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Resumo

Este estudo teve por objetivo avaliar a fitotoxicidade de extratos e fragdes de cascas de Blepharocalyx
salicifolius sobre o alongamento de coleoptilos estiolados de Triticum aestivum (trigo). Os extratos hexanico
(Hx), acetato etilico (AcOET) e aquoso (H,0) foram obtidos por meio de extragdo exaustiva com CH,CL/
CH,OH e posterior fracionamento em cromatografia por coeficiente de parti¢do. Os extratos AcCOET e Hx
foram fracionados por cromatografia em coluna com a utilizagdo de solventes organicos em ordem crescente de
polaridade, originando sete fragdes hexanicas e seis fragdes acetato etilicas. Posteriormente, as fragdes Hx1 e
HxS foram subfracionadas por cromatografia em coluna. Os extratos AcOET e Hx inibiram o alongamento dos
coledptilos. Quatro fragdes acetato etilicas inibiram o alongamento dos coleodptilos em todas as concentragdes.
Cinco fragdes hexanicas inibiram o alongamento dos coleoptilos, as fragdes Hx1 e Hx5 apresentaram efeitos
fitotoxicos equivalentes ou superiores aos observados pelo herbicida GOAL® nas mesmas concentragdes. Todas
as subfracdes obtidas por meio do fracionamento da Hx1 inibiram o alongamento dos coleoptilos. Seis fragdes
obtidas por meio do fracionamento da Hx5 inibiram o alongamento dos coledptilos em todas as concentragdes.
Este estudo comprova a fitotoxicidade dos extratos de cascas de B. salicifolius, proporcionando indicativos de
que estes possam atuar como promissores herbicidas naturais.
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Abstract

Phytotoxicity and biodirected fractionation of extracts of barks of Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
O.Berg. (Myrtaceae). This study aimed to evaluate the phytotoxicity of extracts and fractions of barks of
Blepharocalyx salicifolius on elongation of etiolated coleoptiles of Triticum aestivum (wheat). The extracts
hexane (Hx), ethyl acetate (AcOET), and aqueous (H,0O) were obtained by means of exhaustive extraction with
CH,CL/CH,OH and subsequent fractionation by partition chromatography coefficient. The extracts AcOET
and Hx were fractionated by column chromatography by using organic solvents in increasing order of polarity,
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yielding 7 hexanic fractions and 6 ethylic acetate fractions. Subsequently, the fractions Hx1 and Hx5 were
subfractionated by column chromatography. The extracts AcCOET and Hx inhibited elongation of coleoptiles.
Four ethylic acetate fractions inhibited elongation of coleoptiles at all concentrations. Five hexanic fractions
inhibited elongation of coleoptiles, the fractions Hx5 and Hx1 fractions showed phytotoxic effects equivalent
or superior to those observed by the herbicide GOAL® at the same concentrations. All subfractions obtained by
means of fractionation of Hx1 inhibited elongation of coleoptiles. Six fractions obtained by means of fractionation
of Hx5 inhibited elongation of coleoptiles at all concentrations. This study proves the phytotoxicity of extracts
of barks of B. salicifolius, providing indications that they may act as promising natural herbicides.
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Introducgao

No Cerrado as plantas sdo submetidas a
condi¢des de estresse como solos pobres, acidos,
com altas concentra¢des de aluminio (HARIDASAN,
2008), queimadas e intensa competi¢do por recursos
(IMATOMI et al., 2013). Dessa forma, diversas
adaptagdes como folhas coridceas, espinhos, cascas
grossas e alta produgdo de metabolitos secundarios
foram selecionadas (IMATOMI et al., 2013; NOVAES
et al., 2013). Esses compostos do metabolismo
secundario, também conhecidos por aleloquimicos, ao
serem liberados no ambiente por meio da volatilizagao,
lixiviagdo, exsudagao radicular ou decomposicao do
material vegetal atuam na interagdo alelopatica entre
as espécies (OLIVEIRA et al., 2014) e sdo importantes
na defesa quimica dos vegetais (BALDWIN et al.,
1997). Os aleloquimicos podem ser encontrados em
qualquer tecido da planta doadora (SOUZA FILHO
et al., 2011).

