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RESUMO

Alelopatia pode ser definida como a capacidade de um organismo de produzir
substancias quimicas que influenciam no crescimento e/ou desenvolvimento de
outras espécies. Terminalia catappa L. € uma espécie asiatica que se tornou
invasora na América do Sul e que, recentemente, passou a invadir as restingas
do estado de Sao Paulo. A restinga desempenha um papel fundamental na
estabilidade de dunas e biodiversidade; trata-se de um ecossistema altamente
sensivel e muito impactado no Brasil, que sofre alta especulagdo imobiliéria,
devido a localizacdo privilegiada ou ainda a invasédo de espécies exoticas. O
objetivo deste trabalho foi investigar o possivel efeito alelopéatico causado por
T. catappa em duas espécies nativas da restinga, com intuito de fornecer
subsidios para futuras acdes de conservacao e resiliéncia deste ecossistema.
Para tal, foram elaborados experimentos de germinagcdo de sementes de duas
espécies nativas da vegetacdo da fisionomia de Escrube: Clusia criuva
Cambess. e Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack. da Restinga de Itaguaré, em
Bertioga, SP, sob influéncia de diferentes concentracbes do extrato de T.
catappa. Foi elaborado um extrato a partir das folhas secas e trituradas desta
espécie. levadas ao percolador e ao rotaevaporador. O liquido extrator foi
partido em trés fracdes com diferentes polaridades. A fracdo aquosa foi a mais
indicada para este experimento. Para analise fitoquimica qualitativa foram
adicionados a fracdo aquosa, os reagentes Stiasny, Cloreto Férrico e Acetato
de Chumbo. A andlise quantitativa do teor nos fendis totais presentes nas
amostras foi realizada por espectroscopia na regido do visivel com o método de
Folin—Ciocalteu. Na segunda etapa, a biol6gica, as sementes foram alocadas
sobre discos de papel-filtro em placas de Petri, contendo 5 mL de solu¢cdo com
quatro repeticbes para cada concentracdo (250, 500 e 1.000 mg/L-1). Nas
placas controle, livre de extrato, foi adicionada agua destilada. As placas foram
alocadas em camara de germinagdo com foto-periodo controlado de 12 horas e
25° C e regadas regularmente com agua destilada. A observacéo foi feita por
guatro semanas consecutivas. Foram consideradas germinadas as sementes
com crescimento radicular a partir de 2 mm de comprimento. O experimento foi
considerado como concluido apds 28 dias a partir da data da semeadura. As
andlises fitoquimicas da FrAg qualitativas mostraram a presenca de acido
galico e as analises cromatogréaficas demonstram positividade para compostos
fendlicos da classe dos taninos derivados do acido galico. Nos bioensaios de
germinacao, as placas que continham FrAqg do extrato apresentaram menores
porcentagem, tempo médio e velocidade de germinacdo, em comparagcdo com
as placas controle, comprovando o efeito alelopéatico sobre as duas espécies
nativas. A comparagdo do tamanho da radicula entre sementes germinadas do
grupo controle e as expostas a FrAg, mostrou também inibicdo no crescimento
da radicula.

Palavras-chave: Alelopatia. Taninos. Acido Gdlico. Espécies invasoras.
Terminalia catappa.



ABSTRACT

Allelopathy can be defined as the ability of an organism to produce chemicals
that influence the growth and/or development of other species. Terminalia
catappa L. is an Asian species that has become invasive in South America and
has recently started to encroach on the sandbanks of the state of Sdo Paulo.
The sandbank plays a key role in the stability of dunes and biodiversity and it is
a highly sensitive and very impacted ecosystems in Brazil, suffering high real
estate speculation or the invasion of exotic species. The objective of this study
was to investigate the possible allelopathic effect caused by T. catappa in two
native species of sandbank, aiming to provide support for future conservation
actions and resilience of this ecosystem. For such experiments, germination of
two native species of vegetation physiognomy Escrube were prepared (Clusia
criuva Cambess. and Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack from “Restinga de
Itaguaré” in Bertioga, SP, under the influence of different concentrations of
extract of T. catappa. An extract was prepared from the leaves of T.catappa
dried and crushed, the liquid extractor was separated into three fractions with
different polarities. The aqueous fraction was the most suitable for this
experiment. For qualitative phytochemical analysis were added to the aqueous
fraction Stiasny, Ferric Chloride and Lead Acetate reagents. The quantitative
analysis of total phenols content in the samples was performed by spectroscopy
in the visible region with Folin -Ciocalteu reagent. In the second step, the
biological, the seeds were placed on filter paper discs allocated in Petri dishes
containing 5 ml of the solution with four replications for each concentration (250,
500 and 1000 mg/l -1). In the control plates, free of extract, was added distilled
water. The plates were placed in a growth chamber with controlled photoperiod
of 12 hours and 25°C and watered regularly with distilled water. The
observation was made for four consecutive weeks. For the experiment were
considered to have germinated seed with root growth from 2 mm long. The
experiment was considered complete after 28 days from the date of sowing.
The phytochemical FrAq qualitative analyzes showed the presence of gallic acid
and chromatographic analyzes show positivity for the class of phenolic
compounds derived from gallic acid tannins. In bioassays for germination, the
plates containing FrAq extract had lower percentage, average time and
germination rate, compared with the control plates, proving the allelopathic
effect on the two native species. The comparison of the size between radicle
germinated seeds in the control group and exposed to FrAq also showed
growth inhibition of radicle.

Keywords: Allelopathy. Tannins. Gallic acid. Invasive species. Terminalia
catappa.
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1. Introducéo

A capacidade do homem de converter o meio ambiente em locais que
lhe proporcionem maior conforto tem levado a expansdo das areas urbanas
mundiais. Como consequéncia, as ac¢fes antropicas podem alterar o0s
ecossistemas, tornando-os vulneraveis, podendo abrigar espécies exaticas.
(TIVY, 1993; MOONEY & CLELAND, 2001).

Com o aperfeicoamento dos meios de transporte foram quebradas
barreiras fitogeograficas (RAPOPORT, 1976; SHINE, 2005) e atualmente as
plantas pioneiras possuem uma distribuicdo ampla (BILLINGS, 1970; CROSBY,
1993; DORST, 1973; ELTON, 1958; HAIGH, 1980; KELLMAN, 1975; MOONEY
& CLELAND, 2001; RAPOPORT, 1976; SHINE, 2005). Essas espécies podem
se tornar invasoras, apresentando alta capacidade de modificar sistemas
naturais; por isso, invasdes em sistemas biol6gicos constituem uma das
maiores ameacas para a conservacdo de ecossistemas, sendo atualmente a
segunda causa mundial de perda da diversidade bioldgica, e estando somente
atrés da destruicdo do habitat pelo homem (ZILLER, 2000). Esse problema tem
sido subestimado na maior parte dos paises (D’ANTONIO, 1992; HUCHES,
1994; IUCN, 2000; RANDAL, 1996). Segundo Voltolini & Zanco (2010) e
estimado que o impacto causado pelas espécies invasoras consomam

centenas de bilhdes de délares em nossas economias a cada ano.

