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RESUMO

Caryocar coriaceum Wittm (Caryocaraceae), uma espécie endémica do Brasil, apresenta importancia econdmica devido a seus frutos
que sdo amplamente utilizados na alimentacdo e na medicina tradicional. Diversas pesquisas demonstram um conjunto de atividades
bioldgicas desta planta. Entretanto, estudos com foco no efeito das moléculas bioativas de C. coriaceum sobre outras espécies de
plantas sdo escassos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito alelopatico do extrato hidroetandlico das folhas de C.
coriaceum (EFCC) sob a germinagéo e desenvolvimento inicial de alface (Lactuca sativa L.). Sementes de alface foram cultivadas
em placas de Petri a 25°C e foram tratadas com o EFCC nas concentracdes entre 0,1-10.000 mg L. A composi¢do quimica do
extrato utilizado foi previamente caracterizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), revelando a presenca de
rutina, quercetina, acido clorogénico, acido cafeico e acido galico. O efeito alelopético do extrato foi avaliado de acordo com a
influéncia do extrato na germinacdo, percentual de sementes germinadas, indice de velocidade de germinagdo (IVG), comprimento
da radicula e do hipocétilo, indice de tolerancia (IT) e o vigor das plantulas. Os resultados indicaram que, nas concentracOes de até
100 mg L de EFCC, nenhuma anormalidade foi observada em comparacéo ao grupo controle (tratado apenas com agua destilada).
No entanto, o EFCC pode afetar negativamente o desenvolvimento inicial das plantulas alface em concentra¢des acima de 1.000 mg
L L. Por outro lado, foi observado um aumento significativo no comprimento da radicula em 15% (P < 0,05 vs controle) no grupo
tratado com 10 mg L de EFCC. Juntos, esses dados podem fornecer informacdes adequadas para orientar 0 manejo correto de
arvores de C. coriaceum proximas a areas de cultivo de hortaligas.

Palavras-Chave: Desenvolvimento vegetal; ecologia quimica; germinacao de plantas; interacdo planta-planta; produtos naturais.

Allelopathic effect of ethanolic extract of Caryocar coriaceum Wittm. on seed germination
and initial development of Lactuca sativa L. seedlings.

ABSTRACT

Caryocar coriaceum Wittm (Caryocaraceae) is a brazillian endemic plant with economic significance since its fruit is widely
appreciated as food and in traditional medicine. Although studies have demonstrated a set of biological activities from this plant,
however, studies focusing the relation between C. coriaceum bioactive molecules over another plant species are scarce. Thus, this
paper aims to evaluate the allelopathic effect of the C. coriaceum hydroethanolic leaf extract (CCLE) under the germination and
initial development of lettuce (Lactuca sativa L.). Lettuce seeds were cultivated in Petri dishes at 25 °C and treated with CCLE at
concentrations ranging from 0,1-10.000 mg L™ The extract was previously characterized by High Performed Liquid
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Chromatography, revealing the presence of rutin, quercetin, chlorogenic acid, caffeic acid and gallic acid. The allelopathic effect was
evaluated according to the extract influence under germination, number of germinated seeds, speed germination index, radicle and
hypocotyl length, tolerance index, and seedlings vigor. The results suggest that, the concentrations equal or inferior to 100 mg L™ of
CCLE, no abnormality was observed, when compared to the control group (treated with distilled water only). However, the CCLE
could affect the development of lettuce seedling in concentration superior to 1.000 mg L. On the other hand, a significant increase
in radicle length, of 15%, in radicle length (P<0.05) in the group treated with 10 mg L™ of CCLE. Taken together, our data can
provide information to guide the correct management of C. coriaceum trees next to vegetable farming.

Keywords: Vegetable development; chemical ecology; plant germination; plant-plant interaction; natural products.

1.Introducéo

A alelopatia é definida como um tipo de relacdo ecoldgica que ocorre entre duas espécies de plantas
em um mesmo ambiente e, nesse tipo de interacdo, uma planta libera moléculas que podem interferir de
forma positiva ou negativa no desenvolvimento e sobrevivéncia de outra planta (Amoo et al., 2008). Essas
moléculas sdo denominadas aleloquimicos e sua biossintese pode ocorrer em funcdo de diferentes estimulos
ambientais, a fim de favorecer sua capacidade de sobrevivéncia ao meio. Dependendo do mecanismo de
defesa, os aleloquimicos podem ser sintetizados em érgdos especificos como raizes e/ou folhas, mas também
podem estar presentes em frutos ou caule (Kruse et al., 2000; Croteau et al., 2000; Trezzi et al., 2016; Jabran,
2017).

