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RESUMO GERAL

Observagdes em campo, nas areas de reserva de Cerrado da Universidade Federal de Sao Carlos e da Represa
do Lobo (Itirapina), indicam que as duas espécies estudadas neste trabalho, Andira humilis Mart. ex Benth. e
Anacardium humile Mart., desenvolvem-se formando espagos entre elas e outras espécies que se
desenvolvem ao seu redor. Resultados obtidos em testes preliminares, utilizando-se extratos aquosos de
caules e folhas de ambas espécies, demonstraram efeitos inibitérios na germinagdo de sementes e no
desenvolvimento de plantulas de alface (Lactuca sativa L.), confirmando a hipotese da presenga de agentes
alelopaticos. No presente trabalho, foram estudados os efeitos alelopaticos de extratos aquosos de caules e de
folhas de Andira humilis e de Anacardium humile na germinagao de sementes e no crescimento plantulas de
Raphanus sativus L. (rabanete) e Lactuca sativa L. (alface), ambas utilizadas como bioindicadores. Efetuou-
se, também, a analise dos principios ativos responsaveis pelos efeitos alelopaticos ocasionados por folhas de
Andira humilis, procurando-se definir a(s) classe(s) quimica(s) a que pertencem. Os extratos a 50, 75 e 100%
de caules e folhas de Andira humilis, em sementes de alface e de rabanete, produziram redu¢do significativa
na velocidade de germinagdo e, a 100% de caules, a porcentagem de germinacdo foi significativamente
reduzida. Em Anacardium humile, a porcentagem de germinagdo foi reduzida significativamente, apenas em
sementes de rabanete, por acdo do extrato de folhas em concentragdao de 50%. Sementes de alface sofreram
redugdo significativa na velocidade de germinacdo na presenca de extratos de folhas de Anacardium humile
em todas as concentragdes. Entretanto, a velocidade de geminagdo em sementes de rabanete foi reduzida
significativamente, pela acdo dos extratos de caules na concentra¢do de 50% e de folhas, nas concentragdes
50, 75 e 100%. Plantulas de alface e rabanete sofreram inibi¢do significativa, em seu comprimento, pelos
extratos de Andira humilis, exceto os extratos de folhas a 25 e 75%, os quais ndo causaram inibigdo em
rabanete. Extratos de caules de Anacardium humile inibiram significativamente o comprimento de plantulas
de alface e rabanete, porém os extratos de folhas a 25 e 75% ndo inibiram o crescimento de plantulas de
alface. A interferéncia dos extratos aquosos, de ambas espécies de Cerrado estudadas, na germinagdo € no
crescimento em alface e rabanete, foi desassociada de qualquer efeito do potencial osmotico e do pH,
indicando, portanto, atividade alelopatica. Os resultados obtidos na identificagdo da classe quimica do(s)
composto(s) responsavel(is) pela atividade alelopatica ocorrida, apontam que as moléculas do metabolismo
secundario presentes nas folhas de Andira humilis, responséaveis por tais efeitos alelopaticos na germinagao

de sementes e no crescimento de plantulas de alface e de rabanete, pertencam a classe dos taninos.



Introducao Geral

Alelopatia

O termo alelopatia foi criado por Molish (1937) e engloba todas as interferéncias desencadeadas entre
microrganismos ¢ entre vegetais. O conceito descreve a influéncia de um individuo sobre o outro, seja
prejudicando ou favorecendo o segundo, e que o efeito seja realizado por biomoléculas produzidas por uma
planta ou por um microrganismo e lancadas no ambiente, seja na agua, na fase aquosa do solo ou substrato,
seja por substancias volatilizadas no ar que cerca os vegetais (Almeida 1988; Rizvi et al. 1992).

Tal mecanismo vem sendo observado e pesquisado ao longo da histéria. Plinio (1 D.C.), citado por Rice
(1984), relatou que Cicer arietinum L., Hordeum vulgare L., Trigonella foenum-graceum L., Vicia ervilia
Willd. e provavelmente Juglans regia L., foram motivo de muita preocupag@o para os homens, devido aos
danos causados para as plantas.

Em 1832, De Candolle afirmava que o cansaco das terras, decorrente da monocultura ao longo de anos
seguidos, era proporcionado pelo acimulo de alguma substincia exsudada pela cultura, a qual passava a
afetar seu proprio desenvolvimento (Rice 1984).

Molish (1937), apud Rice (1984) criou o termo alelopatia, unindo as palavras gregas allelon e pathos, as
quais, respectivamente, significam mutuo e prejuizo. Putnam & Duke (1978) utilizaram-no para se referirem
aos efeitos danosos de plantas superiores de uma espécie (doadora), na germinagdo, crescimento ou
desenvolvimento de plantas de outras espécies (receptoras). Rice (1984), definiu alelopatia como um efeito
direto ou indireto, prejudicial ou benéfico, de um vegetal, compreendendo, também, a acdo de
microrganismos, sobre outro vegetal, através da liberacdo de compostos quimicos que escapam no ambiente.

Alelopatia envolve uma complexa cadeia de comunica¢do quimica entre os vegetais, incluindo os
microrganismos (Harborne 1987), e pode ser considerada um componente de interferéncia, caracterizando-se
pela introdu¢do de novos fatores, os compostos quimicos, no meio ambiente, o que a distingue de
competi¢dao, que se da pela retirada ou reducao de fatores do ambiente (Almeida 1988; apud Inderjit &

Dakshini 1995).



E importante realgar que uma planta pode afetar o crescimento de outra, sem que haja o efeito
alelopatico, através da competi¢ao por algum fator do ambiente como agua, luz e nutrientes (RODRIGUES et
al. 1992). Desse modo, competi¢do e alelopatia podem operar simultaneamente ou em seqiiéncia na natureza,
sendo quase impossivel, em alguns casos, separa-las (Dakshini ef al. 1999).

Os compostos quimicos com potencial alelopatico estdo presentes praticamente em todas as partes da
planta, incluindo caule, folha, raiz, rizoma, flor, fruto e semente (Souza 1988).

Putnam & Duke (1978) relataram que a principal funcao dos produtos secundarios ou alelopaticos ¢ a
protecdo dos organismos que os produzem, sendo que sua a¢do nao € muito especifica, podendo uma mesma
substancia desempenhar vérias fungdes, dependendo mais da concentragdo, translocagdo e desintoxicagdo, do
que da propria composi¢ao quimica.

A maioria destas substancias provém do metabolismo secundario, porque na evolucdo das plantas,
representaram alguma vantagem contra a acdo de microrganismos, virus, insetos, € outros patégenos ou
predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das plantas
(Waller 1999; apud Ferreira & Aquila 2000).

Ainda nao se conhece, com exatidao, o papel das substancias do metabolismo secundario. Certos autores
consideram que os produtos secundarios estdo sendo constantemente biossintetizados e degradados na célula
vegetal com finalidades especificas, obedecendo estritamente o seu codigo genético, de maneira que 0s
fatores ambientais apenas modulam a sua produgdo (Swain 1977; Gottlieb 1982; Luckner 1990; apud Soares
& Vieira 2000). Outros, ainda, baseiam-se no fato de que essas substancias sdo produtos finais do
metabolismo celular e encontram-se em maior quantidade nos vacuolos celulares, onde seriam armazenados,
evitando a autotoxidade (Whittaker 1970).

O efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas ¢ somente uma sinaliza¢ao secundaria de mudancas
anteriores. Portanto, os estudos sobre o efeito de aleloquimicos sobre a germinacao e/ou desenvolvimento da
planta, sdo manifestagcdes secundarias de efeitos ocorridos em nivel molecular e celular inicialmente (Ferreira
& Aquila 2000). Harborne (1988) apontaram que os metabdlitos secundarios podem atuar em diversos

processos do organismo vegetal, desempenhando véarias fungdes.



O modo de acgdo dos aleloquimicos pode ser superficialmente dividido em acao direta e indireta. Nesta
ultima, pode-se incluir modificagcdes nas propriedades do solo, de suas condigdes nutricionais e das
alteracdes de populagdes e/ou atividade dos microrganismos. O modo de agdo direto ocorre quando o
aleloquimico liga-se as membranas celulares da planta receptora ou penetra nas células, interferindo
diretamente em seu metabolismo (Ferreira & Aquila 2000).

Uma diversidade de compostos aleloquimicos ja foram identificados, entre eles acidos fendlicos,
cumarinas, terpendides, flavonoides, alcaloides, glicosideos e glucosinolatos (Putnam & Weston 1986). Os
aleloquimicos sdo, também, considerados importantes recursos para o desenvolvimento de herbicidas,
estimulantes para o crescimento de plantas e agentes farmacologicos (Bagchi et al. 1997).

A deteccao dos efeitos dos metabolitos secundarios na germinagdo de sementes € no crescimento ou
desenvolvimento das plantas, ¢ o ponto de partida para a identificagcdo de espécies alelopaticas (Rice 1984).

Bioensaios laboratoriais constituem uma parcela significativa das pesquisas em alelopatia e varios
bioensaios tém sido propostos para comprovar a alelopatia sob condi¢des controladas em laboratoério (Inderjit
& Dakshini 1995).

Comprovada a atividade alelopatica, torna-se importante a realizagdo do estudo fisico-quimico do
extrato, verificando, por exemplo, seu pH e seu potencial osmotico e a andlise quimica do mesmo,
objetivando a purificacdo e identificacdo da(s) molécula(s) ativa(s). Desse modo, torna-se clara a necessidade

de uma cooperagao multidisciplinar para estudos posteriores.

A vegetaciao de cerrado e o seu potencial alelopatico

O termo cerrado designa uma vegetacdo de fisionomia e flora proprias, classificada dentro dos padrdes
de vegetacdo do mundo como savana. Muito rico floristicamente, sendo inclusive considerado como a flora
mais rica entre as savanas mundiais, destaca-se com relacao a biodiversidade devido a sua grande extensao,
sua heterogeneidade vegetal e por conter trechos das trés maiores bacias hidrograficas da América do Sul. O
cerrado, ainda, contribui com cerca de 5% da diversidade da fauna e flora mundiais e com cerca de 1/3 da
biota brasileira (Eiten 1994; Alho & Martins 1995; Klink et al. 1995; Klink 1996; apud Andrade 2002).

O cerrado ocupa dois milhdes de quilometros quadrados, o que representa cerca de 23% do territorio
brasileiro, sendo considerado o segundo bioma do pais em area (Ratter et al.1997; Ribeiro & Walter 1998;

apud Weiser & Godoy 2001).