Essas substancias alteram as condigdes bioquimicas
e fisiologicas das espécies receptoras (REIGOSA et al.,
1999) influenciando o crescimento, vigor de plantulas,
dorméncia e germinagao de sementes (WANDSCHEER;
PASTORINI, 2008). Assim, estes compostos podem ser
utilizados como herbicidas naturais ou servir de modelo
para a sintese de produtos mais especificos e menos
prejudiciais ao ambiente (MACIAS et al., 2010). Os
herbicidas naturais possuem algumas vantagens sobre os
sintéticos como a auséncia de moléculas halogenadas em
sua composi¢ao, menor meia vida, maior solubilidade
em agua (OLIVEIROS-BASTIDAS, 2008) e menor
susceptibilidade de desenvolvimento de resisténcia das
espécies infestantes (PINTO et al., 2008, NOVAES et al.,

2013). Contudo, poucos estudos compararam o custo e
eficiéncia de produtos para manejo de pragas agricolas
baseados em produtos naturais com pesticidas sintéticos
(COPPING; DUKE, 2007).

Nos estudos fitoquimicos, as folhas sdo os 6rgaos
mais utilizados (GRISI et al., 2013; PEREIRA et al.,
2014), trabalhos que avaliam o potencial fitotoxico de
extratos de cascas sdo pouco numerosos (NOVAES et
al., 2013).

Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O.Berg.
(Myrtaceae) conhecida popularmente como murta
¢ uma espécie arborea de médio a grande porte
(DENARDI; MARCHIORI, 2005). Apresenta ampla
distribui¢do latitudinal na América do Sul, sendo
nativa da regido Sul do continente. No Brasil, pode
ser encontrada nas regides Nordeste, Centro-oeste,
Sul e Sudeste (REGO et al., 2010). Suas folhas
possuem propriedades antibacterianas, antioxidante,
antidiarreica, antileucorreica, leishmanicida e anti-
inflamatdoria (CERON et al., 2006; SIQUEIRA et
al., 2011; VIVOT et al., 2012). Estudos prévios
comprovaram o potencial fitotoxico de extratos
aquosos foliares desta espécie sobre a germinagdo e
crescimento de espécies bioindicadoras como cebola,
alface ¢ tomate (MAIRESSE et al., 2007; IMATOMI
etal., 2013), porém a literatura carece de informagoes
a respeito das bioatividades dos extratos de cascas de
B. salicifolius. Assim, este trabalho visa contribuir com
o conhecimento da fitotoxicidade de extratos brutos e
fragdes de cascas de B. salicifolius sobre o alongamento
dos coleoptilos estiolados de trigo.
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Material e Métodos

Material vegetal

Cascas de Blepharocalyx salicifolius foram
coletadas de cinco individuos na area de Cerrado
“senso strictu” da Universidade Federal de Sao Carlos
(21°58°a222°00°S € 47°51°a47°52°’W), em estacao seca.
Segundo a classificagdo de Koeppen (1948), essa regido
¢ considerada do tipo climatico Aw, com verdo chuvoso
(outubro a margo) e inverno seco (abril a setembro).
As cascas foram lavadas, secas em estufa de circulag¢do
forgada de ar a 40°C e trituradas em moinho elétrico para
obten¢do do p6 (PEREIRA et al., 2014).

Como espécie-alvo foram utilizados coleoptilos
estiolados de Triticum aestivum L. cv. BRS264 (trigo).

Obtencao dos extratos

No processo de extragdo inicial, 200 g do p6 de
cascas foram submetidos a extracdo exaustiva com
CH,CL/CH,OH (1:1) em banho de ultra som (AIBU et
al., 2004). O extrato bruto foi diluido em CH,OH/H,O
(95:5) e particionado com hexano, dando origem aos
extratos hexanico (Hx) e metanodlico. Este tltimo foi
diluido em agua destilada e particionado com acetato de
etila, originando os extratos acetato etilico (AcOET) e
aquoso (H,0) (OTSUKA, 2005). Apds secos os extratos
tiveram sua massa determinada (Figura 1).

