimamente
relacionado ao de tolerancia que é a aptidao de planta para enfrentar um ambiente
desfavoravel (Orcutt e Nilsen, 2000). No entanto, um ambiente estressante para uma
planta pode ndo ser para outra. Se uma planta pode reduzir o crescimento de
plantas vizinhas pela liberacdo de compostos quimicos no solo, isso pode ter como
consequéncia a maior chance de acesso a luz, a 4gua e aos nutrientes e, portanto,
propiciar sua maior adaptagao evolutiva.

Dentre as espécies estudadas pode-se verificar que extratos de Davilla
elliptica e Miconia albicans foram os que inibiram significativamente a
germinabilidade das sementes de alface, evidentemente quando a coleta das folhas
destas espécies foi realizada no periodo seco. Os extratos destas mesmas espécies
também proporcionaram atrasos significativos na velocidade de germinagdo de
alface, porém estes atrasos foram menores para as sementes de gergelim,
indicando que as sementes de alface foram mais sensiveis aos extratos analisados
se comparadas com as de gergelim.

Pode-se observar ainda que extratos provenientes de folhas coletadas no
periodo seco apresentaram maior inibicdo na velocidade de germinagdo das
sementes de alface se comparado ao periodo chuvoso para cinco espécies
(Diospyros hispida, Kielmeyera coriacea, Miconia albicans, Piptocarpha rotundifolia e
Schefflera vinosa). Além disso, para os extratos destas mesmas cinco espécies
somente houve atraso na germinacao de sementes de gergelim quando a coleta foi

realizada no periodo seco em relagao ao grupo controle.
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Sendo assim, pode-se inferir que as diferencas obtidas nos testes de
alelopatia deste trabalho, utilizando extratos das plantas do cerrado com folhas
coletadas no periodo chuvoso e de seca, podem ser devido as plantas estarem
expostas a alteracgdes climaticas ou outros tipos de estresse e consequentemente
induzirem uma maior produgao de aleloquimicos causando assim variagdes nas
respostas das atividades biol6gicas analisadas. Além do fator limitante agua no solo
e na atmosfera as plantas podem sofrer a interferéncia das substancias produzidas
pelas plantas vizinhas. Esta resposta diferenciada de certas espécies frente a fatores
estressantes, num ambiente tdo complexo como o cerrado, pode garantir o

estabelecimento e permanéncia de certas espécies em prejuizo de outras.
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Conclusoes

Diante da metodologia aplicada e dos resultados obtidos utilizando os
diferentes extratos de espécies do cerrado coletados em estacdes seca e chuvosa
pode-se concluir que:

- Extratos de Davilla elliptica e Miconia albicans foram os que inibiram
significativamente a germinabilidade das sementes de alface, quando a coleta das
folhas destas espécies foi realizada no periodo seco.

- Extratos de cinco espécies (Diospyros hispida, Kielmeyera coriacea, Miconia
albicans, Piptocarpha rotundifolia e Schefflera vinosa) atrasaram a germinagéo das
sementes de alface e gergelim, quando suas folhas foram coletadas no periodo de
seca.

Desta forma, pode-se concluir que para as espécies estudadas, em geral
houve maior atividade alelopaticas com o uso de extratos de folhas coletadas no

periodo da seca.
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Capitulo Il

“ ALELOPATIA DE EXTRATOS AQUOSOS DE ARISTOLOCHIA ESPERANZAE O.KUNTZE SOBRE
A GERMINACAO DE SEMENTES, O CRESCIMENTO DE RAIZ E DE SUAS CELULAS XILEMATICAS

EM PLANTULAS DE SESAMUM INDICUM L. “

RESUMO - (Alelopatia de extratos aquosos de Aristolochia esperanzae O.Kuntze sobre a
germinacdo de sementes, o crescimento de raiz e de suas células xilematicas em plantulas de
Sesamum indicum L.). Aristolochia esperanzae é uma planta trepadeira ocorrente no sudoeste do
cerrado brasileiro. Este trabalho teve como objetivo identificar se extratos de A. esperanzae
interferiiam na germinagdo e no crescimento de plantas jovens de gergelim e em suas células
xilematicas. Extratos de folha e caule foram utilizados nas concentragées de 5 e 10% e o de raiz nas
de 5, 7,5 e 10% (p/v peso fresco / volume). Foram analisadas a germinagdo de sementes, o
crescimento das plantulas, as células xilematicas das raizes de gergelim e também a possibilidade de
recuperacao das plantulas transferidas para a agua apds a permanéncia de dois dias nos extratos de
Aristolochia esperanzae. Pode-se verificar que os diferentes extratos (folha, caule e raiz) causaram
alteracées na germinacdo das sementes e no crescimento das plantulas de gergelim. Dentre os
extratos utilizados, os de raizes foram os que mais inibiram a germinagdo e o crescimento de
gergelim, provocando alteragbes morfoldgicas e diminuigcdo no crescimento e desenvolvimento das
plantulas, sendo que na concentracdo de 10% houve supresséao total da germinacéo. As plantulas de
gergelim quando retiradas da presenga dos extratos nao recuperaram seu crescimento de parte aérea
e da raiz, em relagédo ao grupo controle. Os extratos de Aristolochia esperanzae causaram diminuigao
de 50% do tamanho de células xilematicas, alteragbes na raiz primaria e no nimero de raizes
secundarias de gergelim. Extratos aquosos de A. esperanzae tém efeito alelopatico sobre o

desenvolvimento de gergelim.

Palavras-chave: xilema, cerrado, inibigao do crescimento de raiz.

ABSTRACT - (Seed germination, growth and root xylem cells of Sesamum indicum L. under influence
of Aristolochia esperanzae extracts). Aristolochia esperanzae is a climber plant which occurs at
southwest Brazilian savanna region. The objectives of this work were identified if aqueous extracts of
A. esperanzae affect the germination and the growth of seedlings of sesame. Leaf and shoot extracts
had prepared at concentrations of 5 and 10% and root at 5; 7,5 and 10% (p/v fresh weight / volume). It
was analyzed the growth, the germination, the root xylem cells and the possibility of seedling growth
recovery when transferred to water, after it had been submitted during two day to the extracts of A.
esperanzae. It was verified that the different extracts (leaf, shoot and root) promoted changes in the

germination and seedling growth. Among the extracts prepared, the great inhibition was produced by
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root extracts. It was also observed morphological alterations and a decrease on the growth and
seedling development. Total suppression of germination was found with the use of root extract at 10%.
Means values of aerial part had not been reversed when the growth was contrasted with control group.
The extracts of A. esperanzae provoked a decrease of 50% in the size of root xylem cells, changes in
the primary root and in the number of secondary roots of sesame. Aqueous extract of A. esperanzae

has allelopathic effect on germination and development of sesame seedlings

Key-words - xylem, allelopathy, root growth inhibition, savannah.
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Introducéo

A alelopatia é definida como uma influéncia benéfica ou prejudicial, exercida
por substancias liberadas no ambiente pelas plantas, que podem alterar o
crescimento e o desenvolvimento de plantas vizinhas ou de microrganismos. Os
aleloquimicos podem estar presentes em todos os 6rgaos das plantas, incluindo
folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caule, e sementes (Miller, 1983; Putnan e
Tang, 1986), alguns dos quais tém potencial para armazenar estes compostos,
porém a quantidade e a via como sao sintetizados e emitidos diferem de espécie
para espécie (Friedman, 1995).

Efeitos inibitorios tipicamente alelopaticos resultam da acdo combinada de
grupos de aleloquimicos que, coletivamente, interferem em varios processos
fisiologicos (Einhellig, 1996) alterando o padrdo de crescimento das plantas
(Yokotani-Tomita et al., 1998; Parvez et al., 2004; Kil e Shim, 2006). Na maioria das
vezes, 0s compostos organicos que sao inibitorios em alguma concentragdo, sao
estimulantes, quando em concentragbes menores (Rice, 1984). Os mecanismos de
acao dos aleloquimicos podem afetar os processos de respiracido, fotossintese,
atividade enzimatica, relacbes hidricas, abertura estomatica, nivel de fitormbnio,
disponibilidade de mineral, a divisdo e alongamento celular, estrutura e a
permeabilidade de membranas e paredes celulares; (Einhellig, 1986; Inderjit e
Dakshini, 1995; Chou, 1999; Reigosa et al., 1999).

Em muitos trabalhos, as raizes se mostraram mais sensiveis aos
aleloquimicos se comparadas com a parte aérea das plantulas (Bagchi et al., 1997;
Hamdi et al.,, 2001; Parvez et al., 2003; Oliveira e Campos, 2006; Punjani et al.,
2006; Rahman, 2006; Ercoli et al., 2007). A inibicdo do crescimento e
desenvolvimento de raizes, decorrente da acao dos aleloquimicos, pode ser devida a
mudancgas na sintese de DNA de células do meristema apical radicular, alteragdo no
metabolismo mitocondrial (Abrahim et al., 2000) ou nos indices mitoticos celulares
(Dayan et al., 1999; Jacobi e Fleck, 2000; Romagni et al., 2000; Pires et al., 2001;
Iganci et al., 2006).

Kaur et al. (2005) demonstraram que o acido benzdico causou irregularidades

nas células radiculares, as quais se mostraram desorganizadas, inibindo o
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crescimento de raizes de mostarda. Células das pontas de raizes de Phaseolus
vulgaris também se apresentaram reduzidas e compactadas quando as plantulas da
espécie cresceram sob influéncia de extratos aquosos de Sicyos deppei (Cruz-
Ortega et al., 1998). Modificagcbes morfologicas sédo sinalizagbes de mudangas
anteriores que ocorreram em nivel celular e molecular (Ferreira e Aquila, 2000).
Alteragcdes nas membranas celulares podem ser consideradas os primeiros efeitos
causados pelos aleloquimicos, os quais poderao desencadear mudancas nos
chamados efeitos secundarios (Barkosky et al., 2000).

Aristolochia esperanzae O. Kuntze conhecida popularmente por papo-de-peru
e mil-homens, € uma espécie pioneira e considerada a mais frequente dentre as
aristoloquias do género nos cerrados do estado de S&o Paulo. Esta espécie ocorre
no centro-nordeste de Sdo Paulo, oeste de Minas Gerais, sul de Goias, oeste de
Mato Grosso do Sul, nordeste, centro e sul do Paraguai, nordeste da Argentina e sul
da Bolivia (Capellari, 1991) (Figura 1).

L ad [ o TO* (1.4 14 “0* 30*

Figura 1 - Mapa de distribuicao geografica de Aristolochia esperanzae (modificado de Capellari, 1991).
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Alguns trabalhos evidenciaram a presenca de terpenos, diterpenos, lignanas e
acido aristoléquio em espécies de aristoloquias, incluindo-se A. esperanzae
(Priestap et al., 1971; Lopes et al., 1988; Lopes e Bolzani 1988). Extratos de caule e
raiz de plantas de A. esperanzae causaram anormalidades e inibigdo do crescimento
de raizes de plantulas de Lactuca sativa e Raphanus sativus (Gatti et al., 2004).

A maioria dos trabalhos em alelopatia direciona seus estudos para as
espécies invasoras e de interesse agricola, ou ainda na identificacdo e no
isolamento de substancias com potencial para uso como herbicidas. Pouco se sabe
sobre as interferéncias alelopaticas em biomas, como o cerrado, o qual vem
sofrendo rapida degradacao. Além disso, a sucessao de espécies pode ser afetada
pela alelopatia, permitindo a permanéncia de espécies pioneiras gragas a liberagao
de aleloquimicos (Reigosa et al.,, 1999). Porém, os aleloquimicos podem ser
seletivos em suas acdes e as plantas podem ser seletivas em suas respostas e, por
este motivo, torna-se dificil sintetizar o modo de acédo destes compostos (Seigler,
1996). Muitos trabalhos de alelopatia mostram alteragbes na germinagcdo e no
crescimento de plantulas-alvo, mas sdo poucos os estudos que evidenciam a
fisiologia € 0 modo de agao dos aleloquimicos (Reigosa et al., 1999; Inderjit e Duke,
2003).

Objetivos

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram identificar quais os 6rgaos de
Aristolochia esperanzae cujos extratos interferem na germinagcdo de sementes de
gergelim, se ha reversibilidade do fendmeno e se este altera a morfologia das

plantulas da espécie-alvo.
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Material e métodos

Material vegetal

Folhas, caules e raizes de Aristolochia esperanzae O.Kuntze
(Aristolochiaceae) foram coletados no campus da Universidade Federal de Sao
Carlos, Estado de S&o Paulo, Brasil. O material vegetal, apos a coleta, foi mantido

congelado até a preparagao dos extratos.

