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Atividade alelopética de extratos e triturados de folhas de Caryocar brasiliense Camb.
(Caryocaraceae) sobre o crescimento inicial de espécies alvo e identificacdo de fracdes

ativas através de fracionamento em coluna cromatografica

RESUMO

Todas as plantas sdo potencialmente capazes de sintetizar aleloguimicos, metabolitos
secundarios que interferem no metabolismo de outros organismos. Fatores, como o estresse,
podem influenciar tanto sua producgéo pela planta doadora como modificar seu efeito na planta
receptora. Para se constatar a acdo alelopatica, os bioensaios sdo importantes pois permitem
controlar parametros para entender melhor os mecanismos que estdo interagindo. Esse
trabalho teve por objetivo fracionar e isolar compostos ativos presentes nas folhas de
Caryocar brasiliense e determinar efeitos do triturado de folhas incorporado ao solo sobre o
crescimento inicial de espécies alvo. Para isolamento de compostos ativos foi realizado
extracdes seriadas com hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol e agua. Para
bioensaios, gergelim foi a espécie alvo. O extrato obtido com acetato de etila foi 0 mais ativo.
Este foi fracionado através de coluna cromatogréfica, gerando nove fragdes. Destas, cinco
apresentaram efeitos inibitorios comparaveis ao herbicida Glifosato. O triturado de folhas de
Caryocar brasiliense foi incorporado ao solo nas proporgées 0,75%, 1,5% e 3%, e seus
efeitos foram testados sobre sorgo, gergelim, braquiaria e ipé roxo. Todas as espécies alvo
apresentaram reducédo do seu crescimento em solo com o triturado, sendo que a parte radicular
foi mais afetada do que a parte aerea. Foi observado efeito dose-dependente, escurecimento de
partes radiculares nas plantulas de sorgo, gergelim e braquiaria, e o gergelim se mostrou a
espécie mais sensivel & agdo dos aleloquimicos. Conclui-se que folhas de C. brasiliense sdo
potencialmente capazes de produzir compostos alelopaticos, sendo que 0s mais ativos podem

ser extraidos com o solvente acetato de etila.

Palavras-chave: alelopatia, Caryocar brasiliense, extratos organicos, solo.



Allelopathic activity of extracts and ground leaf of Caryocar brasiliense Camb.
(Caryocaraceae) on the initial growth of target species and separation of active fractions by

column chromatography

ABSTRACT

All plants are potentially able to synthesize allelochemicals, secondary metabolites that interfere
with metabolism of other organisms. Factors such as stress can influence both the production of
allelochemicals by the donor plant, as well as their effects on the recipient plant. In order to
evaluate allelopathic potential of plants, bioassays are important because they allow control
parameters to better understand the mechanisms involved in the allelopathic action. This study
aimed to fractionate and isolate the active compounds present in leaves of Caryocar brasiliense
and determine the effects of leaves incorporated into the soil on the initial growth of target
species. In the search of active compounds we performed serial extractions with hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, acetone, methanol and water. Extract prepared with ethyl acetate
was the most active. This was fractionated by column chromatography, resulting in nine fractions.
Of these, five had inhibitory effects comparable to the herbicide glyphosate. Crushed leaves of
Caryocar brasiliense were incorporated into the soil in the proportions of 0.75%, 1.5% and 3%
(w/v), and their effects were tested on sorghum, sesame, brachiaria and ipé. All target species
showed a reduction of their growth in soil mixed with ground leaves. The effects were dose-
dependent, and the roots were more affected than the shoots. Darkening of root parts was
observed in seedlings of sorghum, sesame and brachiaria. Sesame was the most sensitive among
the target species. We conclude that leaves of C. brasiliense are potentially capable of producing
allelopathic compounds, and the solvent ethyl acetate was the most effective to extract active

compounds.

Keywords: allelopathy, Caryocar brasiliense, organic extracts, soil.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Alelopatia

A Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS, 1996) define a alelopatia como: “A
ciéncia que estuda qualquer processo que envolva metabolitos secundarios produzidos pelas
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de
sistemas biologicos”. Doravante, sera particularmente tratado sobre as interacdes alelopaticas
entre plantas, objeto de interesse do trabalho.

O primeiro registro de alelopatia foi descrito por Theophastus (300 A.C.), um
discipulo de Aristdteles, que observou que plantas de grao- de- bico (Cicer arietinum L.) ndo
revigoravam o solo como outras plantas, além de afetar o desenvolvimento das plantas
invasoras (Rice, 1984).

A alelopatia pode ser confundida com competicdo, embora possuam conceitos
distintos. A competicdo envolve a eliminacdo ou reducdo de algum fator do ambiente, como
agua, luz, minerais, que é necessario as plantas que partilham o mesmo habitat (Rice, 1979),
enquanto a alelopatia é o acréscimo de substancias no ambiente. Um evento que pode ocorrer
nos estudos alelopaticos € a autotoxicidade, que é quando a planta libera substancias quimicas
no ambiente, inibindo a germinacdo das sementes e o crescimento de plantas da prépria
especie (Miller, 1996).

Todas as plantas produzem metabolitos secundarios, que variam em concentracao,
localizacdo e composicdo (Ferreira & Aquila, 2000), e apresentam uma grande diversidade de
classes de compostos (Weston & Duke 2003). A producdo desses metabolitos secundarios
pelas plantas é determinada por caracteristicas genéticas em combinacdo com fatores
ambientais (An et al., 2003).

Taiz e Zeiger (2004) classificam os compostos secundarios, em trés grupos
quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados, que s@o
produzidos em diversas partes das plantas, como folhas, raizes, frutos, cascas e sementes
(Alves & Santos, 2002).

Entre as funcbes desempenhadas pelos metabdlitos secundarios nas plantas, estdo a
protecdo contra herbivoria e infec¢do por microorganismos patogénicos, além de poderem
funcionar como atrativos para polinizadores e dispersores de sementes (Taiz & Zeiger, 2004).
As estruturas comumente associadas com o acumulo e/ou liberagdo de compostos secundarios
nas plantas sdo tricomas glandulares, laticiferos, idioblastos, canais de resina e nectarios
(Duke et al., 2000).

Vi



O termo “semioquimicos” é utilizado para designar substancias que mediam interac6es
entre organismos, sendo divididos em dois principais grupos: os feroménios e o0s
aleloquimicos, mediando interagcfes intra-especificas e interespecificas, respectivamente
(Souza Filho, 2002a). Portanto, os metabdlitos secundarios responsaveis pelo fendmeno da
alelopatia sdo denominados aleloquimicos.

Todas as plantas sdo potencialmente capazes de sintetizar aleloquimicos (Rezende et
al. , 2002), e fatores de estresse podem influenciar tanto a producdo desses compostos pela
planta doadora como modificar seu efeito na planta receptora (Pedrol et al., 2006). De acordo
com Einhellig e Leather (1988), a natureza e a quantidade de substancias alelopéticas diferem
com a espécie, a idade do 6rgdo da planta, a temperatura, a intensidade luminosa, a
disponibilidade de nutrientes, entre outros fatores.

Para constatar a acdo alelopatica, os bioensaios tém grande importancia, pois através
deles consegue-se controlar alguns pardmetros (temperatura, disponibilidade de &gua, entre
outros) para investigar 0s mecanismos que estdo interagindo (Gatti et al., 2004). Algumas
especies, como Lactuca sativa L. (alface) e Solanum lycopersicum L. (tomate), sdo mais
sensiveis a acdo dos aleloquimicos do que outras, sendo, portanto mais utilizadas como

espécies alvo em bioensaios alelopaticos (Ferreira & Aquila, 2000).

1.2 Modos de liberacéo e de agao

A localizagdo de um aleloquimico nas plantas est4 relacionado com a facilidade de
liberagdo para o meio e a funcdo que desempenham (Alves et al., 2002), sendo liberados no
ambiente como uma resposta a fatores de estresse bidtico e abidtico (Inderjit & Nielsen 2003)
e seus efeitos sdo dependentes da concentracdo (Reigosa et al., 1999). A liberacdo no meio
ambiente pode se dar por: volatizagcdo, exsudagdo radicular , lixiviagdo e decomposicdo de
residuos (Souza Filho & Alves, 2002).

Os aleloquimicos estdo presentes em todos os 6rgaos das plantas, entretanto a presenca
desses compostos ndo é uniforme, variando em funcdo da espécie da planta e do 6rgdo
analisado (Wu et al., 2000, Periotto et al., 2004). Aparentemente a maioria dos aleloquimicos
possuem efeitos inibitérios nas plantas atingidas quando estdo em altas concentracfes e
estimulatorios em pequenas concentracdes (Rice, 1984).

Segundo Rice (1984), apés serem liberados, os compostos podem causar efeitos
diretos e indiretos sobre outras plantas, e estes efeitos estdo relacionados a processos
fisiologicos (Rezende et al., 2002). Efeitos diretos sdo caracterizados por alteracbes no

metabolismo e crescimento da planta, como divisao celular (Sanches-Moreiras et al., 2008;
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Iganci et al., 2006), fotossintese (Batish et al., 2004; Yu et al.,2003) e respiracdo (Batish et
al., 2007; Batish et al., 2004, Hejl & Koster, 2004). Efeitos indiretos compreendem alteracdes
em propriedades do solo, interferindo na absor¢do de nutrientes (Abenavoli et al., 2001),
como também na populacéo e atividade de microrganismos (Kong et al., 2008).

Substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a
necrose da radicula um dos sintomas mais comuns (Ferreira & Aquila, 2000). O efeito
morfologico dos aleloquimicos sobre as plantas é somente uma sinalizacdo secundaria de
mudancas primarias. Portanto, os efeitos desses compostos sobre a germinacdo e/ou
desenvolvimento da planta sdo manifestacGes secundarias de efeitos ocorridos inicialmente ao
nivel molecular e celular (Periotto et al., 2004). Alguns exemplos desse tipo de alteracéo
secundaria sao relatados a seguir.

Oliveira e colaboradores (2004 a) investigando a acédo alelopatica dos extratos foliares
de Solanum lycocarpum A. St.-Hil. (lobeira) sobre Sesamum indicum (gergelim), constataram
a auséncia de pélos absorventes nas raizes, desenvolvimento incompleto da coifa e uma
inversdo no gravitropismo das raizes das plantas tratadas. Pina (2008) estudando o efeito do
extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica Mart. ex DC. Berg (cagaita) sobre Sesamum
indicum e Raphanus sativus L. (rabanete), constatou alteracdes morfoldgicas em ambas as
especies, como reducdo da quantidade média de raizes laterais por plantula, escurecimento
dos tecidos radiculares e respostas gravitropicas alteradas.

A degradacdo pelos microorganismos desempenha um importante papel na regulacéo
da concentracdo desses compostos no solo (Reigosa et al., 1999). Uma vez introduzidas no
ambiente, € necessario que tais substancias se acumulem em quantidade suficiente para que
venham a afetar outras plantas, se mantendo por algum tempo ou sendo liberadas
continuamente para que os efeitos sejam persistentes (Almeida, 1988).

Como uma planta produz diversos aleloquimicos, os quais desencadeiam diversas
interacdes entre si, provavelmente a acdo de tais substancias ocorre através da sinergia
existente entre elas, o que dificulta identificar qual desses aleloquimicos provocam os efeitos

observados nas plantas receptoras (Almeida, 1988).

1.3 Aleloquimicos como defensivos agricolas

A produtividade dos campos agricolas é rotineiramente influenciada pela alelopatia,
sendo esta vista como um dos mecanismos pelos quais as espécies invasoras interferem no
crescimento das plantas cultivadas (Souza Filho, 2002b). Com isso, 0 abuso de substancias

quimicas utilizadas na protecdo das culturas gerou varios problemas, como a selecdo de
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plantas invasoras com genotipos resistentes aos herbicidas e elevado impacto produzido sobre
a salde humana e o ambiente (Macias et al, 2003).

As técnicas de isolamento e esclarecimento do modo de acéo dos aleloquimicos tem
sido utilizados para o desenvolvimento de herbicidas naturais (Igbal et al., 2003), o que em
termos de aplicacdo, € uma das metas mais importantes dos estudos alelopaticos (Macias et
al., 2000). Segundo Romagni e colaboradores (2000), muitos sitios moleculares de acdo vém
sendo observados em certos compostos naturais, os quais ndo foram observados nos
herbicidas disponiveis no mercado.

Como exemplos de estudos comparativos entre a acdo de herbicidas sintéticos e de
aleloguimicos isolados a partir de plantas, pode-se citar a cinmetilina, herbicida analogo aos
monoterpenos naturais 1,4- e 1,8-cineol que causa inibicdo da sintese da enzima asparagina
sintetase (Romagni et al., 2000), e a sorgoleona, p-benzoquinona que constitui a maior parte
dos exsudados radiculares de sorgo, e age no fotossistema Il da cadeia de transporte eletronico
da fotossintese, similar a herbicidas comerciais como o diuron, atrazina e metribuzina
(Nimbal et al., 1996).

Segundo Reigosa e colaboradores (1999), as moléculas sintéticas tém efeitos fortes e
tem mais definido um ponto de acdo no metabolismo das espécies alvo. Os mais modernos
herbicidas comerciais sdo ativos em baixas concentra¢fes (Duke et al. 2001). Contudo, por
possuirem modos alternativos de agdo, maior especificidade de acdo e causarem menos danos
ambientais, os produtos naturais séo candidatos para o desenvolvimento de novos modelos de
herbicidas (Duke et al., 1997).