Bioensaio com coleéptilos de trigo

Coleoptilos estiolados de T. aestivum L. cv.
BRS264 (trigo), provenientes de sementes germinadas e
desenvolvidas em caixas gerbox mantidas em camara de
germinagdo durante 72 horas, sob 25 + 1°C, na auséncia

FIGURA 1: Fracionamento biodirigido dos extratos hexanico e acetato etilico de cascas de Blepharocalyx salicifolius e massa de cada
uma das fragdes e subfragdes obtidas. O fracionamento foi realizado com a utilizagdo de solventes organicos em ordem
crescente de polaridade. Os extratos e fragdes em negrito foram os que apresentaram as maiores atividades no bioensaio com
coleoptilos estiolados de trigo e posteriormente fracionados.

Fracionamento biodirigido
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Hx AcOET HO0
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Hxd H Hx3  HY  HYS  Hx  HO AcOETl  AcOET2  AcOET3  AcOET4  AcOETS  AcOET6
(75mg) (163mg) (92mg) (26mg) (197mg) (165mg) (443 mg)  (160mM)  (75mg)  (25mg)  (135mg)  (26mg)  (125mg)
Hx5A Hx5B Hx5C Hx5D HxSE Hx5F  Hx5G
(I1mg) (19mg) (10mg) (12mg) (32mg) (14 mg) (13 mg)
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de luz, foram cortados com o auxilio de uma guilhotina
de Van der Veij, sob luz verde de protegdo. A regido apical
de cada coleoptilo (2 mm) foi descartada e o restante foi
cortado em fragmentos de 4 mm de comprimento para
serem utilizados no bioensaio (MACIAS et al., 2010).
Este bioensaio foi proposto por Hancock et al. (1964) e
¢ um método classico de avaliagdao da bioatividade de
extratos vegetais.

As solu¢des a 0,8 mg.mL"! foram preparadas
utilizando 10 mg de cada extrato ou frag@o diluidos em
60 pL de DMSO e 12 mL de solugdo tampao fosfato-
citrato com 2% de sacarose. Posteriormente foram feitas
as dilui¢oes para 0,4 e 0,2 mg.mL"'. Foram utilizados
dois controles, um positivo com o herbicida comercial
GOAL® (ingrediente ativo oxyfluorfen = 240 g.L ')
nas mesmas concentragdes dos extratos e fragdes e um
controle negativo com solucdo tampdao ¢ DMSO (5
pL.mL"). Foram utilizadas trés repeti¢des com cinco
fragmentos de coledptilos e 2 mL dos extratos, fragoes,
subfracdes, solugdo tampdo ou GOAL® (MACIAS etal.,
2010). Os tubos foram dispostos em uma centrifuga com
rotagdo continua de 0,25 rpm, durante 24 h, sob 25°C, no
escuro. Posteriormente, os coledptilos foram retirados,
fotografados e tiveram seus comprimentos medidos com
o auxilio do software Image Pro-Plus 5.0®.

Os extratos AcOET e Hx foram considerados mais
promissores com base nos resultados obtidos no bioensaio
com coleoptilos estiolados de trigo, perfil cromatografico
observado em Cromatografia de Camada Delgada (CCD)
e massa disponivel e foram submetidos ao fracionamento
em coluna, sob pressdo atmosférica. Foram utilizadas
colunas de vidro de 28 cm de altura por 4 cm de didmetro,
a fase estacionaria foi composta por silica gel de fase
normal (0,063-0,2 mm - 70-230 mesh) e a fase movel
por misturas de hexano: acetona e acetona: metanol em
ordem crescente de polaridade. As fragdes foram reunidas
de acordo com a similaridade cromatografica observada
em CCD, resultando em sete fragdes hexanicas Hx1-7
e seis fragdes acetato etilicas AcCOETC1-6. O mesmo
procedimento foi realizado com as fragdes Hx1 e HxS,
resultando em cinco subfragcdes Hx1A-E e sete subfracoes
Hx5A-G, respectivamente. O fracionamento e a massa

de cada extrato, fracdo ou subfracdo é apresentada na
Figura 1. Todas as fragdes e subfragdes foram submetidas
ao bioensaio com coleoptilos estiolados de trigo como
descrito anteriormente.

Os conjuntos de dados foram submetidos aos
testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Levene). Quando estas duas pressuposi¢oes foram
atendidas, a analise de variancia (ANOVA) foi aplicada,
seguido pelo teste T (Lsd) a 0,05% de significancia.
A falta de normalidade e/ou homogeneidade levou a
realizagdo do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Os testes
estatisticos foram realizados com o software Bioestat®.