Os locais abertos, como ambientes de campos, cerrados (ZILLER, 2010)
e restingas sao mais susceptiveis as invasdes por espécies arboreas do que as
areas florestais. Por isso, as vegetacfes de Praias ou Dunas (apéndice, foto 2)
e de Escrube (apéndice, foto 1) estdo sujeitas a invasao bioldgica (MOURA et
al.,, 2011). Ainda segundo Ziller (2010), quanto mais reduzida a diversidade
natural, a riqueza e as formas de vida de um ecossistema, mais suscetivel ele
€ a invasao, ja que suas funcbes ecologicas ndo estdo completamente

supridas, e estas podem ser preenchidas por espécies exoticas.

Um problema real no Brasil, principalmente nas Unidades de
Conservacao (MATTHEWS, 2005) é a falta de estratégias ou mecanismos para

evitar a disseminacéo de espécies exoticas invasoras (MARCHESARI, 2007).
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Entretanto, de 2006 em diante, algumas acdes politicas no pais tém
incentivado estratégias que visam minimizar tais problemas. A CDB,
Convencao Internacional sobre Diversidade Biologica, que estabelece que seja
primordial controlar introducdes, prevenir e erradicar espécies exoticas que
ameacam os ecossistemas foi assinada por cerca de 190 paises. No Brasil foi
instituida em 2006, pela CONABIO (Comissdo Nacional da Biodiversidade),
uma Camara Técnica Permanente sobre Espécies Exéticas Invasoras, com o
intuito de integrar estratégias contra os impactos negativos gerados por tais
espécies (DECHOUM, 2010).

A melhor maneira de se evitar ou combater o problema € impedir novas
introducdes e ocupacao por espécies que ja tém historico de invasdo em algum
lugar do planeta. A detecgdo precoce € um fator primordial para a erradicacao
imediata (POORTER & ZILLER, 2004; SIMBERLOFF, 2009).

Alguns estudos recentes sobre a viabilidade da erradicacdo descobriram
gue o sucesso da mesma depende principalmente da extensdo da éarea
invadida (PLUESS et al. 2012a) e do tipo de habitat (PLUESS et al. 2012b).
Existe um sistema de priorizacdo que combina informacdes ecolbgicas e
explica como as espécies invasoras transformam o meio ambiente invadido,
levando em consideracdo a avaliacdo das partes interessadas (6rgaos
governamentais), que avaliam categorias de impacto de acordo aos seus
interesses e percepcOes, para criar uma pontuacdo global de impacto.
(KUMSCHICK et al. 2012).

Uma ferramenta utilizada para a gestdo de invasbes € a IAS 83.SI
(Invaders alien species) de Britton et al. (2011) que fornece exemplos dos

possiveis riscos que possam ser incorporados em ambientes sensiveis .

As plantas invasoras podem alterar o ecossistema de inUmeras formas,
alterando o ciclo de nutrientes e o microclima, e introduzindo ou facilitando a
disseminacdo de endemias. Também tém capacidade de se deslocar ou excluir
as especies nativas através da competicdo por limitacdo de recursos, aumentar
a erosdo, o fogo e as enchentes, além de terem a capacidade de alteracdo
geomorfolégica do habitat, acumulando substratos ou formando dunas e pocas
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d’agua (D’ANTONIO & VITOUSEK, 1992; OCCHIPINTI & AMBROGI, 2007;
SANTOS et al., 2005).

Por geralmente ndo possuirem predadores ou competidores, as
espécies exoticas levam vantagem sobre a vegetacdo nativa (MOURA et al.,
2011). Amadurecem precocemente e suas sementes sdo longevas; essas
plantas crescem rapidamente e se adaptam a areas degradadas, podendo
ainda produzir toxinas biologicas que impedem o crescimento das espécies
nativas. Tal processo de sintese de compostos, objetivando defesa e
perpetuacao da espécie, esta intimamente relacionado a sintese de metabdlitos

secundarios vegetais.

O metabolismo € definido como o conjunto total das transformacdes das
moléculas organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas,
suprindo o organismo de energia, renovando suas moléculas e garantindo a
continuidade do estado organizado (MARZZOCO E TORRES, 2007). Essas
reacdes possuem certa direcdo devido a presenca de enzimas especificas,
estabelecendo, assim, as rotas metabdlicas, visando o aproveitamento de
nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula. Além do
metabolismo primario, responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas,
lipideos, aclUcares e outras substancias importantes para a realizacdo das
fungbes vitais, as plantas também apresentam o chamado metabolismo
secundario (CHAMPE et al., 2008). Estes, geralmente apresentam estrutura
complexa, baixo peso molecular, com atividades bioldgicas marcantes (BERG
et al, 2008). Dentre as classes de metabdlitos secundarios de importancia
biolégica destacam-se atualmente os Alcaloides, Ligninas, Cumarinas,

Terpenos, Esteroides e os Compostos Fendlicos (Figura 1).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundéarios foram considerados
como produtos de excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas
vezes, propriedades biologicas interessantes. Atualmente, entretanto, sabe-se
gue muitas destas substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos
gque permitem a adequacao do produtor a seu meio. Segundo Gobbo-Neto &
Lopes, 2007, os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de

producdo de metabdlitos secundarios sdo sazonalidade, temperatura,
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disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo

atmosférica e inducao por estimulos mecéanicos e ataques de patdégenos.
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Figura 1: Fatores que influenciam a sintese de metabdlitos secundarios
(extraido de Gobbo-Neto & Lopes, 2006).

De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e o0 ambiente circundante, portanto, sua sintese €
frequentemente afetada por condicdes ambientais (KUTCHAN, 2001). Muitos
sdo de importancia comercial, tanto na area farmacéutica quanto nas areas
alimentar agrondmica e cosmética. Do ponto de vista farmacéutico, o maior
interesse deriva principalmente do grande numero de substancias

farmacologicamente importantes.

E bem sabido também, que alguns dos produtos do metabolismo
secundério tém funcdes ecoldgicas importantes, servindo como protetores
frente a predadores, atuando como repelentes, proporcionando a planta
sabores amargos e tornando-as indigestas ou venenosas. Tais metabdlitos
também intervém nos mecanismos de defesa das plantas frente a diferentes
patégenos, atuando como inseticidas naturais. Outros metabdlitos secundarios

tém dentro do contexto ecolégico funcdo como atraentes ou repelentes de
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animais. Muitos sdo pigmentos que proporcionam cor as flores e frutos,
apresentando deste modo um papel essencial na reproducédo atraindo insetos
polinizadores, ou atraindo animais que irdo utilizar frutos como fonte de
alimento, contribuindo deste modo para a dispersdo das sementes (GARCIA &
CARRIL, 2009). Todo este processo de sintese de metabdlitos secundarios e o

sistema de defesa e perpetuacao das espécies estdo associados a alelopatia.

A primeira definicdo de alelopatia foi feita por Molish em 1937, do grego
allelon = de um para outro e pathés = sofrer, é a capacidade das plantas
produzirem substancias quimicas que, liberadas no ambiente de outras,

influenciam de forma favoravel ou desfavoravel o seu desenvolvimento.