1.4 Bioensaios

Em estudos de alelopatia, 0s bioensaios sdo uma ferramenta de grande importancia
para analise da acdo dos aleloquimicos, pois avaliam o potencial alelopatico das espécies em
estudo, acompanhando assim as respostas durante as fases de extracdo, fracionamento,
purificacdo e identificagdo dos compostos (Leather & Einhellig, 1986).

Os bioensaios mais usados para a comprovacdo alelopatica sdo os testes de
germinacdo e de crescimento das plantulas (Vyvyan, 2002), porém os testes de germinacéo,
em geral, sdo menos sensiveis do que aqueles que avaliam o desenvolvimento das plantulas
(Ferreira & Aquila, 2000). A massa seca da raiz e parte aérea, 0 comprimento das plantulas
(parte aérea e radicular) e a presenca de pélos absorventes sdo pardmetros bastante usados

para se avaliar o efeito alelopatico sobre o crescimento (Ferreira & Aquila, 2000).



Bioensaios de laboratorio podem estabelecer se uma planta tem potencial alelopatico,
mas para se ter a confirmacdo de que o potencial alelopatico observado é expresso em
condicBes naturais sdo necessarios estudos de campo (Inderjit & Dakshini 1995). Embora seja
dificil simular as condi¢cdes exatas de campo em laboratdrio, podem-se simular condi¢Bes
reais a0 maximo possivel (Inderjit & Weston, 2000), onde o habitat da planta deve ser
considerado ao se montar os bioensaios alelopaticos (Inderjit & Dakshini 1995).

Um exemplo na literatura em que se procurou aproximar os bioensaios com o que
ocorre na natureza € o trabalho de Souza e colaboradores (2007), onde foi comprovado que o
uso de substrato solo para o crescimento de plantulas é eficaz, mantendo a disponibilidade dos
aleloguimicos. Foi constatado que o uso de folhas trituradas de Campomanesia adamantinum
Camb. O. Berg, Caryocar brasiliense Camb, Eugenia dysenterica e Qualea parviflora Mart,
nas concentragOes de 1% e 3% foram suficiente para a observacao de efeitos sobre Sesamum
indicum, mostrando-se tdo eficiente quanto o uso de extratos aquosos na comprovacdo de

atividade alelopatica.

1.5 Identificacéo dos aleloquimicos

O isolamento, caracterizacdo e quantificacdo de substancias com potencial alelopéatico
sdo fundamentais para determinacdo de sua atividade biologica individual ou em conjunto
com outras substancias (Trezzi et al, 2005), portanto se faz necessario 0 uso de técnicas
cromatograficas para que se possa separar tais substancias e identifica-las.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo e estd fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A grande variedade
de combinacdes entre fases mdveis e estacionérias a torna uma técnica extremamente versatil
e de grande aplicacgéo (Collins et al., 1993).

Alves e colaboradores (2004) analisaram os possiveis efeitos alelopaticos de extratos
volateis de 6leos essenciais através de técnicas cromatogréaficas, chegando a conclusdo que o
acido cinamico foi o composto responsavel pela inibicdo tanto da germinacdo como do
crescimento da raiz de Lactuca sativa , por ter sido o composto encontrado em maior
quantidade no 0Oleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Breyn.).

Hernandez-Terrones e colaboradores (2007) obtiveram um extrato metandlico do
caule de Pterodon emarginatus Vog. (sucupira-branca), o qual foi fracionado por
cromatografia com uso de diversos solventes ou mistura de solventes. As fracdes obtidas que

apresentaram maior porcentagem de inibicdo sobre o desenvolvimento da raiz de Panicum
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maximum Jacg. (capim-colonido) foram as fragcdes extraidas com diclorometano (70%) e
acetato de etila (77%).

1.6 Influéncias do solo na atividade alelopatica

Segundo Inderjit (1996), a atividade alelopéatica na natureza envolve fatores bioticos,
como densidade vegetal, estadios de crescimento das plantas e a presen¢a de microrganismos,
e também fatores abidticos, como solo, disponibilidade de agua, temperatura e incidéncia de
raios UV, dentre outros. Tais fatores podem afetar a liberagéo, disponibilidade, composic¢ao
quimica e 0 modo de a¢do das substancias alelopaticas.

Em situacbes de campo os aleloquimicos devem acumular e persistir nos niveis
fitotoxicos e entrar em contato com a planta-alvo, assim sendo um mecanismo
ecologicamente relevante influenciando o crescimento das plantas (Choesin & Boerner,
1991). O contato de produtos quimicos pelas raizes da planta-alvo é mais importante do que a
concentracdo e disponibilidade no solo (Blum et al., 1999), ja que tais fatores tornam-se
menos relevantes se a planta-alvo ndo estiver proxima aos aleloquimicos.

O tipo de aleloquimico, microflora e condi¢BGes de cada substrato desempenham um
papel importante na determinacdo da persisténcia dos aleloquimicos no solo. Apds o
isolamento e identificacdo dos aleloquimicos, torna-se necessario estudar o seu
comportamento no solo (Inderjit, 2005).

Produtos quimicos na solu¢do do solo podem ser absorvidos pelas plantas, mas
também estdo sujeitos a processos de degradacdo, como fotdlise, oxidacdo e degradacdo
microbiana, e aos processos de remocdo ou transferéncia, como volatilizacdo e adsorcéao
(Weber & Miller, 1989; Weber et al. 1986). A concentracdo dos aleloquimicos na agua do
solo € um fator dominante que determina diretamente a atividade fitotoxica, como acontece
com herbicidas (Kobayashi, 2002).

Em muitas situagdes, um composto liberado pelas plantas pode ser indcuo, enquanto o
produto da degradacdo microbiana pode ser toxico (Inderjit & Dakshini, 1999).
Microorganismos do solo podem metabolizar nutrientes lixiviados, produzindo produtos
secundarios que podem ter acdes totalmente diferentes sobre as plantas do que a substancia
original (Tukey, 1969).

1.7 Alelopatia em plantas do Cerrado
Estudos conduzidos com espécies do Cerrado tém mostrado que extratos aquosos de

diversas partes das plantas tém causado efeitos alelopaticos sobre as espécies alvo. Podem ser
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citados diversos trabalhos na literatura em que foi avaliado o potencial alelopatico de espécies
do Cerrado.

Oliveira e colaboradores (2004 a, b) constataram que extratos aquosos de folhas e
frutos de Solanum lycocarpum tiveram efeitos inibitérios na germinagdo e desenvolvimento
inicial de Sesamum indicum em substrato papel de filtro. Foram constatados efeitos inibitorios
de extratos aquosos de folhas e frutos de S. lycocarpum sobre a germinacdo e crescimento de
S. indicum também em substrato solo (Aires et al., 2005).

Gatti e colaboradores (2004), constataram efeitos alelopéticos inibitérios de diversas
partes de Aristolochia esperanzae O. Kuntze (jarrinha) sobre a germinacéo de Lactuca sativa
e Raphanus sativus.

Estudos recentes mostraram que extratos foliares de Caryocar brasiliense (pequi),
Eugenia dysenterica (cagaita) e Qualea parviflora (pau-terra) inibem o crescimento inicial
das espécies invasoras Bidens pilosa L. (picdo-preto), Digitaria horizontalis Willd. (capim
colchéao) e Melinis minutiflora Beauv. (capim gordura) (Aires, 2007).

Giotto e colaboradores (2007) constataram efeitos alelopaticos de extratos de Eugenia
dysenterica também sobre a germinagdo e crescimento de Lactuca sativa. Com a extracdo
realizada com &gua fria, a concentragdo de 1% obteve maior indice de inibicdo da parte aérea,
enguanto da parte radicular foi a 5%. Ja com a extracdo com agua quente, a concentracdo de
2% obteve maior indice de inibi¢do da parte aérea, enquanto da parte radicular foi a 4% e 5%.

Usando-se triturado de folhas misturadas ao solo, Souza e colaboradores (2007)
comprovaram efeito alelopatico de Campomanesia adamantinum (guavira), Caryocar
brasiliense, Eugenia dysenterica e Qualea parviflora sobre o crescimento das plantulas de
Sesamum indicum. Na concentracdo de 1%, observou-se diferenca significativa entre os
comprimentos da parte aérea e radicular em relacdo ao controle para o triturado de C.
brasiliense e E.dysenterica. Na concentragdo 3%, houve diferenca significativa em todos os
tratamentos.

Silva e colaboradores (2006) realizaram estudos com 15 espécies arbdreas do Cerrado,
testando o efeito do po e de extratos etandlicos de folhas sobre a germinacdo de alface. Os
bioensaios foram realizados em diferentes substratos, placas de Petri com papel de filtro, terra
estéril e ndo estéril. Das 15 espécies investigadas apenas quatro mostraram efeito inibidor de
germinacdo: Ouratea spectabilis Mart.,, Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk., Qualea
grandiflora Mart. e Stryphnodendron adstringens Mart.

Recentemente foram realizados estudos para constatacdo de efeitos alelopaticos dos

extratos obtidos das folhas secas e frescas de Eugenia dysenterica sobre o crescimento de
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gergelim e rabanete. Os extratos causaram uma forte redugdo no crescimento das plantulas,
sendo que o extrato obtido com as folhas secas se mostrou mais inibitério (Pina et al., 2009).
Segundo Oliveira e colaboradores (2004a), a identificacdo de propriedades alelopaticas
em espécies nativas do Cerrado abre perspectivas de que tais efeitos possam se encontrar
entre os fatores determinantes da dindmica da vegetacédo das fitofisionomias de tal bioma, ja
gue em ambientes naturais, a alelopatia desempenha um importante papel na dominancia,

sucessdo e formacdo de comunidades vegetais (Chou, 1999).

1.8 Espécie em estudo

A espécie cujo efeito alelopatico sera testado pertence a familia Caryocaraceae. Tal
familia € encontrada no neotrdpico e tém dois géneros, Anthodiscus G. F. W. Meyer e
Caryocar L. (Kerr et al. 2007), e 26 espécies, onde 16 sdo do género Caryocar (Aradijo,
1995). No Brasil ocorrem os dois géneros e 13 espécies, sendo 10 de Caryocar e trés de
Anthodiscus (Souza & Lorenzi, 2005). As espécies dessa familia sdo muito exploradas devido
ao 6leo encontrado no mesocarpo (Araujo, 1995).

O pequi (Caryocar brasiliense, Camb.), também conhecido popularmente como piqui,
pequia, améndoa de espinho, gréo de cavalo ou améndoa do Brasil, ocorre em todo o Cerrado
brasileiro, que inclui os estados do Para, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, S&o Paulo,
Minas Gerais e Parand, como também nos estados nordestinos, Piaui, Ceara e Maranh&o
(Lima et al., 2007). O uso dos frutos de pequi na culinéria é bem conhecido em comunidades
tradicionais (especialmente em Goiéds e Minas Gerais) e indigenas que ainda hoje usam os
frutos também como isca de caca e para pintura corporal (Ribeiro, 2000).

C. brasiliense possui folhas compostas trifolioladas e frutos do tipo drupa (Souza &
Lorenzi, 2005). A folhacao ocorre de julho a setembro (Silva Junior, 2005), a floragdo ocorre
durante os meses de setembro a novembro e os frutos iniciam a maturagdo em meados de
novembro, prolongando-se até o inicio de fevereiro (Lorenzi, 2000). C. brasiliense perde
parcialmente as folhas no inicio da estacdo seca e totalmente por um breve periodo no final da
mesma estacdo, sendo portanto uma espécie brevidecidua (Ribeiro, 2000).

Segundo Almeida e colaboradores (1998), o pequizeiro é uma planta que se
desenvolve em ambientes ensolarados e apresenta adaptacdes a seca, ocorrendo sempre em
agrupamentos mais ou menos densos, havendo 15 a 180 individuos/hectare em areas de

cerrado strictu sensu do DF.
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O pequizeiro também € considerado arvore ornamental devido ao seu porte e a beleza
das flores, que atraem beija-flores e diversas espécies de abelhas durante o dia, todavia, seus
principais polinizadores sdo 0s morcegos e mariposas noturnas (Kerr et al., 2007).

Existem relatos de atividade medicinal para C. brasiliense. Em estudos fitoquimicos
realizados com o pequi, 0 extrato alcodlico das folhas apresentou atividade antitumoral contra
sarcoma 180 (Oliveira et al., 1970) e os 0Oleos essenciais das sementes possuem atividade
antifangica, sendo que o principal composto envolvido é o hexanoato de etila (Passos et al.,
2003). Bezerra e colaboradores (2002) demonstraram que extratos brutos etandlicos
preparados das cascas e das folhas do C. brasiliense possuem atividade tdxica contra
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, agente causador

da esquistossomose.

XV



Objetivos Gerais
Os objetivos deste trabalho foram realizar fracionamento e isolamento de compostos
ativos (fitotoxicos) presentes nas folhas de Caryocar brasiliense e determinar os efeitos
alelopaticos do triturado de folhas incorporado ao solo sobre o crescimento inicial de espécies

alvo.