Resultados

Os extratos hexanico (Hx), acetato etilico (AcOET)
¢ aquoso (H,0O) inibiram o alongamento dos coleoptilos
estiolados de trigo nas concentragdes de 0,4 ¢ 0,8
mg.mL"! (p <0,05). Os extratos Hx e AcCOET mantiveram
seus efeitos de inibi¢ao na concentragdo de 0,2 mg.mL"!
(Figura 2).

FIGURA 2: Efeito dos extratos brutos de cascas de Blepharocalyx
salicifolius no alongamento de coledptilos estiolados
de trigo. Porcentagem de inibigdo ou crescimento
em relagdo ao controle negativo. (*) Difere
estatisticamente do controle negativo, p <0,05. (°)
Difere estatisticamente do herbicida, os tratamentos
foram comparados entre concentragdes iguais.
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Das seis fragcdes AcCOET apenas duas ndo inibiram
o alongamento dos coledptilos estiolados de trigo em
todas as concentracdes testadas. Efeitos inibitorios
acentuados foram observados na fragdo AcCOET2 em
baixas concentragdes (Figura 3).

FIGURA 3: Efeito das fragdes acetato etilicas de cascas de
Blepharocalyx  salicifolius no alongamento de
coleoptilos estiolados de trigo. Porcentagem de
inibicdo ou crescimento em relagdo ao controle
negativo. (*) Difere estatisticamente do controle
negativo, p <0,05. (°) Difere estatisticamente do
herbicida, os tratamentos foram comparados entre
concentragdes iguais.
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Cinco das sete fracdes Hx inibiram o
alongamento dos coleodptilos estiolados de trigo
em todas as concentragdes testadas (p<0,05). Duas
fragOes apresentaram efeitos inibitorios superiores
ou equivalentes ao observado no tratamento com
herbicida GOALP®. A fragdo Hx5 apresentou acentuado
efeito inibitério em todas as concentragdes testadas,
essa inibicdo foi equivalente a observada no tratamento
com herbicida GOAL® nas mesmas concentragdes.
A fracdo Hx1 foi ativa e promoveu inibigdo de 93%
no alongamento dos fragmentos de coledptilos, a 0,8
mg.mL"!, sendo maior que o efeito provocado pelo
herbicida GOAL® a 0,2 e 0,8 mg.mL"! (Figura 4).
Habermann et al. (dados ndo publicados) avaliaram a
fitotoxicidade dos extratos brutos e algumas das fra¢des
aqui utilizadas sobre o crescimento inicial de plantulas
de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Euphorbia
heterophylla (amendoim-bravo), ambas espécies

sensiveis ao oxyfluorfen. Foram observados efeitos
inibitorios no crescimento de ambas as espécies-alvo e
anomalias durante o crescimento inicial.

FIGURA 4: Efeito das fragdes hexanicas de cascas de Blepharocalyx
salicifolius no alongamento de coledptilos estiolados
de trigo. Porcentagem de inibigdo ou crescimento
em relagdo ao controle negativo. (*) Difere
estatisticamente do controle negativo, p <0,05. (°)
Difere estatisticamente do herbicida, os tratamentos
foram comparados entre concentragdes iguais.
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Todas as subfracdes obtidas da fragdo Hxl1
inibiram o alongamento dos coledptilos de trigo, sendo
a subfracdo Hx1D a mais ativa em baixas concentragdes
(Figura 5).

FIGURA 5: Efeito das subfracdes obtidas por meio do
fracionamento da fragdo Hx1 de cascas de
Blepharocalyx salicifolius no alongamento de
coledptilos estiolados de trigo. Porcentagem de
inibicdo ou crescimento em relagdo ao controle
negativo. (*) Difere estatisticamente do controle
negativo, p <0,05. (°) Difere estatisticamente do
herbicida, os tratamentos foram comparados entre
concentragdes iguais.
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Das sete subfragdes hexanicas obtidas por meio do
fracionamento da fracdo Hx5 apenas uma ndo promoveu
efeito inibitorio significativo em todas as concentragdes
testadas. As subfragdes HX5E a 0,2 mg.mL"! e Hx5C ¢
Hx5D a 0,4 mg.mL"! apresentaram efeitos de inibi¢ao
equivalentes ao apresentado pelo herbicida GOAL® nas
mesmas concentragodes (Figura 6).