Espécie estudada

Aristolochia esperanzae O. Kuntze, espécie pertencente a familia
Aristolochiaceae, planta herbacea, rastejante ou trepadeira, com folhas alternadas
membranosas orbiculares-reniformes, glabras. Suas flores sdo zigomorfas com
perianto formando um grande papo encimado por tubo bilabiado, totalmente
pintalgada em tons marron-avermelhados mesclados com outras cores mais claras e

exala odor de carne podre que atrai insetos (Figura 2). Esta espécie € conhecida

popularmente por papo-de-peru, cachimbo-de-turco, mil-homens e jarrinha (Ferri,
1969).

Figura 2 - Flor (A) e folha (B) de Aristolochia esperanzae
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Extratos aquosos

O material vegetal foi pesado, triturado com agua destilada em liquidificador
industrial e, em seguida, os extratos foram deixados decantar durante trés horas em
geladeira no escuro. Decorrido este periodo, o extrato foi filtrado, utilizando-se uma
bomba a vacuo acoplada a um funil de Buchner, recoberto com papel de filtro
qualitativo, e imediatamente utilizado. Os extratos foram preparados nas
concentragdes de 5 e 10% de peso/volume (g/mL) de material fresco. A espécie-alvo
utilizada para os bioensaios foi o gergelim (Sesamum indicum L., Pedaliaceae) e, os
efeitos dos extratos de folha, caule e raiz de Aristolochia esperanzae foram
comparados com os resultados do grupo controle (agua destilada).

Nos bioensaios de germinagdo, crescimento, reversibilidade e para os
estudos anatémicos foi utilizada também a concentracao 7,5% de extratos de raiz de
Aristolochia esperanzae, uma vez que na presenca de extratos na concentragao de

10% n&o houve germinagdo nem desenvolvimento de pléantulas.

Bioensaio de germinacao

Neste experimento foram utilizadas placas de Petri (9 cm de didametro),
forradas com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL de extrato (ou
agua destilada), onde foram distribuidas 30 sementes de gergelim por placa. Os
extratos de A. esperanzae utilizados neste bioensaio foram preparados nas
concentracdes de 5 e 10% p/v para folha, caule e raiz. Para o extrato de raiz
também foi utilizada a concentragao 7,5% p/v.

As placas contendo as sementes foram mantidas em camaras B.O.D.
climatizadas a 28°C (+ 2) com 12 h de fotoperiodo. As contagens foram realizadas
em intervalos de 12 horas durante os sete primeiros dias e, em intervalos de 24 h até
totalizar dez dias apds a semeadura. Foram consideradas germinadas as sementes
que apresentaram 2 mm de protrusao radicular. Os parametros analisados foram
porcentagem e velocidade de germinagao (Labouriau, 1983; Borghetti e Ferreira,
2004). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro

repeticdes de 30 sementes para cada tratamento.
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Bioensaio de crescimento

Para o bioensaio de crescimento foram utilizadas caixas plasticas
transparentes (12,5 x 18 x 6,0 cm) forradas com duas folhas de papel de filtro
umedecidas com 18 mL de extrato (ou agua), tampadas e acondicionadas em sacos
plasticos transparentes. As sementes de gergelim utilizadas neste bioensaio foram
previamente germinadas em agua (2 a 4 mm de radicula) e, posteriormente foram
distribuidas nas caixas plasticas mantidas em camara climatizada a 28°C (+2) e
fotoperiodo de 12 h. Cada caixa umedecida com 18 mL de extrato (ou agua)
recebeu 10 sementes previamente germinadas. Apds quatro dias nessas condigbes
foram feitas as medidas de parte aérea e comprimento das raizes primarias com um
paquimetro digital. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com

quatro repeti¢cdes de 10 plantulas para cada tratamento.

Bioensaio de recuperacao

Para o bioensaio de recuperacdo foram utilizadas caixas plasticas
transparentes (12,5 x 18 x 6,0 cm) forradas com duas folhas de papel de filtro
umedecidas com 18 mL de extrato (ou agua), tampadas e acondicionadas em sacos
plasticos transparentes. As sementes de gergelim utilizadas neste bioensaio foram
previamente germinadas em agua (2 a 4 mm de radicula) e, posteriormente foram
distribuidas nas caixas plasticas mantidas em camara climatizada a 28°C (+2) e
fotoperiodo de 12 h. Cada caixa umedecida com 18 mL de extrato (ou agua)
recebeu 10 sementes previamente germinadas.

Utilizando o procedimento acima, foram montados dois grupos de caixas
contendo as plantulas (em presenga dos extratos ou agua), e apos decorridas 48 h
as plantulas de um grupo foram transferidas para caixas contendo agua destilada
(assim como o controle que estava em agua destilada). A outra metade das
plantulas foi transferida para caixas contendo os mesmos extratos nas mesmas
concentragbes em que se encontravam. Sendo assim, obteve-se um grupo de
plantulas que permaneceu 2 dias em presenca dos extratos + 5 dias em presencga de

agua, e outro grupo que permaneceu 7 dias em presenca dos extratos.
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No 7° dia foram avaliados os comprimentos da parte aérea e radicular das
plantulas com um paquimetro digital, além da porcentagem de plantulas com raizes
secundarias (PPRS), numero médio de raizes secundarias em cada raiz primaria
(NRS/RP) e o tamanho médio das raizes secundarias (TMRS). O grupo controle
(mantido em agua destilada durante os sete dias) também passou pela transferéncia
de recipientes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro

repeticoes de 10 plantulas para cada tratamento.

Exame dos elementos de xilema

Para esta avaliacdo as plantulas cresceram nas mesmas condicbes de
temperatura e luz citadas no bioensaio de crescimento. Decorrido quatro dias, as
plantulas foram retiradas das caixas e, com auxilio de um estilete, foi separado o
segmento da raiz primaria e imerso em alcool 70%.

Para a técnica de coloragao foi utilizado o método Fuchs modificado (Kraus e
Arduin, 1997), onde as raizes ficaram imersas em alcool (70%) durante uma semana
e, depois, foram colocadas em solugdo de soda caustica (NaOH) 25% durante
periodo de 24 a 48 h até que o material estivesse clarificado. Apds este processo, o
material vegetal foi submetido ao seguinte procedimento: imersdo em solugéao 2% de
acido acético glacial (CH3COOH) durante 30 minutos; alcool etilico (CoHs0H) 30%
durante 5 minutos; safranina (C20H19N4C1) em meio hidro-alcodlico (50%) durante 30
minutos; solugao de alcool etilico 30% + 0,5 mL de acido acético durante 5 minutos
e, por ultimo, alcool etilico 30% durante 5 minutos. Apdés a coloragcdo, foram
montadas |aminas de vidro tendo as raizes em xarope de Apathy para observagao
em microscépio Optico (Olympus—BX41) acoplado com camara fotografica (Sony
CCD-IRIS). Nessas observagbes foram utilizadas quatro raizes primarias
provenientes de plantulas de gergelim crescidas em agua ou nos diferentes extratos
de Aristolochia esperanzae. De cada raiz foi fotografado 50% do seu comprimento
total, da regido central em diregcdo ao colo. A partir destas fotos foram medidas as
células centrais do metaxilema. As células do metaxilema iniciam sua diferenciagcao
tardiamente e, s6 completam a maturagao ou total diferenciacdo depois do processo
de alongamento ter sido concluido e, por isso, sdo menos afetadas pelo

alongamento das células ao seu redor. De cada fotografia foram realizadas medidas
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de no maximo 10 células sempre com o aumento de 20 vezes (Programa Image Pro
Plus).

Tratamento dos dados e analise estatistica

O delineamento experimental dos bioensaios foi inteiramente casualizado,

com quatro repeticdes para cada tratamento. Os valores de porcentagem foram

transformados em arco seno (\/%) (Labouriau, 1983). Para todos os grupos de
valores obtidos (tratamentos) foi aplicado o teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov (Lillifors). Os dados foram submetidos a analise de variancia (um critério) e,
dependendo da distribuicdo, foi utilizado teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis) ou
paramétrico (Tukey) a 5% de probabilidade (Santana e Ranal, 2004). As analises

estatisticas foram realizadas no Programa BioEstat 5.0.
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Resultados e discussao

Bioensaio de germinacao

Pode-se observar que os extratos de folhas e caules ndo causaram
alteragbes na porcentagem de germinagao das sementes de gergelim em nenhuma
das concentragdes testadas. Entretanto, o extrato de raizes 7,5% causou redugao
significativa na porcentagem de germinacdo de sementes de gergelim. Nao houve
germinacao das sementes de gergelim na presenca do extrato de raizes 10%. Em
relagdo a velocidade de germinagcdo das sementes pode-se observar que, com
excecado do extrato de caule 5%, todos os demais extratos causaram atraso na

germinacao das sementes de gergelim (Figura 3).
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Figura 3 - Porcentagem e velocidade de germinagcédo de sementes de gergelim submetidas a agcéo de
extratos aquosos de folha 5% (F 5%) e 10% (F 10%), caule 5% (C 5%) e 10% (C 10%) e raiz 5% (R
5%), 7,5% (R 7,5%) e 10% (R 10%) de Aristolochia esperanzae. Médias seguidas pelas mesmas
letras maiusculas nao diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis para os dados de porcentagem de
germinacao, e minusculas pelo teste de Tukey para os dados de velocidade de germinacao.
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Alteracbes no padrao de germinacdo podem resultar de efeitos sobre a
permeabilidade de membranas, transcricdo e tradugdo de RNA, integridade dos
mensageiros secundarios, da respiracdo, conformagao de enzimas e de receptores,
ou uma acdo conjunta destas alteragdes (Rizvi e Rizvi, 1992; Ferreira e Aquila,
2000). Por exemplo, o composto MBOA (6-Methoxy-2-benzoxalinone) inibe a
germinagao de alface por impedir a indugcdo da sintese de a-amilase, que mobiliza
as reservas armazenadas e mantém a atividade respiratoria das sementes (Kato-
Noguchi e Macias, 2005). Baleroni et al. (2000) demonstraram que na presenga de
acidos p-cumarico e ferulico foi mais alto o conteudo total de lipideos nos cotilédones
de sementes de canola e, sugerem que esta alteracdo acontega por reducédo na
mobilizacdo de reservas durante a germinagcdo em presenca destes compostos
fendlicos.

Muitas vezes, o efeito alelopatico ndo é observado na porcentagem final de
germinacgao e sim, na velocidade de germinacao das sementes, o que pode fornecer
indicagbes importantes sobre o aleloquimico (Ferreira, 2004). Atrasos na germinagao
de sementes de qualquer espécie podem ter implicagbes biolégicas importantes,
pois se refletirdo no estabelecimento de sua plantula em condicbes naturais
(Escudero et al., 2000; Chaves et al., 2001) e em suas chances de competicdo por
recursos com especies vizinhas (Weiner et al., 1997).

Os extratos de Aristolochia esperanzae alteraram o processo germinativo das
sementes de gergelim, sugerindo que estas alteracbes possam também ocorrer em
ambiente natural. Dentre os extratos dos diferentes 6rgaos utilizados, os de raiz
foram os que mais inibiram a germinagdo e, esta inibicdo foi dependente das
concentragdes utilizadas, com supresséo total da germinagao na concentragao 10%
(Figura 3).

Bioensaio de crescimento

O crescimento da parte aérea foi estimulado quando as plantulas de gergelim
cresceram na presencga dos extratos de folhas e caules (5 e 10%), porém, quando os
extratos de raizes (5 e 7,5%) foram utilizados, os valores de parte aérea das
plantulas ndo diferiram estatisticamente do controle. Todas as plantulas
apresentaram-se deterioradas quando foram expostas ao extrato de raiz 10%
(Figura 4).
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Figura 4 — Comprimentos médios (+ desvio padrao) da parte aérea e raiz primaria (cm) de gergelim
crescidos sob influéncia de extratos aquosos de folha (5 e 10%), caule (5 e 10%) e raiz (5, 7,5 e 10%)
de Aristolochia esperanzae, e o controle em agua.(n = 16 plantulas). Médias seguidas pelas mesmas
letras mailusculas (parte aérea) e minusculas (raiz primaria) nao diferem entre si pelo teste Tukey.

Outros trabalhos identificaram também estimulo no crescimento das plantas
alvo em presenca de extratos, como por exemplo, com o uso de extratos de
Euphorbia serpens houve estimulo da parte aérea e radicular de Lactuca sativa
(Dana e Domingo, 2006), assim como, extratos de folha de Phytolacca americana
estimularam o crescimento da parte aérea e raiz de plantulas de Cassia mimosoides
(Kim et al., 2005).

Em relacdo ao comprimento das raizes primarias verifica-se que o extrato de
folha ndo produziu diferenga significativa em relagdo ao grupo controle. No entanto,
os extratos de caules e raizes causaram reducédo significativa no crescimento das
raizes primarias de gergelim. As raizes primarias estavam escurecidas e necrosadas
quando mantidas no extrato de raiz 7,5%. Assim, verifica-se que, em relagdo ao
crescimento inicial, as raizes primarias das plantulas de gergelim apresentaram
maior sensibilidade aos extratos de raiz de Aristolochia esperanzae do que a parte
aeérea (Figura 4).