Obijetivos Especificos

a) Fracionar extratos obtidos das folhas de Caryocar brasiliense Camb.
(Caryocaraceae) buscando purificar compostos responsaveis pela atividade inibitoria.

b) Determinar efeitos do triturado de folhas de Caryocar brasiliense Camb.
(Caryocaraceae) adicionado ao solo sobre o crescimento das espécies alvo Sorghum bicolor
(L.) Moench (cultivada monocotiledonea), Sesamum indicum L. (cultivada eudicotiledonea),
Brachiaria decumbens Stapf. (invasora) e Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.)
Standl.(nativa).

XV



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABENAVOLI, M. R.; DE SANTIS, C.; SIDARI, M.; SORGONA, A.; BADIANI, M.,
CACCO, G. 2001. Influence of coumarin on the net nitrate uptake in durum wheat. New
Phytologist 150: 619-627.

AIRES, S.S. 2007. Potencial alelopatico de espécies nativas do Cerrado na germinacao e
desenvolvimento inicial de invasoras. Dissertacdo de Mestrado. Departamento de Botanica.

Universidade de Brasilia. 61p.

AIRES, S.S.; FERREIRA, A.G.; BORGHETTI, F. 2005. Efeito alelopatico de folhas e frutos
de Solanum lycocarpum A. St.-Hil. (Solanaceae) na germinacdo e crescimento de Sesamun
indicum L. (Pedaliaceae) em solo sob trés temperaturas. Acta Botanica Brasilica 19(2): 339-
344.

ALMEIDA, S.P.; PROENCA, C.E.B.; SANO, S.M. & RIBEIRO, F.J. 1998. Cerrado-
Espécies vegetais Uteis. Planaltina DF, EMBRAPA.

ALMEIDA, F.S. 1988. A alelopatia e as plantas. Londrina. IAPAR. Circular,53. 60p.

ALVES, M.C.S.; MEDEIROS FILHO, S.; INNECCO, R.; TORRES, S.B. 2004. Alelopatia
de extratos volateis na germinacdo de sementes e no comprimento da raiz de alface. Pesquisa
Agropecudria Brasileirav.39 n.11: 1083-1086.

ALVES, S.M. & SANTOS, L.S. 2002. Natureza quimica dos agentes alelopéticos. In:
SOUZA FILHO, AP.S & ALVES, S.M (eds). Alelopatia: principios basicos e aspectos

gerais. Belém: Embrapa Amazonia Oriental. p. 25-47.
ALVES, S.M.; ARRUDA, M.S.P.; SOUZA FILHO, A.P.S. 2002. Biossintese e distribuicdo

de substancias alelopaticas. In: SOUZA FILHO, AP.S & ALVES, S.M (eds). Alelopatia:

principios basicos e aspectos gerais. Belém: Embrapa Amazonia Oriental. p. 79-109.

XVI



AN, M., LIU, D., JOHNSON, I, & LOVETT, J. 2003. Mathematical modelling of
allelopathy: Il. The dynamics of allelochemicals from living plants in the environment.
Ecological Models, 161:53-66.

ARAUJO, F.D. 1995. A review of Caryocar brasiliense (Caryocaraceae) - an economically

valuable species of the Central brazilian Cerrados. Economic Botany 49: 40-48.

BATISH, D. R.; LAVANYA, K. SINGH, H.P.,, KOHLI, R. K. 2007. Phenolic
allelochemicals released by Chenopodium murale affect the growth, nodulation and
macromolecule content in chickpea and pea. Plant Growth Regul 51:119-128

BATISH, D.R.; SETIA, N.; SINGH, H.P., KOHLI, R.K. 2004. Phytotoxicity of lemon-
scented eucalypt oil and its potential use as a bioherbicide. Crop Protection 23 (2004) 1209—
1214.

BEZERRA J.C.B.; SILVA L A.; FERREIRA H.D.; FERRI P.H. E SANTOS S.C. 2002.
Molluscicidal activity against Biomphalatia glabrata of Brazilian Cerrado medicinal plants.
Fitoterapia 73: 428-430.

BLUM, U.; SHAFER, S.R., LEHMAN, M.E. 1999. Evidence for inhibitory allelopathic
interactions involving phenolic acids in field soils: concepts vs. experimental model. Critical
Review in Plant Sciences, 18: 673-693.

CHOESIN, D.N & BOERNER R.E.J. 1991. Allyl isothiocyanate release and the allelopathic

potential of Brassica napus (Brassicaceae). American Journal of Botany. 78: 1083-1090.

CHOU, C. H. 1999. Role of allelopathy in plant biodiversity and sustainable agriculture.
Critical Review in Plant Sciences, 18: 609-636.
COLLINS, C.H.; BRAGA, G.L. e BONATO, P.S. 1993. Introducdo a métodos

cromatograficos. 5% ed. Editora da Unicamp.

DUKE, S.0.; SCHEFFLER, B.E.; DAYAN, F.E. 2001. Allelochemicals as herbicides. First
European Allelopathy Symposium: 47-59.

XVII



DUKE, S.0.; RIMANDO, A.M.; DAYAN, F.E.; CANEL, C.; WEDGE, D.E.; TELLEZ,
M.R.; SCHRADER, K.K.; WESTON, L.A.; SMILLIE, T.J.; PAUL, R.N.; DUKE, M.V.
2000. Strategies for the discovery of bioactive phytochemicals. In: BIDLACK, W.R.;
OMAYE, S.T.; MESKIN, M.S.; TOPHAM, D.K.W. Phytochemicals as bioactive agents
Technomic Publishing :1-20.

DUKE, S.O; DAYAN F.E; HERNANDEZ, A., DUKE, M.V, ABBAS, H. K. 1997. Natural
products as leads for new herbicide modes of action. In: Proceedings Brighton Crop
Protection Conference-Weeds 579-586.

EINHELLIG, F.A. & LEATHER, G.R. 1988. Potentials for explointing allelopathy to
enhance crop production. Journal of Chemical Ecology,14 (10): 1829-1844.

FERREIRA, A.G & AQUILA, M.E.A. 2000. Alelopatia: uma &rea emergente da

ecofisiologia. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal 12 (especial)175-204.

GATTI, AB.; PEREZ, S.C.J.G.A.; LIMA, M.L.S. 2004.Atividade alelopatica dos extratos de

Aristolochia esperanzae O. Kuntze na germinacdo e crescimento de Lactuca sativa L. e

Raphanus sativus L. Acta Botanica Brasilica 18(3): 459-472.

GIOTTO, AN.; OLIVEIRA, S.C.C.; SILVA, J.G.P. 2007. Efeito alelopatico de Eugenia
dysenterica Mart. ex DC. Berg (Myrtaceae) na germinacdo e no crescimento de Lactuca

sativa L. (Asteraceae). Revista Brasileira de Biociéncias 5(2): 600-602.

HEJL, AM. &. KOSTER, K. L. 2004. Juglone disrupts root plasma membrane HC-ATPase
activity and impairs water uptake, root respiration, and growth in soybean (Glycine max) and

corn (Zea mays). Journal of Chemical Ecology, 30(2): 453-471.
HERNANDEZ-TERRONES, M.G.; MORAIS, S.A.L.; FERREIRA, S.; SANTOS, D.Q.;

NASCIMENTO, E.A.; CHANG, R. 2007. Estudo fitoquimico e alelopético do extrato de

caule de sucupira-branca (Pterodon emarginatus). Planta Daninha, 25(4): 755-762.

XVII



IGANCI, J. R. V.; BOBROWSKI, V.L.; HEIDEN, G.; STEIN, V.C., ROCHA, B.H.G. 2006.
Efeito do extrato aquoso de diferentes espécies de boldo sobre a germinacdo e indice mitotico

de Allium cepa L. Arquivos do Instituto Biologico, 73 (1): 79-82.

INDERJIT. 2005. Soil microorganisms: An important determinant of allelopathic activity.
Plant and Soil, 274:227-236.

INDERJIT & NILSEN, E.T. 2003. Bioassays and field studies for allelopathy in terrestrial
plants: Progress and problems. Critical Reviews in Plant Sciences, 22 (3-4) 221-238.

INDERJIT & WESTON, L.A. 2000. Are laboratory bioassays for allelopathy suitable for
prediction of field responses? Journal of Chemical Ecology,26 (9): 2111-2118.

INDERJIT & DAKSHINI, K.M.M. 1999. Allelopathic potential of well water from Pluchea
lanceolata-infested cultivated fields. Journal oh Chemical Ecology, 22: 1123-1131.

INDERJIT. 1996. Plant phenolics in allelopathy. Botanical Review, 62:186-202.

INDERJIT & DAKSHINI, K.M.M. 1995. On laboratory bioassays in allelopathy. The
Botanical Review, 61: 28-44.

International ~ Allelopathy  Society  (IAS)  Constitution and  bylaws.  1996.

http//www.ias.uca.es/bylaws.htm.

IQBAL, Z.; HIRADATE, S.; NODA, A.; ISOJIMA, S., FUJII, Y. 2003. Allelopathic Activity
of Buckwheat: Isolation and Characterization of Phenolics. Weed Science, 51(5) 657-662.

KERR, W.E.; SILVA, F. R.; TCHUCARRAMAE, B. 2007. Pequi (Caryocar Brasiliense
Camb.). InformagGes preliminares sobre um pequi sem espinhos no carogo. Revista Brasileira

de Fruticultura, 29(1): 169-171.

KOBAYASHI K. 2002. Behaviors and phytotoxic activities of herbicides in soil. Journal of
Weed Science. Technology, 47: 89-96.

XIX



KONG, C.H.; WANG, P.; ZHAO, H.; XU, X.H., ZHU, Y.D. 2008. Impact of allelochemical
exuded from allelopathic rice on soil microbial community. Soil Biology & Biochemistry, 40:
1862-1869.

LEATHER, G.R. & EINHELLIG, F.A. 1986. Bioassays in the study of allelopathy. In:
PUTNAN, A.R. & TANG, C.S. The Science of Allelopathy. John Wiley and sons, New York,
NY. 133-145.

LIMA, A.; SILVA, AM.O.; TRINDADE, R.A.; TORRES, R.P.; MANCINI-FILHO, J. 2007.
Composicdo quimica e compostos bioativos presentes na polpa e na améndoa do pequi

(Caryocar brasiliense, Camb.). Revista Brasileira de Fruticultura, 29(3): 695-698.

LORENZI, H. 2000. Arvores brasileiras: manual de identificacéo e cultivo de plantas

arboreas nativas do Brasil. 42 ed. vol.1 Instituto Plantarum. 368 p.

MACIAS, F.A.; MARIN, D.; OLIVEROS-BASTIDAS, A.; VARELA, R.M.; SIMONET,
AM.; CARRERA, C.; MOLINILLO, J.M.G. 2003. Allelopathy as a new strategy for

sustainable ecosystems development. Biological Sciences in Space, 17(1):18-23.

MACIAS, F.A.; CASTELLANO, D.; MOLINILLO, J.M.G. 2000.Search for a Standard
Phytotoxic Bioassay for Allelochemicals. Selection of Standard Target Species. Journal of
Agricultural Food Chemistry, 4: 2512-2521.

MILLER, D.A. 1996. Allelopathy in forage crop systems. Agronomy Journal, 88 (6): 854-
859.

NIMBAL, C.I., YERKES, C.N., WESTON, L.A. & WELLER, S. C. 1996. Herbicidal
activityand site of action of the natural product sorgoleone. Pesticide Biochemistry and
Physiology, 54: 73-83.

OLIVEIRA, S.C.C.; FERREIRA, A.G.; BORGHETTI, F. 2004 a. Efeito alelopatico de folhas
de Solanum lycocarpum St.Hill (Solanaceae) na germinacdo e crescimento de Sesamum
indicum L. (Pedaliaceae) sob diferentes temperaturas. Acta Botanica Brasilica,18(3): 401-
406.

XX



OLIVEIRA, S.C.C.; FERREIRA, A.G.; BORGHETTI, F. 2004 b. Effect of Solanum
lycocarpum fruit extract on sesame seed germination and seedling growth. Allelopathy
Journal, 13(2): 201-210.

OLIVEIRA, M.M; SAMPAIO, R.P; GIORGI, W.; GILBERTI, B., MORS, W.B. 1970.
Caryocar brasiliense-isolamento e identificacdo de algumas substancias com atividade

bioldgica sobre o sarcoma 180. Arquivos do Instituto de Biologia, 37:25-27.

PASSOS, X. S.; CASTRO, A.C.M.; GARCIA, A.C.F.; CAMPOS, F.C.; FERNANDES,
O.F.L.; PAULA, J.R.; FERREIRA, H.D.; SANTOS, S.C.; FERRI, P.H., SILVA, M.R. 2003.
Composition and antifungal activity of the essential oils of Caryocar brasiliense.
Pharmaceutical Biology, 41(5) 319-324.

PEDROL, N., GONZALES, L. & REIGOSA, M. 2006. Allelopathy and abiotic stress. In: M.
REIGOSA, N. PEDROL, & L. GONZALES. Allelopathy: A Physiological Process with
Ecological Implications . Netherlands: Springer. 171-209.

PINA, G.O.; BORGHETTI, F.; SILVEIRA, C.E.S.; PEREIRA, L.A.R. 2009. Effects of
Eugenia dysenterica leaf extracts on the growth of sesame and radish. Allelopathy Journal, 23
(2): 313-322.

