Acta Botanica Brasilica 26(3): 607-618. 2012.

Estudo fitoquimico de folhas de Solanum lycocarpum
A. St.-Hil (Solanaceae) e sua aplicacao na alelopatia

Sarah Christina Caldas Oliveira'*, Sonia Cristina Juliano Gualtieri 2,
Francisco Antonio Macias Dominguez?, José Maria Gonzaléz Molinillo® e Rosa Varela Montoya®

Recebido em 5/12/2011. Aceito em 14/05/2012

RESUMO

(Estudo fitoquimico de folhas de Solanum lycocarpum A.St.-Hil (Solanaceae) e sua aplicaio na alelopatia). Solanum
lycocarpum A.St.-Hil (Solanaceae) é um arbusto tipico da regido central do Brasil (Cerrado). A atividade alelopatica
do extrato aquoso de folhas e frutos dessa espécie ja foi verificada em estudos anteriores. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a atividade alelopdtica de diferentes extratos de S. lycocarpum na germinagio e crescimento de quatro
espécies-alvo. As folhas foram coletadas, secas e trituradas e submetidas a dois métodos distintos de extragao: 1-
liquido-liquido (acetato de etila e diclorometano) do extrato aquoso das folhas e 2- com solventes em polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol e dgua) diretamente das folhas. Cada extragao foi
realizada com equipamento de ultrassom durante uma hora, filtrado e evaporado. Desses extratos, solugoes de 800,
400 e 200 ppm foram preparadas, e dgua e Logran’ foram usados como controle positivo e negativo, respectivamente.
Cada solugao, bem como os controles, foi dissolvida em DMSO para os bioensaios. As espécies alvo usadas foram:
alface, agrido, tomate e cebola. Cada placa era composta de 20 sementes e foi adicionado 1 mL de solugdo teste com
4 repetigoes. As placas foram incubadas a 25 °C no escuro. Posteriormente, as plantulas tiveram suas partes aéreas
e raizes medidas e a porcentagem de germinagdo e inibi¢ao calculada para cada extrato. Tomate foi a espécie que
mostrou maior sensibilidade para todos os extratos, seguido de agrido, cebola e alface. Os extratos que tiveram maior
atividade foram o acetato de etila, acetona e as extra¢des liquido-liquido, indicando as fragdes que devem conter os
principios ativos da folha dessa espécie.
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ABSTRACT

(Phytochemistry of Solanum lycocarpum A.St.~Hil (Solanaceae) leaves and their application in allelopathy). Solanum
lycocarpum A.St.-Hil (Solanaceae) is a typical shrub in the Cerrado of central Brazil. The allelopathic activity of aqueous
extracts of the leaves and fruits of this species has already been proven in previous studies. The goal of this work was to
verify the allelopathic activity of different leaf extracts of S. lycocarpum on the germination and growth of four target
species. The leaves were collected, dried, triturated and submitted to two distinct methods of extraction: 1- liquid-
-liquid (ethyl acetate and dichloromethane) from the aqueous extract and 2- with solvents of increasing polarities
(hexane, dichloromethane, ethyl acetate, acetone, methanol and water) directly from the leaves. Each extraction was
made with ultrasound equipment for one hour, filtered and evaporated. From these extracts, solutions of 800, 400
and 200 ppm were prepared, and water and Logran” were used as positive and negative controls, respectively. Each
solution, as well as the controls, was dissolved in DMSO for the bioassays. The target species used were lettuce, wa-
tercress, tomato and onion. To each plate, 20 seeds were added and 1 mL of the tested solutions (with 4 repetitions).
The plates were incubated at 25 °C without light, and the shoots and roots of the seedlings were then measured and
the percentage of germination and the inhibition of each extract were calculated. Tomato was the most sensitive to
the extracts, followed by watercress, onion and lettuce. The extracts with stronger activity were AcOEt, acetone and
the liquid-liquid extraction, indicating the fractions that may contain the active principles of the leaves in this species.
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Introducao

Alelopatia envolve a interacdo quimica de plantas e
microrganismos tanto em ambientes naturais quanto em
sistemas agricolas. Essa interacdo se da devido a liberagdo
no ambiente de compostos provenientes do metabolismo
secundario de plantas e microrganismos que podem pro-
duzir efeitos positivos ou negativos (Rice 1984; IAS 1996).
As formas de liberagdo dos compostos no ambiente pela
planta produtora até atingir a planta receptora pode ser
por: volatilizagdo, lixiviagdo, decomposicdo e exudagdo das
raizes (Ferreira & Aquila 2000). Existe uma ampla variedade
de agentes alelopaticos que sao sintetizados e armazenados
em diferentes células das plantas, seja na forma livre ou
conjugada com outras moléculas e, que sio liberadas no
ambiente como uma resposta a fatores de estresse bi6tico e
abidtico (Inderjit & Nielsen 2003).