Muitos outros trabalhos também evidenciaram que as raizes sao mais
sensiveis aos aleloquimicos quando comparadas com a parte aérea das plantas
(Hamdi et al., 2001; Dias e Moreira, 2002; Parvez et al., 2003; Punjani et al., 2006;
Abdelgaleil e Hashinaga, 2007; Ercoli et al., 2007). Extratos de alfafa (Medicago
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sativa) e cumarina aumentaram o didmetro das raizes de alfafa, que segundo os
autores foi devido a expansdo do cilindro vascular central e, as alteracbes nas
camadas de células do cortex (Chon et al., 2002).

Os monoterpenos canfora, eucaliptol, limoneno e a-pineno inibiram o
crescimento de raizes de milho e os autores demonstraram que esta inibigao
aconteceu por alteragdes no metabolismo mitocondrial, alterando assim, varios
outros processos fisiologicos e metabdlicos associados ao crescimento e do
desenvolvimento das plantas (Abrahim et al., 2000).

Plantulas de milho apresentaram reducao do indice mitdético em presenca do
extrato de Leucena leucocephala e, foi observado que a auséncia de divisdo celular
e 0 espessamento destas raizes foi devido ao aumento da atividade da enzima
peroxidase nestas plantulas (Pires et al., 2001). Outros trabalhos também
identificaram alteracbes nos indices mitéticos em presenca de substancias
alelopaticas (Dayan et al., 1999; Jacobi e Fleck, 2000; Pires et al., 2001; Iganci et al.,
2006) Concentracdes de 0,1 e 0,15mM de sorgoleone provocaram alteragdes na
formacdo da parede celular e deformacdo dos elementos de vaso, além de
descontinuidade na bainha amilifera (Hallak et al., 1999).

Assim sendo, semelhante ao obtido no bioensaio de germinagao, os extratos
de raiz de A. esperanzae foram os que proporcionaram maior efeito inibitério,
provocando alteragdes morfoldgicas e diminuigdo no crescimento e desenvolvimento
das raizes das plantulas de gergelim. Hao et al. (2007) n&o identificaram diferenca
no efeito inibitério de extratos de folhas, caule ou raiz de Citrullus lanatus no
crescimento de Lactuca sativa, mas constatou que exudados de raiz de Citrullus
lanatus inibiu o crescimento da prépria espécie e também de plantulas de Lactuca
sativa.

Exudados e residuos de raizes sdao comumente conhecidos como as duas
principais fontes de liberagdo de aleloquimicos no solo (Yu et al.,, 2000) e,
geralmente estes compostos ficam estocados nas células radiculares para serem
posteriormente liberados (Rice, 1984). Este pode ser o modo como provavelmente
os aleloquimicos de A. esperanzae sejam liberados no solo, confirmando a maior
atividade inibitéria (tanto na germinagcdo quanto no crescimento) com o uso dos

extratos de raizes.
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Bioensaio de recuperacao

Verificou-se que houve estimulo do crescimento da parte aérea das plantulas
quando estas permaneceram sete dias nos extratos de folha e caule a 5% de A.
esperanzae (com diferenca significativa entre as plantulas que permaneceram 2 dias
e 7 dias em presenga dos extratos) (Figura 5), enquanto que os extratos de raiz
causaram escurecimento em 100% das raizes de gergelim (Tabela 1). Em relagdo a
presenca e as caracteristicas de raizes secundarias pode-se observar que para as
plantulas que permaneceram sete dias nos extratos de A. esperanzae os valores de
PPRS foram significativamente diminuidos com o uso dos extratos de caule e raiz
nas concentragbes utilizadas. Os valores de NRS/RP foram significativamente
diferentes do controle com o uso dos extratos de folha a 10%, caule (5 e 10%) e raiz
(5, 7,5 e 10%) quando as plantulas permaneceram sete dias sob influéncia dos
extratos. Ainda, pode-se observar que o tamanho médio das raizes secundarias foi
reduzido significativamente nas plantulas que cresceram durante sete dias na
presencga dos extratos de folha (5 e 10%) e caule (10%) (Tabela 1).

A resposta de recuperacdo das plantulas, que foram retiradas da influéncia
dos extratos (apds a permanéncia de dois dias) aconteceu quando os valores de
comprimento de parte aérea e raiz foram comparados com aqueles obtidos das
plantulas que ficaram sete dias nos respectivos extratos, e ndo, em relagdo aos
grupos controles. Com a transferéncia das plantulas para a agua apoés a
permanéncia de dois dias nos extratos, registrou-se que com o uso do extrato de
caule 5% as plantulas recuperaram o tamanho de suas raizes primarias, em relagao
aquelas que permaneceram sete dias no mesmo extrato. Quando os extratos de raiz
7,5 e 10% foram utilizados também houve recuperagdo do crescimento, tanto da
parte aérea quanto da raiz primaria, em relacdo as plantulas que ficaram sete dias
nos mesmos extratos (Figura 5).

No entanto, para as plantulas que permaneceram dois dias nos extratos de
folha (10%), caule (10%) e raiz (5%) e depois foram transferidas para substrato
umedecido com agua, nao se observou diferengas significativas no crescimento da
parte aérea e/ou da raiz primaria, em relacdo aquelas que permaneceram durante
sete dias sob influéncia dos extratos, ou seja, ndo havendo resposta de recuperagéo

no crescimento das plantulas para os parametros avaliados (Figura 5).
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As plantulas que foram transferidas para a agua apds dois dias de
permanéncia nos extratos apresentaram resposta de recuperagao, considerando a
presenca, quantidade e tamanho das raizes secundarias em relagdo aquelas
plantulas que permaneceram sete dias nos extratos e, em alguns casos, também em

comparagao aos grupos controles (Tabela 1).
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Figura 5 - Comprimentos médios (+ desvio padrao) da parte aérea e raiz primaria de plantulas de
gergelim crescidas em duas condigbes: dois dias nos extratos + cinco dias em agua (barras
amarelas) e 7 dias nos extratos (barras verdes) de folha 5% (F 5) e 10% (F 10%), caule 5 (C 5%) e
10% (C 10%) e raiz 5 (R 5%), 7,5% (R 7,5%) e 10% (R 10%) de Aristolochia esperanzae, € o controle
em agua (Contr). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas (barras amarelas) e mindsculas
(barras verdes) nao diferem entre si pelo teste Tukey. (n = 16 plantulas). * indica diferenga entre as
médias quando comparadas as condigdes de crescimento (dois dias nos extratos + cinco dias em
agua - barras branca com 7 dias nos extratos - barras cinza) para o mesmo extrato (Teste de Tukey).

Nao houve desenvolvimento de raizes secundarias nas plantulas que
cresceram sete dias nos extratos de raiz em todas as concentragdes (5; 7,5 e 10%),
porém quando foram transferidas para agua depois de permanecerem dois dias
nestes mesmos extratos, houve desenvolvimento de raizes secundarias em 25, 87,5
e 81,25%, respectivamente, das plantulas analisadas. Este fato aconteceu mesmo
quando as raizes primarias estavam com tamanho reduzido e escurecidas (Tabela 1;
Figura 6). Aumento nos valores de NRS/RP e TMRS foram observados em plantulas

que permaneceram dois dias nos extratos de folha 10% e extratos de raiz (5; 7,5 e
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10%) e depois foram transferidas para o substrato umedecido com agua em relagéo

aquelas que permaneceram sete dias nos extratos (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito dos extratos de folhas, caules e raizes (5, 7,5 e 10%) de Aristolochia
esperanzae na porcentagem de plantulas com raizes primarias escurecidas; porcentagem de
plantulas com raizes secundarias (PPRS), nuimero médio de raizes secundarias em cada raiz
primaria (NRS/RP) e tamanho médio das raizes secundarias (TMRS) de gergelim quando
crescidas em duas condi¢des: dois dias nos extratos + mais cinco dias em &agua, e sete dias nos
extratos, além do controle. Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas (dois dias nos
extratos + cinco dias em agua) e minusculas (7 dias nos extratos) nao diferem entre si pelo teste
Tukey. * indica diferenga entre as médias quando comparados as condigdes de crescimento para
0 mesmo extrato (Teste de Tukey).

% de % de n° médio Tamanho
plantulas it de raizes médio das
- . plantulas o .
Condicbes de  Extratos com raizes com raizes secundarias raizes
crescimento primérias secundrias / raizes secundarias
escurecidas primarias (cm)
(PPRS) (NRS/RP) (TMRS)
Controle 0 93,75(x12) A 456 (+15) A 0,9% (x04) A
Folha 5% 0 87514 A 5819 A 0,70 (z04) AB
. Folha 10% 0 87514 A 537(*15 A* 04602 AB*
2dias eXTA0 o je 5% 0 %E0) B 15007 B 02501 C
5 dias 4gua Caule 10% 0 25 (£0) B 0750 B 0,22 (007 BC
Raiz 5% 437 25 (£0) B* 0@ B* 079007 AB*¥*
Raiz 7,5% 100 87514 A* 12505 B* 08l@0s AB*
Raiz 10% 100 81,25(x23) A * 1875(x04) B* 062(04) AB*
Controle 0 87514 a 60(+1,) a 093 (@04 a
Folha 5% 0 8125(x23) a 42529 ab 03802 ab
Folha 10% 0 68,25(+23) ab 28112 bc 02601 b
: Caule 5% 0 3750(17) bc 1,66+(04) cd 03001 ab
7dias eXTa0 e 100 0 62500 ¢ 025@0) d  0l4e0 b
Raiz 5% 100 0 - -
Raiz 7,5% 100 0 - -
Raiz 10% 100 0 - -

Para alguns autores, o conceito de reversdo baseia-se em amenizar parcial
ou totalmente os efeitos inibitorios fitotoxicos, fornecendo um substrato que elimine a
deficiéncia fisioldégica ocasionada pelo aleloquimico ou ainda que reaja diretamente
com ele, impedindo sua acgao. A reversao dos efeitos deletérios é alcangada quando
o inibidor/aleloquimico € aplicado na menor concentragao capaz de induzir a inibigao
(Dayan, 2000). Na menor concentragdo do extrato de raiz 5% houve diminuigdo da
porcentagem de plantulas com raizes escurecidas quando estas foram retiradas do
extrato e colocadas em agua. Porém, este fato ndo foi observado com o uso de

extratos em maiores concentragées (7,5 € 10%) (Tabela 1).
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Extrato de caule 5%:
Controle 7 dias no extrato (esquerda)
2 dias no extrato + 5 em agua (direita)

C

Extrato de raiz 7,5 %
7 dias no extrato (esquerda)
2 dias no extrato + 5 em agua (direita)

Extrato de raiz 10 %
2 dias no extrato + 5 em agua

Figura 6 — Plantulas de gergelim que permaneceram sob influéncia dos extratos durante dois dias e
depois foram transferidas para agua (2/5 dias) ou que permaneceram durante sete dias nos extratos
(7 dias). A — Controle (adgua); B - extrato de caule 5% (esquerda: sete dias no extrato / direita: dois
dias no extrato + cinco em agua (2/5 dias); C — extrato de raiz 7,5% (esquerda: sete dias no extrato /
direita: dois dias no extrato + cinco em agua (2/5 dias); D — extrato de raiz 10% (dois dias no extrato +
cinco em agua / apodrecida quando permaneceu sete dias no extrato).

Compostos fendlicos podem causar escurecimento em raizes por
sequestrarem oxigénio e, esta condigdo pode ser revertida quando as plantulas s&o
retiradas da presencga destes compostos, no entanto, este escurecimento das raizes
nao deve ser confundido com tecidos necrosados, pois, tecidos nesta condi¢gdo nao

conseguem reverter seu crescimento (Jerénimo, 2006), jA que o processo de
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necrose € caracterizado por morte celular (Taiz e Zeiger, 2004). Em outros estudos
visando observar a reversao de inibicdo de crescimento, foi registrado que pléantulas
de canola retomaram seu crescimento, apds serem retirados da influéncia do
aleloquimico 1,8-cineol (Koitabashi et al., 1997). Plantulas de gergelim também
recuperaram suas caracteristicas morfolégicas, quando retiradas da influéncia de
extratos de lobeira (Solanum lycocarpum), adquirindo caracteristicas semelhantes as
plantulas que cresceram em agua (controle) (Jerénimo, 2006).

Elementos no xilema

O tamanho médio das células do metaxilema das plantulas crescidas em
agua foi de 150,89 um (x54,11). As plantulas que cresceram na presenga dos
extratos de folha, caule e raiz de Aristolochia esperanzae, apresentaram valores
médios das células, estatisticamente menores que os do grupo controle (em torno de
50%) (Figuras 7 e 8). Estes dados foram também observados em preparados
contendo as células do metaxilema das plantulas crescidas em agua ou sob

influéncia dos extratos de raizes de A. esperanzae (Figura 8).
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Contr F5% F10% C5% C10% R3% R75%
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Figura 7 - Tamanho das células do metaxilema de raizes de plantulas de gergelim crescidas nos
extratos de folha 5% (F 5) e 10% (F 10%), caule 5 (C 5%) e 10% (C 10%) e raiz 5 (R 5%), 7,5% (R
7,5%) e 10% (R 10%) de Aristolochia esperanzae, e o controle em agua (Contr).
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Figura 8 - Fotomicrografia de células do metaxilema de raizes de plantulas de gergelim crescidas em
agua (A), e em presenca dos extratos folha 10% (B), caule 10% (C), raiz 7,5% (D) de Aristolochia
esperanzae.