PINA, G.O. 2008. Efeito alelopatico do extrato aquoso foliar de Eugenia dysenterica DC.
(Myrtaceae-cagaita) na germinacdo , crescimento e morfo-anatomia de Sesamum indicum L.
(Pedaliaceae-gergelim) e Raphanus sativus L. (Brassicaceae-rabanete). Dissertacdo de
Mestrado. Departamento de Botanica. Universidade de Brasilia. 105p.

REIGOSA, M.J.; SANCHEZ-MOREIRAS, A.; GONZALEZ, L. 1999. Ecophysiological
Approach in Allelopathy. Critical Reviews in Plant Sciences, 18(5): 577 - 608.

REZENDE, C.P.; PINTO, J.C.; EVANGELISTA, A.R.; SANTOS, I.P.A. 2002. Alelopatia e

suas interacdes na formacdo e manejo de pastagens. Boletim Agropecuario n® 54. Lavras-
MG. 55p.

XXI



RIBEIRO, R.F. 2000. Pequi, o rei do cerrado: roendo o fruto sertanejo de todos os lados.

Rede Cerrado/Campo Vale. 62 p.

RICE, E.L. 1984. Allelopathy. Academic Press. New York. 423 p.

RICE, E.L. 1979. Allelopathy-an update. The Botanical Review, 45:15-1009.

ROMAGNI, J.G.; DUKE, S.O., DAYAN, F.E. 2000. Inhibition of plant asparagine synthetase
by monoterpene cineoles. Plant Physiology, 123: 725-732.

SANCHEZ-MOREIRAS, A.M.; COBA DE LA PENA, T., REIGOSA, M.J. 2008. The
natural compound benzoxazolin-2(3H)-one selectively retards cell cycle in lettuce root
meristems. Phytochemistry, 69: 2172-2179.

SILVA, G.B.; MARTIM, L.; SILVA, C.L.; YOUNG, M.C.M., LADEIRA, A.M. 2006.
Potencial alelopatico de espécies arbdreas nativas do Cerrado. Hoehnea, 33(3): 331-338.

SILVA JUNIOR, M.C. 2005. 100 arvores do Cerrado-Guia de campo. Rede de Sementes do
Cerrado. 278 p.

SOUZA, L.M.; CANINI, G.B.; AIRES, S.S.; BORGHETTI, F. 2007. Efeito alelopatico de
folhas de quatro espécies do Cerrado sobre crescimento de gergelim. Revista Brasileira de
Biociéncias, 5(2): 540-542.

SOUZA, V.C. & LORENZI, H. 2005. Botanica Sistematica. Instituto Plantarum de Estudos
da Flora Ltda. 640 p.

SOUZA FILHO, A.P.S. 2002a. Alelopatia: das primeiras observagdes aos atuais conceitos.
In: SOUZA FILHO, A.P.S & ALVES, S.M (eds). Alelopatia: principios basicos e aspectos

gerais. Belém: Embrapa Amazonia Oriental. p. 16-23.

SOUZA FILHO, A.P.S. 2002b. Alelopatia em agroecossistemas. In: SOUZA FILHO, A.P.S
& ALVES, S.M (eds). Alelopatia: principios basicos e aspectos gerais. Belém: Embrapa
Amazonia Oriental. p. 155-204.

XXII



SOUZA FILHO, AP.S & ALVES, S.M. 2002. Mecanismo de liberacdo e comportamento de
aleloquimicos no ambiente. In: SOUZA FILHO, AP.S & ALVES, S.M (eds). Alelopatia:

principios basicos e aspectos gerais. Belém: Embrapa Amazénia Oriental. p. 111-129.
TAIZ, L. & ZEIGER, E. 2004. Fisiologia vegetal. 3%.ed. Porto Alegre, Editora Artmed.

TREZZI, M.M.; VIDAL, R.A.; PERALBA, M.C.R.; DICK, D.P.; KRUSE, N.D. 2005.
Purificacdo e identificacdo de sorgoleone e sua quantificacdo em genotipos de sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench). Pesticidas: revista de ecotoxicologia e meio ambiente, 15:105-
112.

TUKEY, H.B. 1969. Implications of Allelopathy in agricultural plant science . Botanical
Review, 35(1)1-16.

VYVYAN, J.R. 2002. Allelochemicals as leads for new herbicides and agrochemicals.
Tetrahedron, 58: 1631-1646.

WEBER, J.B. & MILLER, C.T. 1989. Organic chemical movement over and through soil. In:
SAWHNEY, B.L., BROWN, K.W. (eds.). Reactions and movement of organic chemicals in
soils (SSSA Special Publication n. 22). Madison: Soil Science Society of America, 305-334.

WEBER, J.B.; SWAIN, L.R., STREK, H.J. 1986. Soil, herbicide sorption and model plant-
soil systems. In. CAMPER, N.D. (ed.). Research methods in weed science. Champaign:
SWSS, 155-188.

WESTON, L.A. & DUKE, S.O. 2003. Weed and crop allelopathy. Critical Reviews in Plant
Sciences, 22(3 & 4):367-389.

WU, H.; HAIG, T.; PRATLEY, J.; LEMERLE, D.; AN, M. 2000. Distribuition and exudation
of allelochemicals in wheat Triticum aestivum. Journal of Chemical Ecology 26(9): 2141-
2154.

YU, J.Q.; YE, S.F.; ZHANG, M.F.; HU, W. H. 2003. Effects of root exudates and aqueous root
extracts of cucumber (Cucumis sativus) and allelochemicals, on photosynthesis and antioxidant

enzymes in cucumber Biochemical Systematics and Ecology, 31: 129-139.

XX



Capitulo 1

Fracionamento e identificacao das fragoes ativas a
partir de extratos foliares de Caryocar brasiliense

Camb. (Caryocaraceae)



Fracionamento e identificacao das fracOes ativas a partir de extratos foliares de
Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae)

RESUMO

Nos estudos de alelopatia, para conhecer a composi¢do dos extratos e associar 0s seus efeitos
nos organismos, é importante isolar a(s) substancia(s) ativa(s). O objetivo desse trabalho foi
extrair com diferentes solventes compostos alelopaticos foliares de Caryocar brasiliense
Camb. (Caryocaraceae) e fracionar o extrato mais ativo buscando a purificacdo de compostos
ativos. Como bioensaio, utilizou-se o crescimento do gergelim. Folhas maduras foram
coletadas, secas por 24h a 50°C e trituradas. Esse triturado foi extraido com solventes em
ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol e
agua, na proporcdo 1:5 (p/v). Os extratos foram filtrados em papel de filtro, secos em
rotavapor e ressuspensos em &gua nas concentracdes 800, 400 e 200 ppm. Como controle
negativo utilizou-se herbicida Glifosato, e como controle positivo dgua destilada. Foram
utilizadas 4 replicatas com 20 sementes de gergelim por placa de Petri, por tratamento. As
sementes foram mantidas por 7 dias a 30°C e fotoperiodo de 12 h. Ao fim do experimento as
plantulas tiveram o comprimento de suas partes aéreas (PA) e radiculares (PR) medidas com
paquimetro digital. O extrato mais ativo foi fracionado em cromatografia liquida em coluna
com ordem crescente de polaridade com eluente hexano:acetato de etila, acetona e metanol.
Foram obtidas 9 fracdes (F1 a F9) identificadas por cromatografia em camada delgada (CCD),
as quais tiveram suas atividades testadas. As condi¢des experimentais as mesmas descritas
acima, entretanto o namero de sementes de gergelim foi 10 por placa, e a duracdo de 5 dias. O
extrato considerado mais ativo foi o de acetato de etila a 800 ppm na PA e a 400 ppm na PR.
Este extrato apresentou similaridade em CCD com outros extratos, também ativos. Apos
fracionamento do extrato acetato de etila, duas fracbes se mostraram as mais ativas: F2 (50%
hexano: acetato) e F8 (100% acetona). As fracbes F2, F5, F6 e F7 foram utilizadas para
purificacdo de compostos, visto que seus efeitos no crescimento inicial foram equivalentes ao
herbicida Glifosato. Esta analise estd em andamento. Conclui-se que folhas de C. brasiliense
sdo potencialmente produtoras de compostos bioativos, e que extragdo com acetato de etila

rende os produtos mais ativos.

Palavras-chave: Extratos organicos, Caryocar brasiliense, cromatografia.



Fractionation and identification of active fractions from leaf extracts of Caryocar

brasiliense Camb. (Caryocaraceae)
ABSTRACT

In allelopathic studies, a better understanding of the effects of plant extracts on target
organisms requires the identification of the active compounds involved. The aim of this study
was to conduct a serial extraction of leaves of Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae)
with solvents of increasing polarities and fractionate the most actives in order to identify
active compounds. For bioassays, sesame was the target species. Mature leaves were
collected, dried at 50° C for 24h and ground. This ground was extracted with organic solvents
in order of increasing polarity: hexane, dichloromethane, ethyl acetate, acetone, methanol and
water, in the ratio 1:5 (w/v). The extracts were filtered on filter paper, evaporated and
resuspended in water at concentrations of 800, 400, and 200 ppm. The herbicide glyphosate
was used as the negative and distilled water as the positive control. Four replicates of 20 seeds
were used per treatment. The experiment was conducted for seven days at 30° C and a
photoperiod of 12 h. At the end of the experiment the seedlings had the length of their shoot
parts (SP) and root parts (RP) measured with digital caliper. The most active extract was ethyl
acetate at 800 ppm (for SP) and 400 ppm (for RP). This extract showed similarity in TLC
with other active extracts. So, the ethyl acetate extract was fractionated through liquid
chromatography column with the eluents hexane:ethyl acetate, acetone and methanol in order
of increasing polarity. Nine fractions (F1-F9) were identified by thin-layer chromatography
(TLC), and they had their activities on sesame growth tested. The experimental conditions
were the same as described above, except the number of sesame seeds was 10 per plate and
the experiment last for 5 days. From these, five fractions were found to be active F2, F5, F6,
F7 and F8. Their effects on the initial growth of sesame were equivalent to the herbicide
glyphosate. The fractions F2 (50% hexane: acetate) and F8 (100% acetone) were the most
active. The search and identification of the active compounds present in these fractions are in
progress. We conclude that leaves of C. brasiliense are capable of producing bioactive

compounds, and extraction with ethyl acetate yields the most active products.

Keywords: Organic extracts, Caryocar brasiliense chromatography.



INTRODUCAO

Uma das técnicas mais utilizadas nos estudos de alelopatia envolve o preparo de
extratos aquosos a partir de tecidos de plantas, observando a influéncia desses extratos na
germinacdo e no crescimento das plantulas (Putnam, 1985; Inderjit & Dakshini, 1990),
metodologia essa encontrada em diversos trabalhos na literatura (Hernandez-Terrones et al.
2007; Centenaro et al., 2009; Peres et al., 2009). A sensibilidade das plantas aos compostos
varia de acordo com a concentragédo aplicada e composic¢do quimica do extrato (Perez, 1990,
Rimando et al., 2001).

Nos estudos de alelopatia, para conhecer a composicdo dos extratos e associar 0s
efeitos, é necessario isolar e identificar a(s) substancia(s) que acarreta(m) tais efeitos (Inderjit
& Del Moral, 1997). Durante esse processo, € necessario realizar bioensaios em cada passo do
isolamento, purificacdo e processos de identificacdo de compostos ativos (Stowe & Kil,
1981).

Duke e colaboradores (2000) descrevem metodologia de extracdo de aleloquimicos
dos orgdos das plantas com &gua ou solventes organicos, para uso em bioensaios. Os mais
ativos sdo selecionados e fracionados utilizando técnicas de cromatografia. As fracdes sdo
testadas, e as mais fitotoxicas sdo selecionadas para continuar fracionamento. Esta seqiiéncia
é repetida até os produtos puros serem encontrados. Estes produtos sdo estruturalmente
caracterizados e realizados bioensaios novamente para determinar seus efeitos fitotoxicos.
Esta metodologia é frequentemente utilizada ndo s6 para estudos alelopaticos, mas na busca
de produtos farmacéuticos e outras substancias bioativas, que resultam na maioria dos
aleloquimicos conhecidos, sendo tal processo conhecido como isolamento biodirigido.

Estudos com o uso de HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) permitem o
isolamento e purificacdo de compostos em pequenas quantidades presentes nas plantas, e a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), em combinacdo com outras técnicas tais como
espectrometria de massa e espectrofotometria de infravermelhos, tem permitido a
identificacdo de quase todos os aleloquimicos conhecidos até hoje (Macias et al., 2008).

A familia Caryocaraceae possui dois géneros, Anthodiscus G. F. W. Meyer e Caryocar
L. (Kerr et al., 2007), e 26 espécies, onde 16 sdo do género Caryocar (Araljo, 1995). As
espécies dessa familia sdo muito exploradas devido ao dleo encontrado na polpa do
mesocarpo (Araujo, 1995). Caryocar brasiliense Camb. € uma espécie comumente
encontrada no Cerrado que possui amplo uso na alimentacdo de comunidades tradicionais e
indigenas (Ribeiro, 2000), além de possuir uso medicinal (Oliveira et al., 1970; Bezerra et al.,
2002; Passos et al., 2003).



O objetivo deste trabalho foi fracionar extratos obtidos das folhas de Caryocar
brasiliense Camb. (Caryocaraceae) que apresentam comprovado potencial alelopatico,
buscando purificar compostos responsaveis pela atividade inibitdria através de isolamento
biodirigido.