A descoberta de novos aleloquimicos (produtos natu-
rais com atividade bioldgica) é uma alternativa ao uso de
herbicidas convencionais no controle de plantas invasoras.
Os herbicidas atuais tém provocado mudangas nas popula-
¢Oes de espécies invasoras além do risco de contaminagéo
ambiental e o aumento da resisténcia a esses compostos
(Olofsdotter & Madsen 2000; Duke et al. 2000).

Os estudos com os novos aleloquimicos podem levar a
producao de outro tipo de herbicida, quer para uso direto
dos compostos descobertos quer como modelos moleculares
para sintese de novos agroquimicos (Dias & Dias 2007). Um
caso bem descrito ¢ a cinmetilina, um herbicida analogo
aos monoterpenos naturais 1,4- e 1,8-cineol (eucaliptol),
que apresenta um modo de a¢do distinto dos herbicidas
convencionais, sendo uma alternativa para plantas in-
vasoras que ja desenvolveram algum tipo de resisténcia
(Romagni et al. 2000). Na busca de novos aleloquimicos,
alguns métodos podem ser usados para pesquisar os novos
compostos fitotdxicos, tais como o isolamento biodirigido.
Este método consiste em realizar bioensaios em cada uma
das etapas de isolamento, determinando a (s) fragdo (des)
testada (s) que apresenta (m) maior atividade bioldgica. A
fragdo mais ativa é fracionada novamente até a purificacio e
identificagdo dos compostos ai presentes, responsaveis pela
atividade detectada (Macias et al. 2000). Em alguns casos,
a atividade pode ser perdida durante o fracionamento por
modifica¢des quimicas ou degradacéo e outro evento, nao
menos importante, é o papel do sinergismo de fragoes e
produtos ativos (Dayan & Duke 2006). Assim, o isolamento
biodirigido é uma ferramenta importante no estudo alelo-
pética como uma forma de monitorar todos esses fatores.

Em ambientes naturais, a alelopatia desempenha um
importante papel na dominancia, sucessio e formagdo de
comunidades vegetais (Chou 1999) além de ser uma das
estratégias importantes de colonizagdo de muitas plantas exo-
ticas sobre a comunidade natural (Hierro & Callaway 2003).

O género Solanum apresenta varias espécies com poten-
cial para estudos de alelopatia. Estas espécies apresentam

uma grande diversidade de compostos quimicos, como os
glicoalcaloides e glicosideoesterdides, de atividade alelopa-
tica comprovada (Ye et al. 2001; Alves et al. 2003; Fukuhara
et al. 2004), flavonas e flavondides (Silva et al. 2003), além
de varios hidrocarbonetos, terpenos e acidos graxos (Aliero
et al. 2006) e saponinas esteroidais (Zhou ef al. 2006a).
Solanum lycocarpum A. St.-Hil (Solanaceae) é conhecido
popularmente como lobeira ou fruta do lobo e ocorre em
alta frequéncia em ambientes pertubados do bioma Cerrado
(Lombardi & Motta Jr. 1993). A atividade alelopatica de
extratos brutos de folha e fruto ja foi estudada em diferentes
substratos, como papel (Oliveira et al. 2004a; Oliveira et al.
2004b) e solo (Aires et al. 2005). A composigdo fitoquimica
do fruto é bem conhecida por apresentar propriedades far-
macéuticas importantes (Dall' Agnol & Poser 2000; Schwarz
et al. 2007; Nakamura et al. 2008), mas nao ha trabalhos
nessa drea com folhas tdo pouco com enfoque alelopatico.

O presente trabalho teve por objetivo analisar a atividade
fitotoxica de extratos organicos e aquosos de folhas jovens de
Solanum lycocarpum A.St.-Hil em quatro tipos de sementes.

Material e métodos

As folhas jovens de S. lycocarpum foram coletadas no
més de novembro de 2007, na Fazenda Sucupira/EMBRA-
PA em Brasilia-DF, nas coordenadas S15°55'41,8"" W
048°01°47,3" Brasilia - Brasil. Durante a coleta as folhas
foram colocadas em sacos de papel e consideradas como
folhas jovens aquelas coletadas acima do segundo né de cada
ramo. Estas foram secas em estufa de circulagao forcada até
peso constante a 50 °C e em seguida trituradas com auxilio
de um liquidificador produzindo um pé que foi embaladas
a vacuo até seu processamento no Laboratorio de Alelo-
patia na Universidade de Cadiz, Espanha, com licenga do
Instituto Brasileiro do Meio ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis-IBAMA N° 07BR001206/DE.