FIGURA 6: Efeitodassubfracdesobtidaspormeiodofracionamento
da fragdo HxS5 de cascas de Blepharocalyx salicifolius
no alongamento de coledptilos estiolados de trigo.
Porcentagem de inibi¢do ou crescimento em relagao
ao controle negativo. (*) Difere estatisticamente do
controle negativo, p <0,05. (°) Difere estatisticamente
do herbicida, os tratamentos foram comparados entre
concentragdes iguais.
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Discussao

As principais classes de aleloquimicos sdo
representadas por compostos de polaridade intermediaria
como alcaloides, flavonoides, fenois e terpenoides. De
acordo com a metodologia de extragdo utilizada nesse
trabalho, essas substancias devem estar presentes no
extrato acetato etilico (KIM et al., 2005). Este solvente,
como evidenciam An et al. (2000), pode ser utilizado no
processo de extracao de fitotoxinas de restos vegetais.
No presente estudo, o extrato acetato etilico apresentou
acentuado efeito fitotoxico no alongamento das células
de coledptilos estiolados de trigo (Figura 2). Resultados
similares foram encontrados por Grisi et al. (2013)
ao avaliar o potencial fitotoxico de extratos foliares
acetato etilicos de Sapindus saponaria (Sapindaceae) no
alongamento de coleoptilos estiolados de trigo.

Os terpenos, compostos de baixa polaridade
possuem potencial fitotoxico (SOUZA FILHO et al.,
2010). De acordo com a metodologia de extragado
aqui utilizada, ¢ esperado que essas substancias
estejam presentes no extrato hexanico. Vieira et al.
(2004) identificaram triterpenos pentaciclicos como a
betulina e o acido betulinico nas cascas de Melaleuca
alternifolia (Myrtaceae). O extrato hexanico de cascas de
Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae) e Cecropia
pachystachya (Urticaceae) alteraram pardmetros no
processo de germinagdo das sementes de alface, couve
e tomate (DIAS et al., 2011; VIEIRA et al., 2011).

No trabalho realizado por Souza et al. (2010),
o extrato aquoso de cascas de Esenbeckia leiocarpa
(Rutaceae) inibiu a germinagdo e crescimento de
plantulas de alface. Oliveira et al. (2012) observaram
efeito inibitério na germinag@o e crescimento de
plantulas de alface utilizando extrato aquoso de cascas
de Caesalpinia ferrea (Fabaceae).

Nas comunidades vegetais, as interagdes
alelopéaticas nao sdo resultado da a¢do de um unico
composto, mas sim da a¢do de diferentes aleloquimicos.
Dessa forma, a bioatividade observada ndo ¢ resultado
apenas da concentra¢do dessa mistura de substancias,
mas também da interacdo entre elas. Essa interagdo
pode ser sinergistica ou antagonista (SOUZA FILHO,
2006). Segundo Odum e Barrett (2007), o sinergismo ¢
o efeito obtido pela agdo combinada de duas substancias
quimicas diferentes que torna-se maior do que a soma
dos efeitos individuais dessas mesmas substancias. Kubo
et al. (1992) reportam esta atividade em trabalhos sobre
efeitos antimicrobianos. A inibicdo menos acentuada
observada apds o fracionamento das fragdes Hx1 e Hx5
sugere uma interagdo sinergistica entre os compostos
presentes em cada uma destas fragdes (Figuras 5 ¢ 6).

Este trabalho contribui com o conhecimento das
potencialidades fitotoxicas da espécie B. salicifolius
criando subsidios para a utilizacdo destes extratos, fracdes
e subfragdes como reguladores do desenvolvimento
vegetal. Estudos como este se tornam importantes
a medida que as atividades biologicas das espécies
nativas ganham destaque e sdo atreladas a conservagao
biologica.



Este estudo comprova a fitotoxicidade dos extratos
e fragdes de cascas de B. salicifolius sobre o alongamento
das células de coleoptilos de trigo fornecendo subsidios
para que novos estudos sejam realizados. As fragdes
Hx1 e Hx5 e as subfracdes Hx5C, Hx5D e Hx5E
apresentaram fitotoxicidade superior ou equivalente
quando comparados com o herbicida GOAL® nas
mesmas concentragdes. Os resultados sugerem um efeito
sinergistico entre os compostos pertencentes as fracoes
Hx1 e HxS.
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