MATERIAL E METODOS
Coleta das folhas de Caryocar brasiliense

Folhas maduras de individuos adultos de Caryocar brasiliense foram coletadas no
campus da Universidade de Brasilia no més de fevereiro de 2009, e secas em estufa a 50°C
durante 24 horas. As folhas secas foram entdo levemente trituradas em liquidificador com

pulsos curtos e intermitentes.

Extracao
Para a extragdo foram utilizados potes de vidro com tampa onde foram colocadas 100g
de folhas trituradas e acrescentados 500 ml de hexano, sendo que o vidro permaneceu em
banho de ultrassom por 1 hora para que houvesse a extracdo dos compostos com afinidade
pelo solvente. A amostra obtida apds 1 hora foi filtrada a vacuo e seca em rotavapor. A
extragdo seguiu de maneira seqiiencial nas mesmas condigdes com os demais solventes
organicos em ordem crescente de polaridade: diclorometano, acetato de etila, acetona e
metanol.
Foi realizada extracdo com agua destilada como solvente nas mesmas condicdes ja
descritas, porém tal extracao foi realizada com outros 100g de triturado de folhas (ndo ocorreu
de maneira sequencial com os solventes organicos), para com isso simular a acdo da adgua da

chuva e extrair compostos que possam estar presentes na natureza.

Bioensaios

Bioensaios monitorados tendo o gergelim (Sesamum indicum L.- Pedaliaceae) como
especie-alvo foram conduzidos com todos os extratos obtidos do triturado da folha de pequi
para quantificar sua atividade.

As solugdes obtidas nas extracdes apds serem secas em rotavapor foram ressuspensas
em agua destilada nas concentra¢des 200, 400 e 800 ppm, sendo acrescentado DMSO (dimetil
sulfoxido) na proporcdo de 5ul/ml para facilitar a solubilidade em agua destilada. Como
controle negativo utilizou-se o herbicida Glifosato nas mesmas concentragfes dos extratos e
como controle positivo agua destilada. O DMSO foi adicionado em todas as solucdes,
inclusive nos controles.

O bioensaio foi realizado em placa de Petri (9 cm de didmetro) sobre papel de filtro
como substrato onde foi adicionado 20 sementes ndo germinadas de gergelim por placa.
Foram realizadas 4 replicatas por tratamento. O volume de extrato por placa de Petri foi de 3

ml, volume definido com a ajuda de teste piloto realizado previamente. O extrato foi colocado
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uma Unica vez em cada placa. Apds a colocacdo das sementes e dos extratos, as placas foram
fechadas com Parafilm® e colocadas em cdmara de germinacdo por 7 dias & 30 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

Ao final dos 7 dias as placas foram mantidas a -10 °C para assim deter o crescimento
das plantulas e permitir que as medigdes fossem realizadas em dias distintos. As plantulas
tiveram o comprimento de suas partes aéreas (PA) e radiculares (PR) medidas com
paquimetro digital.

O nivel de atividade foi expresso em porcentagem de inibicdo do crescimento em

relacdo ao controle segundo a formula:

% inibigdo = (XT * 100/ XC) -100

Onde XT é a média de crescimento dos tratamentos e XC a média de crescimento do
controle. Os resultados sdo expressos em diagramas de barras nos quais 0s valores negativos

representam inibic&o e valores positivos estimulagdo nos parametros avaliados.

Fracionamento do extrato mais ativo

O extrato considerado mais ativo foi fracionado em coluna cromatografica, de silica
gel Merck (0,06 — 0,2mm) como fase estacionaria, em pressdo atmosférica (a coluna tinha 50
cm de altura por 3,5 cm de didmetro, com uma altura de silica de aproximadamente 30 cm). O
material a ser fracionado foi aplicado na parte superior da coluna e coberto com um pouco de
silica. Como fase movel utilizou-se eluente hexano: acetato de etila em diferentes proporcdes
de 0 a 100%, seguidos de 100% acetona e 100% metanol. Desse fracionamento, foram
recolhidos 82 aliquotas e estas foram unidas conforme similaridade em CCD (Cromatografia
de camada delgada) originando 9 fracdes.

As placas de CCD utilizadas eram da marca Machery-Nagel de aluminio e silica e 0
tamanho usado foi 4x5 cm. Para a revelacdo dos resultados as placas foram imersas em
Oleum (uma mistura de é&cido sulfurico, d4gua e acido acético, nas proporgdes 1:4:20,
respectivamente) e posteriormente aquecidas (“queimadas™) a 150 °C,

O bioensaio para testar a atividade das nove fragcdes foi montado conforme o bioensaio
descrito anteriormente, entretanto foram utilizadas placas de Petri com 4 cm de diametro onde
foram adicionadas 10 sementes ndo germinadas de gergelim e 1 ml de extrato por placa,

permanecendo em cdmara de germinacgéo por 5 dias.



Purificacéo e identificacdo dos compostos ativos

As fracdes em que foi constatada maior atividade e possuiam quantidade suficiente
foram purificadas através de coluna cromatografica em pressdo atmosférica, para que 0s
compostos isolados e purificados fossem assim identificados através de ressonancia
magnética nuclear (RMN'H) e comparados com a literatura. A coluna foi montada com silica
gel Merck 0,06 — 0,2 mm como fase estacionaria (a coluna tinha 57 cm de altura e 2 cm de
didametro, e a coluna interna de silica ficou numa altura de aproximadamente 35 cm) e como
fase modvel utilizou-se eluente hexano: acetato de etila em diferentes proporgdes em
polaridades crescentes a partir de 30% a 100%, acetato de etila: acetona (50:50), 100%
acetona e 100% metanol. Através de analises em CCD foi possivel definir a sequéncia dos
solventes ou mistura de solventes (fase movel) a serem usados.

FragOes que se encontravam contaminadas com clorofila foram submetidas a carvao
ativo e centrifugadas por aproximadamente 1 minuto a 3000 rpm para que houvesse a

remocao da clorofila das amostras, ndo havendo perda de produto comparado em CCD.

Anélise estatistica

As analises estatisticas das médias obtidas foram baseadas em testes paramétricos e
ndo-paramétricos, dependendo dos resultados obtidos. Para dados paramétricos foi utilizada a
analise da variancia (ANOVA) comparando-se as médias usando o teste de Tukey a 5%. Ja
para os dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis comparando-se as
médias usando o teste Student-Newman-Keuls a 5% de probabilidade. O programa estatistico

utilizado para as analises foi o BioEstat 5.0.



RESULTADOS E DISCUSSAO
Extracdo dos compostos

O rendimento (massa) aproximado obtido com cada solvente durante o processo de

extracdo com os 100g do triturado de folhas de pequi pode ser visualizada na Figura 1.

Massa (g)

0 T T
Hexano Diclorometano  Acetato de Acetona Metanol Agua
etila

Extratos

Figura 1. Massa (g) obtida com diferentes solventes a partir de 100 gramas de folhas
trituradas de Caryocar brasiliense Camb.

Os extratos obtidos com solventes de menor polaridade, hexano e diclorometano, e os
de maior polaridade, metanol e &gua, foram o0s que obtiveram maior rendimento. J& 0s
extratos obtidos com solventes de polaridade intermediaria, acetato de etila e acetona,
obtiveram um rendimento mais baixo.

Segundo Cechinel Filho (1998) o metanol possibilita a extracdo de um maior nimero
de compostos em comparacao aos outros solventes. Cipollini e colaboradores (2008) afirmam
ainda que na extracdo de metabdlitos secundarios de plantas, o metanol € comumente
utilizado com sucesso para extrair uma vasta gama de metabdlitos polares, muitos dos quais
também devem estar presentes em extrato aquoso. Tais fatores e o fato de grande parte dos
acucares presentes nas folhas possuirem maior afinidade por esses dois solventes, como ja
observado em outros estudos (Lima et al., 2009, Moreira et al., 2003) podem justificar o alto
rendimento dos extratos aquoso e metanolico.

A presenca de cera nas folhas pode indicar uma adaptagdo as condicGes de cerrado,
onde predominam altas intensidades luminosas e as espécies lenhosas apresentam elevadas

taxas de transpiracdo (Salatino et al., 1986). No extrato hexanico e de diclorometano



provavelmente foram extraidas as ceras e gorduras presentes nas folhas, ja que tais solventes
possuem afinidade por tais compostos (Ayres et al., 2008, Cechinel Filho, 1998).

Por analise em cromatografia de camada delgada (CCD) verificou-se que o extrato de
acetato de etila apresentava substdncias também presentes nos extratos de hexano,
diclorometano e acetona, porém o ultimo extrato possuia menos produtos. N&o se encontrou

produtos em quantidades majoritarias (mais evidentes) no extrato metanolico.

Bioensaio com os extratos

Os resultados dos efeitos fitotoxicos dos extratos de folhas de pequi sobre o

crescimento do gergelim podem ser visualizados nas Figura 2 (parte aérea) e Figura 3 (parte
radicular).

Hexano Diclorometano  Acetato de etila Acetona Metanol Aguoso Glifosato

U REEE B

*/

*
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-60

inibicdo parte aérea (%)

-80 +

-100 -
Extratos

‘D 200 ppm & 400 ppm m 800 ppm ‘

Figura 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Sesamum
indicum (gergelim) crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos obtidos das folhas
de Caryocar brasiliense e do herbicida comercial Glifosato. * Indica diferencas significativas
em relacdo as médias de crescimento do controle com agua destilada. p< 0,05.
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Figura 3. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de
Sesamum indicum (gergelim) crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos obtidos
das folhas de Caryocar brasiliense e do herbicida comercial Glifosato. * Indica diferencas
significativas em relacdo as médias de crescimento do controle com agua destilada. p< 0,05.

O extrato que apresentou maior efeito inibitdério no crescimento da parte aérea das
plantulas de gergelim foi o de acetona a 800 ppm (38%), seguido do extrato aquoso a 200 e
400 ppm (31%) e hexano a 200 ppm (30%) (Figura 2). Tanto no extrato aquoso quanto no
hexanico as menores concentracbes obtiveram maior efeito inibitério. Nos extratos de
diclorometano e metanol a menor concentracdo foi mais inibitoria do que a concentracédo
intermediaria.

A parte radicular se mostrou mais sensivel aos aleloquimicos do que a parte aérea.
Correia et al. (2005) sugere que a inibicdo da radicula por substancias alelopaticas em
experimentos com placa de Petri é sempre maior que a inibicdo da parte aérea, uma vez que
os aleloquimicos sdo concentrados e absorvidos pelo tecido radicular favorecidos pelo contato
fisico com o papel filtro. Os extratos com maior atividade foram hexano (56%),
diclorometano (45%) e metanol (45%), todos a 800 ppm. O extrato de diclorometano e muito
discretamente o extrato hexanico obtiveram na concentracdo de 200 ppm maior indice de
inibicdo do que a 400 ppm. J& no extrato de acetato de etila a concentracdo de 400 ppm foi a
mais inibitoria (Figura 3).

Nos estudos alelopaticos geralmente a bioatividade tende a exibir um padrdo dose
resposta, ou seja, a inibicdo observada é dependente da concentracdo de aleloquimicos
disponiveis, com isso 0s compostos tendem a agir como inibidores em concentracdes mais
elevadas e essa atividade tende a diminuir com a diluicdo (Macias et al., 2000), o que €
observado em diversos trabalhos (Chon & Kin, 2004, Chon et al., 2002). Contudo, Reigosa e
colaboradores (1999) afirmam que os efeitos alelopaticos podem escapar deste padréo, ja que os

efeitos observados resultam do somatério de uma série de alteragdes moleculares. Esse padréo
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dose resposta ndo foi bem observado nos resultados, 0 que pode ter sido causado por um
problema de solubilidade dos extratos em dgua (mesmo com o uso de DMSO), podendo vir a
causar uma concentracdo diferente da esperada. O fato de ter sido usado somente trés
concentragdes, limitando um estudo mais abrangente de efeito dose-resposta, também pode ser
uma das causas para tal efeito.

Nenhum extrato conseguiu atingir o nivel de inibi¢do do herbicida comercial glifosato,
gue chegou a inibir 85% na parte aérea e 100% na parte radicular, o que pode ter sido
ocasionado por ndo possuirem aleloquimicos disponiveis em quantidades suficientes para

atingir tais indices e até mesmo pela mistura de compostos presentes.

Fracionamento do extrato mais ativo

Comparando os extratos em CCD observou-se que o extrato de acetato de etila, o
hexanico, de diclorometano e acetona possuiam produtos majoritarios similares. Nos extratos
hexanico e de diclorometano havia impurezas como ceras e clorofilas, o que dificultaria o
fracionamento desses ja que se torna mais complexo a obtencdo de produtos puros, enquanto
no extrato de acetona havia a presenca de menos produtos. Ja os extratos metandlico e aquoso
apesar de terem tido alto indice de inibicdo teriam que ser fracionados atraves de
cromatografia reversa, procedimento utilizado nesses solventes. Com base nisso e no fato de a
atividade do extrato de acetato de etila ter se apresentado de maneira estavel em todas as
concentracOes, optou-se pelo fracionamento deste, mesmo nao diferindo estatisticamente do
controle.