O género Caryocar (Caryocaraceae) compreende um conjunto de plantas neotropicais com frutos
oleaginosos de grande importancia na alimentacdo humana e animal (Cavalcanti et al., 2015). A espécie
Caryocar coriaceum Wittm é uma planta proveniente de areas de cerrado e savana do nordeste brasileiro,
conhecida popularmente como pequi ou pequi do nordeste. Esta planta se destaca por possui importancia
econbmica, devido a seus frutos que séo ricos em &cidos graxos insaturados e vitaminas antioxidantes, sendo
muito apreciado como alimento e na medicina tradicional. O 6leo obtido da polpa da fruta (6leo de pequi) é
popularmente utilizado para tratar inflamacdes de garganta e pele (Saraiva et al., 2011; Cavalcanti et al.,
2015). Além disso, o extrato hidroetandlico das folhas da arvore de C. coriaceum é fonte de biomoléculas
como flavondides e &cidos fendlicos (Araruna et al., 2013).

A literatura descreve vérias propriedades farmacolégicas de C. coriaceum Wittm, incluindo atividade
anti-inflamatdria, antinociceptiva, antimicrobiana, cicatrizantes e hipolipémica (Saraiva et al., 2011; Araruna
et al., 2013; Figueiredo et al., 2016). Entretanto, estudos sobre o possivel impacto causado por C. coriaceum,
em outras espécies vegetais sdo escassos. O conhecimento sobre o efeito alelopatico de plantas nativas €
essencial para o desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis, visto que estes fornecem informagdes
importantes sobre 0 manejo correto de plantas préximas a areas de cultivo, bem como permite subsidiar
novas alternativas ao controle de pragas ou ervas daninhas (Gianinazzi et al., 2010).

Considerando a importancia econdémica do género Caryocar e a necessidade de se avaliar a relacdo
planta-planta para determinar um melhor planejamento no cultivo de hortalicas que podem coexistir com
plantas nativas, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do extrato hidroetandlico das folhas de
C Coriaceum sob a germinagéo e desenvolvimento inicial da alface (Lactuca sativa L.).

2. Secgao experimental
2.1 Coleta do material botanico

As folhas de Caryocar coriaceum foram coletadas na chapada do Araripe, municipio do Crato, Estado
do Ceard, Brasil (S7 °21'53,1"; W 39 ° 28'42,6"). Para confirmacdo da espécie, uma exsicata foi preparada,

identificada e depositada no Herbario Prisco Bezerra (Universidade Federal do Cear, Brasil) sob o nimero
44523.
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2.2 Obtencéao do extrato das folhas

Para a obtencdo do extrato das folhas de C. coriaceum (EFCC), 500 g de folhas secas foram lavadas,
maceradas e postas em contato com etanol e agua a (1:1) por 72 h em frasco ambar & temperatura ambiente.
Posteriormente, o contetudo do frasco foi filtrado e o solvente removido sob baixa pressdo a 50°C em um
rotaevaporador e em seguida liofilizado. O pé resultante foi mantido em freezer, a -20°C, até a realizacdo dos
ensaios. A qualificagdo quimica do extrato foi realizada por Araruna et al. (2013), pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrofotdmetro de massa, revelando a presenca de
cinco compostos.

2.3 Montagem do experimento e aplica¢io dos tratamentos

As sementes de Lactuca sativa L. (cultivar Monica SF 31, Feltrin®, Farroupilha, Brasil) foram
previamente submersas em solucéo de hipoclorito de sodio a 3% (v/v) por 10 min seguidas de enxague com
agua destilada e posteriormente foram semeadas em placas de Petri esterilizadas (9 cm de didmetro)
contendo papel filtro qualitativo (Nalgon) como substrato (25 sementes por réplica). Para evitar o
desenvolvimento de fungos, a semeadura foi realizada em condic¢Ges assépticas dentro de uma cabine de
fluxo laminar com luz ultravioleta. Apos a semeadura, as placas de Petri foram tratadas com 3 mL de solucéo
EFCC diluida em solucédo aquosa de DMSO 0,5% (v/v) em concentracdes que variaram de 0,1 mg L a
10.000 mg L. O grupo controle recebeu DMSO a 0,5% (v/v) em é&gua destilada. Estudos prévios do nosso
grupo demonstram que o tratamento com DMSO 0,5% (v/v) ndo é capaz de afetar significativamente o
desenvolvimento de plantulas de alface quando comparados com o grupo tratado apenas com agua destilada,
todos no volume de 3 mL (dados ndo mostrados). Apds a aplicacdo das soluces, as placas de Petri foram
fechadas com Parafilm M® e colocadas em camara de crescimento com demanda bioquimica de oxigénio
(Fanem, Brasil), sob temperatura controlada de 25 + 1°C e fotoperiodo de 12 h luz — 12 h escuro, durante
sete dias. Os tratamentos foram dispostos em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢fes por tratamento e cada réplica com 25 sementes.