A partir dos dados de porcentagem de células distribuidas em classes de
tamanhos observou-se que no grupo controle houve uma distribuicdo homogénea de
tamanho celular, com o maior valor encontrado (37,70%) para as células
pertencentes a tamanhos entre 101-150 ym. Ainda em relagdo ao grupo controle,
observa-se que nao foram encontradas células menores que 50 um, porém
registrou-se a presenga de células com tamanhos superiores a 151 pm
Diferentemente do grupo controle, as plantulas que cresceram sob influéncia dos
extratos de A. esperanzae apresentaram células distribuidas de forma mais
homogénea nas diferentes classes de tamanhos de celulares. Nas células
provenientes de plantulas crescidas na presenca dos extratos de folha e caule ha

predominancia na classe de tamanho entre 51-100 um.
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Nos extratos de raizes (5 e 7,5%) estes valores sdo comuns na porcentagem

de células da classe de 51-100 um com valores de 78,8 e 79,5%, respectivamente.

Nota-se que as células do metaxilema das raizes que cresceram sob influéncia dos

extratos de raiz ndo apresentam tamanho superior a 151 ym (Figura 9).
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Figura 9 - Distribuicdo de elementos xilematicos radiculares de plantulas de gergelim em classes de
tamanho (um) quando crescidos em agua (A — controle) e em diferentes extratos de folhas 5% (B) e
10% (C), caules 5% (D) e 10% (E) e raizes 5% (F) e 7,5% (G) de Aristolochia esperanzae.

Os extratos de Aristolochia esperanzae inibiram o crescimento das raizes de

gergelim e esta inibicdo aconteceu pela diminuicdo no alongamento das células
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radiculares do metaxilema das raizes. Isto indica a provavel interferéncia dos
aleloquimicos presentes nos extratos de Aristolochia esperanzae sobre as
concentragdes das diferentes categorias de horménios. Sabe-se que as auxinas tém
uma importante funcdo no crescimento e desenvolvimento das plantas (Muday,
2002), modulando diversos processos, como as respostas tropicas a luz e gravidade,
arquitetura geral de raizes e caules, desenvolvimento vascular, elongagéo celular,
entre outros (Cleland, 2004). Aléem disso, o nivel de auxina livre parece regular o
numero dos elementos de vasos, bem como suas dimensdes (Taiz e Zeiger, 2004).
Segundo Einhellig (1986) o mecanismo de agdo de varias substancias fendlicas
caracteriza-se por sua interagdo com o acido indolacético (AlA), podendo agir como
repressores da destruicdo do AlA ou estimulando a AlA-oxidase.

O transporte polar das auxinas € determinante para o desenvolvimento das
plantas (Kramer e Bennett, 2006). Tanto as proteinas PIN como certos
transportadores ABC tem fungdo no transporte polar das auxinas (Blakeslee et al.,
2005; Geisler e Murphy, 2006). Estes transportadores facilitam também o transporte
de AlA (dos apices dos primérdios foliares até os apices das raizes primarias), para
que este esteja disponivel para o desenvolvimento dos primérdios de raizes laterais,
ja que estas estdo reguladas por esse fitohormonio (Casimiro et al., 2001; 2003).
Varios mutantes deficientes em auxinas também apresentaram deficiéncias em
outros horménios, sugerindo comunicagao ou cross-talk entre as vias de respostas
dos fitorménios (Woodward e Bartel, 2005). Existem outros horménios que modulam
0s niveis e as respostas as auxinas (Morris et al., 2004).

As auxinas parecem controlar o crescimento da raiz modulando a resposta
celular para as giberelinas e, assim as giberelinas se opdem a agao das proteinas
DELLA que sao repressoras do crescimento, portanto as auxinas sdo necessarias
para a resposta de crescimento mediado por giberelinas (Fu e Harberd, 2003;
Hardtke, 2003; Dolan e Davies, 2004).

As citocininas e as auxinas sao importantes na regulagdo e no
desenvolvimento radicular, na diferenciacéo vascular e no gravitropismo das plantas
e, alguns trabalhos sugerem ainda que estes dois hormdnios, em conjunto com o
etileno regulam também a iniciagado das raizes laterais (Aloni et al., 2006; Kyozuka,
2007). As citocininas tém seus sitios principais de sintese no apice radicular (Peres e
Kerbauy, 2004) e, qualquer desarranjo provocado pelos aleloquimicos deve ter

influéncia sobre a producao e transporte deste fitormdénio. Ademais € conhecido o
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efeito sinergistico entre citocininas e etileno, alterando o comportamento de
desenvolvimento e como o balango entre citocininas e auxinas é o principal regente
da harmonia entre a parte aérea e raizes, qualquer alteracdo de distribuicdo ou
producao afeta o crescimento (Peres e Kerbauy, 2004). Além disso, o efeito do
etileno no crescimento de raizes é fortemente mediado pela regulacdo da
biossintese da auxina, e este estimula a biossintese de auxina e seu transporte
basipeto para a zona de elongacéo, resultando na inibicdo do alongamento celular
(Ruzicka et al., 2007).

Aliotta et al. (2004) demonstraram que a expansao de células radiculares foi
reduzida em presenca de diferentes concentragdes de residuos de Olea europea e
esta reducdo resultou no engrossamento da ponta da raiz em comparagdo ao
controle. Segundo Al-Wakeel et al. (2007) a inibicdo da elongacao celular pode estar
relacionada com a acgao direta dos aleloquimicos por interferirem também no
processo de divisao celular alterando o equilibrio entre os diferentes horménios.

As plantulas de gergelim que cresceram sob influéncia dos extratos, em geral
apresentaram inibicdo no crescimento das raizes primarias e diminuicdo em 50% do
tamanho das células do xilema radicular.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que os
diferentes extratos de A. esperanzae causaram alteragdes na germinagdo e o
crescimento das plantulas de gergelim. Dentre os extratos dos diferentes 6rgaos
utilizados, os de raiz foram os que mais inibiram a germinagcéo e o crescimento de
gergelim e, esta inibicdo foi dependente da concentracdo utilizada, provocando
alteracbes morfoldgicas e diminuigdo no crescimento e desenvolvimento das
plantulas, com supresséo total da germinagcdo e do crescimento na concentragao
10%. A exudagao radicular pode ser o modo como os aleloquimicos de A.
esperanzae sejam liberados no solo, confirmando a maior atividade inibitéria com o
uso dos extratos de raizes.

As pléantulas de gergelim ndo recuperam seu crescimento em relagdo aos
valores de parte aérea e raiz, quando colocadas em agua e quando estes valores
foram comparados aos obtidos para os comprimentos dos grupos controles. Além
disso, com o uso dos extratos houve alteracdo no numero e tamanho das raizes
laterais. A inibigdo causada pelos extratos de A. esperanzae pdde ser observada em
nivel celular, demonstrando diminuicdo em 50% do tamanho das células do xilema

radicular, comprovando a inibicdo da elongacado das células radiculares. Sendo
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assim, ndo € possivel determinar qual é a principal ou qual a acao direta dos
aleloquimicos presentes nos extratos de Aristolochia esperanzae, mas € provavel
que estejam relacionados ao metabolismo de biossintese, concentracdo e/ou

sensibilidade dos diversos fitohormonios.
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Conclusoes

Diante da metodologia aplicada e dos resultados obtidos utilizando os extratos
de folhas, caule e raizes de Aristolochia esperanzae sob a germinagdo e
crescimento de gergelim, pode-se observar que:

- Os extratos de raiz de A. esperanzae foram o0s que proporcionaram maior
efeito inibitério, provocando alteragdes morfologicas e diminuigdo no crescimento e
desenvolvimento das plantulas de gergelim.

- Dentre os extratos dos diferentes 6rgaos utilizados, os de raiz foram os que
mais inibiram a germinacao.

- A inibicdo obtida nas sementes de gergelim com o uso dos extratos foi
dependente da concentracao utilizada.

- Os extratos inibiram o crescimento das raizes de gergelim e esta inibicao
aconteceu pela diminuigdo na elongacao das células radiculares do metaxilema das

raizes da espécie-alvo.
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Capitulo llI

“COMPOSTOS BIOATIVOS DE RAIZES DE ARISTOLOCHIA ESPERANZAE O. KUNTZE”

Resumo: (Compostos bioativos de raizes de Aristolochia esperanzae O. Kuntze). O objetivo deste
trabalho foi o isolamento e a caracterizacdo de metabdlitos presente nas raizes de Aristolochia
esperanzae que podem estar envolvidos em sua atividade alelopatica. Dois tipos de extragao foram
realizadas para fracionar os extratos presente nas raizes desta espécie. As primeiras fragdes obtidas
foram submetidas a bioensaios de alongamento de coledptilos de trigo e germinagao de quatro tipos
de sementes (agrido, tomate, alface e cebola). Apés o resultado dos bioensaios, a fragao
diclorometano (extragdo liquido-liquido) foi a que mais inibiu os processos avaliados. Por sua
similaridade em termos de polaridade com a fragao diclorometano proveniente da extragao direta com
solvente, esta ultima foi submetida a uma seqiiéncia de fracionamentos em coluna, HPLC e RMN.
Foram encontrados como compostos majoritarios das raizes de Aristolochia esperanzae trés lignanas
(sendo uma delas a fargesina) e estas substincias podem ser as responsaveis pela atividade

alelopatica desta planta encontrada nos bioensaios.

Palavras-chave: inibicdo de germinagéo; exudagéao radicular, lignana, fargesina

Abstract: (Bioactive compounds from Aristolochia esperanzae O. Kuntze roots). The purpose of this
work was the isolation and characterization of metabolites present in Aristolochia esperanzae roots
that can be involved in the activity allelopathic. Two types of extraction have been made to fractionate
the extracts presented in the roots of this species. The first fractions obtained were submitted to the
wheat coleoptiles elongation bioassays and germination test to four types of seeds (watercress,
tomatoes, lettuce and onion). After the result of bioassays, the fraction dichloromethane (liquid-liquid
extraction) is the fraction that more inhibited the processes evaluated. Due its similarity related to the
polarity with dichloromethane fraction from the direct solvent extraction, this latter was submitted to a
subdivision sequence in column, HPLC e RMN. It was found three lignans, one of which was the
fargesina, these are the majority compounds founded in the Aristolochia esperanzae roots, and may

be the main substance related to the allelopathic activity of this plant founded in bioassay.

Key words: seed inhibition; root exudation; lignans; fargesin.
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Introducéo

A alelopatia é definida como uma influéncia benéfica ou prejudicial, exercida
por substancias liberadas no ambiente pelas plantas, que podem alterar o
crescimento e o desenvolvimento de plantas vizinhas ou de microrganismos. Os
aleloquimicos estdo presentes em todos os 6rgaos das plantas, incluindo folhas,
flores, frutos, raizes, rizomas, caule, e sementes (Miller, 1983; Putnan e Tang, 1986).
Tais estruturas tém potencial para armazenar estes compostos, porém a quantidade
e a via como sao emitidos diferem de espécie para espécie (Friedman, 1995). O
isolamento, a caracterizagao estrutural e a avaliagdo das substancias com atividades
alelopaticas sdo imprescindiveis para entender as interagcdes ecoldgicas das plantas
(Galindo et al., 1999; Macias et al., 1999; 2007).

Os aleloquimicos podem ser liberados no ambiente por meio de processos
ecoldgicos como a volatilizagao, a lixiviagdo, exudagao radicular e a decomposigao
de residuos de plantas no solo (Rice, 1984; Reigosa, 1999).

A exudacao radicular € o processo de liberacdo dos aleloquimicos que implica
na atividade do tecido vivo da planta doadora com a planta receptora
comprometendo diretamente suas fungdes vitais (Bertin et al., 2003). Este processo
tem sido pouco estudado, mas é muito importante uma vez que pode ter efeito direto
com as raizes de outras plantas ou simplesmente ficar acumulada no solo (Tang e
Young, 1982; Yokotani-Tomita, 1998; Reigosa et al., 1999). No entanto, a presenga
de substancias no solo pode estar associada ao efeito de microrganismos, onde
estes modificariam a toxicidade dos compostos. (Inderjit e Dakshini, 1992; Souto et
al., 2000; Inderjit, 2001; 2005).