Em outros estudos alelopéaticos o extrato obtido com o solvente acetato de etila foi
considerado mais ativo e por isso também escolhido para passar por fracionamento em coluna
cromatografica, como ocorreu com Tachigali myrmecophyla (Souza Filho et al., 2005a) e
Myrcia guianensis (Souza Filho et al., 2006).

A coluna foi montada com 3 g de amostra (que foi seca no rotavapor juntamente com
silica) que ao ser colocada na coluna recebeu um pouco de silica por cima. Foram coletadas
82 aliquotas durante o fracionamento, com volume médio de 40 mL cada. O volume dos

eluentes usados no fracionamento pode ser visualizado na Tabela 1.
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Tabela 1. Volume dos eluentes utilizados no fracionamento do extrato de folhas de Caryocar
brasiliense obtido com solubilizagdo em acetato de etila.

Aliquotas Eluente* Volume do eluente
5% Hx:AcOEt 400 ml
1 10% Hx:AcOEt 100 ml
2a6 15% Hx:AcOEt 200 ml
7al7 20% Hx:AcOEt 200 ml
18a 22 30% Hx:AcOEt 200 ml
23a32 40% Hx:AcOEt 200 ml
33a43 50% Hx:AcOEt 200 ml
44 a 56 60% Hx:AcOEt 400 ml
57 a 65 70% Hx:AcOEt 400 ml
66 a 74 80% Hx:AcOEt 400 ml
75a78 100% AcOEt 400 ml
79 e 80 100% Acetona 200 ml
81le82 100% MeOH 200 ml

* 0 eluente é a mescla de solvente em que a aliquota foi coletada durante o fracionamento em

coluna cromatogréfica. Hx: hexano; AcOEt: acetato de etila, MeOH: metanol.
Apds analise via CCD, as aliquotas foram reunidas em 9 fracdes (F1-F9), de acordo

com sua similaridade cromatografica, e seu rendimento e polaridade em que foram extraidos

encontra-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Rendimento (massa) das fracfes obtidas atraves do fracionamento do extrato acetato
de etila proveniente das folhas de Caryocar brasiliense.

Fracéo Massa (mg) Eluente *

1 29,1 20% Hx:AcOEt

2 23,3 50% Hx:AcOEt

3 21,9 60% Hx:AcOEt

4 11,8 70% Hx:AcOEt

5 8,7 70-80% Hx:AcOEt
6 15,5 80-100% Hx:AcOEt
7 16,4 100% AcOEt

8 15,3 100% Acetona

9 141,7 100% MeOH

* 0 eluente é a mescla de solvente em que a fracdo foi coletada durante o fracionamento em
coluna cromatografica. Hx: hexano; AcOEt: acetato de etila, MeOH: metanol.

Bioensaio com as fracdes

Os resultados dos efeitos fitotdxicos das fragdes obtidas ap6s fracionamento do extrato
acetato de etila testadas sobre o crescimento do gergelim podem ser analisados na Figura 4

para parte aérea e Figura 5 para parte radicular.

Inibigao parte aérea (%)

Fracdes

0 200ppm [ 400ppm M 800ppm |

Figura 4. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea das plantulas de Sesamum
indicum (gergelim) crescidas durante cinco dias sob influéncia das fracbes do extrato de
acetato de etila, obtido das folhas de Caryocar brasiliense, e herbicida comercial Glifosato:
fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracdo 6 (F6), fracdo 7
(F7), fracdo 8 (F8), fracdo 9(F9).* Indica diferengas significativas em relacdo as médias de
crescimento do controle com agua destilada. p< 0,05.
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Figura 5. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte radicular das plantulas de
Sesamum indicum (gergelim) crescidas durante cinco dias sob influéncia das fracbes do
extrato de acetato de etila, obtido das folhas de Caryocar brasiliense, e herbicida comercial
Glifosato: fracdo 1 (F1), fracdo 2 (F2), fracdo 3 (F3), fracdo 4 (F4), fracdo 5 (F5), fracdo 6
(F6), fracdo 7 (F7), fracdo 8 (F8), fragdo 9(F9).* Indica diferengas significativas em relacéo as
médias de crescimento do controle com agua destilada. p< 0,05.

Com relagdo a parte aérea, as fracdes menos ativas foram F1, F3 e F4, com o indice de
inibicdo variando de 6% (F1 a 200 ppm) a 21% (F3 a 200 ppm). As fracbes F3 a 400 ppm e
F4 & 800 ppm apresentaram efeito estimulatorio, 7% e 5% respectivamente. A fragdo mais
ativa foi a F2, apresentando indice de inibi¢cdo de 100% a 200 e 400 ppm e de 81% a 800
ppm. As fracbes F5, F6, F8 e F9 obtiveram também altos indices de inibicdo, variando de
57% a 100%. A fracdo F7 teve inibicdo de 100% a 800 ppm, porém nas demais concentracdes
a inibicdo foi menor. Muitas das fragBes obtiveram indice inibitério maior do que o do
herbicida comercial Glifosato, podendo vir a ser potenciais fontes de produtos naturais
herbicidas como aplicagéo alternativa aos comerciais, porém com menor impacto ambiental.

Na parte radicular a fracao F4 foi a que apresentou menor efeito inibitorio, variando de
18% (200 ppm) a 29 % (400 ppm). A fracdo F8 foi a que obteve maior indice inibitdrio,
sequida de F2. Ambas obtiveram inibi¢cdo de 100% a 200 e 400 ppm e de 93% para F2 e 99%
para F8 a 800 ppm. As fracdes F1 e F3 foram inibitdrias somente a 800 ppm, 74% e 73%
respectivamente. Todas as demais fragfes obtiveram altos indices de inibicdo, variando de
81% a 100%.

A auséncia de compostos fitotoxicos nas fragdes F1, F3 e F4 poderia ser uma
explicacdo para a baixa atividade que tais fracGes apresentaram na parte aérea. Outra
justificativa possivel é o fato de que em alguns casos, durante o fracionamento, a atividade
pode ser perdida por modificacdes quimicas ou degradacdo, além da questdo do sinergismo de

fracdes e produtos ativos que se esta estudando (Dayan & Duke, 2006).
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Ha trabalhos que mostram que com o fracionamento de um extrato, a atividade
inibitoria tende a aumentar, como foi observado, uma vez que 0s compostos encontram-se
mais separados e concentrados. Na avaliacdo do potencial alelopatico de Caryocar brasiliense
através de extrato metandlico de suas folhas, Moreira e colaboradores (2008) observaram que
na concentracdo maxima da solucdo aquosa do extrato metandlico bruto (150 ppm), a
porcentagem de inibicdo do crescimento da raiz de Panicum maximum foi de 56%. Os autores
concluiram através do fracionamento cromatografico do extrato bruto que as fracGes obtidas
usando diclorometano e metanol apresentaram maior atividade inibitéria no crescimento da
raiz de P. maximum, 75% a 200 ppm e 60% a 150 ppm respectivamente.

Em estudos da atividade fungitoxica de Caryocar brasiliense, Marques e
colaboradores (2002) constataram que o0s extratos brutos metandlicos das folhas, dos botGes
florais e dos frutos de C. brasiliense, inibiam a germinacdo do fungo Fusarium oxysporum,

demonstrando assim sua acgao alelopética.

Purificagdo dos compostos ativos

As fraces F2 (denominada Al), F5, F6 e F7 foram utilizadas para serem purificadas
(Tabela 3).

Tabela 3. Fracdes obtidas a partir da cromatografia liquida por coluna do extrato de acetato de
etila, proveniente das folhas de Caryocar brasiliense, para purificagdo dos compostos.

Fracoes Massa (mg) Eluente*(Hx:AcOEt) Amostras
2 36,3 50-60% Al
5-6-7 82,8 70-100% A2

* 0 eluente é a mescla de solvente hexano e acetato de etila em que a fracdo foi coletada
durante o fracionamento em coluna cromatogréafica. Hx: hexano, AcOEt: acetato de etila.

A fragdo F8 nédo foi utilizada, mesmo sendo uma das mais ativas, por ter material
insuficiente. A fragdo F9 chegou a passar por coluna cromatogréafica, porém ndo houve éxito,
ja que ndo se conseguiu separar nenhum produto puro, o que pode ser explicado por essa
fracdo ser oriunda de lavagem da coluna com metanol, assim contendo uma mistura muito
grande de compostos. As fracdes F5, F6 e F7 foram unidas, por possuirem similaridade em
CCD, para aumentar a massa total do produto, passando entdo a ser denominada A2. As
fracbes F1, F3 e F4 ndo foram utilizadas por terem tido baixa atividade inibitéria nos

bioensaios.
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Tratamento da Amostra 1

Para facilitar a identificacdo dos compostos presentes na amostra foi realizada a
retirada da clorofila, acrescentando-se acetato de etila juntamente com carvao ativo (até a
amostra ficar transparente). O uso de carvao ativo para a retirada de clorofila ja foi realizado
com sucesso em outros trabalhos (Moreira et al., 2008).

Tratamento da Amostra 2

Como a amostra 2 em andlise por CCD apresentava mais de um produto, porem bem
definidos, optou-se por montar uma coluna cromatogréafica liquida da amostra para separacédo
dos mesmos. Foram obtidas 58 aliquotas com volume médio de 40 ml. O volume dos eluentes
usados no fracionamento pode ser visualizado na Tabela 4.

Tabela 4. Volume dos eluentes utilizados no fracionamento do agrupamento das fracdes 5, 6 e
7, provenientes do fracionamento do extrato de acetato de etila das folhas de Caryocar
brasiliense.

Aliquotas Eluente* Volume do eluente
1 30% Hx:AcOEt 100 ml
2 40% Hx:AcOEt 100 ml
3a8 50% Hx:AcOEt 200 ml
9all 60% Hx:AcOEt 100 ml
12a16 65% Hx:AcOEt 100 ml
17a25 70% Hx:AcOEt 200 ml
2635 80% Hx:AcOEt 200 ml
36 a 47 100% AcOEt 200 ml
48 a 55 50:50 Acetona: AcOEt 150 ml
56 100% Acetona 100 ml
57 e 58 100% MeOH 200 ml

* 0 eluente é a mescla de solvente em que a fracdo foi coletada durante o fracionamento em
coluna cromatografica. Hx: hexano; AcOEt: acetato de etila, MeOH: metanol.

Apos analise via CCD, as aliquotas foram reunidas em 4 subfracdes (F1-F4), de
acordo com suas similaridades cromatograficas. As subfracdes (Tabela 5) e a amostra 1 foram
analisados através de RMN'H, RMN 3C e infravermelho. A anélise dos compostos através de
RMN e a comparacdo dos espectros gerados com a de compostos ja conhecidos descritos na
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literatura € uma pratica comum para a identificacdo de substancias (Souza Filho et al., 2005b,
Santos et al., 2008).

Tabela 5. Subfracdes obtidas a partir da cromatografia liquida por coluna do agrupamento das
fracdes 5, 6 e 7, provenientes do fracionamento do extrato de acetato de etila das folhas de
Caryocar brasiliense, para purificagdo dos compostos.

Subfracdes Massa (mg) Eluente* (Hx:AcOEt)
1 9,1 50%

2 5,9 50-65%

3 7,5 70-100%

4 16,5 100%

* 0 eluente é a mescla de solvente hexano e acetato de etila em que a fragdo foi coletada
durante o fracionamento em coluna cromatogréafica. Hx: hexano, AcOEt: acetato de etila

A subfracdo 2 foi descartada durante as analises por ser constituida de mistura sem
nenhum produto em evidéncia, dificultando a identificacdo dos compostos ali presentes,
mesmo assim seus espectros estdo sendo apresentados junto com os demais, visando mostrar
um aspecto geral dos compostos encontrados nas subfracdes analisadas (em anexo). Os
espectros estdo sendo analisados no Instituto de Quimica e aparentemente se tratam de
triterpenos.

Existem relatos de estudos alelopaticos com as folhas de Caryocar brasiliense onde
foi analisado o extrato metandlico através da CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas). Na fragcdo obtida com o eluente diclorometano foram identificados
0s seguintes compostos: palmitato de metila, acido palmitico, elaidato de metila, alcool
insaturado trans- fitol e estearato de metila. Segundo o autor, como o palmitato de metila foi 0
composto encontrado em maior proporcao, provavelmente foi o responsével pelas alteracGes
na germinacdo, crescimento, fisiologia e bioquimica de Bidens pilosa e Zea mays (Oliva,
2006).

Os experimentos realizados comprovaram a acao alelopatica de Caryocar brasiliense,
sendo que os efeitos inibitérios sobre o gergelim aumentaram consideravelmente com o
fracionamento do extrato de acetato de etila e possivel isolamento de compostos, entretanto a
identificacdo desses aleloquimicos é fundamental para o conhecimento de quais moléculas

estdo agindo nesse processo.

18



CONCLUSOES

1

O extrato obtido com solvente acetato de etila foi considerado o mais apropriado para
seguir fracionamento.

As fracOes 2 e 8 do fracionamento do extrato de acetato de etila foram as mais
inibitorias e a fracdo 4 foi a menos inibitdria do crescimento inicial das plantulas de
gergelim.

A parte radicular foi mais afetada pelos efeitos alelopaticos do que a parte aérea nos
bioensaios analisados.

O gergelim se mostrou uniforme e homogéneo na germinacgéo, sendo uma boa espécie
alvo para estudos alelopaticos.