Segundo Rice (1984) é a capacidade de vegetais superiores ou
inferiores, de produzir substancias quimicas que influenciam no crescimento de
outras espécies ao seu redor, como outras plantas e microrganismos, podendo
ser de acdo direta ou indireta, e estimuladora ou inibidora do crescimento
(OLIVEIRA et al., 2013). Bais et al. (2003) também afirmam que a alelopatia
tem papel ecologico potencialmente importante no sucesso da invasao de

plantas exdticas.

E justamente dentro deste contexto ecoldgico que se enquadra
Terminalia catappa L. (apéndice, foto 3), planta referéncia deste trabalho.
Trata-se de uma espécie arborea originaria da Malasia (SANCHES, 2009)
pertencente a familia Combretaceae, que pode atingir de 25 a 40 metros de
altura; é tolerante a ventos e “spray” marinho. Foi introduzida no Brasil na
época da colheita do Pau-Brasil, por ter crescimento rapido, baixa exigéncia de
recursos do solo e por produzir uma ampla sombra. Atualmente € encontrada
em todo o litoral do estado de Sao Paulo; seus frutos flutuam, podendo ser
dispersos por correntes marinhas e sdo consumidos por aves e por morcegos
gue também os dispersam (THOMPSON & EVANS, 2006). Esta espécie se
associa facilmente a vegetacdo costeira e ja foi observada sua influéncia
negativa no crescimento de outras plantas, atribuida, geralmente, ao
sombreamento causado por sua ampla copa (MOURA et al.,, 2011). Durante
alguns estudos efetuados nas restingas de Sao Paulo (SANCHES et al. 2007;
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SANCHES, 2009; MOURA et al., 2011), foi observada a ocorréncia de T.

cattapa em meio a vegetacao das praias e dunas (Figuras 2 e 3).

Figura 2: Trecho da praia de Itaguaré (Bertioga) com invasdo de
Terminalia catappa L. (destaque em amarelo) na fisionomia de
Vegetacdo de Praia e Dunas (Foto de Mara Magenta, 2011).

Figura 3: Trecho da praia de Itaguaré (Bertioga) com invasdo de Terminalia
catappal. nafisionomia de Escrube (Foto de Mara Magenta, 2012).

Segundo Costa (2010) Terminalia catappa € uma espécie caducifélia, é
responsavel pelo aumento de folhas sobre o solo na primavera, e sua
serrapilheira possui aleloquimicos que desencadeiam uma producdo maior de
serapilheira, diminuindo o teor de oxigénio do solo e aumentando a

concentragdo dos aleloquimicos.

by

Existem poucos estudos referentes a vegetacdo de restinga, sendo

fundamental a realizacdo de pesquisas geradoras de maiores informacgdes
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sobre esse tipo de vegetacdo, a qual vem sofrendo grandes ameacas de
degradacdo de ambito ocupacional (SILVA et al.,, 1993). Considerando que
Terminalia catappa é de uma planta invasora em meio a vegetacao de praias e
dunas na Praia do Itaguaré, em Bertioga-SP (ROJAS et al., 2012), considera-

se relevante sua analise fitoquimica e testes de germinacao.

Diante disso, o presente trabalho avaliou o possivel potencial alelopatico
de T. catappa sobre a germinacdo de sementes de duas espécies nativas de
plantas de restinga, através de testes de germinacdo de sementes, sob
diferentes concentracdes da Fracdo Aquosa (FrAq) obtida a partir das folhas da
espécie citada. Além disso, foram feitos de testes qualitativos e quantitativos de
seus metabdlitos secundarios, quando alocada em restinga, pois é sabido que
o tipo e a quantidade de compostos fendlicos se alteram em diferentes
condicdes edaficas (JACOBSON et al., 2005).

Os resultados podem auxiliar em avaliacbes ambientais, no que diz
respeito a influéncia da presenca dessa espécie exdética em ambiente de
restinga, como forma de se detectar distUrbios na resiliéncia desse ambiente

para a tomada de decisfes governamentais.

2. Material e Métodos

2.1. Local de estudo

Este estudo foi desenvolvido com material vegetal proveniente da
Restinga de Itaguaré, que esta situada entre 23°44'-23°46'S e 45°55'-46°02'W
no municipio de Bertioga (apéndice, fotos 4 e 5), estado de Sdo Paulo (Figura
4). As folhas de Terminalia catappa séo provenientes de dois individuos
invasores da vegetacdo de Escrube. As espécies escolhidas para o teste de
germinacgao sdo representantes da fisionomia de Vegetacdo de Praia e Dunas
(resolucdo 007 CONAMA de 1996) de pontos em &reas de restinga da regido

Sudeste, no estado de Sao Paulo: Bertioga, no litoral. O material botanico
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nativo foi coletado e processado de acordo com Fidalgo & Bononi (1984) e as
exsicatas dos vouchers (E. Rojas 01 e 02) foram depositadas no herbario da
UNISANTA (HUSC).

. Google earth

n altitude do ponto de visdo 2.28 km

Figura 4: Area de coleta das plantas de estudo, destacada na linha amarela (imagem
extraida de Google Earth, 2013).

2.1.1. Aregido de Bertioga

Na regido de Bertioga as planicies costeiras possuem porte pequeno,
com restos de terracos marinhos pleistocénicos e sistemas fluviais atuais
transversais e paralelos a linha de costa. Os sistemas paralelos estdo
localizados sobre pequenas lagunas holocénicas colmatadas. Existe muita
erosao praial, restringido a Vegetacdo de Praias e Dunas a poucas areas. As
fisionomias de Dunas, Brejo de Restinga e Floresta Paludosa encontram-se em
areas reduzidas, as duas ultimas associadas a paleolagunas. A Floresta Baixa

de Restinga € encontrada em faixa estreita paralela ao mar e as areas
ocupadas por vegetacéo entre corddes (SOUZA et al. 1997).

Mesmo sendo a por¢cdo mais preservada do litoral central do estado de

Sao Paulo, possui alteracBes por intervengdes antrdpicas antigas e recentes,
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como o resquicio da antiga estrada Bertioga - Sao Sebastido, agora com
vegetacdo em regeneracdo, e os alagamentos causados pela construcdo da
rodovia Manoel Hipdlito do Rego (Rio-Santos), na década de 1970, que alterou
o fluxo das &guas superficiais e subsuperficiais. Além disso, houve extracao de
palmito e caxeta (MARTINS et al., 2008) e nota-se a presenca de algumas
plantas invasoras, como Terminalia catappa e representantes de Asteraceae e

Poaceae.