Diversas espécies como Hermarthria altissima (Tang e Young, 1982),
Himatanthus phagedaenicus (Paranhos et al., 1999) e Gleichenia pectinata (Peres et
al., 1998) Triticum aestivum (Wu et al., 2000) possuem atividade alelopatica em suas
raizes. Em relagcdo as espécies do cerrado, Casearia sylvestris (Imatomi, 2007) e
Andira humilis (Periotto et al., 2004) demonstraram atividade alelopatica de extratos
aquosos de suas raizes.

Nos cerrados cerca de cinquenta por cento da vegetacdo herbacea e

subarbustiva apresenta 6rgédo subterraneo espessado, o que sugere a importancia
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ecoldgica dessas estruturas (Appezzato-da-Gléria, 2003), sendo assim, 0 processo
de exudacao radicular pode ser um fator determinante no estabelecimento de certas
espécies neste ambiente. Os estudos sobre alelopatia tém sido fundamentais para o
entendimento dos processos pelos quais as plantas influenciam outras plantas ao
seu redor por meio de liberacado de substancias do metabolismo secundario (Romero
et al., 2005).

Aristolochia esperanzae O. Kuntze é uma espécie pertencente a familia
Aristolochiaceae, conhecida popularmente por papo-de-peru, cachimbo-de turco, mil-
homens e jarrinha (Ferri, 1969), e entre as aristolochias é considerada a mais
freqUente nos cerrados do Estado de Sao Paulo (Capellari Jr, 1991).

As raizes da Aristolochia esperanzae possuem um revestimento corticoso
como um 6rgédo tuberiforme semelhante a xilopédio (Capellari Jr, 1991). Extratos
aquosos de suas raizes demonstraram ter inibicdo sobre a germinacdo e
crescimento de sementes de alface e rabanete, causando anormalidade e morte das

pléntulas das espécies testadas (Gatti et al., 2004).

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi de isolar e caracterizar os metabdlitos presentes

nas raizes de Aristolochia esperanzae, envolvidos na atividade alelopatica.
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Materiais e método

Material vegetal

Raizes de Aristolochia esperanzae O. Kuntze (Aristolochiaceaea) foram
coletadas no dia 19 de novembro de 2007, em areas pertencentes a Universidade
Federal de Sao Carlos campus de Sido Carlos. Apds a coleta, as raizes foram
lavadas, secas (45°C durante dez dias) moidas e pesadas. Este procedimento foi
realizado no “Laboratério de Ecofisiologia e Germinagdo de Sementes” do
Departamento de Botanica.

Os experimentos de analise quimica e de bioensaios foram realizados no
“Laboratério de Quimica Organica” e no “Laboratdrio de Alelopatia” do Departamento
de Quimica Organica da Universidade de Cadiz (UCA, Espanha). O material
biolégico foi transportado com autorizagdo do IBAMA (Licenga Cites n°
07BR001352/DF).

Extracdo dos metabdlitos das raizes

Para a identificacdo das substancias, com atividade alelopatica, presentes
nas raizes de Aristolochia esperanzae foram realizadas dois tipos de extracdo. Uma
que consistiu na obtencdo dos extratos a partir do pé das raizes utilizando-se
diretamente solventes com polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de
etila, acetona e metanol) e outra onde primeiramente foi preparado um extrato
aquoso do p6 das raizes, no qual foi realizada a extragao (liquido-liquido) com
diclorometano e acetato de etila. Apds a passagem dos solventes restou a fragéo
aquosa, a qual também foi testada nos bioensaios. O esquema na figura 1 simplifica

e resume a metodologia utilizada para a extragao.
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Pé das raizes de A.esperanzae
(secas e moidas)

Extracao direta (D) Extracéo Liquido-Liguido (L)
— | Fr. Diclorometano |
e | Fr. Hexano |

Fr. Acetatode etila |

— | Fr. Diclorometano I_ |

— | Fr. Aquosa |

> | Fr. Acetato de etila |

f——b | Fr. Acetona |

b | Fr. Metanol |

Fracionamento cromatografico
Colunade silica
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y
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Figura 1 — Fluxograma com as extragdes e fracionamentos realizados com o p6 das raizes de A.
esperanzae.

Extracao direta (D)

Na extragdo direta foram utilizados 200g de p6 da raiz de A. esperanzae,
colocados em um becker onde foram adicionados 600 mL de hexano e mantido em
ultra-som durante uma hora. Em seguida, este extrato foi filtrado em funil de Buchner

acoplado a uma bomba a vacuo e depois evaporado.
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Apos a extragdo com o solvente hexano, as raizes passaram pelo mesmo
processo com solventes de maior polaridade: diclorometano, acetato de etila,
acetona e metanol.

Assim, as fragbes obtidas apdés a filtragem foram: fracdo hexano,

diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol.

Extracdo Liquido-liquido (L)

Para extragao liquido-liquido foi preparado extrato aquoso com 200 g de
raizes diluidos em 600 mL de agua destilada. Para melhor rendimento da extragao
este extrato foi mantido em ultra-som durante 1 hora. Em seguida, foi filtrado e
concentrado em rotavapor até obter aproximadamente 300 mL de extrato.

Para esta extracdo foram utilizados 200 mL do desse concentrado de raizes
de A. esperanzae, que foram lavados com os solventes diclorometano e acetato de
etila, utilizando-se um funil de separagdo. Durante a passagem de cada solvente
nesse concentrado, agitou-se levemente o funil para uma melhor extracdo. Neste
funil foram passados 200 mL de cada solvente e esse processo foi repetido por oito
vezes. Em seguida, a mistura foi deixada decantar até a separacéo de duas fases: a
do solvente e a do extrato aquoso. Desta maneira, as fases foram obtidas de cada
solvente (diclorometano e acetato de etila) e posteriormente reunidas e secas. Além
das fracbes de diclorometano e acetato de etila, obteve-se também no final do
processo a fase aquosa do extrato de A. esperanzae.

Com as fragdes obtidas da extragao direta (D) e da extragao liquido-liquido (L)
foram realizados dois tipos de testes bioldgicos para determinar quais fragdes teriam

potencial alelopatico: bioensaios com coledptilo e com sementes.

Bioensaio com coledptilo

Para este bioensaio foram utilizadas pléantulas obtidas de sementes de trigo
(Titicum aestivum var. Pizon) germinadas em placas de petri de 15 cm de diédmetro,
com papel de filtro umedecido as quais foram mantidas em estufa a 24° C (1) na

auséncia de luz, durante trés dias.
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ApoOs o crescimento, as plantulas foram selecionadas e colocadas numa
guilhotina de Van der Weij, onde foram descartados 2 mm apicais da parte aérea. Do
restante foram cortados segmentos de coledptilos de 4 mm de comprimento e
separados para o bioensaio. Estes segmentos foram mantidos em meio nutritivo por
uma hora antes de serem utilizados no bioensaio. Todo este procedimento foi
realizado sobre luz verde de seguranca.

O crescimento dos coledptilos foi realizado em tubos de ensaio contendo
solugdo tampao (pH 5,6) fosfato de potassio (10g de sacarose, 0,525 g de acido
citrico e 15 g de fosfato dibasico dissolvidos em meio litro de agua destilada,) a qual
foram adicionadas as fragdes dissolvidas em Dimetil sulfoxide (DMSO). As fragdes
dissolvidas em DMSO foram diluidas para que nas diferentes concentracdes finais a
quantidade de DMSO presente fosse igual, e que ndo ultrapassasse 0.1%. De cada
uma das fragdes testadas foi utilizado 10 mg das fragcdes e com elas foram feitas
diluicbes obtendo-se as concentragdes utilizadas nos bioensaios: 800, 400 e 200
ppm. Estas solugdes foram colocadas em tubos de ensaios com 2 mL de cada
solugéo e posteriormente foram adicionados cinco coledptilos de trigo. Estes tubos
foram colocados em uma centrifuga com rotagéo de 6 rpm durante 24 horas a 25°C
no escuro.

Além dos tubos contendo as fragdes e suas concentragdes foram feitos dois
controles, um com agua mais DMSO e outro somente com solugao tampé&o. De cada
uma das fragbes (nas diferentes concentragcbes) e dos controles foram feitas trés
repeticdes contendo cinco coledptilos cada. Apds 24 horas de crescimento, os
coleoptilos foram retirados dos tubos de ensaio e medidos com auxilio do programa

de digitalizacdo de imagens Photomed.

Bioensaio com sementes

Neste bioensaio com sementes foram utilizados 26 mg de cada uma das
fragcdes obtidas e descritas anteriormente. A esta quantidade foi adicionado DMSO
para melhor solubilizacdo das fragdes, e depois adicionado agua destilada para
obter as concentragdes de 800, 400 e 200 ppm. Para a germinagdo das sementes,
foram utilizadas solugdes de um herbicida comercial nas mesmas concentragdes
adotadas para as fragbes. Foi empregado o herbicida Logran (composto

essencialmente por 59% de terbutrina e 0,6% de triasulfurona).
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Apos as diluicdes, 1 mL de cada fragao (ou agua ou logran) foi colocado em
placas de petri plasticas (5 cm de didametro) forradas com papel de filtro, onde foram
adicionadas 20 sementes de agrido, tomate, alface ou cebola. Estas placas foram
tampadas com filme plastico e mantidas em temperatura de 25°C durante quatro,
cinco, seis e sete dias, respectivamente, para as sementes de agrido, tomate, alface
ou cebola.

Decorrido o tempo especifico para a germinagdo de cada uma das espécies-
alvo, elas foram retiradas da estufa e congeladas a 10°C para interromper o
crescimento das plantulas até a realizacdo das medidas. As medidas de
porcentagem de germinacao das sementes e comprimento da raiz e parte aérea das

plantulas foram realizadas (programa Fitomed 2.0).

Tratamento dos dados e andlise estatistica

Os dados de crescimento dos coledptilos, porcentagem de germinagao das
sementes, crescimento da parte aérea e das raizes das plantulas foram calculados
em porcentagens do controle, onde zero indica 0 mesmo valor do controle, valores
positivos indicam estimulo, e valores negativos inibigdo. Diferengas significativas em
relacdo ao controle foram aferidas utilizando o teste de Tukey com 5% de

significancia.

Fracionamento

A fracao diclorometano (obtida a partir da extragao direta) foi submetida ao
fracionamento cromatografico em coluna de silica, onde foram utilizados como fases
moveis uma série de eluentes em ordem crescente de polaridade: hexano + acetato
20, 30, 40 e 60%, acetato de etila 100%, acetato de etila + acetona 20, 30, 40 e 50%
e por ultimo metanol.

As 311 fragbes obtidas com o fracionamento cromatografico foram reunidas
posteriormente em 14 novas fragdes (Figura 1) de acordo com observagdo em
cromatografia de camada delgada analitica (CCDA). Cada cromatoplaca (marca
Alugram Sil G/UVas4 - Macher y Angel) foi observada sob luz ultravioleta (UV) nos

comprimentos de onda de 254 e 365 nm e revelada com Oleum (solugdo de 10 mL
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de acido sulfurico e 200 mL de acido acético dissolvidos em 40 mL de agua) ou em
anisaldeido (solugdo de etanol, anisaldeido, acido sulfurico, acido acético, na
proporgao 450:25:25:10) e posteriormente aquecidos a 150°C.

Das 14 fragdes obtidas (Figura 1), sete delas (10-17; 18-25; 26-32; 33-41; 42-
67; 68-74 e 75-100) foram preparadas e submetidas a fracionamentos posteriores
em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou HPLC (High-performance
liquid chromatography) em colunas semi-preparativas e analiticas dependendo da
massa de cada fracao.

As colunas utilizadas neste trabalho foram denominadas de semi-preparativas
(preenchimento Li Chrospher SiO,, Merck, 7 e 10 pym, dimensdes 250 x 10 mm) e
analiticas (preenchimento Li Chrospher SiO,, Merck, 7 , 5 ym, dimensdes 250 x 4
mm). O fluxo do eluente foi de 3 mL/min para coluna semi-preparativa e 1 mL/min
para a analitica. O HPLC utilizado foi da marca MERCK HITACHI equipado com
canais de deteccado L-7490. Os solventes foram impulsionados por bombas de 3
canais LaChrom L-7100. Os cromatogramas se processaram mediante o software
MERCK HITACHI D-7000.

Posteriormente as amostras obtidas foram submetidas a ressonéncia
magnética nuclear (RMN). Os espectros de RMN foram registrados no equipamento
VARIAN INOVA 400 e utilizados solventes deuterados conforme a solubilidade da

amostra.
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Resultados e discussao

Extracdo dos metabdlitos das raizes

A massa total das fragdes obtidas a partir de 200 g de pd de raizes com a
extragao direta com solvente (D) e extracao liquido-liquido (L) esta apresentada nas

tabelas 1 e 2 respectivamente.

Tabela 1 — Massa total das fragdes obtidas na extragao direta.

Fracdes Massa total (g)
Hexano 9.37
Diclorometano 4.24
Acetato de etila 1.84
Acetona 0.51
Metanol 5.17

Tabela 2 — Massa total das fracdes obtidas na extracao liquido-liquido.