Para a identificagdo das substancias quimicas, com
atividade alelopatica presentes nas folhas de lobeira, foram
realizados dois tipos de extra¢do: uma que constituiu na
obtengdo de extratos a partir do p6 das folhas utilizando
solventes organicos diretamente com polaridade crescente
e outra onde primeiramente foi preparado um extrato
aquoso do po das folhas e este, em seguida, foi fracionado
liquido-liquido.

O pé das folhas jovens de lobeira apresentou melhor
atividade nos bioensaios realizados previamente e por
isso foi eleito para identificagdo dos seus compostos.
Nesta extragdo utilizou-se um total de 120 g de p6 de
folha. A extracdo foi realizada em potes de vidro com
tampa onde cada 30 g de po era extraido com 300 mL de
solvente na propor¢ao de 1:10. Este era mantido em banho
de ultrassom por um periodo de 1 hora. O ultrassom foi
escolhido como método de extragdo devido a duas razdes
previamente testadas: o menor tempo de exposi¢do do
material vegetal com o solvente e pelo maior rendimento
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chegando ao dobro do método de extragdo comum de 24h
sob agitacdo. Trabalhos como os de Albu et al. (2004) e
Rostagno et al. (2003) usaram com sucesso o ultrassom
na extra¢do de compostos secundarios com a melhoria do
rendimento. Depois do periodo de uma hora, o extrato foi
filtrado em funil de Biichner com papel de poro 0,22pm
acoplado a uma bomba a vacuo e depois evaporado em
rotavapor. Essa extracdo se repetiu duas vezes para cada
solvente orgénico. Os solventes orgénicos utilizados foram:
Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato de etila
(AcOEt), Acetona (ACE), Metanol (MeOH).

Para o fracionamento liquido-liquido, utilizou-se 348g
do po6 da folha que foi extraido inicialmente em agua des-
tilada na propor¢do 1:10 em ultrassom durante 1 hora. Em
seguida, o extrato foi filtrado a vacuo com filtro de papel de
0,22 pm de poro e evaporado em rotavapor. O extrato obtido
foi pesado (m = 42,09 g) e posteriormente foi dissolvido em
200 mL de 4dgua e colocado em um funil de separagio de
1000 mL. Em seguida foi adicionado 200 mL de dicloro-
metano que foi levemente agitado para evitar ar formagao
de emulsdes durante esse processo. A mistura foi deixada
em um suporte para separacio das fases e o solvente orgé-
nico retirado. No fracionamento com diclorometano essa
operacao foi repetida 8 vezes. Em seguida, foi adicionado
acetato de etila e repetido o mesmo procedimento descrito
para diclorometano, a diferenca foi o nimero de repetigdes
do processo que foram 5. O critério usado para escolha
do nimero de repeti¢do do processo de fracionamento a
limpeza do liquido.

O bioensaio utilizado para verficar o efeito fitotoxico
dos extratos de folha de lobeira foi de sementes de espécies
alvos padrao, conhecidas com ST'S (Standard Target Species).
Neste bioensaio, foram utilizados 26 mg de cada um dos
extratos e fracdes obtidas e descritas anteriormente. A essa
quantidade foi adicionado Dimetilsoféxido (DMSQO) numa
proporgao de 5 pL/mL e preparadas solugdes de 800, 400 e
200 ppm da cada extrato e fragdes a serem testadas.