Caryocar brasiliense apresentou efeitos alelopaticos sobre o gergelim, sendo que os
efeitos inibitérios aumentaram consideravelmente com o fracionamento do extrato de

acetato de etila.
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Incorporado ao solo no crescimento de quatro

especies alvo
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Efeitos alelopéticos do triturado de folhas de Caryocar brasiliense Camb.

(Caryocaraceae) incorporado ao solo no crescimento de quatro espécies alvo

RESUMO

Bioensaios de alelopatia conduzidos em laboratério devem, na medida do possivel, reproduzir
0 mais proximo possivel condi¢bes observadas em campo. O objetivo desse trabalho foi
determinar efeitos do triturado de folhas de Caryocar brasiliense (pequi) incorporado ao solo,
sobre o crescimento inicial de sorgo, gergelim, braquiaria e ipé roxo. Folhas maduras foram
coletadas e secas em estufa a 50°C por 24 horas, sendo posteriormente incorporadas ao solo
nas concentragdes 0,75%, 1,5% e 3% (p/v). Para bioensaios, foram colocadas 4 sementes
previamente germinadas das espécies alvo em cada pote, sendo 8 potes (replicatas) por
tratamento, totalizando 32 pléantulas por tratamento. O experimento foi conduzido sob
temperatura de 30°C e fotoperiodo de 12 horas. Ap6s 5 (sorgo e braquiaria) e 7 dias
(gergelim e ipé) de crescimento foram medidos os comprimentos da parte aérea e radicular
das plantulas com um paquimetro digital. Em relacdo ao controle (solo sem triturado),
observou-se leve estimulo no crescimento da parte aérea do sorgo e do ipé na concentracdo de
0,75%. Foi observado efeito dose dependente dos tratamentos, sendo este discreto para o
gergelim. A parte radicular foi mais afetada pelos tratamentos que a parte aérea. Observou-se
escurecimento de partes radiculares nas plantulas de sorgo, gergelim e braquiaria, sugerindo
necrose nos tecidos. Gergelim se mostrou a espécie mais sensivel aos tratamentos, tanto na
parte aérea quanto na parte radicular, e todas as espécies alvo apresentaram reducdo do
crescimento, independentemente de serem invasoras ou cultivadas, mono- ou dicotiledéneas.
Conclui-se que folhas de C. brasiliense apresentam potencial para exercer efeitos alelopaticos
sob condigdes de campo.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense, alelopatia, solo.
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Allelopathic effects of crushed leaves of Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae)

incorporated into the soil on the growth of four target species
ABSTRACT

Allelopathy bioassays conducted under laboratory conditions should, as far as possible,
reproduce environmental conditions faced by the plants in the field. The aim of this study was
to determine effects of leaves of Caryocar brasiliense incorporated to the soil on seedling
growth of sorghum, sesame, brachiaria and ipé. Mature leaves were harvested, dried at 50° C
for 24 hours, slightly crushed and subsequently incorporated into Cerrado latossoil at
proportions of 0.75%, 1.5% and 3% (w/v). For bioassays, four germinated seeds of each
species were placed per pot, 8 pots (replicates) per treatment, totaling 32 seedlings of each
target species per treatment. The experiment was conducted at a temperature of 30 ° C and a
photoperiod of 12 hours. After 5 (sorghum and brachiaria) and 7 days (sesame and ipé) of
incubation, shoots and roots of all seedlings were measured with a caliper and compared to
the control (soil without crushed leaves). A slight stimulation of shoot growth of sorghum and
ipé at concentration of 0.75% was observed, in comparison to control. At higher
concentrations the effects on seedling growth were mostly inhibitory, and the roots were more
affected by the treatments than the shoots. A darkening of the root parts in the seedlings of
sorghum, sesame and brachiaria was observed, suggesting tissue necrosis. Sesame was found
to be the most sensitive species. Irrespective the species habits or taxonomic group, all the
target species showed reduced growth in the presence of crushed leaves. We conclude that
leaves of C. brasiliense mixed to the Cerrado soil have allelopathic potential to act upon

seedling growth under field conditions.

Keywords: Caryocar brasiliense, allelopathy, soil.
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INTRODUCAO

Bioensaios de laboratorio podem estabelecer se uma planta tem potencial alelopatico,
entretanto para se ter a confirmacdo de que o potencial alelopatico observado é expresso em
condicBes naturais, sdo necessarios estudos de campo (Inderjit & Dakshini 1995).

Segundo Stowe (1979), espécies comprovadamente alelopaticas em experimentos de
laboratério quando em condi¢des mais proximas as do ambiente natural podem vir a néo
apresentar este efeito, e substancias que sdo inibitorias em solucdo aquosa ndo séo
necessariamente inibitorias no solo.

Inderjit e colaboradores (2001) relataram que a incorporacédo de residuos de plantas ao
solo estd mais perto das condigdes de campo do que a aplicacdo de extratos aquosos, porém
para os resultados serem relevantes o solo deve ter textura semelhante ao do habitat natural da
planta (Inderjit & Dakshini, 1995). Depois de entrar no solo, processos como a retencdo
(absorgdo), transporte e transformacdo determinam a persisténcia e destino de aleloquimicos
(Cheng, 1995).

Trabalhos recentes com diversas espécies doadoras tem se preocupado em simular
condi¢des mais proximas ao natural. Jarchow & Cook (2009), buscaram determinar através de
experimentos com solo se a alelopatia pode ser um dos componentes da invasividade de
Typha augustifolia, uma planta invasora da Ameérica do Norte, sendo que os resultados
obtidos comprovaram que o sucesso de ocupacéo de tal planta se deve a atividade alelopatica
por ela exercida.

Viard-Crétat e colaboradores (2009) realizaram um experimento que consistia em
simular a acdo do lixiviado de Festuca paniculata sobre duas espécies alvo nativas e sobre ela
propria, através de vasos plantados com a especie doadora que eram irrigados por cima e a
agua com os lixiviados irrigavam os vasos com as espécies alvo. Os lixiviados reduziram a
biomassa das plantulas das outras espécies, mas nao afetaram a propria espécie em estudo.

Kumar e colaboradores (2009) avaliaram o possivel papel da alelopatia na supressao
da germinacdo de Amaranthus powellii, uma erva, apos a incorporacdo de trigo ao solo. Ao
fim do experimento concluiu-se que a germinacdo de A. powelli é influenciada pelos efeitos
interativos dos aleloquimicos do trigo e do ambiente do solo.

Estudos alelopaticos utilizando substrato solo com espécies do Cerrado sdo escassos
(Souza et al., 2007; Silva et al., 2006). A maior parte do bioma Cerrado € dominada por
Latossolos, mas um numero significativo de outras classes de solos (Neossolos, argissolos,
nitossolos, entre outros) em associagdo com as condigdes de clima, favorece o

estabelecimento de grande diversidade de espécies vegetais, seja do estrato graminoso, seja do
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arboreo (Reatto et al., 2008). Os Latossolos possuem alta permeabilidade a agua, mais de
95% desses Latossolos sdo distroficos e acidos, com nivel de pH em torno de 4 a 5,3 (Lopes,
1984), elevada saturacao de Al e deficiéncia em P, Ca, K e Mg (Araljo & Haridasan, 1988).

Nos estudos alelopaticos de uma maneira geral, tanto em substrato solo como em
papel de filtro, sdo utilizadas uma grande variedade de espécies alvo. Algumas espécies, como
por exemplo Lactuca sativa L. (alface) e Solanum lycopersicum L. (tomate), sdo mais
sensiveis a acdo dos aleloquimicos do que outras, sendo utilizadas com frequéncia em
bioensaios alelopaticos (Ferreira & Aquila, 2000).

Sementes de gergelim também tém sido amplamente utilizadas em bioensaios (Ribeiro
et al., 2009; Souza et al., 2007; Aires et al., 2005) por possuirem alta velocidade de
germinacdo, serem de facil aquisicdo e possuirem amplo espectro germinativo quanto a
temperatura (Carvalho et al. 2001). Sementes de espécies invasoras como Bidens pilosa
(picdo-preto), Mimosa pudica (malicia) (Fortes et al., 2009; Lobo et al., 2008) e espécies
cultivadas como Lactuca sativa (alface), Sorghum bicolor (sorgo) (Franca et al., 2008; Carmo
et al., 2007; Souza et al., 2006) também sdo comumente usadas. O uso de sementes nativas
como espécies alvo em bioensaios alelopaticos é menos frequiente, provavelmente devido a
epoca restrita de dispersdo, baixa longevidade e por comumente apresentarem algum tipo de
dorméncia (Ferreira & Aquila 2000).

O pequi (Caryocar brasiliense, Camb.) é uma espécie que ocorre sempre em
agrupamentos mais ou menos densos em areas de cerrado sentido restrito do DF, tendo seus
frutos amplamente utilizados na culindria em comunidades tradicionais (especialmente em
Goias e Minas Gerais) e indigenas, que ainda hoje usam os frutos também como isca de caga
e para pintura corporal (Ribeiro, 2000). E uma espécie que possui comprovados efeitos
alelopéticos (Souza et al., 2007), porém os estudos ainda s&o escassos.

O objetivo deste trabalho foi determinar efeitos do triturado de folhas de Caryocar
brasiliense Camb. (Caryocaraceae) incorporado ao solo, sobre o crescimento das espécies
alvo Sesamum indicum L. (cultivada eudicotiledonea), Sorghum bicolor (L.) Moench
(cultivada monocotiledénea), Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl. (nativa) e
Brachiaria decumbens Stapf. (invasora).
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MATERIAL E METODOS

Coleta das folhas de Caryocar brasiliense

Folhas maduras de individuos adultos de Caryocar brasiliense foram coletadas no
campus da Universidade de Brasilia e secas em estufa a 50 °C durante 24 horas. As folhas
secas foram levemente trituradas em liquidificador com pulsos curtos e intermitentes e 0

triturado incorporado ao solo em diferentes concentragdes, conforme descrito abaixo.

Espécies alvo

Foram utilizadas como espécies alvo sementes de gergelim- Sesamum indicum L.
(eudicotiledénea cultivada), sorgo- Sorghum bicolor (L.) Moench (monocotiledonea
cultivada), ipé roxo- Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.(nativa) e braquiaria-
Brachiaria decumbens Stapf. (invasora) previamente germinadas, em camaras de germinacao
a 30 °C em placas de Petri revestidas com papel de filtro e irrigadas com agua destilada.

As sementes de ipé roxo foram coletadas de individuos presentes no campus da
Universidade de Brasilia. As sementes de gergelim foram obtidas de individuos plantados no
Laboratorio de Termobiologia-UnB, as sementes de sorgo foram cedidas gentilmente pela
Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas-MG) e as sementes de braquiaria foram obtidas

comercialmente (Sementes Agrocosmos) .

Experimento de solo

Foram preparados potes de plastico com latossolo vermelho coletado do Cerrado.
Este solo foi peneirado para retirada de impurezas e homogeneizacdo do mesmo, sendo
posteriormente seco ao ar para retirar a umidade existente.

As folhas maduras secas e trituradas de pequi foram misturadas ao solo nas proporcdes
apresentas na Tabela 1. Foram colocadas 4 sementes previamente germinadas (plantulas) das
espécies alvo em cada pote, sendo 8 potes (replicatas) por tratamento, totalizando 32 plantulas
por tratamento.

Tabela 1. Proporcao de solo e triturado de folhas de Caryocar brasiliense em cada pote nos
diferentes tratamentos.

Tratamento Volume de solo Volume de folhas
Controle 180g Ausente

0,75 % 178,659 1,359

1,5% 177,39 2,79

3% 174,69 5,49
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Foram colocados 2 potes em cada caixa gerbox contendo agua destilada. Pequenos
orificios foram feitos na parte inferior dos potes, por onde o solo entrou em contato por
capilaridade com a agua, que era colocada nas gerbox diariamente. O experimento
permaneceu em camara de germinacdo a 30 °C e fotoperiodo de 12 h, e apds o periodo de
crescimento (5 dias para sorgo e braquiaria e 7 dias para gergelim e ipé), foram medidos os

comprimentos da parte aérea e radicular das plantulas com um paquimetro digital.

Anélise estatistica

As analises estatisticas foram baseadas em testes paramétricos e nao-paramétricos,
dependendo dos resultados obtidos. Para dados paramétricos foi utilizada a analise da
variancia (ANOVA) comparando-se as médias usando o teste de Tukey a 5%. Ja para os
dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis comparando-se as médias
usando o teste Student-Newman-Keuls a 5% de probabilidade. O programa estatistico

utilizado para as analises foi o BioEstat 5.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioensaio com Sorghum bicolor (sorgo)

Os resultados dos efeitos alelopaticos do triturado de folhas de pequi incorporado ao

solo sobre o crescimento do sorgo podem ser visualizados na Figural.
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Figura 1. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea e radicular das plantulas de
Sorghum bicolor (sorgo) crescidas durante cinco dias sob influéncia do triturado de folhas de
Caryocar brasiliense incorporado ao solo em diferentes concentracdes.* Indica diferencas
significativas em relacdo as médias de crescimento do controle. p< 0,05

Apesar de ndo ter diferido estatisticamente do controle, hd uma tendéncia de estimulo
em 15% da parte aérea a 0,75%, sendo que na parte radicular houve inibi¢do de 40%.