2.1.2. Clima daregiao

O clima da regido de Bertioga € do tipo Af, tropical imido ou super
umido, segundo classificacdo de Kdppen. As chuvas séo distribuidas durante
todo o ano (SETZER, 1966). A temperatura média anual é de 24,8°C; a média
mensal mais baixa é 20,7°C, em julho e a mais elevada € 28,3°C, em fevereiro,
segundo os dados da estacdo meteorolégica do DAEE. Trata-se de uma das
regidbes mais Uumidas do Pais, com precipitacdo meédia de 3.200 mm anuais
(SENTELHAS et al., 1999). Os maiores indices de chuva ocorrem da primavera

ao verao (Figura 5).
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Figura 5: Balan¢o hidrico mensal na regido de Bertioga, segundo os dados
climatolégicos da estagdo meteorologica do DAEE (23°45,6’S, 46°04,2’W), obtidos
entre 1941 e 1970 (modificado de SENTELHAS et al., 1999).
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2.2. Caracterizagao das fisionomias da Vegetagcéo

A vegetacdo da regido de Bertioga abrange desde as comunidades
herbaceas de praia até as formacdes florestais de restinga, situadas proximas
ao sopé da Serra do Mar. As areas estudadas foram classificadas por Martins
et al. (2008) de acordo com os critérios da Resolugdo CONAMA n° 7, de 23 de

junho de 1996, e assim definidas:

Praias e dunas - As praias e dunas sdo ocupadas por vegetacdo
herbacea a subarbustiva, numa estreita faixa paralela ao mar, em
substrato arenoso, com serapilheira inexistente ou inconspicua. Nas
praias, nas por¢cdes mais elevadas, as plantas crescem sobre
substrato moével e frequentemente atingido pelas marés de sizigia,
compostas principalmente por espécies herbaceas reptantes,
rizomatosas e cespitosas, de 40 cm de altura. A vegetagdo da
anteduna, ocorrendo sobre terracos nao atingidos pelas marés, é
mais fechada e composta por espécies herbaceas a subarbustivas,
com até 60 cm de altura. (MARTINS et al., 2008, p. 268) (apéndice,
foto 6).

Escrube - Formacéo arbustiva fechada, bastante densa, com altura
de 1 a 4 metros, modelada pelo vento e exposta a salinidade
proveniente de borrifos marinhos, ocupando o primeiro cord&o
arenoso. A camada de serapilheira é relativamente espessa (cerca de
qguatro cm), porém a camada organica do substrato € muito fina
(menos que 0,5 cm de espessura) (MARTINS et al., 2008, p. 268).

(apéndice, foto 7)

2.3. Processo extrativo

As folhas de Terminalia catappa foram coletadas em janeiro de 2013,
entre a vegetacdo de Escrube da Praia de Itaguaré, no Parque Estadual
Restinga de Bertioga-SP, selecionadas apenas as verdes de aspecto saudavel
e submetidas ao processo de secagem em estufa a 50°C por seis dias
consecutivos (Figura 6). Apos a secagem, as folhas foram trituradas e moidas;

0 po obtido (114 g) foi submetido ao processo de maceracdo com 2 L de etanol
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absoluto por periodo de 2 horas. Em seguida, o macerado foi levado ao
percolador (Figura 7), sendo empacotado homogeneamente, com a mistura (po
+ etanol absoluto) e a solucdo coletada, 48 horas depois. O liquido extrator foi
submetido ao rotaevaporador (Figura 8) sob presséo reduzida, em temperatura
menor que 45°C obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB) (PRISTA, 1995).

Figura 6: Folhas de Figura 7: Percolador Figura 8: Rotaevaporador

Terminalia catappa secas com amostra de com extrato de Terminalia
em estifa Terminalia catappa. catappa.

2.4. Particdo do extrato bruto

O EEB seco foi ressuspendido em MeOH/H,0 (80:20, v/v) e submetido a
particdo liquido-liquido com hexano e, em seguida, com acetato de etila,
fornecendo, ao final, trés fragdes com diferentes polaridades: Fragcdo hexanica
(FrHex); Fracao Acetato de Etila (FrAcEt) e Fragcdo Aquosa (FrAg). Objetivando
trabalhar com analise fitoquimica de compostos fendlicos foi escolhida a FrAq
para sequéncia dos protocolos experimentais (DA SILVA & HIRUMA-LIMA,
2012).

Espinosa et al. (2012) em seu estudo de alelopatia de Terminalia
catappa sobre Sclerotium rolfsii Sacc., afirmou que, dentre os extratos etéreos,
etandlico e aquoso (todos os trés possuem efeito alelopatico), o aquoso se
destacou por induzir maior inibicdo no crescimento micelial do fungo S. rolfsii.

Este efeito pode estar associado a presenca de metabolitos secundarios.
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2.5. Analise fitoquimica da fracdo aquosa (FrAQ)

Reacédo com Acetato de Chumbo

O protocolo de andlise fitoquimica seguiu os parametros preconizados
por COSTA, 1970. Foram pesados 0,5 g da fragdo aquosa (FrAq) de Terminalia
catappa sendo em seguida diluidos em 55 mL de agua destilada (Solucéo
padréo de FrAq). Desta solucdo de FrAq, foram pipetados 0,5 mL e transferidos
para um tubo de ensaio (Tubo 01 = Tubo controle). Em outro tubo de ensaio
(Tubo 02) foram inseridos 5 mL da solugdo padrdao de FrAg. Neste mesmo
tubo, foi realizada a reacdo com acetato de chumbo onde foram adicionados 10
mL de solucdo de acido acético 10% e 1 mL de acetato de chumbo 10%. A
formacédo de precipitado indica positividade para a presenca de compostos
fendlicos pertencentes a classe dos taninos derivados do acido galico

(Galhotaninos).

Reacéao de Stiasny

Foram separados 20 mL da solucdo padrdo de FrAq. Tal solucéo foi
aquecida em banho-maria (100°C) durante 30 minutos. Em seguida foram
adicionados a solucdo ainda aquecida 20 mL do reagente de Stiasny (Formol:
acido cloridrico [2:1]). A formacdo de precipitado indica positividade para

taninos catéquicos.

Reacao com Cloreto Férrico 2%

A solucdo de FrAq submetida anteriormente a reacdo com Stiasny foi

filtrada. Ao filtrado foi adicionada uma gota de solucéo de Cloreto Férrico 2%
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(FeCl; 2%). A conversdo da solugcdo para coloragdo cinza-escura indica

positividade para taninos derivados do acido galico (Galhotaninos).

2.6. Cromatografia em Camada Delgada

Foram pesados 0,01 g de FrAq de Terminalia catappa e diluidos em 1mL
de etanol. Como padréo, foi utilizado acido galico (0,01 g em 1 mL de etanol).
Os spots das amostras foram entdo desenvolvidos utilizando silica-gel F254,
com espessura de 250 ym como suporte, e mistura de cloroférmio/metanol/n-
propanol/agua (5:6:1:4; v/v) como fase médvel. Ao final da eluicdo, a placa
cromatografica foi revelada com solucédo de cloreto férrico 1% em metanol e
calculados os valores de referéncia (Rf) (WAGNER et al., 1984).