O cerrado ¢ notavel, também, pela grande variagdo na fisionomia, apresentando formas florestais,
savanicas e campestres (Ribeiro & Walter 1998).

A qualidade do solo do cerrado ¢ um fator que determina o tipo de vegetacdo caracteristico deste bioma.
Sua vegetag¢do ocorre sobre varios tipos de solo, mas a maior parte destes (c. 46%) s@o solos bem drenados,
profundos, submetidos a intenso intemperismo e lixivia¢do, acidos, pobres em nutrientes e com altos teores
de ferro e aluminio (Goodland & Ferri 1979; Adamoli et al. 1987 apud Felfili & Felfili 2001).

O ion aluminio pode, também, ser um dos importantes fatores que limita o crescimento das plantas em
tais solos (Goodland & Ferri 1979). Na planta, o aluminio causa a inibicdo do seu crescimento,
provavelmente por impedir o influxo de minerais como cdalcio, magnésio e fosfato, ou por inibir o
crescimento da raiz (Meharg 1994).

Apesar da elevada acidez e baixa fertilidade dos solos, o cerrado esta ameagado por constituir a principal
fronteira agropecuaria do Brasil, em razdo de sua proximidade dos centros consumidores, pela topografia
plana e pela estrutura vidria satisfatoria (Ker ef al. 1992; apud Gomes & Shepherd 2000).

O clima do cerrado ¢ caracterizado pela presenca de uma estagdo seca de 4 a 6 meses de duragdo, que
reduz a disponibilidade de agua nas camadas superficiais do solo, enquanto as camadas mais profundas
permanecem umidas (Nardoto ef al. 1998; Jackson et al. 1999; apud Kanegae et al. 2000).

O déficit hidrico sazonal deve exercer um efeito mais severo em plantulas e individuos jovens, cujos
sistemas radiculares ficariam mais expostos a escassez de agua nas camadas superficiais do solo,
caracteristico da época seca. O rapido crescimento radicular e o desenvolvimento de 6rgaos de reserva sao
algumas formas de garantir a sobrevivéncia na seca (Labouriau et al. 1963; Handro 1969).

Modelos para explicar o funcionamento de savanas neotropicais consideram as variacdes sazonais na
disponibilidade de 4gua como o principal fator limitante da produtividade vegetal e pressupdem que os
elementos arboreos sdo capazes de se estabelecerem na matriz herbacea (Medina & Silva 1990 apud Kanegae
et al. 2000).

Apesar da sua importancia, existe uma caréncia de informacgdes floristicas, fitossociologicas, ecologicas
e fisioldgicas, entre outras, acerca do bioma cerrado, € em muitos locais ndo foram ainda feitas coletas de
material botanico (Felfili et al. 1993). Tais fatos, aliados a pequena area deste ecossistema teoricamente
protegida em unidades de conservagdo legalizadas, as quais, em geral, sdo mal localizadas ou apresentam
tamanho insuficiente para proteger a sua biodiversidade, ddo uma idéia dos riscos da perda de informagdes
sobre este bioma (Dias 1994).

O bioma cerrado ja foi reconhecido como um dos 25 hot spots para conservagdo, em funcao de sua
elevada diversidade biologica sob ameaga pela ocupacdo desordenada que j& converteu mais de 50% da

vegetagdo natural em paisagens antropizadas (Klink et al. 1995; Klink 1996; Mittermayer et al. 1999; apud
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Felfili & Felfili 2001). Mesmo as areas ainda cobertas de paisagem natural sofrem os efeitos da polui¢do dos

recursos hidricos, agrotdxicos, erosdo, assoreamento, plantas e animais invasores, extrativismo vegetal e
animal predatorios, fatores estes decorrentes da industrializacdo desenfreada e da falta de consciéncia
preservacionista (Reatto et al. 1998 apud Silva et al. 2002).

Faz-se necessario o investimento nos 6rgdos de pesquisa, fiscalizagdo, planejamento e gestdo para o
aperfeicoamento das estruturas de racionalizagdo e controle dos programas e criagdo de mecanismos que
atuem em nivel local, que possam interferir no processo de forma agil e pratica, pois o estabelecimento de
estratégias para a conservagao da biodiversidade do cerrado ¢ inadiavel (Kronka et al. 1998).

A caréncia de areas de conservacao no cerrado pode ser ainda mais evidenciada quando se compara o
esfor¢co governamental em conservar os ecossistemas Amazonicos, os quais tém 12% da sua area protegida
em Unidades de Conservagao, contra menos de 2% no Cerrado (Klink 1996; apud Andrade 2002).

KRONKA et al. (1998) demonstraram que as areas de cerrado, no Estado de Sao Paulo, foram
drasticamente reduzidas no periodo de 1962 a 1992, sendo que nas décadas de 60 e 70, pelo estimulo de
politicas publicas, grande parte do cerrado foi devastada. As culturas que mais contribuiram para a reducao
dessas areas, foram o reflorestamento com eucalipto e pinus, a cana-de-agucar impulsionada pelo "pro-
alcool", pastagens, culturas temporais ¢ a citricultura. Dessa forma, a total redu¢ao no Estado alcangou 87%,
resultando na formagdo de 8353 fragmentos, onde 52,34% deles sdo menores que 10 hectares e somente
0,46% dos mesmos possuem areas maiores que 400 hectares.

Estudos basicos de ecofisiologia, bioquimica e de biotecnologia, com a micropropagacdo de plantas
nativas, sdo importantes para um melhor entendimento dos mecanismos de adaptacao das espécies a essa
formacao vegetal (Gomes & Shepherd 2000).

Além da drastica reducdo das areas naturais de Cerrado, pouco se sabe sobre os efeitos alelopaticos de
suas espécies sobre a germinacdo das sementes e desenvolvimento de plantulas, ou sobre a propagacdo
vegetativa. Desse modo, ¢ importante que se realizem pesquisas nesse campo, para que se tenha melhor
conhecimento dos mecanismos de agdo, producao e decomposicao de compostos alelopaticos, assim como o
ciclo desses compostos nas plantas.

Na literatura € possivel verificar estudos que confirmam as propriedades farmacoldgicas de varias
espécies utilizadas na medicina popular, demonstradas por analises quimicas e bioldgicas. No entanto, apesar
de bastante promissor, esse campo também ainda ressente-se da falta de estudos farmacologicos (Almeida et
al. 1998).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a existéncia de efeito alelopatico nos extratos aquosos de duas
espécies subarbustivas nativas dos Cerrados do interior de Sao Paulo, Andira humilis Mart. ex Benth. e
Anacardium humile Mart., na germinacdo de sementes e no crescimento de plantulas de alface (Lactuca

sativa L..) e de rabanete (Raphanus sativus L.).
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CAPITULO I

EFEITO ALELOPATICO DE ANDIRA HUMILIS MART. EX BENTH. NA GERMINACAO E NO
CRESCIMENTO DE LACTUCA SATIVA L. E RAPHANUS SATIVUS L.

Fernando Periotto
Sonia Cristina Juliano Gualtieri de Andrade Perez
Maria Inés Salgueiro Lima

RESUMO - (Efeito alelopatico de Andira humilis Mart. ex Benth na germinagdo e no crescimento de
Lactuca sativa L. e Raphanus sativus L.) Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito alelopatico de caules e
folhas de Andira humilis na germinagdo de sementes e no crescimento de plantulas de rabanete e alface. Para
os experimentos de germinacdao foram preparados extratos aquosos de caules e folhas de A. humilis nas
concentragdes de 0, 4, 8, 12 e 16% (p/v). Foram realizadas quatro réplicas de trinta sementes de alface ou
rabanete, distribuidas em placas de Petri forradas com papel de filtro umedecido com 5 mL dos extratos,
mantidas a 27°C e na auséncia de luz. As contagens das sementes germinadas foram realizadas a cada 12h,
calculando-se porcentagem e velocidade de germinagdo. Extratos de caules e folhas reduziram
significativamente a velocidade e a porcentagem de germinagdo, em relacdo ao grupo controle. Os
experimentos de crescimento foram realizados com quatro réplicas de oito sementes germinadas de alface ou
de rabanete, a 27°C, na auséncia de luz e em papel-filtro como substrato, sendo avaliadas as concentragdes 0,
4 e 12% (p/v). Plantulas de alface e rabanete sofreram inibicdo significativa em seu comprimento pelos
extratos de folhas. Extratos de caules a 4 € 12% (p/v) ndo causaram inibi¢do do crescimento em rabanete. A
interferéncia dos extratos na germinacao e no crescimento em alface e rabanete foi desassociada de qualquer
efeito do potencial osmotico e do pH, indicando portanto atividade alelopatica.

Plavras-chave: Alelopatia; Andira humilis; germinagao; crescimento.

ABSTRACT - (Allelopathic effect of Andira humilis Mart. ex Benth in the germination and growth of
Lactuca sativa L. and Raphanus sativus L.) The objective of this study was to evaluate allelopathic effects of
stems and leaves of Andira humilis in the germination and growth of radish and lettuce. For the
germination’s experiments, aqueous extracts of stems and leaves of 4. humilis in the concentrations of 0, 4,
8, 12 e 16% (w/v) were done. Were employed four replicates of thirty seeds of lettuce and radish. The seeds
were distributed in Petri dishes with filter paper moistened with 5 mL of the extracts. The experiments were
conducted at 27°C in light absence. The counting of germinated seeds was done each 12h, calculating the
percentage and germination rate. The extracts at 8, 12 and 16% (w/v) reduced lettuce and radish germination
rate, extracts of stems at 100% reduced the percentage of germination. Four replicates of eight germinated
seeds of lettuce or radish were employed in the growth experiments conducted at 27°C in the absence of light
and having filter paper as substracts moistened with concentrations of 0, 4 e 12% (w/v). Lettuce and radish
seedlings, suffered significant inhibition in length, when using leaves extracts. Only 4 e 12% (w/v) stems
extracts didn’t caused growth inhibition in radish. The interference of extracts in germination and growth of
lettuce and radish was disassociated of any pH and osmotic potential, indicating allelopathic activity.

Key words: Allelopathy; Andira humilis; growth; germination.
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Introducao

Alelopatia ¢ a capacidade dos vegetais superiores ou inferiores produzirem substancias quimicas que,
quando liberadas no ambiente influenciam de forma favoravel ou desfavoravel o desenvolvimento de outros
organismos (Rice 1984). Esse fendmeno envolve uma complexa cadeia de comunicacdo quimica entre as
espécies vegetais (Harborne 1993).