Fracbes Massa total (g)
Diclorometano (Lig-Liq) 0.3448
Acetato de etila (Lig-Liq) 0.4264

As fragdes que apresentaram maior massa na extracdo direta foram as
hexano (9,37 g), metanol (4,24 g) e diclorometano (4,24 g) (Tabela 1). As massas
obtidas na extragao liquido-liquido com os solventes diclorometano e acetato de etila

foram bem menores, contendo apenas 0,34 g e 0,42 g respectivamente (Tabela 2).

Bioensaio com coledptilo

Em relagdo ao coledptilo pode-se notar que as fragdes hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, provenientes da extracdo direta, inibiram
significativamente seu crescimento nas trés concentragdes testadas. Este fato

também foi obtido com as fragbes diclorometano e acetato de etila provenientes da
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extragao liquido-liquido. As fragcdes acetona (extracdo direta) e aquosa (extracao
liquido-liquido) causaram inibigdo do crescimento dos coleoptilos somente em
concentragbes mais elevadas (800 ppm). Além disso, a fragdo aquosa (extragéo
liquido-liquido) estimulou o crescimento dos coledptilos na concentracdo mais baixa
(Figura 2).

120
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Figura 2 - Porcentagem de inibicdo do crescimento do coledptilo crescidos durante 24 horas a 25°C
no escuro. Fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila (Ac.Et(D)), Acetona
(Acet(D)) e Metanol (Met(D)) da extragdo direta, e as fragdes da extragdo liquido-liquido:
Diclorometano (Dcl (L)), Acetato de etila (Ac. Et (L)) e aquoso (Aquo(L)).* indica diferengas
significativas em relagédo ao controle. * indica diferenga significativa em relagéo ao controle — teste de
Tukey 5% de probabilidade).

O extrato aquoso na menor concentracdo causou estimulo (200 ppm)
enquanto que a 400 e 800 ppm deste mesmo extrato menor aumento no
comprimento dos coleoptilos, caracterizando uma inibigdo (Figura 2). A maior parte
dos compostos organicos alelopaticos que sao inibitérios em alguma concentragao,
podem ser estimulantes em menores concentragdes (Rice, 1984).

A fragdo que promoveu maior inibicdo nos coleoptilos foi a diclorometano

proveniente da extragao liquido-liquido, alcangando mais de 80% de inibicado na

I
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comparada com o crescimento dos coledptilos crescidos em solugdo tampao
(controle com DMSO) (Figuras 2 e 3). Macias et. al (2004) identificaram que fragbes
e substancias isoladas de Helianthus annuus também provocaram inibicdo no

comprimento de coledptilos de trigo.

Controle (DMSO)

Frac&o Diclorometano - 400 ppm (L) Fracdo Diclorometano - 200 ppm (L)

Figura 3 — Inibicdo dos coledptilos com o uso da fragdo diclorometano (extragao liquido-liquido - L)
em comparagéo ao controle (com DMSO).

Bioensaio com sementes

Porcentagem de germinacao das sementes

Em relagdo aos bioensaios com sementes, pode-se verificar que a fracéo
diclorometano proveniente da extragao liquido-liquido causou maior inibicdo na
porcentagem de germinagao de sementes de agrido em relagdo ao grupo controle.
Esta inibigdo alcangou 87% quando em maior concentragao (800 ppm), e 34% a 200
ppm, desde maneira foi dependente da concentragao utilizada. Pode-se notar ainda
que esta inibicdo nao foi alcangada com o uso do herbicida Logran (Figura 4).

As fragdes provenientes da extracado direta (D) e a fragdo aquosa (L) em
todas as concentragdes testadas ndo alteraram significativamente a porcentagem de
germinagao de agrido. A fragdo acetato de etila (L) causou inibicdo apenas na maior

concentragéo (Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de germinacéo de sementes de agrido sob influéncia das fragées do extrato
de raizes de Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de
etila (Ac.Et(D)), Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extragao direta, e as fragdes
Diclorometano (Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragdo liquido-liquido.
Herbicida Logran (Logr). * indica diferengas significativas em relagdo ao controle.

Em relacdo as sementes de tomate pode-se verificar que as fragoes
diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol (D) e também diclorometano,
acetato de etila e aquosa (L) causaram inibicdo na porcentagem de germinacao das
sementes de tomate em pelo menos duas das concentracbes testadas
(principalmente nas mais altas). As fracbes acetona (D) e diclorometano (L)
causaram inibicdo nas trés concentragcbes testadas, sendo que esta Uultima

ultrapassou 80% de inibigdo na concentragao de 800 ppm (Figura 5).

102
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Figura 5 - Porcentagem de germinagdo de sementes tomate sob influéncia das fragdes do extrato de
raizes de Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila
(Ac.Et(D)), Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extracdo direta, e as fracdes
Diclorometano (Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragéo liquido-liquido.
Herbicida Logran (Logr). * indica diferengas significativas em relagéo ao controle.

A porcentagem de germinagdao de sementes de alface foi somente inibida
quando utilizadas as fra¢des diclorometano (nas concentragdes de 800 e 400 ppm) e
acetato de etila (a 800 ppm) ambas provenientes da extragdo liquido-liquido.
Enquanto que a atividade do herbicida Logran se mostrou ativa nas trés

concentracoes testadas (Figura 6).
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Figura 6 - Porcentagem de germinagéo de sementes alface sob influéncia das fragdes do extrato de
raizes de Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila
(Ac.Et(D)), Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extracdo direta, e as fragbes
Diclorometano (Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragao liquido-liquido.
Herbicida Logran (Logr). * indica diferengas significativas em relagéo ao controle.
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Em relacdo as sementes de cebola apenas a fragdo hexano a 200 ppm,
proveniente da extragdo direta, diminuiu a porcentagem de germinacdo destas
sementes. Para as demais fracbes e concentracbes nao houve diferenca

significativas em relagdo ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7 - Porcentagem de germinagédo de sementes cebola sob influéncia das fragdes do extrato de
raizes de Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila
(Ac.Et(D)), Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extragdo direta, e as fra¢des
Diclorometano (Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragdo liquido-liquido.
Herbicida Logran (Logr). * indica diferengas significativas em relagdo ao controle.

Em relagdo as fragdes utilizadas neste bioensaio, aquela que mais inibiu a
porcentagem de germinacédo das sementes foi a dicloromentano (L). Nas sementes
de agridao, tomate e alface esta inibicdo foi dose-dependente da concentragao.
Resultados indicando a dependéncia dos extratos com diferentes concentracdes
também foram obtidos por Pind-Rodrigues e Lopes (2001) quando sementes de
Tabebuia alba foram germinadas na presenca de extratos de Mimosa
caesalpiniefolia.

Diante dos resultados obtidos para o bioensaio de germinabilidade das
sementes testadas, pode-se perceber que estas responderam de maneira
diferenciada com o uso das fragdes de extratos de A. esperanzae. As sementes de
tomate se mostraram mais sensiveis, apresentando inibicdo da germinabilidade com
0 uso de todas as fragdes, com excegao apenas para a extragdo com hexano. A

porcentagem de germinagao das sementes de alface e agrido foi inibida somente
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com o uso das fragdes diclorometano e acetato de etila (L). No entanto, as sementes
de cebola foram mais resistentes, com inibigdo somente com o uso da fragdo hexano
(D) a 200 ppm.

A germinagao de sementes € o parametro mais utilizado nos bioensaios de
alelopatia (Ferreira e Aquila 2000) principalmente com o uso de sementes que
possuem germinabilidade padronizada. Pelo fato de aleloquimicos serem capazes
de inibir a germinacdo de sementes em laboratério, pode-se inferir que estas
substancias poderéo inibir outras espécies em condi¢des naturais.

Respostas distintas obtidas por diferentes espécies receptoras podem garantir
que somente certas espécies (mais resistentes aos aleloquimicos) consigam se
estabelecer em condigdes naturais, influenciando a dindmica das populagdes. A
inibicdo da germinagédo das sementes por compostos quimicos pode ter uma grande
funcdo na regulagcdo da sucessdo das plantas (Fenner, 2000). Além disso, o
processo de coevolugcdo das espécies pode ter uma relagdo com os compostos
metabolicos pela habilidade de algumas plantas conseguirem se desintoxicar ou
metaboliza-los (Seigler, 1996). Em condi¢gdes naturais, devem ser considerados
também todos os outros fatores que podem atuar juntamente com a alelopatia.

Peres et al. (1998a, b) também sugerem que a liberagao de aleloquimicos por
uma espeécie doadora pode alterar as estratégias de germinagdo de uma espécie
receptora, uma vez que este aleloquimico pode quebrar a dorméncia das sementes

que permaneceriam no banco de sementes do solo para germinagao posterior.

Comprimento da parte aérea e da raiz das plantulas

Em relagdo ao crescimento das plantulas de agrido, pode-se verificar que a
parte aérea das plantulas foi inibida pelas fracbes hexano, diclorometano, acetato de
etila (D) e a fragdo acetato de etila (L) predominantemente nas concentragées mais
elevadas. Enquanto que a fragao diclorometano (L) causou inibicdo em todas as
concentracdes avaliadas e foi maior que a inibicdo produzida com o uso do herbicida
com atividade ja identificada (Logran) (Figura 8).

As raizes das plantulas de agrido foram inibidas e pode-se verificar que a
fracdo diclorometano causou inibicdo dependente da concentracdo utilizada,

alcancando 90% de inibigdo na concentracdo mais alta em relacdo ao controle. A
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fracao acetato de etila também causou inibigcdo (préxima de 20%) com o uso da

concentragdo mais elevada (Figura 8).
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Figura 8 - Porcentagem de inibicdo ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das
plantulas de agrido crescidas durante quatro dias sob influéncia das fragdes do extrato de raizes de
Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila (Ac.Et(D)),
Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extragédo direta, e as fragdes Diclorometano
(Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragéo liquido-liquido. Herbicida Logran
(Logr). * indica diferengas significativas em relagao ao controle.
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Com excegdao da fracdo hexano (a 800 ppm) e aquosa (nas trés
concentragdes), todas as fragbes e concentragdes avaliadas, causaram inibicao no
crescimento da parte aérea das plantulas de tomate (Figura 9). Em relacdo ao
crescimento das raizes, este fato nao diferiu muito, pois somente a fragado aquosa a
800 ppm (que estimulou o crescimento das raizes) e a 200 ppm, ndo causaram

inibicdo no crescimento das raizes de tomate (Figura 9).
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Figura 9 - Porcentagem de inibicdo ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das
plantulas de tomate crescidas durante cinco dias sob influéncia das fragdes do extrato de raizes de
Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila (Ac.Et(D)),
Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extragédo direta, e as fragdes Diclorometano
(Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragéo liquido-liquido. Herbicida Logran
(Logr). * indica diferengas significativas em relagao ao controle.
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O crescimento das plantulas de alface apresentou uma resposta diferenciada
em relagcdo aos parametros analisados. Enquanto o crescimento da parte aérea foi
inibido, o comprimento das raizes, em alguns casos, foi estimulado dependendo da
fracdo e concentragao utilizadas (Figura 10).

As fragdes que causaram inibicdo no crescimento da parte aérea das
plantulas de alface foram a diclorometano (nas trés concentragdes) e acetato de etila
(a 800 e 400 ppm) ambas provenientes da extracdo liquido-liquido. No entanto, as
fragbes hexano, diclorometano (a 800, 400 e 200 ppm) e acetato de etila (a 400 e
200 ppm) provenientes da extragao direta causaram estimulo no crescimento das
raizes. A fracdo aquosa (a 800 ppm) proveniente da extracao liquido-liquido também
causou estimulo no crescimento (Figura 10).

No entanto, as fragdes acetato de etila (extragcdo direta) e diclorometano
(extracao liquido-liquido) nas trés concentragdes testadas causaram inibicdo no
crescimento das raizes de alface. Este fato também foi observado com a fracao

acetato de etila (a 800 ppm) proveniente da extragao liquido-liquido (Figura 10).
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Figura 10 - Porcentagem de inibigdo ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das
plantulas de alface crescidas durante seis dias sob influéncia das fracées do extrato de raizes de
Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila (Ac.Et(D)),
Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extragédo direta, e as fragdes Diclorometano
(Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragéo liquido-liquido. Herbicida Logran
(Logr). * indica diferengas significativas em relagéo ao controle.