2.7. Determinacéo de fenois totais

A Fracdo aquosa (FrAq) de Terminalia catappa foi analisada quanto ao
seu conteudo de fendlicos totais soluveis utilizando o método colorimétrico
Folin-Ciocalteau (PICCINELLI et al., 2004; WU et al., 2004). Para tanto, foram
pesados 0,01 g de FrAg e solubilizada em 20 mL de metanol. Para a
substancia de referéncia (Acido Galico) foi elaborada curva analitica nas
concentragdes de 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5 e 25 mgL. Em seguida 0,25 mL
de FrAq e do padrdo Acido Galico foram separados em tubos de ensaio, sendo
adicionados 2 mL de agua destilada e 0,25 mL do Reagente de Folin-
Ciocalteau. Apdés 3 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados 0,25
mL de uma solucdo saturada de carbonato de sédio e os tubos foram
incubados a 37° C durante 30 minutos, em banho-maria. As amostras foram
entdo submetidas a leitura pelo Espectrofotometro com absorbéncia de 760

nm, sendo os resultados expressos em equivalentes de acido galico.
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2.8. Bioensaios da Atividade Alelopética

Foram coletadas sementes de duas diferentes espécies haldfilas
caracteristicas de restinga, Clusia criuva Cambess. (Figura 9) e Tibouchina
clavata (Pers.) Wurdack (Figura 10), em Janeiro de 2012. Foi feito um estudo
detalhado das necessidades germinativas de cada semente, visando
aperfeicoar 0s  experimentos; Segundo  Prudente et al. (2012) T.
clavata apresenta uma taxa de germinacdo em torno de 60% em temperaturas
entre 35 e 30°C, ja as sementes de C. criuva tém uma taxa germinativa de 99%
(CORREIA et al., 2011). Essas caracteristicas, aliadas ao fato deT.
clavata possuir sementes muito pequenas e, por isso mais dificeis de terem
sua condicdo de conservacao avaliada, influenciaram na escolha do numero de
sementes a serem postas para germinar (ver préximo paragrafo) as sementes
foram bem lavadas para retirada de restos de tecido do fruto (Clusia e
Tibouchina) ou do arilo (Clusia) e mergulhadas em hipoclorito de sédio para

eliminar possiveis hifas ou esporos de fungos.

Figura 9: Clusia criuva Cambess. A. Detalhe das folhas e flores; B. Sementes
(amostras coletadas na restinga de ltaguaré, Bertioga, SP).
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Figura 10: Tibouchina clavata (Pers.): A. Populacédo; B. Detalhe da flor
(amostras de sementes coletadas na restinga de ltaguaré, Bertioga, SP).

Para os bioensaios de germinacéo, as placas de Petri (9,0 cm de diametro)
contendo papel filtro Whatman n. 1,0, previamente autoclavados, receberam
5,0 mL da solucdo dos tratamentos (MACIAS et al., 2000), preparadas nas
concentracdes de 250, 500 e 1.000 mgL™. Em seguida, foram depositadas 20
sementes de C. Criuva (n=20) e 100 de T. clavata (n=100) sobre cada disco de
papel filtro, depositado em uma placa de Petri; houve quatro repeticbes da
amostra para cada concentracdo, seguindo o protocolo de BRASIL, 1992.
Totalizando 16 placas para cada espécie (Figuras 11 e 12). Este numero de
sementes utilizadas foi diferente para cada espécie devido ao tamanho ser
muito diferenciado, a semente da C. criuva € muito maior em tamanho e em

guantidade por exemplar que da T. clavata.

Figura 11 a e b: Sementes de Clusia criuva Cambess dispostas em
Placa de Petri.
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Figura 12 a e b: Sementes de Tibouchina clavata (Pers.) dispostas em
Placa de Petri

Foram separadas placas cujas sementes foram tratadas com auxilio de
micropipeta automatica com agua destilada, sendo estas caracterizadas como
grupo controle negativo. As demais placas receberam extrato aquoso a 250,
500 e 1000 mgL™*, respectivamente (Figura 13). Depois, todas as placas foram
alocadas na camara de germinacdo (apéndice, foto 7) com foto-periodo
controlado de 12 horas e temperatura de 25° C (Figuras 14, 15) e tratadas
regularmente com agua destilada. A observacao foi feita por um periodo de
guatro semanas consecutivas. Para o experimento foram consideradas
germinadas as sementes com crescimento radicular a partir de 2 mm de

comprimento. O experimento foi considerado como concluido apés quatro

semanas (28 dias) a partir da data da semeadura.

N 7
Figura 13: Tratamento Figura 14: Camara de Figura 15: Sementes Incubadas em
com Agua Destilada e Germinacéo Cémara de Germinacgao
FrAqg para analise
Alelopatia

A primeira contagem de germinacéo (apéndice, foto 8) ocorreu aos sete
dias apds a semeadura. O processo foi repetido por mais trés vezes, sempre
com intervalos de sete dias. Os calculos de porcentagem, tempo médio e

velocidade de germinacdo foram realizados conforme férmulas citadas por
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Labouriau & Valadares (1976). Pra determinacdo do indice de indice de
velocidade de germinacdo (IVG) foi utilizada a metodologia (adaptada) de
Vieira e Carvalho (1994).

Férmulas utilizadas:

a. Porcentagem de germinacéao: G = (N/A). 100, onde:

G = porcentagem de germinacao;
N = numero de sementes germinadas;

A = numero total de sementes colocadas para germinar.

b. Tempo médio de germinagao: t = (Zniti) / Zni, onde:
t = tempo médio de incubacao;
ni = namero de sementes germinadas por dia;

ti = tempo de incubacao (dias).

c. Velocidade média de germinacéao: V = 1/t, onde:
V = velocidade média de germinacao;

t = tempo médio de germinacao

d. indice de velocidade de germinacdo: IVG = (G1-GO)/N1 + (G2-
G1)/N2+...+ (Gn - Gn-1)/N, onde:

GO = contagem de sementes na primeira contagem de germinagao;
G1 = contagem de sementes na segunda contagem de germinacao;
Gn = contagem de sementes na enésima semana;

N1 = primeira semana ap0s semeadura;

N2 = segunda semana apos semeadura;
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Nn = enésima semana ap0s semeadura.

2.9. Analise Estatistica

Para comparar a frequéncia (porcentagem) de germinacgao (%) de Clusia
criuva e Tibouchina clavata nas concentracées de FrAq de O (controle), 250,
500 e 1000 mg/L -1 foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e de
comparacdes multiplas de Dwass-Steel-Chritchlow-Fligner. Para comparar o
comprimento da radicula em T. clavata foi utilizado o teste de Mann-Whitney,
pois apenas 0 controle e a categoria de 250mg/L obtiveram crescimento. No
caso de C. criuva, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, pois todos os grupos
obtiveram crescimento. As andlises foram realizadas nos softwares Statistica e
Statsdirect assumindo alfa de 0,05. Todos os graficos box-plots apresentam a

média e o erro padrdo das amostras.

3. Resultados

3.1. Andlises Fitoquimicas

Os metabdlitos secundarios sdo os grandes responsaveis pelo efeito
alelopético na natureza, visto que sao importantes na defesa contra predadores
naturais das plantas ou raios ultravioletas. Varios compostos do metabolismo
secundario ja foram identificados em extratos de plantas tais como compostos
fendlicos simples e heterosidicos, cumarinas, xantonas, flavonoides, taninos,

saponinas e compostos de enxofre e alcaloides (OLIVEIRA et al., 2013).

Andlises fitoquimicas qualitativas a partir de FrAq obtida a partir das
folhas de Terminalia catappa coletadas em meio a vegetacdo de praias e
dunas na Praia do Itaguaré (Bertioga-SP) demonstram positividade para
compostos fendlicos da classe dos taninos derivados do acido galico
(Galhotaninos) (Tabela 1 e Figura 16).
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Tabela 1: Compostos Fendlicos (Taninos) encontrados em FrAq de Terminalia catappa
(ROJAS et al, 2012).