2.4 Avaliacdo do efeito alelopatico

O numero de sementes germinadas foi contado diariamente para calcular a porcentagem de sementes
germinadas (%SG) e o indice de velocidade de germinagdo (IVG) de acordo com Maguire (1962). As
plantulas foram consideradas germinadas quando a radicula das sementes atingiu 1 mm ou mais de
comprimento.

n
VG = Z@ )
i=1 !

ng = nimero de sementes germinadas; i = dia atual da contagem

Apos sete dias, 10 plantulas foram retiradas das placas de Petri de forma aleatéria e 0 comprimento da
radicula e do hipocétilo foram medidos com um paquimetro. Estes dados foram utilizados para célculo do
indice de tolerancia ao extrato (IT), seguindo a metodologia de Turner e Marshall (1972) e o indice de vigor
(V) de acordo com Abdul-Baki e Anderson (1973).

Silva et al 42



Revista Brasileira de Meio Ambiente (v.9, n.3 — 2021)

IT=1+L 10(60) 2
= 0gl0{ -~ (2)

Ce = Comprimento do grupo controle; Co = Comprimento do grupo tratado;
IV=Crxng 3)

Cr = comprimento da raiz; ng = nimero de sementes germinadas

2.5 Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo de quatro repeticbes. Cada repeticdo
consistiu em média de 10 mudas. A comparacdo entre os tratamentos foi avaliada por analise de varidncia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste de Tukey, utilizando o programa estatistico GraphPad Prisma.
Diferencas entre as médias em p <0,05 foram aceitas como estatisticamente significativas.

3. Resultados e discussao

De acordo com os dados obtidos o extrato das folhas de Caryocar coriaceum EFCC, em concentragdes
de até 100 mg L7, ndo interferiu na germinacdo e nem no desenvolvimento inicial das plantulas de alface
(Tabela 1), quando comparado com o grupo controle, sugerindo que o EFCC, nessas concentracOes, é
considerado seguro para praticas agricolas.

Por outro lado, foi constatado que o EFCC pode afetar negativamente o desenvolvimento inicial da
alface nas concentragdes de 1.000 mg L e 10.000 mg L quando comparado ao grupo controle (Tabela 1),
chegando a apresentar necrose (um importante sinal de fitotoxicidade) (Figura 1) nas radiculas. O EFCC na
concentracdo de 10.000 mg L* reduziu o comprimento radicular em 92,5% em comparagdo ao grupo
controle (p <0,05), afetando também o percentual de sementes germinadas e o IVG (Tabela 1). Embora o
EFCC na concentracdo de 1.000 mg L™ néo tenha interferido no nimero de sementes germinadas e no VG,
(p <0,05, Tabela 1), o comprimento radicular foi afetado negativamente em 21%, o que influencia
diretamente no vigor das plantulas e no seu indice de tolerancia.

Figura 1: Plantulas tratadas com EFCC na concentragdo de 10.000 mg L"* apresentando necrose radicular
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Curiosamente, notou-se um aumento significativo de 15% (p <0,05) no comprimento radicular no
grupo tratado com 10 mg L* de EFCC quando comparado ao controle, sugerindo um efeito alelopético
positivo nessa concentracdo (Tabela 1). No entanto, esse aumento ndo influenciou significativamente o IT e
o IV, porém, tendo em mente que o periodo de experimentacdo foi de 7 dias, muito possivelmente esse
aumento positivo no comprimento radicular influenciaria diretamente no desenvolvimento desta plantula até
a fase adulta, podendo melhorar, a longo prazo, os parametros avaliados.

Silva et al 43



Revista Brasileira de Meio Ambiente (v.9, n.3 — 2021)

Tabela 1 - Porcentagem de sementes germinadas (%G), indice de velocidade de germinacéo (IVG), comprimentos de radicula e hipocétilo, indice de
tolerancia (IT) e o indice de vigor (V) determinada durante a germinagéo e desenvolvimento inicial da alface (Lactuca sativa L.) mudas expostas a
diferentes concentracOes de extratos hidroetanélicos de Caryocar coriaceum (EFCC) apds sete dias.

Comprimento  Comprimento

[EFCC] %G

mg L (%) IVG ra((jci(r:rl:)lar do hé(p:)l?r]c)éilto IT \%

0 97a 087a 587+12a 037:004a 1000038 145 40+10854
0,1 9%8a 090a 620+172a 037+005a  01*0108 15510138034
1 9%8a 088a 599+127a 039+006a  01F0032 1468010864
10 9%4a 086a 675+104b 037+005a  00%0042 15950104004
100 98a 087a 631+102a 042+005a  03%0042 1540413104
1000  98a 086a 463+097c 039+006a  0*008Db 19440110760
10000 89b 03lb 044+031d 062+014b  O13E005C ggq. 15

Os valores sdo média + desvio padréo de quatro repeti¢des. Os nimeros seguidos por letras iguais na mesma coluna néo
apresentam diferenca significativa (P <0,05) por One-Way ANOVA e teste de Tukey.