Para bioensaio com sementes utilizou-se quatro espé-
cies modelo sendo as dicotileddneas agrido (Lepidium sati-
yvum L. - Cruciferae), alface (Lactuca sativa L. — Asterace-
ae) e tomate (Solanum lycopersicum L. - Solanaceae). Além
destas, foi incluida a monocotiledénea cebola (Allium
cepa L. - Alliaceae) a qual é representante de familia de
plantas invasoras de culturas de interesse agricola. Este
bioensaio realizou-se com quatro repeti¢oes, em placa de
Petri (4 cm de didmetro) sobre papel Whatman n° 1 como
substrato onde foram adicionadas 20 sementes por placa.
A germinagdo e o crescimento ocorreram em solugdo
aquosa, tamponada mediante o uso de solu¢do de 10 mM
de 4cido 2-[N-morfolino] etanosulfonico (MES) e 1M de
NaOH com pH=5,6. O volume de solugdo para cada placa
de Petri foi de 1 mL. Quando se adicionou as sementes e as
solugdes dos compostos a serem testados nas placas, estas
foram seladas com Parafilm’ e incubadas em cAmara de
crescimento Memmert IC 700 com auséncia de luz, sob
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25°C. As placas foram mantidas nessas condigdes durante
quatro, cinco, seis e sete dias, respectivamente, para as
sementes de agrido, tomate, alface e cebola. Decorridos
os periodos de crescimento acima mencionados, as placas
foram armazenadas a -10 °C durante 24horas para cessar
o crescimento das plantulas. O congelamento favoreceu
a manipulagdo das plantulas, evitando tor¢des tanto nas
radiculas como na parte aérea, além disso, permitiu que
as medi¢des pudessem ser realizadas em dias distintos.
Uma vez descongeladas e esticadas, utilizou-se o programa
FITOMED' para realizar as medi¢oes dos pardmetros de
longitude da raiz e da parte aérea.

Neste bioensaio utilizou-se como controle positivo o
herbicida comercial com atividade conhecida LOGRAN'.
Os valores obtidos para cada um dos pardmetros conside-
rados (porcentagem de germinagao e comprimento da raiz
e parte aérea) foram comparados com o controle negativo
que continha somente a solu¢do tampdo com DMSO.

O nivel de atividade foi expresso em porcentagem de
inibi¢cdo segundo a férmula abaixo:

XT-XC
XC

%inibicdo = x 100%

Onde xt é a média de alongamento dos tratamentos e
%c a média de alongamento do controle. Os parametros
avaliados foram a porcentagem de germinacdo de sementes
germinadas por placas e o comprimento da raiz e da parte
aérea. Para germinacdo, a distribui¢do das variaveis é o
numero de sementes por placa e para araiz e parte aérea, a
distribuigdo empregada foram as medidas de cada variavel
em cada placa, conhecida como distribui¢do de médias.
Os resultados foram expressos em relagdo ao controle
negativo (branco) e mostrados em grafico de barras. O
valor “0” representa o controle. Qualquer valor positivo
implica em estimulagdo dos parametros medidos e os valo-
res negativos inibigdo. As médias foram entdo submetidas
a analise de varidncia (ANOVA) e comparadas entre si
pelo teste de comparagao de média Tukey 5% através do
programa SISVAR'.

Resultados e discussao

A massa total dos extratos obtidas a partir da extragdo
direta com solventes (que serdo chamados de extratos) e
fracionamento liquido-liquido (que serdo chamados de
fragdes) sdo representadas na Fig. 1. O extrato aquoso (que
deu origem as fragdes) e o metanolico foram os que tiveram
maior rendimento se comparado com as outras extragcdes
e fracionamentos. Isso porque grande parte dos agtcares e
produtos glicosilados presentes no pé da folha sdo extraidos
nesses dois solventes.

Para melhor andlise dos dados, a avaliagdo do efeito
fitotéxico dos extratos e fracoes das folhas trituradas de
lobeira foram separados em germinagio e crescimento.
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Figura 1. Rendimento em porcentagem dos extratos do p6 das folhas de S. lycocarpum. Fracionamento liquido-liquido
de acetato de etila - AcOEt (lig-liq)- e diclorometano -DCM (liq-liq); extra¢des diretamente das folhas aquoso, metanol
(MeOH), Acetona (ACE) Acetato de etila (AcOEt), Diclorometano (DCM) e Hexano.

Efeito na Germinagdo

Em relagdo aos bioensaios com sementes de agrido, trés
extratos e uma fragdo se mostraram ativos na inibigdo da
germinagdo em relagdo ao controle, sendo elas: extrato de
AcOEt, ACE, MeOH e a fragdo de AcOEt (Fig. 2). Deve se
notar nesses resultados a alta atividade que a fragdo AcO-
ET causou na inibi¢do da porcentagem de germinacdo de
sementes de agrido em relagdo ao controle. Essa inibicdo al-
cangou os 85% na concentragdo de 400 ppm, inibicdo maior
que o préprio herbicida Logran'. Essa inibi¢do elevada, que
fugiu do padrdo de resposta dose-dependente da concentra-
¢do, pode ter sido causada por um problema de solubilidade
da fragdo em agua que possivelmente alterou a concentragio
original pela presenca de material em suspensdo. Mesmo
com o uso do DMSO e o ultrassom, essas fragdes e/ou ex-
tratos de baixa polaridade apresentava uma dificuldade na
sua solubilizagdo no tampéo usado no bioensaio.