CRITERIOS PARA

REAGENTE POSITIVIDADE TIPO DE TANINO  RESULTADOS
Acetato de Formacéo de Galhotaninos Positivo
Chumbo Precipitado
Stiasny Formacdo de Taninos Negativo
Precipitado Pirocatéquicos
Cloreto Férrico  Coloragédo Cinza-escura Galhotaninos Positivo
2%

s P X

Fragio Aquosade I caiappa Reagdo com Acetatode Chumbo Reagente de Stiasny Reagdo com FeCl; 2%

Solugdo Padrio Formagdo de Precipitado Sem Formagdo de Precipitado Coloragio Azul-Escuro
TestePositivo Teste Negativo TestePositivo
TANINO GALHICO TANINO CATEQUICO TANINO GALHICO

Figura 16: Andlise fitoquimica qualitativa a partir da FrAg de Terminalia catappa (ROJAS
et al., 2012).

Tendo em vista a obtencédo de tais dados, foi realizada cromatografia em
camada delgada (CCD) de FrAq obtida a partir das folhas de Terminalia
catappa, tendo como padrdo referéncia o composto fendlico acido galico. A
analise cromatografica demonstrou presenca de acido géalico em FrAg, uma vez
gue a amostra apresenta o mesmo valor de referéncia ([Rf] = 0,9) quando

comparado ao padrao utilizado. (Figura 17).
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1 T

Acido Galico FrAq
Padrao T. catappa

Figura 17: Cromatografia em Camada Delgada; FrAq obtida a partir das
folhas de Terminalia catappa L. comparada ao padrédo (acido galico).

Diante da presenca de acido galico (composto fendlico) em FrAq de
Terminalia catappa, foi realizada andlise para determinacdo da concentracao
de compostos fendlicos totais presentes em FrAg, expressos como acido
galico. Os resultados da analise em FrAg quando comparados a curva padrao
de &acido galico demonstram concentracéo de 365,4 mg de Acido Galico/g de
FrAq (Tabela 2).

Tabela 2: Teor de compostos fendlicos totais expressos na forma de &cido Galico
presentes em FrAq obtida a partir das folhas de Terminalia catappa L.

AMOSTRA COMPOSTOS FENOLICOS
(mg de Acido Galico/g de amostra)

FrAq Terminalia catappa L. 365,4

De acordo com os resultados obtidos na analise fitoquimica, o composto
fendlico acido galico é o principal composto presente em FrAg. Dados da
literatura apontam que, a complexacdo entre taninos como o esse acido e
proteinas € a base para suas propriedades farmacoldgicas e alelopaticas
(RANGARI, 2009). Sendo assim, a partir de diferentes concentracdes de FrAq
(250, 500 e 1000 mgL™) foram efetuados testes de germinacéo de sementes

de Clusia criuva Cambess e Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack.
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3.2. Bioensaios de germinacéao

O numero de sementes de Clusia criuva germinadas entre as
depositadas nas quatro placas de controles (n=20) (sementes com radiculas
com tamanho = 2 mm de comprimento) chegou a 58,8% do total na primeira
semana de experimento, na segunda semana nenhuma semente germinou, na
terceira 6,3% e na Ultima semana caiu para 1,3%, atingindo 66,3% de

germinabilidade média (Tabela 3).

A porcentagem de sementes germinadas submetidas & concentracdo de
250 mgL™ foi de 3,8% na primeira semana, subindo ate 6,3% na segunda; na
terceira semana ndo houve germinacdo e, na Uultima semana, 3,8%
germinaram, com um total de 13,8% de média de germinacdo. Em
concentracdes de 500 mgL™, apenas 2,5% germinaram na primeira semana, e
o0 numero foi elevado para 8,8% aos 14 dias, 3,8% aos 21 dias, caindo
novamente ao final do tempo de experimento, para 1,3%, obtendo-se uma
média de 16,3% de germinacdo. Na concentracdo de 1.000 mgL™, a
porcentagem de sementes germinadas foi de 5,0%, 5,0%, 1,3% e 18,8% na
primeira, segunda, terceira e quarta semanas, respectivamente, mostrando que
ao numero de sementes germinadas se manteve igual entre a primeira e
segunda semanas, caindo na terceira e aumentando significativamente na
guarta semana (Figura 22), atingindo uma média de 30% de germinabilidade.
No entanto, a comparacédo do tamanho da radicula entre sementes germinadas
do grupo controle (apéndice, foto 10) e as expostas a concentracdo de 1.000
mgL™? (apéndice, foto 11), mostra que o0 extrato ndo apenas inibiu a
porcentagem de espécies germinadas, mas reduziu significativamente o
crescimento das radiculas (Figura 23). A medicdo da radicula do maior

exemplar, no ultimo dia do experimento esta expressa nas Figuras 25 e 26.

Em Tibouchina clavata, o resultado da concentracao controle foi de 5,3%
de germinabilidade média na primeira semana, 36,5% na segunda, 6,3% na
terceira semana e 5,8% na ultima. Totalizando uma média de germinabilidade
de 53,8%. Na concentracdo de 250 mgL™ foi de 6,0% na primeira semana de

experimento, na segunda semana o0 a germinacdo foi de 0,5%, na terceira
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semana 0,8% e na quarta e Ultima semana 1,0%. Obtendo-se uma média de

8,3% de germinacao.

Na concentracdo de 500 mgL™ na primeira semana atingiu 3,0% e nas

outras trés semanas ndo houve nenhuma germinacdo. A meédia de

germinabilidade ficou em 2,0%. Na placa com fracdo aquosa em 1000 mgL™

nao houve germinacao.

Nos ensaios com Tibouchina clavata, a emissdo de radicula foi

observada somente nas placas de controle e com concentragdo de 250 mgL=.

Tabela 3 : porcentagem de germinacdo ndo acumulada em relacdo ao tempo em dias nas

duas espécies.

Clusia criuva 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Controle 58,8% | 0,0% 6,3% 1,3%
250 mgL™” 38% | 63% 0,0% 3,8%
500 mgL™ 2,5% | 88% 3,8% 1,3%
1000 mgL* 5,0% 5,0% 1,3% 18,8%
Tibouchinaclavata | 7 dias 14 dias | 21 dias | 28 dias
Controle 53% | 36,5% 6,3% 5,8%
250 mgL™ 6,0% | 0,5% 0,8% 1,0%
500 mgL™ 3,0% | 0,0% 0,0% 0,0%
1000 mgL™ 0,0% | 0,0% 0,0% 0.0%

3.3. Frequéncia de germinagcdo de sementes

Mesmo com uma tendéncia de menor taxa de germinacdo nas sementes

de Clusia criuva expostas a solucdo proveniente do chapéu de sol, ndo foi

registrada uma diferenca estatistica

importante entre as

diferentes
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concentracdes e destas com o controle (Figura 18 e Tabela 4). No caso de
Tibouchina clavata, as sementes apresentaram maior taxa de germinacao na
placa de controle, mas embora tenha havido uma queda na porcentagem de
germinacdo das mesmas nas amostras expostas as diferentes concentragdes
de FrAgq com potencial alelopético, ndo foi registrada diferenca estatisticamente

significativa entre elas.