Os aleloquimicos (compostos fendlicos) identificados por CLAE encontram-se na Tabela 2,
publicados anteriormente por Araruna et al. (2013). A rutina foi identificada como composto majoritario
(68,1 + 0,04 mg g 1), seguido pelo acido clorogénico (31,4 + 0,26 mg g?) e quercetina (26,9 + 0,17 mg g2).
Os &cidos cafeico e galico também foram identificados em menores concentragdes (Tabela 2).

Tabela 2 - Aleloguimicos (compostos fendlicos) identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no
extrato hidroetanolico de Caryocar coriaceum (EFCC).

Classe de composto fenolico Composto Concentracdo (mg g?)
Flavonoides Rutina 68,1+0,04a
Quercetina 269+0,17b
Acidos fenélicos Acido clorigénico 314+0,26 ¢
Acido cafeico 18,7 +1,02d
Acido gélico 19,0 +0,15d

Fonte: Araruna et al. (2013)
Os valores sdo média * desvio padrdo de trés repetigdes. Os nimeros seguidos por letras iguais na mesma coluna nao
sdo significativamente diferentes (P <0,05) por One-Way ANOVA e teste de Tukey.

De acordo com Golisz et al. (2007), o acido galico possui um efeito inibitério sobre a radicula de
plantulas de alface, assim como o acido cafeico. Em seus experimentos, os autores detectaram concentragdes
capazes de inibir o comprimento da radicula em 50%, sendo estas concentraces 38 e 44 mg kg™ de acido
galico e acido cafeico, respectivamente. Além disso, a rutina e o acido clorogénico também demonstraram
possui efeito alelopatico, demandando concentragGes mais altas quando comparados ao &cido galico e ao
acido cafeico, com ICs, de 88 e 86 mg kg respectivamente (Golisz et al., 2007).

Os compostos fenélicos tém um papel importante no mecanismo de defesa e de sobrevivéncia das
plantas (John e Sarada, 2012). Sabe-se que os compostos fenolicos identificados no EFCC apresentam
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propriedades antioxidantes, sendo capaz de sequestrar espécies reativas de oxigénio (EROs), que
desencadeiam efeitos toxicos no organismo (Huyut et al., 2017). Ainda assim, estas moléculas podem atuar
como aleloguimicos, pois uma vez liberadas no solo, sdo capazes de estimular ou inibir o desenvolvimento
das plantas, dependendo de sua disponibilidade e concentragdo (Cesco et al., 2012).

Em concentracBes mais baixas, os compostos fendlicos promovem o crescimento celular, agem como
antioxidantes naturais, que por sua vez pode otimizar a atividade enzimatica e impedir a desnaturacdo
proteica e de transportadores de elétrons (Almeida et al., 2008). Estes fatores podem estar envolvidos no
aumento do comprimento radicular observado nas plantulas tratadas com a concentracéo de 10 mg L™ do
EFCC.

Por outro lado, em concentragcBes mais elevadas, os compostos fendlicos alteram a pressdo osmatica
nas células das raizes, inibem o alongamento da raiz, além de inibir o processo de divisdo celular, atuam
também no funcionamento da bomba de ATP, levando a uma hiperpolarizagdo da membrana celular,
interferindo diretamente no crescimento e desenvolvimento das plantas (Almeida et al., 2008; John e Sarada,
2012). Esses fatos podem explicar por que o EFCC inibe o desenvolvimento da alface em concentragGes
iguais e superiores a 1.000 mg L*

4. Conclusodes

Com base nos dados obtidos, o0 EFCC foi capaz de induzir efeitos toxicos a partir da concentracdo de
1.000 mg L%, diminuindo o comprimento da raiz, e na concentragéo de 10.000 mg L do EFCC, esses efeitos
toxicos foram mais severos, visto que a sobrevivéncia das plantulas foi totalmente comprometida devido a
presenca de necrose radicular. Porém na concentragdo de 10 mg mL™* foi possivel observar um aumento do
desenvolvimento das radiculas das plantas, o que pode fornecer indicios de que, a longo prazo, nessa
concentragdo, o0 EFCC possa induzir um melhor desenvolvimento de plantas de alface até a fase adulta. Por
fim, as informacdes obtidas a partir do presente estudo também podem orientar os horticultores para o
manejo correto da alface e outras hortalicas proximas a arvores de Caryocar, de forma a minimizar as perdas
na producdo agricola.
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