Na figura 11 € apresentada a porcentagem de crescimento de plantulas de
cebola. Pode-se verificar que as fragées hexano, dicloromenano e metanol (extragéo
direta) e acetato de etila (extracéo liquido-liquido) inibiram o crescimento da parte
aérea nas concentragdes de 400 e 800 ppm. Este fato também foi observado com o
uso das fragbes acetato de etila e acetona (extracdo direta) e diclorometano
(extracdo liquido-liquido), porém ocorrendo nas trés concentragdes, sendo inibigdes

proximas a aquelas obtidas com o uso do herbicida.
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Em relagdo as raizes de cebola as fragcdes de acetato de etila e acetona
(extracdo direta) e diclorometano (extrac&do liquido-liquido) foram as que mais
inibiram o crescimento das raizes em todos os casos e esta inibicdo se manteve

mesmo com as diluigdes utilizadas (Figura 11).
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Figura 11 - Porcentagem de inibicdo ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das
plantulas de cebola crescidas durante sete dias sob influéncia das fragdes do extrato de raizes de
Aristolochia esperanzae: fragdo Hexano (Hex(D)), Diclorometano (Dcl(D)), Acetato de etila (Ac.Et(D)),
Acetona (Acet(D)) e Metanol (Met(D)) provenientes da extracdo direta, e as fragdes Diclorometano
(Dcl(L)), Acetato de etila (Ac.Et (L)) e aquoso (Aquo(L)) da extragéo liquido-liquido. Herbicida Logran
(Logr). * indica diferengas significativas em relagéo ao controle.
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Embora a germinagdo da semente possa garantir o estabelecimento das
espécies em condicbes naturais, o estagio de estabelecimento das pléantulas
representa o periodo mais vulneravel do ciclo de vida da planta (Fenner e
Thompson, 2005; Adkins et al., 2007). Sendo que o estabelecimento e sobrevivéncia
destas sdo eventos cruciais para o crescimento e a manutencgao das populagdes.

As pléantulas que se mostraram mais sensiveis em relagdo ao crescimento de
parte aérea e radicular foram as de cebola e tomate. Sendo que, com esta ultima
semente, a fragdo diclorometano (L) a 200 ppm (menor concentragdo) inibiu o
comprimento das raizes em 86%, e parte aérea em 74% em relagdo ao grupo
controle.

A resposta do crescimento das pléantulas € bastante utilizada para comprovar
os efeitos alelopaticos em laboratério, e assim ajudar a conhecer as caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas que envolvem os mecanismos de agao alelopatica. Os
principais efeitos dos aleloquimicos estao relacionados aos processos fisioldgicos da
planta receptora, podendo agir como inibidores da germinagdo de sementes ou do
crescimento, no entanto podem também atuar como promotores de crescimento
(Rice, 1984; Fischer et al., 1989; 1990).

Para os resultados obtidos neste trabalho, apesar do crescimento das raizes
de alface e tomate terem sido estimulados, a maioria das fracbes e concentracdes
utilizadas causou forte inibicdo no crescimento das plantulas. Sendo que, a fracéo
que promoveu maior inibicdo nos comprimento de parte aérea e raizes das plantulas

utilizadas foi a diclorometano proveniente da extragao liquido-liquido.

Fracionamento

Diante dos resultados obtidos nos bioensaios de coledptilo de trigo e de
sementes, pode-se verificar que a fracdo diclorometano proveniente da extragao
liquido-liquido (L) foi aquela que apresentou maior inibigdo nos processos biolégicos
analisados. A fragao diclorometano obtida com a extracdo direta em solvente (D)
também apresentou atividade e as duas possuem substdncias em comum
observadas por cromatografia delgada analitica. Sendo assim, por se apresentar
mais pura e possuir maior massa a fragdo diclorometado (D) foi submetida ao

fracionamento em coluna de silica com a finalidade de isolar e identificar as
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substancias com atividade alelopatica presente nas raizes de Aristolochia

esperanzae.

Fracdo diclorometano (D)

Para o fracionamento da fragao diclorometano obtida com extragao direta foi
utilizada silica gel como fase movel e uma série de eluentes em ordem crescente de
polaridade. Sendo assim, foram obtidas 311 fracbes reunidas em 14 novas fragoes
(de acordo com sua similaridade com monitoramento de cromatografia de camada
delgada analitica). As fragdes estdo numeradas de acordo com o esquema
apresentado na figura 1, e as massas obtidas para cada uma delas estdo na tabela
3.

Tabela 3 - Fragbes obtidas do fracionamento cromatografico da fragdo
diclorometano obtida com a extragéo direta.

Fracdes Massa (g)
1-9 0,165
10-17 1,417
18-25 0,350
26-32 0,203
33-41 0,152
42-67 0,153
68-74 0,059
75-100 0,259
101-129 0,088
130-158 0,176
159-203 0,110
204-228 0,032
229-258 0,035
259-311 0,370

As fragbes de 1-9, 10-17, 18-25, 26-32, 33-41, 42-67, 68-74 foram analisadas
(HPLC e RMN), obtendo os resultados a seguir:
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Fracéo 1-9

A fracdo 1-9 nao apresentou substancias (em CCDA) e por isso nao foi

submetida a outros fracionamentos.

Fracdo 10-17

A fracdo 10-17 foi submetida ao fracionamento em HPLC (coluna semi-
preparativa com eluente hexano:acetato de etila 7%), obtendo-se trés novas fragbes
denominadas 23, 24 , 25 (Tabela 4).

Fracdo 23: purificada em HPLC (coluna semi-preparativa com eluente
hexano:acetato de etila 7%) obtendo-se os produtos 26, 27, 28 e 29 (Tabela 4).

Fracdo 24: purificada em HPLC (coluna semi-preparativa com eluente
hexano:acetato de etila 7%) obtendo-se os produtos 30 e 31 (Tabela 4).

Frac&o 25: purificada em HPLC (coluna analitica com eluente hexano:acetato
de etila 7%) obtendo-se os produtos 32, 33 e 34 (Tabela 4).

Os espectros de RMN-H' das fracdes 23, 24 e 25 e dos produtos 27, 31 e 33

estido em anexo.

Tabela 4 — Fracbes e massas obtidas em HPLC a partir da fragdo 10-17 (proveniente da fracao
diclorometano). Hex: hexano; AcOEt: Acetato de etila.

. Fragao Fracdes Massa Purificagdo em HPLC / Eluente Produtos obtidos
diclorometano
23 0,0340g Coluna semi-preparativa / Hex:AcOEt 7% > 26, 27, 28, 29
10-17 > 24 0,0252g  Coluna semi-preparativa / Hex:AcOEt 7% - 30, 31
25 0,0070g Coluna analitica / Hex:AcOEt 7% - 32,33, 34

Frac&o 18-25

A fracdo 18-25 foi submetida ao fracionamento em HPLC (coluna semi-

preparativa com eluente de hexano:acetato de etila 7%), obtendo-se nove fragbes
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(denominadas 35 a 44) sendo que trés foram submetidas a novos fracionamentos
(37, 41 e 42) conforme indicado na tabela 5.

Fracdo 37: purificada em HPLC (coluna semi-preparativa com eluente
hexano:acetato de etila 10%) obtendo-se os produtos 49 e 50 (Tabela 5).

Fracdo 41: purificada em HPLC (coluna semi-preparativa com eluente
hexano:acetato de etila 10%) obtendo-se os produtos 47 e 48.

Fracdo 42: purificada em HPLC (coluna semi-preparativa com eluente
hexano:acetato de etila 10%) obtendo-se os produtos 45 e 46 (Tabela 5).

Os espectros de RMN-H' das fracdes 37, 41 e 42 e dos produtos 46, 48 e 50

estido em anexo.

Tabela 5 - Fragbes obtidas em HPLC a partir da fragdo 18-25 (proveniente da fragédo diclorometano).
Hex: hexano; AcOEt: Acetato de etila.

. Fragao Fracbes Massa Purificagdo em HPLC / Eluente Produtos obtidos
diclorometano
37 0,0248g  Coluna semi-preparativa / Hex:AcOEt 10% > 49, 50
18-25 > 41 0,0461g  Coluna semi-preparativa / Hex:AcOEt 10% > 47, 48
42 0,0395¢g Coluna semi-preparativa / Hex:AcOEt 10% > 45, 46

Fracédo 33-41

A fracdo 33-41 foi submetida ao fracionamento em HPLC (em coluna semi-
preparativa com eluente hexano:acetato de etila 10%), obtendo-se cinco novas
fragdes denominadas 51, 52, 53, 54, 55. O espectro de RMN-H' da fracdo 53 esta

em anexo.

Fracao 42-67

A fragdo 42-67 foi submetida ao fracionamento em HPLC (em coluna semi-

preparativa com eluente de hexano:acetato de etila 10%), obtendo-se trés novas
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fragdes denominadas 56, 57 e 58. O espectro de RMN-H' da fragdo 57 esta em

anexo.

Fracao 68-74

A fracdo 68-74 foi submetida ao fracionamento em HPLC (em coluna semi-
preparativa com eluente de hexano:acetato de etila 15%), obtendo-se quatro novas
fracbes denominadas 59, 60, 61, 62. Os espectros de RMN-H' das fracdes 60 e 62

estdo em anexo.

Fracao 75-100

A fragao 75-100 por se tratar de uma fracao cristalizada e se apresentar mais
purificada foi submetida ao fracionamento em HPLC (em coluna semi-preparativa
com eluente de hexano:acetato de etila 40%), obtendo-se seis produtos que se
encontram purificados, porém estdo em fase de identificacdo e aplicacdo em
bioensaios do Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade de Cadiz (UCA,

Espanha).

Identificacdo dos produtos presentes nas fracdes
- Esteroides

De acordo com a analise dos espectros, pode-se identificar que os produtos
23, 24, 25, 27, 31 e 33 (provenientes da fragdo 10-17) e os produtos 57 e 60
(provenientes da fracado 42-67 e 68-74 respectivamente) tratam-se de um mesmo
composto pertencente a classe dos esterdides. Embora as fragdes e os produtos 37,
41, 42, 46, 48, 50 e 53 sejam provenientes de fragdes distintas também pertencem a
classe dos esteroides.

Esterdis e triterpenos sao classes de terpendides (isoprendides) encontrados
nos vegetais (Jordon-Thaden e Louda, 2003). Os esterdides produzidos pelas

plantas estdo envolvidos no crescimento das plantas como reguladores de
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crescimento, além de atuar na divisdo e expansao celular, no crescimento do tubo
polinico, elongagcédo de entrend, na ativagdo das bombas de protons e inibicdo do
crescimento de raizes (Bramley, 1997; Schaeffer et al., 2001; Schaller, 2003;
Kerbauy, 2004). Os esterdides estdo presentes na composi¢cao estrutural das
membranas celulares, regulando a sua fluidez e permeabilidade (Demel e Kruyff,
1976; Schrick et al., 2000; Lindsey et al., 2003; Schaller, 2003, 2004).

Muitos estudos com plantas mutantes, principalmente Arabdopsis thaliana,
véem ajudando a demonstrar o papel dos esterdides nas plantas, como por
exemplo, na alteragao da biossintese e/ou distribuicdo de fitorménios como o acido
abscisico (Stillwell et al., 1990), etileno e auxina (Souter et al., 2002; Lindsey, 2003;
Willensen et al., 2003; Men et al., 2008).

Alguns esterdides isolados de plantas demonstraram atividade alelopatica,
como é o caso de amasterol isolado das raizes de Amaranthus viridis L. que inibiu a
germinacgao e o crescimento de plantulas de alface (Roy et al., 1982). Kpoviéssi et al.
(2008) identificaram e isolaram esterdides e triterpenos da parte aérea de Justicia
anselliana e demonstraram que estes compostos inibiram a germinagdo de
sementes de feijdo de corda (Vigna unguiculata).

Terpenos e esterdides foram isolados de espécies de Melilotus e também
apresentaram atividade fitotoxica e alelopatica (Macias et al. 1997). Macias et al.
(2006) isolaram os esterois 7-oxo-estigmasterol, estigmasterol e B-sitosterol de arroz
(Oryza sativa) que apresentaram atividade alelopatica sobre a erva invasora

Echinochloa crus-galli.
- Lignanas

Os produtos identificados na fragdo 62 pertencem ao grupo das lignanas,
entre elas esta a fargesina.

7

(0]

CH,0

CH,0
Figura 12 — Estrutura da lignana fargesina encontrada nas raizes de Aristolochia esperanzae.
(Anaya, 2003).
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As lignanas s&o substancias derivadas do metabolismo secundario e
biossintetizadas pela via do acido chiquimico que ocorre pela condensagao oxidativa
de alcoois cinamilicos entre si e com os acidos cinamicos (Ward, 1995).

O elevado numero de lignanas e neolignanas distribuidas no reino vegetal
leva a suposicdo de que as propriedades biolégicas dessas substancias sejam
essenciais ao desenvolvimento do vegetal e ao controle deste sobre a vida
circunjacente (Ward, 1993), e também devem desempenhar um papel importante na
adaptacao ecoldgica das plantas terrestres (Gottlieb e Yoshida, 1984). Além disso,
foi constatado que as lignanas sdo acumuladas em madeira em resposta a
ferimentos mecanicos ou a invasao de fungos ou bactérias (Chen et al., 1976).

Nas folhas de Aristolochia esperanzae ja haviam sido identificadas duas
lignanas, no entanto, em suas raizes foram isolados apenas diterpenos (Lopes et al.,
1988; Lopes e Bolzani,1988).