Os efeitos alelopaticos sao mediados através de substancias quimicas pertencentes a diferentes
categorias de compostos, tais como fenois, terpenos, alcaldides, poliacetilenos, acidos graxos, peptideos, entre
outros. Essas substancias quimicas estdo presentes em diferentes orgdos, incluindo folhas, flores, frutos e
gemas de muitas espécies vegetais (Mird et al. 1998; Delachiave et al. 1999).

A maioria destas substancias provém do metabolismo secundario vegetal e, na evolugdo das plantas,
representaram alguma vantagem contra a acdo de microrganismos, virus, insetos, € outros patdogenos ou
predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das plantas (Waller
1999).

O efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas ¢ somente uma sinalizagdo secundaria de mudancgas
anteriores. Portanto, os efeitos desses compostos sobre a germinacao e/ou desenvolvimento da planta, sdao
manifestagdes secundarias de efeitos ocorridos em nivel molecular e celular inicialmente. Ainda ha
relativamente poucas informagdes sobre estes mecanismos (Ferreira & Aquila 2000).

Einhellig (1995) relatou varios mecanismos de agdo desempenhados pelos agentes aleloquimicos nos
vegetais, os quais atuam nos efeitos da atividade hormonal, na biossintese e distribuicado de metabdlitos, na
morfologia celular, na fotossintese, ocasionando efeitos em plantas intactas, células isoladas, cloroplastos e
clorofilas, na respiragdo, atuando nas mitocondrias e em processos associados a membrana celular, causando
acumulo de ions e interferéncia nas relagdes hidricas.

Outros aspectos importantes da alelopatia, além dos fatores que afetam sua produgdo e liberacdo no
ambiente, incluem sua absor¢cdo e translocagdo no organismo receptor, enfim, sua efetividade como
aleloquimico; uma vez esclarecidos, trardo importante contribuicdo para a compreensdo deste fendomeno
(Ferreira & Aquila 2000).

Para o efeito alelopatico ser constatado, o procedimento inicial consiste na técnica do bioensaio,

empregando-se material biologico como indicador da substincia em estudo (Inderjit & Dakshini 1995).
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Na natureza, alelopatia pode ser confundida com o processo de competi¢do. Rice (1979) aponta que o
efeito alelopatico consiste na liberagdo de um composto quimico pela planta no ambiente, ao passo que
competi¢ao ¢ a remog¢ao ou redu¢do de um fator ambiental, tal como agua, luz, minerais, etc. Ha exemplos
claros que alelopatia e competi¢do sdo fenoOmenos distintos na natureza, embora possam estar bastante
interrelacionados (Ferreira & Aquila 2000).

Além da drastica reducdo das areas naturais de cerrado, pouco se sabe sobre os efeitos alelopaticos de
plantas nativas na germinacao de sementes € no desenvolvimento de plantulas de outras espécies. Nota-se,
portanto, a grande importancia da realizagdo de pesquisas nesse campo, para se conhecer os mecanismos de
acdo, producdo e decomposi¢do de compostos alelopaticos, assim como o ciclo desses compostos nas plantas.

Andira humilis Mart. ex Benth. (Leguminosae, Papilionoideae) (Fig. 1.1), ¢ uma espécie que ocorre em
cerrado, cerrado ralo e cerrado rupestre, distribuindo-se pelo Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Sdo Paulo. De hédbito subarbustivo a arbustivo, atinge até
um metro de altura (Almeida et al. 1998). A multiplicacdo dessa espécie no campo ocorre predominantemente
pela regeneracdo vegetativa por meio de séboles e ¢ conhecida popularmente como Angelim-rasteiro,
Angelim-do-campo ou Mata-barata (Ferri 1969).

Handro (1969) estudando aspectos das plantulas e das unidades de dispersdao de Andira humilis,
observou que suas populacdes nos cerrados, ndo estdo limitadas a multiplicacdo vegetativa, embora tal
comportamento deva ser o mais freqiiente, pois ndo existem impedimentos essenciais intrinsecos para a
reprodugdo sexuada da mesma. Entretanto, ¢ possivel que a ocorréncia de germinagdo em condigdes naturais
se dé apenas em alguns anos, nos quais haveria coincidéncia de sucessivas circunstancias favoraveis.

Observacdes de campo permitiram levantar-se a hipotese de que poderia haver efeito alelopatico de
Andira humilis sobre outras espécies vegetais, uma vez que esta espécie forma grupamentos homogéneos, e
prejudicam o estabelecimento de outras.

Desse modo, objetivou-se no presente trabalho, avaliar o efeito alelopatico dos extratos aquosos de
Andira humilis, na germinagdo de sementes e no crescimento de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) e de

rabanete (Raphanus sativus L.).
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Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Ecofisiologia de Sementes e de Ecologia Vegetal
pertencentes ao Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). O material
vegetal foi coletado em areas de vegetacdo de cerrado, pertencentes ao campus da UFSCar, localizado no
municipio de Sao Carlos (SP).

Plantas adultas de A. humilis foram coletadas na segunda quinzena de fevereiro de 2002. A retirada das
porcdes subterraneas (caules) e aéreas (folhas) ocorreram com o auxilio de enxaddo e tesoura de poda,
respectivamente. Este material foi mantido em “freezer”, a -10°C até o momento da extragdo dos compostos.

Para a realizagdo dos bioensaios foram utilizadas sementes de Raphanus sativus L. cv. “Crimson
gigante” (rabanete) e de Lactuca sativa L. cv. “Grand rapidis” (alface). Foram efetuados testes preliminares

em laboratorio, para verificagao da viabilidade e do vigor da germinagdo das sementes.

Figura 1.1. Exemplar de Andira humilis Mart. ex Benth. observado na area de reserva de Cerrado

pertencente ao campus da UFSCar, municipio de Sao Carlos (SP).
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Os extratos utilizados nos bio-ensaios foram preparados com caules e folhas adultas de Andira humilis.

O material vegetal foi triturado em liqiiidificador industrial, na propor¢do de 33,3 gramas em 200mL de 4gua
destilada, ou seja, 16% (p/v). A trituragdo foi realizada durante trés minutos, em temperatura de ambiente de
laboratorio (25°C), seguida de filtragdo e posterior obtengdo do extrato bruto, 16% (p/v), considerado como o
de maior concentra¢do. A partir desse extrato bruto, por dilui¢do em agua destilada, foram elaborados os
demais extratos: 12%, 8% e 4% (p/v).

Os testes de germinagdo foram realizados em placas de Petri esterilizadas de 9 cm, contendo duas folhas
de papel filtro umedecidas com SmL de extrato aquoso, com o cuidado de que a solugdo estivesse bem
distribuida. Foram utilizadas quatro réplicas simultaneas de trinta sementes de alface e de rabanete, mantidas
em camaras tipo BOD (modelo NT 708-AT - Nova Técnica) em temperatura constante igual a 27°C ¢ na
auséncia de luz. Testou-se todas as concentragdes do extrato e, como controle, utilizou-se dgua destilada para
umedecer o papel filtro.

Foi medido o pH (pH / mVMeter UB-10) e a concentracdo molar (Automatic Osmometer Model 5004
uOsmette™ Precision Systems INC.), calculando-se posteriormente o potencial osmotico dos extratos de
caules e folhas de maior concentragdo, 16% (p/v), a partir da expressao citada por Vilela et al. (1991). Foram
preparadas solugdes com polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) (Vilela et al. 1991), nas concentragdes
equivalentes as solucdes dos extratos e, posteriormente, nessas solugdes, foram feitos testes de germinagao de
sementes e crescimento de plantulas em alface e em rabanete. O rendimento dos mesmos também foi
calculado, onde 5 mL do extrato 16% (p/v) foram aplicados em papel filtro e evaporados a secura no interior
de uma capela em ventilagdo por 24 horas, em temperatura ambiente (28°C), pesando-se em balanga analitica
o residuo impregnado, descontando-se o peso inicial deste papel filtro seco.

As sementes receberam luz por ocasido das leituras de germinagdo, que foram realizadas em intervalos
de 12 horas, durante 7 dias, considerando-se sementes germinadas as que apresentaram 2 mm de protrusdo de
radicula (Brasil 1992). Os calculos para os parametros de germinagdo seguiram expressoes citadas em
Labouriau & Valadares (1976).

O delineamento experimental do teste de germinag@o foi inteiramente casualizado, com quatro réplicas
de 30 sementes de alface ou de rabanete. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do Softwear
Prism —1999 e GrafPad InStat, utilizando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na andlise de crescimento das plantulas, foram utilizadas as concentracdes de extrato, 0, 4 e 12% (p/v).
As sementes, previamente germinadas em agua, apresentando emissao de raiz primaria de cerca de 2mm de
comprimento, foram postas em placas de Petri de 09 cm, contendo papel-filtro e vedadas. Foram utilizados 5
mL de extrato por placa, e, como controle, utilizou-se agua destilada para umedecer o papel filtro. O
experimento foi conduzido em cimaras tipo BOD (modelo NT 708-AT - Nova Técnica), a 27°C e na

auséncia de luz.
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As avaliagdes para andlise de crescimento foram feitas medindo-se o comprimento de plantulas inteiras

(distancia do &pice da plantula até o apice meristematico do sistema radicular) de Lactuca sativa e Raphanus
sativus, com 10 dias de idade. Para a obtencao dos parametros biométricos, foram feitas quatro réplicas com
oito unidades de plantulas, com o auxilio de paquimetro digital, seguindo-se especificagdes de Benincasa

(1988) modificado.

Resultados e Discussao

Nos testes de germinacdo de sementes de alface os extratos de caules e de folhas de A. humilis, na
concentracdo de 16% (p/v), produziram efeitos inibitdrios significativos na porcentagem de germinagdo; nas
demais concentragdes, o efeito inibitorio ndo foi constatado (Fig. 1.2). No caso da velocidade de germinagao
destas sementes, notou-se uma reducdo significativa causada pelos extratos de caules e folhas em
concentragdes iguais e superiores a 8% (p/v) (Fig. 1.3).

As sementes de rabanete (Raphanus sativus) nao sofreram inibi¢do na capacidade germinativa em
quaisquer concentragdes dos extratos utilizados, exceto caules em 16% (p/v) (Fig. 1.4). Entretanto, a
velocidade de geminacgdo dessas sementes foi reduzida significativamente com o uso de extratos de caules e
folhas em concentragdes iguais e superiores a 8% (p/v) (Fig. 1.5).