As sementes de agrido germinam uniformemente e em
um curto intervalo de tempo o que facilita a otimiza¢ao de
bioensaios para os estudos de fitotoxicidade utilizando essa
espécie, 0 que torna uma espécie interessante para uso nos
bioensaios, além disso, e é uma das espécies sugeridas por
Macias (2000) como espécies alvo na padronizagao de bio-
ensaios. Em outros trabalhos, sementes de agrido também
mostraram sensiveis a outros aleloquimicos (Hasegawa et
al.1992; Kato-Noguchi et al. 2002).

As sementes de tomate demonstraram maior sensibili-
dade na germinagdo em relagdo aos compostos presentes
nos extratos e fracdes da folha de lobeira (Fig. 3). As duas
fracdes produziram uma alta inibi¢do da germinac¢io
das sementes de tomate, mesmo na menor concentragio
(200ppm). Essa inibi¢do foi superior a 80% em relagdo ao
controle, maior do que a causada pelo herbicida Logran'.

Os outros extratos apresentaram uma inibicdo crescente
na seguinte sequéncia; ACE, AcOEt e DCM numa relagao
dose-dependente da concentragio. O extrato que chamou a
atencio foi 0 de MeOH que apresentou uma inversao nessa
relagdo dose-dependente da concentragéo.

Sementes de tomate tém sido utilizadas em bioensaios
de alelopatia como espécies alvo com éxito (El-Khatib et al.
2004; Manoel et al. 2009). Wandscheer & Pastorini (2008)
utilizaram sementes de alface e tomate como espécies alvo
em experimento e as sementes de tomate mostraram menos
sensiveis do que as sementes de alface, tradicionalmente
utilizadas em bioensaio de alelopatia. Tomate é da mesma
familia e género da lobeira, e essa sensibilidade maior dessa
semente aos extratos do po6 da folha poderia ser um indi-
cador de efeito autotoxico desse extrato para os membros
do mesmo género.

Usualmente, a espécie alvo mais empregada nos ensaios
alelopaticos é a alface. Essa tem sido usada extensivamen-
te devido a sua germinagdo rapida e alta sensibilidade a
diversos extratos e produtos (Macias et al., 2000). Para os
extratos e fracdes do p6 da folha de lobeira este fato nio
foi observado na germinagio (Fig.4). A germinagio destas
sementes nao foi afetada significativamente pela presenga
dos extratos e fragdes indicando uma baixa sensibilidade
aos compostos presentes se comparado com sementes de
tomate (Fig. 3).

O efeito do extrato na germinagdo em sementes de
cebola nio foi observado em nenhum dos tratamentos,
inclusive do herbicida Logran’ (Fig. 5). Essa espécie é uma
monocotileddnea assim como um grande ndmero de plantas
invasoras, e a sua germinagdo nio sofreu influéncia dos
compostos presentes no pé da folha de lobeira. As sementes
de cebola também sao usadas como espécie alvo para ensaios
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Figura 2. Inibigdo da germinagdo de sementes agriao (Lepidium sativum L) sob influéncia dos extratos e fragées do po
da folha delobeira (S. Iycocarpum) durante quatro dias de crescimento (25 °C/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorome-
tano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). As fragdes liquido-liquido: Diclorometano
(DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso. Herbicida comercial Logran'. * indica diferengas significativas
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Figura 3. Inibi¢do da germinagio de sementes tomate (Solanum lycopersicum L.) sob influéncia dos extratos e fragoes
do pé da folha de lobeira (S. lycocarpum) durante cinco dias de crescimento (25 °C/escuro): extrato Hexano (Hx),
Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). As fragoes liquido-liquido: Di-
clorometano (DCM liq-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso. Herbicida comercial Logran'. * indica diferengas

significativas em relagdo ao controle.

alelopaticos (Abdelgaleil & Hashinaga 2007). Parvez et al.
(2004) testou vérias espécies agrondmicas na atividade ale-
lopatica de casca e sementes de Tamarindus indica L. Entre
todas as espécies avaliadas, a cebola se mostrou a menos
sensivel, mostrando mais uma vez a pouca sensibilidade
dessa espécie, uma vez que os mesmos extratos inibiram
significativamente outras sete espécies de plantas invasoras
utilizadas como alvo.

Acta bot. bras. 26(3): 607-618. 2012.

Em relagdo as espécies alvo utilizadas, tomate foi a mais
sensivel, quando se analisou o efeito na germinagio. As
sementes de agrido foram menos sensiveis e, as sementes
de alface e cebola mostraram-se insensiveis aos extratos e
fragdes do po das folhas de lobeira.