25 : : : . 25—
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Figura 18: Comparacdo da frequéncia de germinacdo (%) de sementes de Tibouchina
clavata e Clusia criuva expostas a diferentes concentracbes de FrAg de Terminalia

catappa.
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Tabela 4. Estatistica descritiva da germinacgéo (%) de sementes de Tibouchina clavata e
Clusia criuva expostas a diferentes concentragcfes de extratos de Terminalia catappa.
(para total de placas n=4.)

Clusia criuva N Média Erro Padréo CV%
Controle 4 16,56 7,77 188
250 4 3,44 1,35 157
500 4 4,06 1,39 136
1000 4 7,50 2,70 144
Tibouchina clavata
Controle 4 13,44 3,56 106
250 4 2,063 0,79 153
500 4 0,5 0,27 219
1000 4 0,25 0,17 273
25 0,6 25
20 0.5 20
S 04 g
15 E 515
g 03
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Figura 19: Comparacao dos indices de germinacdo de sementes de Tibouchina clavata e
Clusia criuva expostas a diferentes concentraces de FrAq de Terminalia catappa.
Legenda: Tempo Médio de Germinacgao (TMG); Velocidade Média de Germinacédo (VMG) e
indice de Velocidade de Germinac&o (IVG). Onde os resultados s&o expressos em TMG=
dias e VMG= sementes/dia.
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3.4. Germinacéo ao longo do tempo

Em relacdo a germinacdo acumulada, no caso de Clusia criuva, a
germinagao no controle ocorreu, em sua maioria, nos primeiros sete dias, se
mantendo estavel até o 14° dia, com novas germinagdes ocorrendo ap0s esse
periodo. As amostras expostas a FrAq e com diferentes concentracdes de
Terminalia catappa, apresentaram baixa taxa de germinacdo nesse tempo; a
excecao ocorreu na concentragéo de 1000mgL™, com pequeno um aumento na
ultima semana. Em Tibouchina clavata, as taxas de germinagdo iniciais
também foram maiores no controle e aumentaram pronunciadamente ao longo
do tempo. As amostras expostas a FrAq apresentaram baixissima taxa de

germinacao, cessando ao longo do tempo do experimento (Figura 20).
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Figura 20: Variacdo temporal da frequéncia de germinagcdo (% acumulada) de Clusia
criuva e Tibouchina clavata expostas a diferentes concentragdes de FrAq de Terminalia
catappa.
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O comprimento da radicula de T. clavata foi mais de quatro vezes maior

no controle do que na concentracdo de 250 mgL*; nas outras categorias nao

ocorreu crescimento apos a germinacdo (comprimento da radicula = 2 mm).

Em C. criuva ocorreu uma tendéncia de maior crescimento no controle e nas

categorias com menor concentracéo (250 e 500 mgL™) da FrAq (Figura 21).
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Figura 21 - Comparagcdo do comprimento da radicula (mm) de Tibouchina clavata e
Clusia criuva expostas a diferentes concentracdes (250, 500 e 1000 mgL™) de FrAq de

Terminalia catappa.
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Figura 22: Emissao de radicula em semente de Clusia criuva apds 14 dias de semeadura:
A. Plantula germinada de semente do grupo-controle; B. Plantula germinada de semente
exposta a FrAg em concentragdo de 1.000 mg L

Figura 23: Placas com sementes germinadas de Clusia criuva em agua
destilada, livre do extrato.
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E thhm-n--n‘a-...-.....

Figura 24: Placas com sementes germinadas de Clusia criuva submetidas a
FrAg a 1000mgL™.

Figura 25: Exemplar de sementes de Tibouchina clavata germinadas com
agua destilada, livre do extrato.
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Figura 26: Sementes de Tibouchina clavata germinadas submetidas ao extrato
a 1000mgL™.

4. Discusséao
Dentre as diversas classes de metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas, destacam-se no presente trabalho os Compostos Fendlicos. Estes
pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande diversidade de
estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel aromatico
(Figura 27) unido a um grupo hidroxila (RANGARI, 2009).

OH

Figura 27: Estrutura quimica central de um composto fendélico

Em relacdo as variadas classes de compostos fendlicos, destacam-se no
presente trabalho os taninos. Estes sdo compostos organicos amplamente
distribuidos no reino vegetal. Segundo Ribéreau-Gayon (1972) os usos mais

antigos do termo tanino eram relacionados a capacidade desses compostos de
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promover curtimento de couro. E fato também que os Taninos s&o importantes
componentes gustativos, sendo responsaveis pela adstringéncia de muitos
frutos e produtos vegetais (RANGARI, 2009).

Tradicionalmente o0s taninos sao classificados segundo sua estrutura
guimica em dois grupos: hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis
sdo caracterizados por um anel poliol central, geralmente B-D-glicose, cujas
funcbes hidroxila séo esterificadas com o &cido galico (Figuras 28, 29), sendo
deste modo chamados de Galhotaninos (SIMOES et al., 2008).

OH
HO OH

COOH

Figura 28: Acido galico.

OH

OH

OH

Figura 29: Estrutura quimica de um galhotanino.

A presenca de &cido gélico detectada na fragdo aquosa de T. catappa foi
uma importante constatacéo para que se fizessem os testes de germinacao. De
acordo com Rizvi & Rizvi (1992) os aleloquimicos podem afetar: 1- estruturas

citolégicas e ultraestruturais; 2- hormonios, tanto alterando suas concentracdes
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guanto o balanco entre os diferentes horménios; 3- membranas e sua
permeabilidade; 4- absor¢cdo de minerais; 5- movimento dos estématos, sintese
de pigmentos e fotossintese; 6- respiracdo; 7- sintese de proteinas; 8- atividade
enzimatica; 9- relagbes hidricas e conducao; 10- material genético, induzindo
alteragbes no DNA e RNA.

Woodson (1983) caracterizou o acido galico como um metabdlito secundario
especial, de ocorréncia ampla entre as plantas, o qual apresenta diversas
atividades biologicas. A acdo alelopética causada por &cido galico tem sido
relatada por véarios autores (SOUZA et al., 2006; SOUZA-FILHO et al., 2006;
CANDIDO et al. 2010; PESSANHA et al., 2010; ZHAO-UI LI et al., 2010).

Os resultados mostraram que, quanto a taxa de germinacdo das
sementes, T. clavata sofreu maior efeito alelopatico, mas mesmo C. criuva
apresentou uma tendéncia para 0 mesmo padrdo, indicando que T. catappa
tem efeito alelopatico sobre as duas espécies. Contudo, ndo foi registrada
diferenca estatistica significativa entre as concentracdes da FrAqg, o que indica

gue mesmo na menor concentracdo, o efeito alelopatico se manifesta.

A velocidade média de germinacdo (VMG) das sementes de Clusia
criuva foi menor nas placas com FrAq de concentracdes de 250 mgL™ e 500
mgL™ do que naquelas de controle. J4 em Tibouchina clavata, a situacéo se
inverteu: nas concentracbes acima, a velocidade média de germinacéo foi
maior. Isso poder evidenciar uma provavel influéncia dos metabdlitos
secundéarios de T. catappa nesse fator, de acordo com as caracteristicas
fisiologicas de cada espécie. Tal indicio deve ser investigado em trabalhos

futuros.