Notou-se que nas concentragdes onde nao houve inibicdo da germinacdo, tanto em alface como em
rabanete, ocorreu um visivel escurecimento (necrose) de pequenas por¢des das sementes. Em algumas delas
houve protrusdo radicular, porém, a coifa mostrava-se totalmente oxidada, escurecida e, com o passar do
tempo, as mesmas nao cresceram mais, ocorrendo o amolecimento e a degradagao de seus tecidos.

Para alface e rabanete, os extratos de caules e folhas de A4.humilis causaram efeitos similares, tanto na
germinabilidade como na velocidade de germinagdo, porém, as sementes de alface apresentaram maior
reducdo da porcentagem de germinagdo na presenca de extrato de folhas a 16% (p/v).

Os extratos aquosos de caules e folhas de A. humilis, em todas as concentragdes, reduziram em uma
relacdo dose dependente, o desenvolvimento de plantulas de alface (Fig. 1.6). As plantulas de rabanete
sofreram inibicao significativa do crescimento na presenga de extratos de caules, porém, os extratos de folhas
testados ndo inibiram seu crescimento (Fig. 1.7).

Observou-se que as plantulas de alface e de rabanete afetadas apresentaram os hipocotilos de tamanho
reduzido, coifas radiculares oxidadas, escurecidas, raizes primarias prejudicadas e coloragdo escurecida dos

cotilédones e hipocotilos.
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A mortalidade de plantulas foi observada nos extratos em concentracdo de 12% (p/v). Extratos de caules
nessa concentragcao, ocasionaram mortalidade de nove plantulas de alface e de oito plantulas de rabanete em
seus respectivos testes de crescimento. Os extratos de folhas causaram a morte de nove plantulas de alface.
As plantulas de rabanete mostraram-se mais resistentes ao extrato de folhas, ndo sendo observada qualquer
plantula morta.

Observou-se que em sementes e plantulas de alface e rabanete, afetadas pelos extratos de A. Aumilis, ndo
houve regeneragao dos tecidos afetados. Do mesmo modo, Medeiros & Lucchesi (1993) demonstraram que
extratos aquosos de ervilhaca (Vicia sativa L.) exerceram forte influéncia negativa sobre a germinacao de
sementes de alface, sendo que, nas concentragdes mais elevadas, houve oxidac¢ao dos tecidos das sementes,
que sofreram rapida decomposi¢do e, por fim, morreram.

Outro aspecto a ser mencionado, ¢ que o efeito alelopatico foi mais evidente sobre a velocidade de
germinagao e sobre o comprimento das plantulas, do que na porcentagem final de sementes germinadas.

Ferreira & Aquila (2000) apontam que a germinacdo ¢ menos sensivel aos aleloquimicos de que o
crescimento da plantula, pois as substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de plantulas
anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais comuns.

O controle do pH e da concentragao osmotica dos extratos brutos ¢ fundamental, pois pode haver neles
substancias como agucares, aminoacidos e acidos organicos que influem no pH e s3o osmoticamente ativos e,
essa atividade, pode mascarar o efeito alelopatico (Ferreira & Aquila 2000). Dessa forma, foram medidos tais
fatores fisico-quimicos nos extratos aquosos de caules e folhas de 4. humilis (Tab. 1.1).

Na literatura, as informagdes disponiveis sobre os efeitos do pH sobre a germinacdo de sementes € o
desenvolvimento de plantulas, sdo basicamente referentes as espécies de regides temperadas. De qualquer
modo, esses dados indicam que tanto a germinacdo como o desenvolvimento, sdo afetados negativamente,
em condicdes de extrema acidez ou extrema alcalinidade (Souza Filho ef al. 1996).

As concentragdes molares encontradas nos extratos brutos de caules e folhas de A. hAumilis (Tab. 1.1)
foram convertidas em valores de potenciais osmoticos (Tab. 1.1). Com os dados de potenciais osmoticos
obtidos, foram feitos os testes de germinagdo de sementes e crescimento de plantulas de alface e de rabanete
em solucao de PEG 6000, nas concentragdes molares e respectivos potenciais osmoticos equivalentes. Assim,
pode-se afirmar que os extratos aquosos de caules e folhas de 4. Aumilis utilizados no presente trabalho, nao

foram osmoticamente ativos.
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Apos a investigacdo desses fatores, fortalece-se a idéia de que as alteragdes registradas na germinagdo e
no crescimento de alface e rabanete sdo causadas por substancias alelopaticas presentes nos extratos de
Andira humilis.

Testes preliminares elaborados no presente trabalho, sugerem que as substancias presentes nas folhas de
A. humilis, causadoras dos efeitos inibitorios na germinagdo de sementes e no crescimento de plantulas de
alface, pertencem a classe dos taninos. Futuros experimentos envolvendo métodos modernos de extragao,
isolamento e purificagdo, poderdo contribuir para o conhecimento mais acurado dos compostos secundarios
presentes como agentes alelopaticos em A. humilis.

Rizzini (1970) estudou a inibi¢ao de germinacgdo ocasionada por embrides de 4. humilis. A poténcia dos
inibidores ai presentes, foi comparavel a do &cido salicilico, da cumarina, da mimosina e do acido cinamico.
Os inibidores também podem ser encontrados no mesocarpo e na planta adulta dessa espécie, sendo que,
mesmo apds oito meses de armazenamento dos restos de mesocarpo, ao ar, forte atividade inibitdria foi

observada.

Conclusao

Com os resultados do presente trabalho pode-se concluir que as alteragdes na germinagdo € no

crescimento de alface e rabanete sdo ocasionadas pelo potencial alelopatico de Andira humilis.
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Figura 1.5. Velocidade de germinacdo (dias™) de sementes de Raphanus sativus L. sob o efeito de
diferentes concentragdes dos extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Andira humilis Mart. ex
Benth.. Letras iguais indicam que os valores ndo diferem significativamente entre si a 5% de

probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 1.6. Comprimento das plantulas de Lactuca sativa L. sob o efeito de diferentes concentragdes dos
extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Andira humilis Mart. ex Benth.. Letras iguais indicam que os

valores ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 1.7. Comprimento das plantulas de Raphanus sativus L. sob o efeito de diferentes concentragdes
dos extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Andira humilis Mart. ex Benth.. Letras iguais indicam

que os valores nao diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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CAPITULO II

EFEITO ALELOPATICO DE ANACARDIUM HUMILE Mart. NA GERMINACAO
E NO CRESCIMENTO DE LACTUCA SATIVA L. E RAPHANUS SATIVUS L.

Fernando Periotto
Sonia Cristina Juliano Gualtieri de Andrade Perez
Maria Inés Salgueiro Lima

RESUMO - (Efeito alelopatico de Anacardium humile Mart. na germinacdo e no crescimento de Lactuca
sativa L. e Raphanus sativus L.) Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito alelopatico de caules e folhas de
Anacardium humile, na germinagdo de sementes e no crescimento de plantulas de rabanete e alface. Para os
experimentos de germinagdo foram preparados extratos aquosos de caules e folhas de 4. humile nas
concentragdes de 0, 4, 8, 12 e 16% (p/v), sendo realizadas quatro repeticdes de trinta sementes de alface ou
rabanete, distribuidas em placas de Petri forradas com papel de filtro umedecido com 5 mL dos extratos,
mantidas a 27°C e na auséncia de luz. As contagens das sementes germinadas (>2mm) foram realizadas a
cada 12h, calculando-se porcentagem e velocidade de germinacdo. A porcentagem de germinacdo foi
reduzida significativamente apenas em sementes de rabanete, por agdo do extrato de folhas em concentragao
de 8% (p/v). Sementes de alface sofreram redugdo significativa na velocidade de germinacgdo na presenga de
extratos de folhas em todas as concentracdes. Entretanto, a velocidade de geminagdo em sementes de
rabanete foi reduzida significativamente pela agdo dos extratos de caules na concentragdo de 8% (p/v) e de
folhas nas concentracdes 8, 12 ¢ 16% (p/v). Os experimentos de crescimento foram realizados com quatro
repeticdes de oito sementes germinadas de alface ou de rabanete, a 27°C, na auséncia de luz e em papel-filtro
como substrato, testando-se as concentragdes 0%, 8% e 12%. Plantulas de alface e rabanete, sofreram
inibi¢do significativa em seu comprimento pelos extratos de caules. Apenas os extratos de folhas a 4 e 12%
(p/v) ndo inibiram o crescimento de plantulas de alface. A agdo dos extratos na germinagao € no crescimento
em alface e rabanete foi desassociada de qualquer efeito do potencial osmético e do pH, indicando portanto
atividade alelopatica.

Plavras-chave: Alelopatia; Anacardium humile; germinagdo; crescimento.

ABSTRACT - (Allelopathic effect of Anacardium humile Mart. in the germination and growth of Lactuca
sativa L. and Raphanus sativus L.) The objective of this research was to evaluate the allelopathic effect of
stems and leaves of Anacardium humile, in the germination and growth of radish and lettuce seeds. For the
germination experiments, aqueous extracts of stems and leaves of 4. humile in the concentrations of 0, 4, 8,
12 and 16% (w/v), and four repetitions of thirty seeds of lettuce and radish were done, distributed in Petri
dishes covered with filter paper moistened with 5 mL of the extracts, kept at 27°C and light absence. The
counting of germinated seeds (>2mm) was done each 12h, calculating the rate and germination speed. Only
radish seeds were significantly affected by extracts of leaves in 8% (w/v) concentration. Seeds of lettuce
presented significative reduction in the germination rate in all concentrations of leaves extracts. However the
germination rate in radish seeds was significantly reduced for extracts of stems in 8% (w/v) and of leaves in
8, 12 e 16% (w/v) concentrations. Growth experiments were done with four repetitions of eight germinated
seeds of lettuce or radish, at 27°C, in light absence and having filter paper as substracts, being tested in
concentrations of 0%, 4% and 12% (w/v). Lettuce and radish, presented significative inhibition in its lengths
when using stems extracts. Leaves extracts of concentrations 4% and 12% (w/v) only didn’t cause inhibition
of growth in lettuce. The interference of extracts in germination and growth in lettuce and radish was
disassociated of any pH and osmotic potential influence, indicating allelopathic activity.