Dentre os extratos e fragdes testados, analisando apenas
a semente que foi afetada (tomate), as fragdes foram as mais
ativas, melhor até que o herbicida Logran®. Essas fracdes sao
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Figura 4. Inibi¢do da germinagao de sementes alface (Lactuca sativa L.) sob influéncia dos extratos e fragdes do p6 da
folha de lobeira (S. lycocarpum) durante seis dias de crescimento (25 °C/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). As fragdes liquido-liquido: Diclorometano (DCM
lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso. Herbicida comercial Logran'. * indica diferengas significativas em

relagdo ao controle.

100

Efeito na germinacio (% controle)
o
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Figura 5. Inibigdo da germinagdo de sementes cebola (Allium cepa L) sob influéncia dos extratos e fragoes do p6 da
folha de lobeira (S. lycocarpum) durante sete dias de crescimento (25 °C/escuro): extrato Hexano (Hx), Diclorometano
(DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH). As fragoes liquido-liquido: Diclorometano (DCM
lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso. Herbicida comercial Logran'. * indica diferengas significativas em

relagdo ao controle.

entdo as recomendadas para seguir a marcha de purifica¢do
e identificagdo dos compostos presentes.

O namero final de sementes germinadas, no caso aqui
avaliado a germinabilidade, ¢ um parametro normalmente
pouco sensivel a presenca de aleloquimicos. Para que a
germina¢ao ocorra ¢ necessario apenas agua, oxigénio e
temperatura adequados uma vez que nenhuma das espé-
cies estudadas apresentava algum tipo de dorméncia. Vale

lembrar que o pardmetro de germina¢do adotado nesse
trabalho foi de protrusiao da radicula com pelo menos 2
mm. O tempo médio de germinagdo é um parametro mais
sensivel a presenca de aleloquimicos porque muitos deles
permitem que a semente germine, mas com um pequeno
atraso, seja devido a presenca de aleloquimicos com essa
funcgao seja pelo efeito osmotico dos extratos (Oliveira et
al. 2004a, b).
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A germinagéo de sementes é amplamente utilizada nos
bioensaios alelopaticos e, na literatura o uso desse bioensaio
¢ em geral adequado para determinacéo da atividade alelo-
patica entre espécies como tem sido citado por Leather &
Einhelling (1986), Inderjit (1995) e Romeo & Weidenhamer
(1988). Muitos trabalhos sdo centrados em poucas plantas,
especialmente sementes de espécies agricolas para descobrir
aspectos bioquimicos e fisioldgicos da germinagéo. Por essa
razdo, a questdo é como estender os resultados obtidos em
laboratério com sementes selecionadas pela mao humana
e este poder ser extrapolado para plantas nativas e em con-
di¢des de campo (Aliotta et al. 2006).

Efeito no crescimento

As plantulas de agrido apresentaram maior inibi¢do
no crescimento da raiz e parte aérea se comparado com
a germinacao, algo ja bem relatado nos experimentos de

Efeito no crescimento da raiz (%
inibicio)

alelopatia (Gatti, et al. 2004; Oliveira et al. 2004a, b) (Fig. 6).
No crescimento da parte radicular os extratos que se
mostraram com melhor atividade foram acetato de etila,
acetona e a fragdo acetato liquido-liquido. Ja na parte aérea,
a sensibilidade foi maior e os extratos mais ativos foram
acetona e metanol, bem como as fragdes diclorometano e
acetato de etila liquido liquido. A maior sensibilidade da
parte aérea do agrido em relacdo a parte radicular pode ser
observada nos extratos e fragdes em baixa concentragdo
havendo estimulo de crescimento em alguns tratamentos.
As inibi¢des do crescimento da parte aérea por extratos e
fragdes mais ativas foram expressivas se comparadas com
o efeito observado pelo herbicida Logran’ mostrando uma
sensibilidade dessa espécie aos aleloquimicos presentes.
Um efeito fitotéxico mais acentuado foi registrado em
tomate (Fig. 7). As fragdes apresentaram inibi¢des maiores
que o herbicida Logran” mesmo em baixas concentragdes

Hx DCM AcOEt ACE MeOH DCM AcOEt Aquoso Logran

100 -

Hx DCM AcOEt

Efeito no crescimento da parte aérea (%

W800 ppm

(lig-liq) (lig-liq)

ACE MeOH DCM AcOEt Aquoso Logran

(lig-liq) (lig-liq)