Macias et al. (2004) identificaram dez lignanas e um fenilpropandide isolados
de girassol (Helianthus annuus) com atividade fitotoxica na germinagéo de sementes
de agrido, trigo e tomate, sendo que esta ultima espécie foi a mais sensivel em
relacdo aos compostos analisados. Da mesma maneira, as sementes de tomate
utilizada neste trabalho também se mostraram bastante sensiveis as fragdes obtidas
das raizes de A. esperanzae (Figuras 5 e 9).

Borges et al. (2007) identificaram que duas neolignanas isoladas de folhas de
Virola surinamensis (surinamesina e virolina) foram as substancias responsaveis
pela atividade alelopatica desta espécie sobre o crescimento e a germinagao de trés
especies invasoras, sendo que a surinamesina apresentou maior atividade.

Em relagdo a substancia fargesina, ainda ndo haviam sido encontrados

relatos sobre a atividade fitotoxica especifica desta substancia.

Desta maneira, pode-se inferir que dentre os compostos isolados nas raizes
de Aristolochia esperanzae, os esterdides juntamente com as lignanas (fargesina)
podem ser o0s principais compostos responsaveis pela atividade alelopatica
encontrada nesta planta. Eles podem atuar isoladamente ou em conjunto,
potencializando a atividade alelopatica encontrada nos bioensaios. Muitas vezes, a
acao de uma substancia pode ser potencializada pela presencga de outra, agindo em
sinergia, uma vez que a alelopatia raramente acontece com a atividade de um unico

composto (Ferreira, 2005).
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Sendo assim, como as fragdes purificadas das raizes de A. esperanzae
comprovaram ter potencial fitotdxico, pode-se inferir que esta espécie possa
influenciar a sucessédo de plantas nos campos cerrados por meio da exudacao
radicular, uma vez que Aristolochia. esperanzae € uma espécie amplamente

distribuida neste ambiente.
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Conclusoes

Diante dos fracionamentos realizados com o extrato de raizes de Aristolochia
esperanzae, pode-se concluir que:

- A fracdo que promoveu maior inibigdo nos coledptilos, germinagdo das
sementes e crescimento das plantulas utilizadas foi obtida com diclorometano
proveniente da extragao liquido-liquido.

- As sementes de tomate se mostraram mais sensiveis, apresentando inibicao
da germinagao com o uso de todas as fragbes (com excegao apenas para hexano).
Enquanto, as sementes de cebola foram mais resistentes ao uso das fragdes obtidas
no fracionamento.

- Para as sementes de agrido, tomate e alface a inibicdo da germinabilidade
foi dose-dependente da concentracéo da fragao diclorometano (L).

- As plantulas que se mostraram mais sensiveis em relagdo ao crescimento
de parte aérea e radicular foram as de cebola e tomate.

- A fracdo 75-100 se apresentou cristalizada e mais purificada, e nela foram
obtidos seis produtos que se encontram em fase de identificagcdo na Universidade de
Cadiz (UCA, Espanha).

- Em outras fragdes com atividade alelopatica foram identificadas substancias
pertencentes ao grupo dos esterodis e das lignanas, sendo uma delas a fargesina.
Estes seriam os compostos majoritarios presentes nas raizes de Aristolochia
esperanzae, possivelmente responsaveis pela atividade alelopatica encontrada

nesta espécie.
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Conclusdes gerais

. Diante da metodologia aplicada e dos resultados obtidos utilizando os
diferentes extratos de espécies do cerrado coletados em estagdes seca e chuvosa
pode-se concluir que:

- Extratos de Davilla elliptica e Miconia albicans foram os que inibiram
significativamente a germinabilidade das sementes de alface, quando a coleta das
folhas destas espécies foi realizada no periodo seco.

- Extratos de cinco espécies (Diospyros hispida, Kielmeyera coriacea, Miconia
albicans, Piptocarpha rotundifolia e Schefflera vinosa) atrasaram a germinagéo das
sementes de alface e gergelim, quando suas folhas foram coletadas no periodo de
seca.

Desta forma, pode-se concluir que para as espécies estudadas, em geral
houve maior atividade alelopaticas com o uso de extratos de folhas coletadas no

periodo da seca.

» Diante da metodologia aplicada e dos resultados obtidos utilizando os
extratos de folhas, caule e raizes de Aristolochia esperanzae sob a germinagao e
crescimento de gergelim, pode-se observar que:

- Os extratos de raiz de A. esperanzae foram o0s que proporcionaram maior
efeito inibitério, provocando alteragdes morfologicas e diminuigdo no crescimento e
desenvolvimento das plantulas de gergelim.

- Dentre os extratos dos diferentes 6rgaos utilizados, os de raiz foram os que
mais inibiram a germinacao.

- A inibicdo obtida nas sementes de gergelim com o uso dos extratos foi
dependente da concentracao utilizada.

- Os extratos inibiram o crescimento das raizes de gergelim e esta inibicao
aconteceu pela diminuicdo na elongacao das células radiculares do metaxilema das

raizes da espécie-alvo.
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» Diante dos fracionamentos realizados com o extrato de raizes de
Aristolochia esperanzae, pode-se concluir que:

- A fracdo que promoveu maior inibigdo nos coledptilos, germinacdo das
sementes e crescimento das plantulas utilizadas foi obtida com diclorometano
proveniente da extragao liquido-liquido.

- As sementes de tomate se mostraram mais sensiveis, apresentando inibicao
da germinagao com o uso de todas as fragbes (com excegao apenas para hexano).
Enquanto, as sementes de cebola foram mais resistentes ao uso das fragdes obtidas
no fracionamento.

- Para as sementes de agrido, tomate e alface a inibigdo da germinabilidade
foi dose-dependente da concentracéo da fragao diclorometano (L).

- As plantulas que se mostraram mais sensiveis em relagdo ao crescimento
de parte aérea e radicular foram as de cebola e tomate.

- A fracdo 75-100 se apresentou cristalizada e mais purificada, e nela foram
obtidos seis produtos que se encontram em fase de identificagcdo na Universidade de
Cadiz (UCA, Espanha).

- Em outras fragées com atividade alelopatica foram identificadas substancias
pertencentes ao grupo dos esterdis e das lignanas, sendo uma delas a fargesina.
Estes seriam os compostos majoritarios presentes nas raizes de Aristolochia
esperanzae, possivelmente responsaveis pela atividade alelopatica encontrada

nesta espécie.
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APENDICE

Na figura | esta apresentado resumidamente a biossintese dos principais
metabdlitos secundarios, e na tabela | esta apresentado uma série de solventes, em

ordem crescente de polaridade.

GLICOSE
[ polissacarideos
L heterosideos
acido chi(l|uimim — acetil-CoA
] ’ | T J | |
triptofano  fenilalanina/ acido - via condensagiio
tirosina galico ciclo do mevalonato
acido
‘ citrico
alcaléides taninos — acidos graxos
indélicos e hidrolisaveis ‘ . acetogeninas
quinolinicos ) isoprendides
antragquinonas
flavondides
] - taninos condensados
’7 ] ornitina terpendides e
lisina esterdis
protoalcaloides acido
alcaléides cinamico
isoquinolinicos e alcaloides
benzilisoquinolinicos pirrolidinicos,
tropénicos,
pirrolizidinicos,

fenilpropanoides
piperidinicos e

quinolizidinicos

lignanas e ligninas
cumarinas

Figura | - Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios (Simbes et al., 2003).
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Tabela | - Série gradual de eluentes. (Fonte: Collins, et al.,1990).

Série de eluentes, em ordem crescente de polaridade *

Hexano

Eter de Petréleo
Ciclohexano
Tetracloreto de Carbono
Benzeno
Tolueno
Diclorometano
Cloroférmio
Eter Etilico
Acetato de Etila
Piridina
Acetona

Etanol

Metanol

Acido Acético

* de ponto de ebulicho baixo

COLLINS, C.H. (1990). Principios basicos de cromatografia. In: COLLINS, C.H.; BRAGA, G.L.; BONATO, P.S.
Introducé@o a métodos cromatogréficos. Campinas, Editora da UNICAMP. p. 11-28.

SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.G.P.; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R. (2003).

Farmacognosia - da planta ao medicamento. 5.ed. rev. ampl. Porto Alegre: Editora da UFSC e UFRGS
1102p.
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ANEXO - ESPECTRO DE RMN-H*

“ . «
beals — C{\\STAL
Archive dIrectory /export/home/alelo/vnmrsys/data
Sample directory:
File: PROTON |
|

Puise Sequence: s2pul

{" 200 V\MQ>

W o WMMMMMJ Wil

- — — 7 T T —
— T T —

7 6 2 1 ppm

Espectro de RMN-H" da fragéo 75-100.

Bea23
Qgﬁﬁﬁled?lzii"’"y /export /home/alelo/vamrsys /data N 2 1D aa % ( @% 1 '5)
Fite: PROTON
Pulse Sequence: s2pul P399 - 25 = 9y = 3y =37
\
|
| ﬂ |
4 — T ——T —— — T
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Espectro de RMN-H" da fracédo 23.
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Beaz24

archive directory: /export/homesalelo/svamrsys/data T Q ?)"“(”\C‘
Sampte directory: ~t >3
File: PROTON O
Pulse Sequence: s2pul - & ?)

2

Espectro de RMN-H' da fracéo 24.

|

Bea2s 22 Q,qr\m C‘O .

2 voy duluodes = 93,24

rchivle directory: /sexport/home/alelo/vnmrsys/data
Sample dire: :
File: |PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Espectro de RMN-H' da fragéo 25.
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Bea2? 6

- 2
Archive directory: sexport/homesalelosvimrsys/data Y\ O, 'YY\%
Sample directory:

File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul - c?:?)

Espectro de RMN-H" da fracéo 27.

bea31 ’
Archive directory: sexport/homesalelo/svnmrsys/data anl 9 i 2 [Ama A

Sample directory: Ve ‘
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Espectro de RMN-H* da fragao 31.
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Archive dile
Sample dirgc
File: PROTPN

Pulse Sequefice: s2pul

ctory: sexport/home/alelo/vnmrsys/data
tory:

s 208 ‘m%

a Q*Q\Ludw .
&

Wu i
6 e T T T T 3 2 ST " opn
Espectro de RMN-H' da fragao 33.

Bea3?

Archive directory: /export/homesalelo/vnmrsys/data
Sample directory:
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

AR JACPe Q

=237 7

¢
2
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LU0 g gvmen

‘J‘\VL.J‘\ Ol hDvs

Espectro de RMN-H' da fracéo 37.

0
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beadt AR Ql‘é 'YWS
Archive directory: /export/home/alelo/vnmrsys/data

Sampie directory:

File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

|
’ B J4 I JMMJ\W\W}WU \HL

— L A T T e A
7 6 4 3 2 1 ppm
1 ~
Espectro de RMN-H" da frag&o 41.
Bead2
g;;:::ed?:;§:§?;¥: /export/home/alelo/vimrsys/data ™y - D 1(0 o <25
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul i ?

Espectro de RMN-H' da fragéo 42.
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Atividade Alelopatica de Espécies do Cerrado Gatti, A.B.

Beads
Archivd directory: sexport/nome/alelo/vnmrsys data N R,2 e % -
sample directory: :
File: FROTON
: s2pul - 2
Pulse Sdquence: s2p! - ?)}
z

Espectro de RMN-H' da fragéo 46.

Beads+50
Archive directory: sexport/home/alelo/vnmrsys/data - ?}% U rven o
Sample directory: 4 D .
File: PROTON .

- 3 }/
Pulse Segquence: s2pul - o 1

Espectro de RMN-H" da fracéo 48 reunida com a fracédo 50.



135
Atividade Alelopatica de Espécies do Cerrado Gatti, A.B.

BeaS3

Archive directory: /export/home/alelo/vamrsys/data e Q4S5 e .
Sample directory: el %
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

—_——— T T —T— T[T
7 6

—
3 2 1 ppm

- - JLMWMW M-Jtlﬂmw\

Espectro de RMN-H* da fragao 53.

Beas? -
e - S ooy
Archlive directory: /export/home/alelo/vnmrsys/data ey H \ A .
Sampfle directory:
File: PROTON
= 2%
Pulse| Sequence: s2pul - A

J@L&Ww MM‘U} R L

T T T T ——
5

4 3 2 1 ppm

Espectro de RMN-H" da fracéo 57.



Atividade Alelopatica de Espécies do Cerrado

Gatti, A.B.

Bea60

Archive directory: /export/homesalelo/vimrsys /data R2ANE
Sample directory:

File: PROTON .
Pulse Sequence: s2pul = (Q.)/

T T . T T T T r T
7 6 5 4

Espectro de RMN-H' da fracéo 60.

Bea6?2
Archive directory: sexport/home/alelo/vnmrsys/data
Sample directory:

File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

{24 mh)

3

T T

uu

e
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7 6 5

Espectro de RMN-H' da fragao 62.

4

3

l ppm



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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