Key words: Allelopathy; Anacardium humile; growth; germination.
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Introducao

Em 1937, Hans Molisch cunhou o termo alelopatia, fazendo referéncia a capacidade das plantas de
interferirem de modo danoso ou benéfico na germinac¢ao de sementes e no desenvolvimento de plantulas por
meio da liberagdo de substancias no solo ou na atmosfera (Medeiros 1990).

Segundo Rice (1984), o termo pode ser empregado para caracterizar interagdes bioquimicas que ocorrem
entre todos os tipos de plantas, inclusive entre microrganismos. Alguns autores definiram alelopatia
apontando os efeitos de um vegetal sobre os outros, ressaltando a inibi¢ao do desenvolvimento provocada por
substancias produzidas por plantas que estdo proximas (Pina-Rodrigues & Lopes 2001).

Os vegetais, quando vivos ou mortos, liberam certos compostos quimicos no ambiente denominados
alelopaticos, os quais podem afetar o crescimento das plantulas e a germinagdo das sementes de outras
espécies, situados em suas proximidades. Observagdes na natureza, em alguns casos, auxiliam na
identificacdo de plantas qualificadas como agressivas, as quais liberam tais compostos, bem como das
susceptiveis ou receptoras (Ferreira & Aquila 2000).

As moléculas com propriedades alelopaticas, produtos do metabolismo secundario de uma planta, podem
ser langadas no ambiente em fase aquosa ap6s uma chuva, lixiviada através do sereno, excretadas pela raiz,
volatilizadas no ar por meio de substancias gasosas, ou entdo liberadas apos a decomposi¢do dos tecidos
vegetais (Rizvi ef al. 1992; Medeiros & Lucchesi 1993; Larcher 2000).

No caso das plantas lenhosas, existem aspectos importantes que as distinguem das demais, quanto a
alelopatia, como por exemplo, o tempo de decomposi¢ao da casca e dos demais elementos lenhosos, que ¢
muito mais longo em relagdo aos frutos, folhas e flores. Outro fato ¢ a presenga de interagdo persistente com
a microflora do solo e seus efeitos alelopaticos por varios anos. Existe também acréscimo de matéria morta
na serrapilheira com a queda sazonal de folhas, quando a espécie ¢ caducifolia, ou em escala reduzida, se a
espécie ¢ perenifolia. Além disso, ainda ha consideravel quantidade de lixiviado agregado ao solo, devido a

elevada fitomassa da copa (Ferreira & Aquila 2000).
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Elaborando um apanhado geral, Medeiros (1990) apontou os produtos quimicos mais comuns causadores
dos efeitos alelopaticos, estando os mesmos contidos nos grupos das cumarinas, terpendides, taninos,
quinonas complexas, acidos fenoélicos, flavondides, alcaldides, glicosideos cianogénicos e derivados do acido
benzodico. Tais compostos, resultantes do metabolismo secundario vegetal, tém como principal fungdo a
protecdo dos organismos que os produzem, ndo oferecendo acdo muito especifica, podendo exercer varias
fungdes, dependendo essencialmente da concentracgdo, da translocacdo e da desintoxicagdo do que da propria
composi¢ao quimica (Putnam & Duke 1978).

A atividade dos aleloquimicos pode interferir em varios processos fisioldgicos de um vegetal, como: o
crescimento, a fotossintese, a assimilacao de nutrientes, a sintese de proteinas, a respira¢do, a permeabilidade
da membrana celular e a atividade enzimatica. Entretanto, a totalidade da extensdo dos mecanismos de agao
desses compostos nao esta totalmente esclarecida (Almeida 1988).

Varios compostos denominados alelopaticos podem ocasionar efeitos prejudiciais ou benéficos para
determinadas espécies e, a0 mesmo tempo, serem inocuos para outras (Putnam & Duke 1978).

Segundo Gorla & Perez (1997), pesquisas envolvendo alelopatia oferecem ilimitadas oportunidades para
contribuir com o aumento do conhecimento da quimica e da biologia de relagdes interespecificas e na
resolucao de problemas praticos da agricultura. Desse modo, a alelopatia tem sido relatada em questdes como
regeneracdo de florestas, recuperacdo de areas degradadas, problemas com ervas invasoras, rotacdo de
culturas, consorciagdo de espécies e adubagdo verde.

Alelopatia tem sido, também, reconhecida como importante mecanismo ecoldgico que influencia a
dominancia vegetal, a sucessdo, a formacao de comunidades vegetais e de vegetacdo climax. Assim, a
vegetagdo de determinada area pode ter o modelo de sucessdo condicionado as plantas pré-existentes e as
substancias quimicas liberadas no ambiente (Mird et al. 1998; Ferreira & Aquila 2000).

Para comprovar com seguranga que os extratos aquosos tém acao alelopatica na germinagao das sementes
e no crescimento das plantulas, ¢ importante, a verificagcao de possiveis efeitos fisico-quimicos (potencial
osmotico e pH) que interferem tanto na germinagdo como no crescimento inicial (Rice 1984; Narwal et al.
1997 apud Aquila 2000).

Gosmann (1989) destacou outra caracteristica fisico-quimica que sempre deve ser informada: o seu
rendimento, sendo este por sua vez, um parametro farmacoldgico que considera a concentragdo de
fitoquimicos extraidos do material vegetal.

O procedimento inicial para a constatacdo do efeito alelopatico consiste na técnica do bioensaio, onde o
material biologico, sendo geralmente sementes de uma espécie mais sensivel como, por exemplo, Lactuca

sativa (alface), ¢ empregado como indicador da atividade da substancia em estudo.
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Em laboratorio, costuma-se realizar testes de germinacdo de sementes e de crescimento de plantulas em
extratos aquosos, uma vez que a agua ¢ o solvente existente na natureza e, a grande maioria dos produtos
secundarios com agdo alelopatica, sao liberados na forma de solutos aquosos (Singh ef al. 1989; Almeida
1990; apud Miré et al. 1998).

Atualmente, sdo escassos os dados encontrados na literatura sobre os efeitos alelopaticos exercidos por
plantas de cerrado no estabelecimento de outras espécies, ou seja, na germinacdo de sementes € no
desenvolvimento das plantulas. Além disso, a vegetagao de cerrado, particularmente no estado de Sao Paulo,
vem sendo drasticamente reduzida desde o inicio do século passado, restando atualmente apenas pequenas
manchas isoladas. Dessa forma, ¢ importante que sejam realizadas pesquisas sobre o potencial alelopatico de
espécies do cerrado, no sentido de elucidar a produgdo e a decomposicdao dessas substancias, bem como os
mecanismos de acdo desses metabolitos.

Anacardium humile Mart. ¢ uma espécie pertencente a familia Anacardiaceae, de ocorréncia em cerrado e
Campo Sujo, distribuindo-se pelo Distrito Federal, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e
Sao Paulo. E um subarbusto hermafrodita de até 80 centimetros de altura, glabro exceto o célice ¢ a corola;
varios ramos eretos, partindo de um xilopodio bem desenvolvido (Almeida 1998). Segundo Coutinho (1979),
o caule subterraneo tem a particularidade de armazenar a dgua necessaria para que a planta resista as secas
prolongadas, os ramos s crescem entre setembro de um ano e junho do seguinte, ou seja, durante a estacao
chuvosa. O desenvolvimento das plantas que crescem em murundus, mostram que enquanto 0s ramos sao
soterrados, outros novos afloram a superficie, restabelecendo suas partes aéreas (Fig. 2.1).

No presente trabalho, objetivou-se avaliar a possivel atividade alelopatica, em condigdes de laboratoério,
dos extratos aquosos de Anacardium humile Mart. sobre a germinagdo e o crescimento de Lactuca sativa L.

(alface) e Raphanus sativus L. (rabanete), utilizados como bio-indicadores.
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Material e Métodos

Os experimentos biologicos foram conduzidos no laboratério de Ecofisiologia de Sementes pertencente
ao Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). O material vegetal para a
execucdo dos experimentos foi coletado na area de reserva de cerrado pertencente ao campus da UFSCar,

localizado no municipio de Sao Carlos (SP).

Figura 2.1. Exemplar de Anacardium humile Mart. observado na area de reserva de

Cerrado pertencente ao campus da UFSCar, municipio de Sao Carlos (SP).

Aproximadamente quatro quilogramas de caules e folhas de Anacardium humile foram coletados em
duas semanas da segunda quinzena do més de fevereiro de 2002, no periodo da manha, em dias ensolarados.
O material botanico coletado apresentava-se saudavel e em estagio adulto de desenvolvimento. A retirada das
porcdes subterraneas (caules) e aéreas (folhas) ocorreram com o auxilio de enxaddo e tesoura de poda,
respectivamente. Este material botanico foi mantido em “freezer”, a -10°C até o momento da extragdo dos

compostos.
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Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizadas sementes de Raphanus sativus L. cv. “Crimson
gigante” (rabanete) e de Lactuca sativa L. cv. “Grand rapids” (alface). Foram efetuados testes preliminares
em laboratorio, para verificagdo da germinabilidade, do vigor e da homogeneidade de germinagdo das
sementes acima citadas.

Os extratos utilizados nos bio-ensaios foram preparados com caules e folhas adultas de Anacardium
humile. Em seu preparo, o material vegetal foi triturado em liquidificador industrial, na propor¢dao de 33,3
gramas em 200mL de agua destilada. A trituracao foi realizada por trés minutos, em temperatura de ambiente
de laboratorio, seguida de filtragdo e seqiiente obtencdo do extrato bruto, considerado como o de maior
concentragdo, ou seja, 16% (p/v). A partir desse extrato bruto, foram elaborados os demais extratos de
menores concentragdes: 12, 8 e 4% (p/v).

Para todos os testes de germinagao foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo duas
folhas de papel filtro umedecidas com SmL de extrato aquoso, com o cuidado de que a solugdo estivesse bem
distribuida. Para cada espécie e por¢ao vegetal, foram testadas as seguintes concentragdes de extrato: 0%,
4%, 8%, 12% e 16% (p/v). Foram utilizadas quatro repeti¢cdes simultaneas de trinta sementes de alface e de
rabanete, mantidas em estufas tipo BOD (modelo NT 708-AT ) em temperatura constante igual a 27°C e na
auséncia de luz.

Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas: pH e potencial osmotico dos extratos de caules e
folhas na concentragao de 100%. O rendimento dos mesmos também foi calculado, onde 5 mL de extrato
100% foram evaporados a secura, pesando-se o residuo em balanga analitica.