M400ppm MW200ppm

Figura 6. Porcentagem de inibigdo e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das plantulas
de agrido crescidas durante quatro dias sob influéncia dos extratos e fragoes do pé da folha de lobeira
(S. lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE)
e Metanol (MeOH). As fragoes liquido-liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt
lig-liq) e aquoso. Herbicida comercial Logran'. * indica diferengas significativas em relagao ao controle.
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Figura 7. Porcentagem de inibi¢do e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das plantulas de tomate
crescidas durante cinco dias sob influéncia dos extratos e fragdes do p6 da folha de lobeira (S. lycocarpum):
extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH).
As fragoes liquido-liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt lig-liq) e aquoso. Herbicida
comercial Logran’. * indica diferengas significativas em relagdo ao controle.

para o crescimento da parte radicular. As partes aéreas e
radiculares das plantulas de tomate sofreram inibi¢do na
presenca da maioria dos extratos, exceto o extrato hexénico.

O efeito produzido pelo extrato MeOH na germinagéo
e no crescimento da raiz foi algo que chamou a atengao,
uma vez que se observou maior efeito inibitério em baixa
concentragdo do extrato. O extrato MeOH é o mais estu-
dado na fitoquimica do género Solanum (Ye et al. 2001;
Fukuhara et al. 2004; Nakamura et al. 2008) sendo os
produtos mais encontrados nesses extratos os glicoside-
os esteroidais e os glicoalcaloides. Esse comportamento
inverso do efeito dose-dependente da concentragio
pode estar relacionado a dificuldade de absorgdo dos
compostos presentes nesse extrato em altas concentra-
¢Oes. Ja nas concentragdes mais baixas a absorc¢io dos

aleloquimicos teria melhor eficiéncia e com isso, um
maior efeito inibitério.

Mesmo que em varios trabalhos tenham demonstrado
sensibilidade de sementes de alface aos aleloquimicos (Alves
et al. 2004; Gatti et al. 2004; Maraschin-Silva & Aqiiila 2006;
Franga et al. 2008), esse comportamento néo foi observado
para os extratos e fracdes provenientes de folha de lobeira
(Fig. 8). Isso ressalta a importancia do uso de varias espécies
vegetais para averiguar a atividade fitotdxica, uma vez que
elas podem apresentar sensibilidade variada de acordo com
o tipo de extrato. Mesmo que a inibi¢do em sementes de
alface tenha sido menor, fica evidente que a raiz ¢ o 6rgao
mais atingido pela presencga dos extratos.

Muitos trabalhos também evidenciaram que as raizes
sao mais sensiveis aos aleloquimicos quando comparadas

Acta bot. bras. 26(3): 607-618. 2012.



Estudo fitoquimico de folhas de Solanum lycocarpum A. St.-Hil (Solanaceae) e sua aplicagdo na alelopatia

100 -
o 80
e
- 60
-]
o 40 T
= I 20
H J
EE
28 2]
£ & 20 -
2 -40 -
2 60 -
ﬁ _80 -
-100 -
Hx DCM AcOEt ACE MeOH DCM AcOEt Aquoso Logran
(lig-liq) (lig-liq)
Extratos
100 1
g
8- 80 -
L)
[} 60 A
t
g 40 -
-0
e 20
s E 0 L_J — bl
E 8 |
3 ) -20
£ 40
[~
e -60
[}
E -80 -
-100 -

Hx DCM  AcOEt

W800ppm

ACE MeOH DCM AcOEt Aquoso Logran

(lig-liq) (lig-liq)

Extratos

1400 ppm W200ppm

Figura 8. Porcentagem de inibigao e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das plantulas
de alface crescidas durante seis dias sob influéncia dos extratos e fragdes do p6 da folha de lobeira (S.
lycocarpum): extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE)
e Metanol (MeOH). As fragdes liquido-liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEt
lig-liq) e aquoso. Herbicida comercial Logran’. * indica diferencas significativas em relagao ao controle

com a parte aérea das plantas (Abdelgaleil & Hashinaga
2007; Ercoli et al. 2007; Parvez et al. 2003; Punjani et al.
2006). Além disso, em ambiente de Cerrado, possuir um
sistema radicular em bom funcionamento é uma forma de
garantir a sobrevivéncia em um ambiente com escassez de
agua durante parte do ano e sendo assim, as plantas afetadas
por compostos produzidos pela folha de lobeira podem
ter seu estabelecimento comprometido neste ambiente. Os
extratos mais ativos para inibi¢do do crescimento da raiz
foram AcOEt, ACE e MeOH.