Nas proporc¢oes 1,5% e 3% houve inibicdo no desenvolvimento das plantulas, sendo a
parte radicular bem mais atingida, 60% e 80%, respectivamente. Houve também o surgimento
de uma aparente necrose das raizes em todos os tratamentos (Figura 2).

Tongma e colaboradores (1998) realizaram varios estudos envolvendo solo com
Tithonia diversifolia como espécie doadora e diversas espécies alvo, inclusive sorgo. Houve
reducdo no crescimento das partes aéreas e radiculares de Raphanus sativus, Sorghum bicolor,
Digitaria ciliaris, Amaranthus viridis e Oryza sativa quando plantadas em solo previamente
plantado com T. diversifolia.O extrato aquoso das folhas de T. diversifolia aplicado ao solo
também reduziu o crescimento da parte aerea e radicular das plantas alvo, sendo que essa
inibicdo aumentou com o aumento da concentracdo do extrato. A incorporacdo de folhas secas
ao solo, na proporcdo de 1% e 2% inibiu o crescimento das plantulas de arroz (Unica espécie
usada neste experimento), sendo que a atividade observada diminuiu 4 semanas apds o

tratamento do solo, indicando uma possivel degradacdo dos compostos por microorganismos.
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Figura 2. Tratamentos com Sorghum bicolor

Bioensaio com Sesamum indicum (gergelim)

Os resultados dos efeitos alelopaticos do triturado de folhas de pequi incorporado ao

solo sobre o crescimento do gergelim podem ser visualizados na Figura 3.
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Figura 3. Porcentagem de inibi¢do do crescimento da parte aérea e radicular das plantulas de
Sesamum indicum (gergelim) crescidas durante sete dias sob influéncia do triturado de folhas
de Caryocar brasiliense incorporado ao solo em diferentes concentra¢fes.* Indica diferengas
significativas em relacdo as médias de crescimento do controle. p< 0,05
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No experimento realizado com gergelim como espécie alvo, houve inibi¢do da parte
aérea e radicular em todas as concentra¢Ges, como também ocorreu com a incorporacao de
restos foliares de Ophiopogon japonicus que afetou o crescimento das plantulas de alfafa e
mostarda (Igbal et al., 2004).

Na concentracdo mais baixa, 0,75%, a inibicéo foi a mais baixa, 54% na parte aérea e
62% para a parte radicular. O indice de inibicdo da parte aérea e da parte radicular foi acima
de 70% para a concentracdo de 1,5% e acima de 80% para 3%. Algumas plantulas dos
tratamentos 0,75% e 1,5% tiveram suas raizes aparentemente necrosadas, e na concentragdo
3% todas as raizes estavam com essa aparéncia (Figura 4).

No trabalho de Pina e colaboradores (2009) o triturado de folhas de Eugenia
dysenterica incorporado ao solo nas concentracdes de 1% e 3% também inibiram o
crescimento das plantulas de gergelim, sendo a inibigdo da parte radicular superior a 90% e da
parte aérea em torno de 50%.

controle

Figura 4. Tratamentos com Sesamum indicum

Bioensaio com Brachiaria decumbens (braquiaria)

Os resultados dos efeitos alelopaticos do triturado de folhas de pequi incorporado ao

solo sobre o crescimento da braquiaria podem ser visualizados na Figura 5.
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Figura 5. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea e radicular das plantulas de
Brachiaria decumbens (braquiéria) crescidas durante cinco dias sob influéncia do triturado de
folhas de Caryocar brasiliense incorporado ao solo em diferentes concentraces.* Indica
diferencas significativas em relacdo as medias de crescimento do controle. p< 0,05

A inibicdo da parte aérea para todos os tratamentos foi baixa apesar de ter sido
significativo em relacéo ao controle para 1,5 % e 3 %, atingindo no méximo 30% de inibig&o.
A parte radicular foi a mais inibida, variando de 36% a 63%, sendo que nos tratamentos 1,5 %
e 3 % a inibicdo observada foi praticamente a mesma (Figura 6).

O controle apresentou grande quantidade de raizes laterais que foram diminuindo a
medida que a concentracdo de triturados foi aumentando. Nos tratamentos de 1,5% e 3 % foi
observada a presenca de algumas raizes aparentemente necrosadas. Jerdnimo (2006) em seus
estudos com extratos de lobeira observou a reducdo no tamanho médio radicular, na presenca
de raizes laterais e de pélos radiculares das plantulas de gergelim em contato com tais
extratos.

Segundo Raven e colaboradores (2001), os efeitos na reducdo do tamanho radicular e
na presenca de raizes laterais podem afetar a absorcdo de nutrientes pelas plantulas, o que

acaba por afetar o seu desenvolvimento.
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Figura 6. Tratamentos com Brachiaria decumbens

Bioensaio com Tabebuia impetiginosa (ipé roxo)

Os resultados dos efeitos alelopaticos do triturado de folhas de pequi incorporado ao

solo sobre o crescimento do ipé roxo podem ser visualizados na Figura 7.
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Figura 7. Porcentagem de inibicdo do crescimento da parte aérea e radicular das plantulas de
Tabebuia impetiginosa (ipé) crescidas durante sete dias sob influéncia do triturado de folhas
de Caryocar brasiliense incorporado ao solo em diferentes concentragdes.* Indica diferencas
significativas em relacdo as médias de crescimento do controle. p< 0,05

A parte aérea das plantulas de ipé foi menos atingida do que a parte radicular,
chegando a ter um leve estimulo no tratamento 0,75% e chegando ao méximo de 40 % de
inibicdo na presenca da maior concentragédo de triturado de folhas (3%). A inibicdo da parte

radicular foi observada em todos os tratamentos, variando de 53% a 65% (Figura 8).
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Nos experimentos com sorgo e ipé houve um leve estimulo da parte aérea no
tratamento de 0,75%. Segundo Fernandez e colaboradores (2006), a inibicdo da raiz pode
coincidir com o estimulo do crescimento do hipocotilo (parte aérea) e esse efeito inibitdrio e
estimulatério em conjunto podem ser interpretados como resultado da agdo direta de
alteragdes moleculares ou como uma re-orientacdo de crescimento na tentativa de evitar o

estresse do aleloquimico.
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Figura 8. Tratamentos com Tabebuia impetiginosa

Com excecdo do gergelim onde ndo houve grande diferenca na inibicdo da parte aérea
e radicular, nas demais espécies alvo testadas a parte radicular foi mais afetada pelos efeitos
alelopéticos do que a parte aérea. Chung e colaboradores (2001) explicam o efeito inibitério
mais acentuado sobre as raizes devido ao contato mais intimo destas com a solucdo do
aleloquimico, em relacdo a parte aérea. Outros trabalhos também constataram que as raizes
sdo mais sensiveis aos aleloquimicos quando comparadas com a parte aérea das plantas (Pina
et al., 2009; Abdelgaleil & Hashinaga 2007; Ercoli et al. 2007).

O escurecimento de partes radiculares que foi observado no sorgo, gergelim e
braquiaria também foi constatado em outros trabalhos (Borella et al., 2009; Aires, 2007;
Maraschin-Silva & Aquila, 2006), e este escurecimento geralmente é associado a necroses.
Entretanto, Jerdbnimo (2006) em seu trabalho conseguiu reverter o escurecimento das plantulas

de gergelim tratadas com extrato de lobeira quando as mesmas foram lavadas e transferidas
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para placas com agua destilada. Tal escurecimento se deu provavelmente pelo acimulo de
fenadis, e ndo por necrose. Weir e colaboradores (2004) atribuem o escurecimento radicular a
danos oxidativos causados pelos aleloquimicos.

No experimento com gergelim como espécie alvo, o efeito dose dependente foi
discreto, sendo que a inibicdo da parte aérea no tratamento 1,5% foi discretamente superior a
inibicdo da parte radicular. Para as demais espécies alvo testadas o efeito dose dependente se
mostrou nitido, onde na medida em que se aumentou a concentracdo dos aleloquimicos
disponiveis, conseqlientemente aumentou também o efeito inibitério observado. Este efeito
dose dependente pode ser observado com outras espécies. Em Micromeria fruticosa, a medida
que se aumentou a concentracdo das folhas adicionadas ao solo o percentual de emergéncia
das plantulas de trigo declinou acentuadamente, atingindo quase inibicdo completa a 2%.
(Dudai et al., 2009). Uma redugéo significativa no crescimento das plantulas de Brassica sp.
foi observado quando o solo estava incorporado com residuos de Parthenium hysterophorus,
sendo que esta redugdo acentuou com o aumento da concentracdo, atigindo o apice a 4%
(Singh et al., 2005).

Todas as espécies utilizadas mantiveram praticamente o mesmo padrdo, maior inibicéo
da parte radicular e efeito dose dependente. Segundo Macias e colaboradores (2000) os
sistemas vivos apresentam uma grande variabilidade na sua resposta aos tratamentos, e um
unico agente pode induzir efeitos diferentes em diferentes espécies. Dai a importancia de se
testar o efeito alelopatico em varias espécies de grupos distintos (cultivada, invasora,
monocotiledonea,...), para maior confiabilidade dos resultados e observagédo de algum efeito
seletivo.

A utilizacdo de sementes pré germinadas confere uma maior homogeneizacdo dos
resultados, ja que hd uma padronizacdo. Uma desvantagem de tal metodologia é que a analise
dos resultados limita-se ao efeito no desenvolvimento das plantulas, ndo sendo observado
portanto os efeitos alelopaticos sobre a germinacdo e velocidade da germinacdo. Em outros
trabalhos também foi utilizada as sementes das espécies alvo pré germinadas nos
experimentos (Kong et al., 2007; Souza et al., 2006). Embora a germinacdo da semente, em
condicBes de campo, possa garantir o estabelecimento das espécies, o estagio de plantula é o
periodo mais suscetivel a influéncia de fatores externos, como a influéncia dos aleloquimicos
(Adkins et al., 2007; Fenner, 2000).

Trabalhos de incorporacdo de partes vegetais ao solo e seu efeito alelopatico tém sido
demonstrado para varias espécies, inclusive dentro da faixa de proporcdo utilizada neste

trabalho. A incorporacgéo ao solo de residuos de Ambrosia trifida nas concentracfes 1%, 2% e
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5% causou uma reducéo significativa no crescimento de plantulas de trigo a partir do 10° dia,
chegando a 75% na concentracdo mais alta de residuos (Kong et al., 2007).

Souza e colaboradores (2006) realizaram estudo com incorporacdo da parte aérea de
Brachiaria decumbens ao solo também na proporcao de 3%. A parte aérea seca e triturada foi
coletada em estacdo seca e chuvosa e apds incorporacdo ao solo foi observada a inibicdo das
plantulas de milho, arroz, trigo, soja, feijdo, algod&o e da prépria braquiaria. Das sete culturas
testadas, a propria B. decumbens apresentou maior sensibilidade aos efeitos de sua matéria
seca e os efeitos inibitdrios observados foram mais intensos para a braquiaria coletada na
estacdo chuvosa (Souza et al., 2006).

Um outro estudo foi realizado por Furness e colaboradores (2008), onde folhas de
Cynoglossum officinale foram incorporadas ao solo na proporcdo de 2% e atrasaram a
emergéncia das plantulas de Koeleria macrantha, Agropyron cristatum e Festuca idahoensis
4 dias apds a semeadura dessas, inibindo a emergéncia em 85% (Furness et al., 2008).

Os produtos quimicos ao entrarem na solucdo do solo podem ser absorvidos pelas
plantas, mas também estdo sujeitos a processos de degradacdo, como fotolise, oxidacdo e
degradacdo microbiana, e aos processos de remogédo ou transferéncia, como volatilizagdo e
adsorcdo (Weber & Miller, 1989; Weber et al., 1986). Portanto, vérios fatores de solo, como
textura, matéria organica e inorganica, umidade e organismos, afetam a atividade alelopatica
através dos seus efeitos ndo s6 no comportamento dos aleloquimicos no solo, mas também no
crescimento das plantas doadoras e receptoras, resultando em diferentes atividades fitotdxicas
(Kobayashi, 2004).

Os resultados demonstraram atividade alelopatica das folhas de pequi quando
incorporadas ao solo, sendo que o gergelim se mostrou mais sensivel a acdo dos
aleloguimicos, tanto na parte aérea quanto na parte radicular, do que as demais espécies
testadas.
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CONCLUSOES

[
1

Concentra¢Ges mais baixas de residuos foliares de Caryocar brasiliense podem causar

um leve estimulo do crescimento inicial da parte aérea de sorgo e ipé.

2- A parte radicular foi mais afetada pelos efeitos alelopaticos do que a parte aérea.

3- O triturado de folhas de Caryocar brasiliense pode causar escurecimento de partes
radiculares, como observado no sorgo, gergelim e braquiaria.

4- O efeito dose dependente se mostrou nitido.

5- O gergelim se mostrou a espécie mais sensivel a acdo dos aleloguimicos, tanto na

parte aérea quanto na parte radicular, e a braquiaria a espécie menos sensivel.
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ANEXO

Espectros de RMN 'H, RMN °C e
infravermelho
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File # 1 : ACO-F2-1 Mode= 2 (Mid-IR) 28/3/2010 16:19
Sample Description: C. Brasiliense Acoet{F2) prod.1 07/10/09 Laisa
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File # 6 : F23-F39 Mode= 2 (Mid-IR) 05/03/2010 09:36
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Livros Gratis

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