As leituras de germinag¢do foram realizadas em intervalos de 12 horas, no periodo total de 7 dias,
considerando-se sementes germinadas as que apresentaram 2 mm de protrusdo de radicula (Brasil 1992).

Os calculos para os parametros a seguir relacionados foram feitos de acordo com expressoes citadas em
Labouriau & Valadares (1976).

O delineamento experimental do teste de germinagao foi inteiramente casualizado, com quatro repetigdes
de 30 sementes de alface e quatro repeticdes de 30 sementes de rabanete. As andlises estatisticas foram

realizadas com o uso do Softwear Prism —1999 e GrafPad InStat.
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Para a andlise de crescimento das plantulas, em cada concentracdo de extrato utilizada, foram postas
quatro repetigoes de dez sementes em placas de Petri de 09 cm de diametro, contendo papel-filtro como
substrato. As sementes deste teste ja apresentavam radicula emitida com cerca de 2mm de comprimento, ou
seja, foram previamente germinadas em uma placa controle contendo apenas papel embebido com éagua
destilada. A quantidade de extrato utilizada em cada placa foi equivalente a 5 mL. Foram testadas as
seguintes concentracdes de extrato: 0%, 4% e 12%. As placas de Petri foram vedadas com filme de PVC para
evitar evaporacdao, ¢ em seguida, mantidas em estufas tipo BOD (modelo NT 708-AT) em temperatura
constante igual a 27°C, na auséncia de luz.

As avaliacdes para andlise de crescimento foram feitas com plantulas de Lactuca sativa e Raphanus
sativus, com dez dias de idade (Brasil 1992). Para a obtencdo dos pardmetros biométricos, foram feitas quatro
repeticoes com oito unidades de plantulas. A biometria das plantulas foi efetuada com o auxilio de
paquimetro digital.

As avaliagdes para analise de crescimento foram feitas medindo-se o comprimento de plantulas inteiras
(distancia do &pice da plantula até o apice meristematico do sistema radicular) de Lactuca sativa e Raphanus
sativus, com dez dias de idade. Para a obtencao dos parametros biométricos, foram feitas quatro réplicas com
oito unidades de plantulas, com o auxilio de paquimetro digital, seguindo-se especificagdes de Benincasa

(1988) modificado.

Resultados e Discussao

Observou-se, nos testes de germinagdo de sementes de Lactuca sativa, que os extratos de caules e de
folhas de Anacardium humile, em todas as concentragdes testadas, nao produziram efeito inibitério
significativo na porcentagem de germinacdo (Fig. 2.2). No caso da velocidade de germinagdo, notou-se
reducdo significativa causada pelos extratos de folhas, em todas as concentragdes, enquanto que, os extratos
de caules ndo produziram efeito significativo (Fig. 2.3).

As sementes de Raphanus sativus sofreram inibicdo na capacidade germinativa apenas pela acdo do
extrato de folhas de 4.humile em concentracao de 8% (p/v) (Fig. 2.4). Entretanto, a velocidade de geminagao
foi reduzida significativamente com o uso de extratos de caules na concentracdo de 50% e de folhas nas

concentracgoes 8, 12 e 16% (Fig. 2.5).
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Nas concentragdes onde ndao houve inibicdo da germinacao, tanto em alface como em rabanete, ocorreu
leve escurecimento (inicio de necrose) em pequenas porgdes dos cotilédones. Em algumas sementes houve
protrusdo radicular, porém suas coifas apresentavam-se parcialmente oxidadas. Em certas plantulas, apds o
escurecimento, cessava o crescimento dos tecidos.

As plantulas de alface foram afetadas significativamente pelos extratos de caules apenas nas
concentracdes de 4 e 12% e, os extratos de folhas ndo inibiram o crescimento (Fig. 2.6). Os extratos aquosos
de caules e folhas de Anacardium humile, em todas as concentragdes, ocasionaram interferéncias negativas
significativas no desenvolvimento de plantulas de rabanete, ou seja, o comprimento das plantulas, em todas
as concentragdes dos extratos, foi reduzido significativamente em relacdo ao controle (Fig. 2.7).

Observou-se, na presenga dos extratos aquosos de Anacardium humile, plantulas de alface e de rabanete,
com hipocoétilos de tamanho reduzido, coifas radiculares oxidadas, escurecidas e raizes primarias
prejudicadas. Plantulas anormais e a regeneracdo dos tecidos afetados, bem como a recuperagdo do
crescimento, ndo foram observados, o que pode indicar diversas formas com que os aleloquimicos podem
influenciar o desenvolvimento de um vegetal.

A interferéncia do potencial osmotico e do pH na germinagdo e no crescimento foi descartada, ja que os
valores obtidos (Tab. 2.1) estdo na faixa dos valores adequados para o cultivo de alface e rabanete (Nobel
1991).

Os resultados obtidos, indicam que Anacardium humile, uma espécie de vegetacdo de cerrado, afeta a
germinacdo das sementes e o crescimento de plantulas situadas ao seu redor, visto que os compostos,
possivelmente produtos de seu metabolismo secundario, presentes em seus caules e folhas, afetam de algum
modo a germinacdo e o desenvolvimento de alface e de rabanete.

O fato de Anacardium humile ser uma espécie sub-arbustiva, possuindo um xilopodio subterraneo,
perene e bem desenvolvido, estando exposto as alteragdes do ambiente por longos periodos, pode ter
favorecido o desenvolvimento da produgdo de metabdlitos secundarios que os protegessem. A sintese desses
compostos, como por exemplo as xantinas, fornecem poderosos inibidores do crescimento e podem
acumular-se no solo junto as plantas, como ocorre nos cafeeiros, sendo inclusive fitotoxicas para as raizes

das plantas jovens da propria espécie (Waller et al., 1986; apud Ferreira & Aquila 2000).
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Gorla & Perez (1997) ressaltaram a importancia de estudos na area de ecologia envolvendo alelopatia
com sucessdo vegetacional, silvicultura, reflorestamento, aparecimento e desaparecimento de espécies,
alteracdes fisicas no habitat, producdo e dispersdo de sementes e competicdo por recursos. Pesquisas
abordando estes fatores poderiam elucidar a vasta complexidade existente entre interagdes planta-planta e

planta-microrganismo, ocasionada pela atividade de metabolitos secundarios produzidos.

Conclusao

Os resultados obtidos com extratos aquosos de caules e folhas de Anacardium humile indicam a
ocorréncia de alteragdes na germinagdo das sementes € no crescimento das plantulas alface e rabanete

confirmando o que a literatura aponta como sendo indicativo de alelopatia.

Tabela 2.1. Caracteristicas fisico-quimicas e rendimento dos extratos aquosos de caules e
folhas de Anacardium humile de maior concentracdo, 16% (p/v), utilizados nos bio-ensaios

para a verificacao de atividade alelopatica.

Extrato aquoso pH  Concentragdao molar  Potencial osmotico Rendimento
(Andira humilis) (mOsm) (MPa) (mg.mL™")
Folhas 4,39 52 0 10,33

Caules 5,10 33 0 14,34
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Figura 2.2. Porcentagem de germinacdo de sementes de Lactuca sativa L. sob o efeito de diferentes

concentragdes dos extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Anacardium humile Mart.. Letras iguais

indicam que os valores ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 2.3. Velocidade de germinacio (dias™) de sementes de Lactuca sativa L. sob o efeito de diferentes

concentracdes dos extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Anacardium humile Mart.. Letras iguais

indicam que os valores ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 2.4. Porcentagem de germinacao de sementes de Raphanus sativus L. sob o efeito de diferentes
concentracdes dos extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Anacardium humile Mart.. Letras iguais

indicam que os valores ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 2.5. Velocidade de germinacdo (dias™) de sementes de Raphanus sativus L. sob o efeito de diferentes
concentracdes dos extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Anacardium humile Mart.. Letras iguais

indicam que os valores ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 2.6. Comprimento total das plantulas de Lactuca sativa L. sob o efeito de diferentes concentragdes dos
extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Anacardium humile Mart.. Letras iguais indicam que os valores

ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 2.7. Comprimento total das plantulas de Raphanus sativus L. sob o efeito de diferentes concentragdes
dos extratos aquosos de caules (c) e folhas (f) de Anacardium humile Mart.. Letras iguais sobre as barras,

indicam que os valores ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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CAPITULO 111

IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ALELOPATICOS
ISOLADOS DE FOLHAS DE ANDIRA HUMILIS MART.

Fernando Periotto

Sonia Cristina Juliano Gualtieri de Andrade Perez
Djalma Antonio Pereira dos Santos

Paulo Cezar Vieira

Maria Inés Salgueiro Lima

RESUMO - (Estudo dos constituintes quimicos alelopaticos isolados de folhas de Andira humilis Mart.). No
presente trabalho objetivou-se identificar a classe do(s) composto(s) presentes nas folhas de Andira humilis
responsavel(is) pela atividade alelopatica ocorrida em estudos anteriores, utilizando-se extratos aquosos das
folhas dessa espécie na germinagdo de sementes e no crescimento das plantulas de alface (Lactuca sativa L.)
e de rabanete (Raphanus sativus L.). Para tanto, fracionou-se o extrato aquoso bruto de folhas de Andira
humilis, inicialmente submetendo-o a uma parti¢ao liquido-liquido, seguindo-se um gradiente crescente de
polaridade, em seguida, a partigdo acetato, que apresentou atividade alelopatica, foi levada a um
fracionamento em coluna, a vacuo, utilizando-se silica comum como suporte cromatografico e um gradiente
de solventes em ordem crescente de polaridade. A fragdo (7+8), que foi previamente reunida, apresentou
efeitos alelopaticos em concentracdo equivalente a 1 mg/mL. Desse modo, fracionou-a em coluna, utilizando
Sephadex como suporte cromatografico e metanol como solvente. Deste fracionamento, obteve-se 5 sub-
fracdes, onde duas delas, em concentracdo equivalente a 1 mg/mL, inibiram a germinagdo em testes
biologicos e foram submetidas a experimentos de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H).
Com os resultados obtidos, sugere-se que as moléculas do metabolismo secundario presentes nas folhas de
Andira humilis, causadoras dos efeitos alelopaticos na germinacao de sementes e no crescimento de plantulas
de alface e de rabanete, pertengam a classe dos taninos.

Plavras-chave: Metabolitos secundarios; taninos; alelopatia; Andira humilis; germinagao.