Em cebola, o extrato de AcOEt e a fragao de AcOEt
mostrou-se mais ativo na inibi¢do do crescimento da parte
radicular e DCM, ACE e as duas fragdes afetaram o cresci-
mento da parte aérea (Fig. 9). Assim como para germina-
¢do, as plantulas de cebola também demonstraram pouca
sensibilidade aos extratos e fragdes da folha de lobeira.

Acta bot. bras. 26(3): 607-618. 2012.

Essa espécie é um representante das monocotileddneas e as
gramineas sdo dominantes no extrato sub-arbustivo, onde
normalmente ocorre esta espécie (observagdo pessoal).
Esse resultado reforca essa observagio, indicando a pouca
influéncia alelopatica das folhas para espécies de monoco-
tiledoneas, o que mostra uma seletividade dos extratos e
fragdes quanto ao seu modo de agao.

Embora a germina¢do da semente, em condi¢des de
campo, possa garantir o estabelecimento das espécies, o
estagio de plantula é o periodo mais susceptivel a influéncia
de fatores externos como a influéncia dos aleloquimicos
(Fenner 2000; Adkins et al. 2007).

O efeito inibitério mais expressivo em sementes de
tomate, tanto na germinagdo quanto no crescimento, mos-
trou um possivel efeito autotoxico desses extratos dentro
do mesmo género. Evidencias de autotoxicidade foram
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Figura 9. Porcentagem de inibi¢ao e/ou estimulo do crescimento das raizes e parte aéreas das plantulas de
cebola crescidas durante sete dias sob influéncia dos extratos e fragdes do p6 da folha de lobeira (S. lycocarpum):
extrato Hexano (Hx), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt), Acetona (ACE) e Metanol (MeOH).
As fragdes liquido-liquido: Diclorometano (DCM lig-liq), Acetato de etila (AcOEtlig-liq) e aquoso. Herbicida
comercial Logran'. * indica diferencas significativas em relagdo ao controle

relatadas inicialmente em 1907 onde se verificou que ra-
izes de trigo, aveia e outras plantas cultivadas liberavam
compostos quimicos que inibiam suas préprias plantulas
(Shereiner & Reed 1907 apud Wu et al. 2007). Desde entdo
a autotoxicidade tem sido observada para muitas culturas
agricolas como alfafa (Hedge & Miller 1990), arroz (Chou
& Chou 1979), cevada (Oueslati et al. 2005) e trigo (Young
et al. 1989) e tem sido uma ferramenta importante para o
planejamento de uma rotagdo de cultura.

O significado ecoldgico da autotoxicidade esta envol-
vido na distribui¢do geogréfica, adaptagdo para induzir
dorméncia e prevenc¢io da mortalidade de sementes e pro-
pagulos (Friedman & Waller 1983). Em ambientes naturais
também ha evidencia de autotoxicidade o que mostra uma
forma eficiente de um autocontrole populacional inibindo
a germinagdo e o crescimento inicial de plantulas (Alias

et al. 2006; Everin & Wetzel 2000; Perry et al. 2005). Na
silvicultura autotoxinas da liteira e do himus inibe o resta-
belecimento de vérias coniferas de importancia econdmica
como Picea abies e Cunninghamia lanceolata (Chen et al.
2005; Mallik 2002). Em vérios casos a autotoxina inibe
o crescimento de plantas junto com outros fatores como
patégenos e, a importancia ecoldgica da autotoxicidade
varia espacialmente e temporariamente (Wu et al. 2007;
Sinkkonen 2007).

O efeito dos extratos e fracdes aqui estudados podem ser
devido a vérias alteragdes provocadas pelos aleloquimicos
em diversos processos fisiologicos a0 mesmo tempo, o que
dificulta separar os efeitos primarios e secundarios desses
compostos presentes em extratos e fragdes da folha de lobei-
ra. Hd um aumento das evidencias de que os aleloquimicos
podem agir em diversas frentes como a divisao celular, dife-
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renciacdo celular, absor¢ao de aguas e ions, balango hidrico,
metabolismos dos fitohormonios, respiragio, fotossintese,
funcionamento enzimdtico, transdugdo de sinal bem como
a expressdo génica (Singh & Thapar 2003; Inderjit & Duke
2003; Belz & Hurle 2004). E possivel que os aleloquimicos
tenham produzido um ou mais efeitos no processo celular
que tenha resultado na redugéo do crescimento. Todavia, o
detalhamento dos mecanismos bioquimicos pelos quais um
composto age no seu efeito toxico no crescimento vegetal
nao sao bem conhecidos (Zhou & Yu 2006).
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