ABSTRCT - (Study of allelopathic chemical components isolated in leaves of Andira humilis Mart.). The
objective of this paper was to identify the class of composts found in leaves of Andira humilis responsible by
the allelopathic activity found in early studies, using aqueous extracts of leaves from this species in
germination of seeds and in the growth of lettuce (Lactuca sativa L.) and radish (Raphanus sativus L.). So
that, the raw aqueous extract of Andira humilis leaves was fractionated, initially submitting being submitted
to a liquid-liquid partition, following by an increasing polarity gradient and subsequently to an Acetat
partition that presented allelopathic activity, then it was taken to a vacuum column fractioning using common
silica as a chromatographic substract and a gradient of solvents in crescent order of polarity. The fraction
(7+8) that was previously reunited presented allelopathic effects in concentrations equivalent of 1 mg/mL,
hence it was column fractionated using Sephadex as chromatographic substract and methanol as solvent. This
fractioning resulted in 5 sub-fractions, where two of them, in concentration equivalent of 1mg/mL, which
inhibited germination in biological tests and were submitted to experimentations of Hidrogen Nuclear
Magnectic Ressonance (RMN 'H). The results obtained suggest that the molecules of secondary metabolism
found in Andira humilis leaves, which caused allelopathic effects in germination of seeds and growth of
lettuce and radish belong to the tannins class.

Key words: Secondary plant compounds; tannins; allelopathy; Andira humilis; germination.
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Introducao

A alelopatia é o mecanismo de interacdo quimica entre plantas ou destas com microrganismos. E uma
area da ecologia e/ou ecofisiologia das mais complexas. As interagdes e variabilidade de respostas
aproximam-se do caos, sendo este, tomado na sua definicdo de eventos probabilisticos (Gleik 1990). Ha
também em alelopatia, envolvimento de interagdes entre estresses abidticos e biodticos através de multiplos
compostos que podem ter relagdes sinergisticas, potencializando suas ag¢des (Einhellig 1999). Assim sendo,
os estudos em alelopatia ndo podem ser explicados através da abordagem de uma disciplina, mas deve ser
multidisciplinar (Rizvi et al. 1992).

A importancia das interagdes quimicas entre os vegetais superiores ¢, sem duvida, insuficientemente
pesquisada, mas isto ocorre essencialmente devido a escassez de informacgdes relatando os efeitos
alelopaticos nas comunidades naturais de vegetacdes. Outras dificuldades na compreensao da importancia de
certos compostos quimicos em situacdes de alelopatia sdo a complexidade fisico-quimica do solo ¢ a
presencga de microrganismos no solo que podem converter um determinado produto de uma planta em certos
agentes toxicos e até destrui-lo, de maneira que ndo ocasione qualquer efeito no tecido do vegetal receptor
(del Moral & Cates 1971; apud Harborne 1993).

Os efeitos alelopaticos sao mediados através de substancias quimicas pertencentes a diferentes categorias
de compostos provenientes do metabolismo secundario vegetal, tais como fenois, terpenos, alcaldides,
poliacetilenos, acidos graxos, peptideos, etc. Essas substincias quimicas, com potencial alelopatico, estao
presentes em muitas plantas e nos diferentes orgaos, incluindo folhas, flores, frutos e gemas (May & Ash,
1990; apud Delachiave et al. 1999).

Recentes avangos nas pesquisas envolvendo quimica de produtos naturais, por meio de métodos
modernos de extragdo, isolamento, purifica¢do e identificagdo, vém contribuindo para um conhecimento mais
apurado de inumeros compostos secundarios produzidos pelos vegetais. Muitos destes compostos sdo
potencialmente aleloquimicos e, variam nas espécies em concentragdo, localizacdo e composicao, podendo
ser excretados para o ambiente no solo, no ar ou simplesmente lixiviados. O tempo de residéncia, a
persisténcia e a transformacdo do composto podem aumentar, diminuir, ou fazer cessar o seu efeito
alelopatico devido a agdo de microrganismos presentes no solo. Inclusive, o proprio andamento didrio do
metabolismo primario, com formacdo de cadeias carbonadas, que varia nas diferentes horas do dia, tem

repercussdes no metabolismo secundario (Ferreira & Aquila 2000).
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O modo de acdo dos aleloquimicos pode ser grosseiramente dividido em agdo direta e indireta e, ocorre

quando o aleloquimico liga-se as membranas da planta receptora ou penetra nas células, interferindo
diretamente no seu metabolismo. Assim, os efeitos dos aleloquimicos sobre a germinacao e/ou
desenvolvimento da planta sdo apenas manifestagdes secundarias de efeitos ocorridos inicialmente em nivel
molecular e celular (Ferreira & Aquila 2000).

Rizvi & Rizvi (1992) apontam que os aleloquimicos podem afetar estruturas citologicas e ultra-
estruturais; o balangco hormonal, bem como alterando suas concentragdes; membranas e sua permeabilidade;
absor¢ao de minerais; movimentos dos estomatos, sintese de pigmentos e fotossintese; respiragdo; sintese de
proteinas; atividade enzimadtica; relagdes hidricas e conducdo; material genético, induzindo alteragdes no
DNA e RNA.

Esses compostos podem também, por exemplo, prevenir a decomposi¢do das sementes, interferir na sua
dorméncia e também na dorméncia das gemas. Sao inumeros os casos de sua atuagao sobre o comportamento
de organismos associados como, outras plantas, microrganismos, insetos e até animais superiores, inclusive o
homem (Harborne 1988).

Os aleloquimicos isolados dos vegetais, t€ém papel ecologico na natureza como bio-comunicadores e as
interacdes alelopaticas oferecem oportunidades para serem encontrados novos herbicidas naturais, os quais
podem ser essenciais para o desenvolvimento futuro da agricultura sustentavel (Fischer 1986; Macias et al.
1996; apud Vaccarini & Bonetto 2000).

Um dos aspectos estudados em alelopatia ¢ o reconhecimento da resposta caracteristica de um organismo
em relacdo aos aleloquimicos, isto ¢, estimulacao (vegetal) ou atragdao (animal) em baixas concentragdes dos
aleloquimicos e inibigdo (vegetal) ou repeléncia (animal) aos aumentos de sua concentragao (An ef al. 1993;
apud Peres et al. 1998).

O procedimento inicial para a constatacdo do efeito alelopatico consiste na técnica do bioensaio,
empregando-se material biologico como indicador da acdo da substancia em estudo (Inderjit & Dakshini
1995). O passo seguinte consiste na identificagdo da substancia responsavel pela atividade, no qual, técnicas
analiticas mais elaboradas sdo requeridas (Lowry et al. 1985; Cutler 1986; apud Pires et al. 2001).

Ha grande importancia em analisar com cuidado os resultados, que, se significativos, incluirdo uma
analise quimica dos extratos, usando-se nesta ultima etapa, solventes organicos, se necessario.

Estudos anteriores, utilizando-se extratos aquosos de folhas de Andira humilis, indicaram a agao
alelopéatica na germinacdo de sementes e no crescimento de plantulas de Lactuca sativa (alface) e Raphanus
sativus (rabanete).

Desse modo, com base nos resultados de estudos anteriores obtidos com extratos aquosos de Andira
humilis, objetivou-se no presente trabalho, identificar a(s) classe(s) do(s) composto(s) presentes nas folhas

desta espécie responsavel (is) pela atividade alelopatica observada.
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Materiais e Métodos

Os experimentos do presente trabalho foram conduzidos no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais
(Departamento de Quimica — DQ/UFSCar) e no Laboratorio de Ecofisiologia de Sementes (Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos — DB/UFSCar). O material vegetal (Andira humilis Mart. Ex
Benth.) foi coletado na éarea de reserva de Cerrado pertencente ao campus da UFSCar, localizado no
municipio de Sao Carlos (SP).

O extrato aquoso de folhas de Andira humilis, na concentragdo 16% (p/v), (33,33 g / 200 mL), apos
indicar agdo alelopatica na realizagdo de estudos anteriores, foi submetido a uma particao liquido-liquido,
seguindo-se um gradiente crescente de polaridade. Os solventes utilizados nesta técnica foram Hexano,
Acetato de Etila e Alcool n-butilico (Fig. 3.1).

Apos identificada (por testes de germinacao em sementes de alface) a fracao acetato de etila, como sendo
a que continha os compostos alelopaticos, realizou-se um fracionamento em coluna, a vacuo, utilizando-se
silica comum como suporte cromatografico e um gradiente de solventes em ordem crescente de polaridade.
Neste caso, foram obtidas oito fragdes, as quais foram separadas conforme o solvente utilizado, sendo eles:
(1) 1* Diclorometano (100%); (2) 2* Diclorometano (100%); (3) Diclorometano / Acetato de Etila
(70%:30%); (4) Diclorometano / Acetato de Etila (1:1); (5) Diclorometano / Acetato de Etila (30%:70%); (6)
Acetato de Etila (100%); (7) Metanol (100%) e (8) Metanol / H,O (1:1) (Figura 1). As fragdes (7) e (8),
foram reunidas apos serem determinadas, por testes de Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA), suas similaridades quanto a polaridade (Figura 3.1).

Com o teste bioldgico, notou-se que as fragdes (7) e (8), as quais tinham sido previamente reunidas
(estando na concentracdo de 1 mg/mL), eram as que apresentavam os efeitos inibitdrios mais efetivos na
germinagdo de sementes de alface. Dessa maneira, foi efetuado o fracionamento em coluna, utilizando
Sephadex como suporte cromatografico e metanol como solvente. Deste fracionamento, obteve-se cinco sub-
fragoes, onde duas delas (fragdes B e D), em concentracdo equivalente a 1 mg/mL, inibiram a germinagao de
sementes de alface e estas foram submetidas a experimentos de Ressondncia Magnética Nuclear de

Hidrogénio (RMN 'H), com o intuito de identificar a(s) classe(s) quimica(s) das mesmas (Fig. 3.1).



39

Extrato aquoso
(Folhas de Andira humilis)

Fracao hexano Fracdo Acetato Fracao n-Butanol Fracio Aquosa
*%
Fracéao Fracao Fracédo Fracéo Fracéo Fracao Fracio Fracio
1 2 3 4 5 6 7 8

Fragoes
7e8

d

L

Fragao Fracio Fragio Fracdo Fragio
A B C D E

Figura 3.1. Esquema do fracionamento do extrato aquoso de folhas de Andira humilis. *Particio

liquido-liquido, partindo-se do extrato aquoso de folhas de Andira humilis (33,33g de material para
200 mL de H,O destilada). **Fracionamento utilizando silica comum como suporte cromatografico a
vacuo e solventes em ordem crescente de polaridade (1) 1* Diclorometano (100%); (2) 2°
Diclorometano (100%); (3) Diclorometano / Acetato de Etila (70%:30%); (4) Diclorometano / Acetato
de Etila (1:1); (5) Diclorometano / Acetato de Etila (30%:70%); (6) Acetato de Etila (100%); (7)
Metanol (100%) e (8) Metanol / H,O (1:1). ***Fracionamento utilizando Sephadex como suporte
cromatografico e metanol como solvente. As fragdes e sub-fracdes em destaque ( [ ) foram as que

apresentaram atividade alelopatica nos bioensaios.
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Resultados e Discussao

Na parti¢ao liquido-liquido, o solvente acetato de etila extraiu do extrato aquoso, grande parte dos
agentes quimicos inibidores de germinacdo e do crescimento. Tal fato foi comprovado posteriormente,
utilizando-se essa particdo acetato em testes de germinagao realizados com sementes de alface.

Depois de obtido esse resultado, fracionou-se a particdo acetato em oito sub-particdes. Nos testes
biologicos, a inibicdo em sementes de alface ocorreu nas sub-fragdes 7 e 8, de maiores polaridades, as quais
tinham sido previamente reunidas e estavam na concentragdo de 1 mg/mL (Fig. 3.2). Com esse resultado, a
fragdo reunida (7 e 8) foi posteriormente submetida a novo fracionamento utilizando-se Sephadex como
suporte cromatografico, resultando, finalmente, em cinco sub-fragcdes (A, B, C, D e E), encontrando-se
atividade inibitoria através dos testes de germinagdo e crescimento, nas fracdes B e D, em concentragao
equivalente a 1 mg/mL (Fig. 3.3 e Fig. 3.4).

As sub-fragdes B e D foram submetidas & Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H). Os
resultados obtidos na sub-fracdo B, com a andlise do deslocamento quimico, em partes por milhdo, entre 6,3
e 7,5, sugerem que os atomos de hidrogénio que assim se deslocaram, pertencem as moléculas da classe dos
taninos (Fig. 3.5). Ja os resultados obtidos na sub-fracdo D, ndo possibilitaram uma visualizagdo clara do

deslocamento quimico em partes por milhdo das moléculas ai presentes. (Fig. 3.6).

Figura 3.2. Comparagdo com o controle da inibicdo em sementes de alface pela a¢ao das
sub-fracdes reunidas (7 e 8), do solvente Acetato de Etila, as quais tinham sido previamente

reunidas e estavam na concentragao de 1 mg/mL.
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Figura 3.3. Sub-fracdo B, em concentrag@o equivalente a 1 mg/mL, com atividade inibitoria

na germinacao de sementes de alface.

Figura 3.4. Sub-fracdo D, em concentragdo equivalente a 1 mg/mL, com atividade inibitoria

na germinacao de sementes de alface.
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Figura 3.5. Sub-fracdo B, submetida a Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H). Neste
experimento, o deslocamento quimico em partes por milhdo entre 6,3 e 7,5, sugere que os atomos de

hidrogénio que assim se deslocaram, pertencem as moléculas da classe dos taninos.
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Figura 3.6. Sub-fracio D, submetida 4 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H). Neste
experimento nao houve a possibilidade de uma visualizacdo clara do deslocamento quimico em partes por

milhdo das moléculas inibitérias ai presentes.
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No presente trabalho, os resultados obtidos sugerem que as moléculas do metabolismo secundario
presentes nas folhas de Andira humilis, causadoras dos efeitos inibitorios na germinagao de sementes € no
crescimento de plantulas de alface, pertencem a classe dos taninos.

Os taninos distribuem-se por todos os tecidos e 6rgaos da planta, localizam-se nas células vivas, em
solug@o no suco vacuolar sob a forma de combinac¢des complexas ou impregnados nas paredes das células do
stber e do lenho (Costa 1972). Da mesma maneira que as ligninas, sdo encontrados freqiientemente em altas
concentracdes em todas as classes de plantas vasculares.

Devido a capacidade de ligarem-se a proteinas soluveis e outras macromoléculas, originando complexos
insoluveis, os taninos tornam as proteinas e polissacarideos vegetais indigeriveis, além de diminuirem a
atividade de enzimas digestivas e microrganismos simbiontes do intestino dos herbivoros. Desse modo, os
taninos sdo compostos secundarios do metabolismo vegetal que promovem importante barreira contra o
ataque de herbivoros (Swain 1979).

De acordo com a estrutura quimica, com o peso molecular, com a solubilidade em agua e com a acao
taninifera, os taninos sdo divididos em quatro grupos: taninos condensados (proantocianidinicos), taninos
hidrolisaveis, oxitaninos € um grupo que reune varios taninos com caracteristicas diversas. Dos grupos
citados, os taninos condensados sdo os mais amplamente distribuidos nas plantas vasculares, estando
presentes em 62% dos géneros de dicotiledoneas e em 29% dos géneros de monocotiledoneas (Swain 1979;
Harborne 1993).

Os taninos hidrolisaveis, em sua composicdo quimica, contém ligagdes ester, que podem ser
volatilizadas. Os mais comuns sao ésteres glicosilados do acido galico ou 4cidos galico e hexahidroxidifénico
(Fig. 3.7). O éacido eldgico ¢ proveniente do acido hexahidroxidifénico, o acido quebulico, ¢ outro produto
secundario formado a partir da hidrolise de alguns taninos. Certos taninos hidrolisaveis sdo misturas
complexas de diversos acidos fendlicos (Robinson 1983; apud Rice 1984). Os acidos digalico e trigalico, em
certos casos, sao produtos resultantes de leves hidrolises de taninos hidrolisaveis juntamente com o acido
galico. Existem muitos tipos de moléculas de taninos hidrolisaveis, as quais sdo identificadas, em geral, com
certa dificuldade. S3o comuns em dicotiledoneas, porém, apenas poucos trabalhos demonstram essas

moléculas envolvidas com alelopatia (Bate-Smith and Metcalfe 1957; Swain 1965; apud Rice 1984).
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Taninos hidrolisaveis ja foram identificados em alguns casos como: inibidores do crescimento e da
germinacdo em diversas espécies de frutos secos; agentes que retardam o crescimento de bactérias fixadoras
de nitrogénio e nitrificantes em Euphorbia corollata, E. supina e E. marginata; inibidores do crescimento de
Rhizobium de Rhus copallina; redutores do crescimento de plantulas de Carpinus betulus (Mitin 1970);
inibidores da germinacdo de sementes e do crescimento de plantulas em Arctostaphylos glandulosa e
redutores da nitrifcagdo produzida por Quercus marilandica, Q. stellata e Q. velutina (Varga & Koves 1959;
Rice 1965 a, b; Rice 1969; Blum & Rice 1969; Mitin 1970; Chou & Muller 1972; Rice & Pancholy 1973;
apud Rice 1984).

Lodhi (1976) apud Rice 1984 apontou os acidos digalico, eldgico e galico como importantes fitotoxinas
em solos de florestas do Missouri (EUA), sendo estes compostos os mais persistentes aleloquimicos
presentes nestes solos, depois dos acidos cafeico, ferralico, p-cumarico e p-hidrobenzdico.

Os taninos condensados sao formados aparentemente da polimerizacdo oxidativa da catequina e da
flavona-3,4-diol (Brown 1964; apud Rice 1984). Suas moléculas sdo parcialmente quebradas apenas por
aquecimento drastico causado por acido concentrado, liberando cloreto de cianidina, o qual, forma uma
coloragdo brilhante avermelhada, e alguns polimeros vermelho-marrons denominados "flobafenos"
(Robinson 1983; apud Rice 1984).

Esses taninos sdo citados em poucos trabalhos envolvendo alelopatia. Harris & Burns (1970, 1972);
apud Rice (1984), relatam que taninos presentes em sementes de determinados hibridos de sorgo, inibem a
germinacdo de sementes. Rice & Pancholy 1973; apud Rice (1984) apontam que entre esses taninos

anteriormente estudados, foram encontrados apenas taninos condensados.
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Figura 3.7. Estruturas quimicas de taninos encontrados em plantas alelopaticas

(Rice 1984).

Conclusao
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A andlise quimica dos resultados obtidos sobre a atividade alelopatica das folhas de Andira humilis

permite concluir que a presenca de metabolitos secundarios pertencentes a classe dos taninos, seja a principal

causa da atividade inibitéria ocorrida.
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Consideracoes Gerais

» Foi possivel observar, em condigdes de laboratorio, os efeitos inibitorios que Andira humilis ¢

Anacardium humile causam na germinagdo e no crescimento de alface e de rabanete.

» Os efeitos prejudiciais foram evidenciados mais no vigor do que na capacidade germinativa das

sementes.

» A velocidade de germinagdo em sementes de alface e de rabanete foi decrescendo conforme elevou-se

a concentracdo dos extratos aquosos de caules e folhas de Andira humilis.

» A capacidade germinativa, em alface, foi afetada apenas na presenca do extrato aquoso de caules ¢
folhas de Andira humilis. Extratos de caules e folhas de Anacardium humile ndo ocasionam efeitos

prejudiciais na mesma.

» O comprimento das plantulas de alface e de rabanete, também mostrou-se como bom parametro na
verificacdo das interferéncias causadas pelos extratos aquosos em diferentes concentragdes de caules

e folhas de Andira humilis e de Anacardium humile.

» Nao houve estimulo significativo na germina¢do de sementes ¢ no crescimento de plantulas tanto de
alface como de rabanete ocasionado pela atividade dos extratos aquosos em diferentes concentragdes

de caules e folhas de Andira humilis e de Anacardium humile.

» A germinagdo das sementes e o crescimento das plantulas de alface e de rabanete nido sofreram
influéncia de fatores fisico-quimicos dos extratos aquosos de ambas espécies do Cerrado, como, pH e

potencial osmotico.

»  Os metabdlitos secundarios com atividade alelopatica presentes em folhas de Andira humilis tém a

propriedade quimica de alta polaridade, ficando retidos em geral, em solventes mais polares.

»  Os efeitos alelopaticos encontrados em folhas de Andira humilis sdo ocasionados pela presenca de

metabolitos secundarios pertencentes a classe dos taninos.
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