Os resultados demonstram que a atividade alelopatica inibitéria causada
por FrAg contendo o composto fendlico acido galico esta associada, nos testes
efetuados com sementes de Tibouchina clavata, a concentragcdo da FrAg, com
tendéncia geral positiva entre a intensidade de inibicdo e a concentracdo do
acido. Porém, os testes com sementes de Clusia criuva indicaram que o efeito

alelopético independe da concentracdo de FrAq utilizada. (Tabela 3).
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Em relacdo ao tempo médio de germinacéo de C. criuva, houve aumento
sob a acéo da FrAq; porém, o aumento em sua concentracdo nao influenciou
significativamente nesse tempo. Aparentemente, concentracbes da FrAq de
250 mgL*e 500 mgL*provocam um retardamento na germinagdo da espécie
enguanto que uma concentracdo de 1000 mgL™ reduz esse retardamento.

Nos testes feitos com T. clavata, concentracées maiores (500 mgL™ e
1000 mgL*) reduzem o tempo de germinacdo. No entanto, apesar do efeito
aparentemente favordvel no que tange ao tempo de germinagdo, a
germinabilidade média das sementes foi reduzida de forma crescente, a
medida que as concentracfes do extrato foram aumentadas. A possivel
influéncia da FrAq de T. catappa na aceleracdo da germinacdo das sementes

dessa espécie € outro fator a ser investigado em trabalhos futuros.

O crescimento da radicula foi mais afetado em T. clavata, ocorrendo
apenas nas sementes das placas de controle e da categoria com menor
concentracdo da FrAg (250 mgL*). Isso mostra que, mesmo na concentracao
mais baixa utilizada, alguns metabdlitos secundarios de T. catappa provocam
inibicdo na germinag&o ou no crescimento da radicula das espécies estudadas.
Pode-se inferir a necessidade de investigar se tal concentragdo ocorre na

natureza.

Apesar destes resultados aparentemente elucidativos, foi registrada uma
grande variacdo pelo Coeficiente de Variacdo (CV) o que pode indicar que
guatro amostras por nivel de tratamento séo insuficientes para detectar efeitos
mais significativos. Além disso, Cummings et al. (2012) afirmam que as
espécies exoticas tém um importante papel na selecdo das espécies que se
regeneram e que estes estudos vao além de bioensaios de alelopatia;
devendo-se incluir evidéncias de estudo de campo. De acordo como trabalho
desses autores, a identificac@o e incorporacdo de espécies alelopaticas nativas
em modelos de restauracdo pode ajudar a restauracdo pela supressdo

desproporcional de exadticas invasoras.

Este trabalho corrobora os resultados de Baratelli et al., que
comprovaram a atividade alelopatica de folhas verdes e frutos maduros da T.

catappa na inibicdo do crescimento de raizes de Lactuca sativa L. Os autores
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também perceberam que alelopatia pode desempenhar um importante papel no
sucesso da invasédo por T. catappa em ambientes plantados (ndo nativos), mas
assumiram que sao necessarios mais estudos para avaliar a significancia dos
alelogquimicos em espécies vizinhas que ocorrem na natureza com essa

espécie.

Outras espécies de Terminalia também possuem potencial alelopatico;
no trabalho de Manikandan et al., com folhas de Terminalia chebula Retz,
foram encontrados os seguintes acidos fendlicos: trans-ferulico, hidroquinona,
acido vanilico, acido siringico, &cido trans-cindmico, 4cido genetisico. Também
comprovaram potencial alelopatico inibitério em Cassia occidentalis L. e
Crotalaria retusa L. Gulzar et al., utilizaram concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10%
de extrato de Terminalia arjuna (Roxb. Ex DC.) Wight & Arn., que também
tiveram efeito inibidor na germinagcdo de sementes e no crescimento de
plantulas de ervas daninhas, devido a presenca de aleloquimicos na casca da
arvore (taninos, cardenoldides, triterpendides, saponinas, &acido elagico,

oligomeérico, proantocianidinas, fitoesterois, calcio, magnésio e zinco).

Assim sendo, a toxicidade pode ser atribuida ao efeito sinérgico e nao a

um Unico.

O efeito alelopatico causado por T. catappa em ambiente de restinga &
especialmente preocupante, ja que se trata de um ecossistema bastante fragil,
onde os fatores edaficos influenciam fortemente na fisionomia da vegetacgéo.
Pode-se lembrar de que Mitrovic et al. (2012) observaram que efeitos
alelopaticos de compostos fendlicos em ambiente natural ou em gestdo de
ecossistemas, contribuem para o fracasso da regeneracdo das florestas,
reduzem a germinacao e restringem o desenvolvimento radicular prejudicando

o0 equilibrio da agua e absorcao de nutrientes.

Como notado no trabalho de Sanches (2009), o manejo com erradicacéo
da Terminalia catappa nas Unidades de Conservacédo é desejavel e necessario:
a expanséo de espécies invasoras contribui para a reducao da biodiversidade e

extincado de espécies nativas antes mesmo de serem descritas.
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Alguns estudos do Instituto Horus (2014), no Estado do Espirito Santo,
no Brasil, indicaram que a cepa de Terminalia catappa rebrota apos o corte.
Este dado mostra que o desenvolvimento de pesquisas para total erradicacao

da espécie é inexistente e de extrema urgéncia.

A interacdo entre as espécies nativas que coexistem por um longo
periodo possibilita a tolerancia das toxinas, umas das outras, dessa forma as
espécies invasoras seriam susceptiveis a supressao alelopatica. No entanto, se
as espécies invasoras tém toxinas, e a comunidade existente carece de
resisténcia, o resultado pode ser a ruptura da comunidade vegetal existente
(CALLAWAY & ASCHEHOUG, 2000; FITTER, 2003). Isso influencia
diretamente na estrutura do banco de plantulas (que apresenta baixa

densidade e pouca capacidade de regeneracéo) e diversidade floristica.

Para gerir uma area é necessaria a compreensdo dos mecanismos
alelopaticos da Terminalia catappa no campo, sob uma variedade de fatores
ambientais, e como competicdo por recursos pode acentuar os efeitos da

alelopatia.

5. Conclusao

Este trabalho demonstra que a presenca de T. catappa em ambiente de
restinga pode afetar negativamente o desenvolvimento de duas espécies
nativas das fisionomias de Vegetacdo de Praia e Dunas e Escrube, e seus
resultados devem servir de embasamento para acdes de protecao e
recuperacdo desses ambientes, especialmente em locais sob protecdo do
governo, como € o caso do Parque Estadual da Restinga de Bertioga. No
entanto, maiores estudos Sao necessarios, para que sejam tracadas as
relacdes entre que o perfil quimico completo da espécie e suas agbes sobre

outras espécies de restinga.

Para o manejo sugere-se o enriquecimento das espécies do banco de
plantulas, retirada das mudas de T. catappa e a realizacdo de uma poda

regular nas arvores ja estabelecidas, para aumento da penetracdo de luz e
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diminuicAo da biomassa foliar (serrapilheira), além de manutencdo e

monitoramento regulares para evitar novas colonizacoes.
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APENDICE - Registro fotografico
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Foto 2: Dunas alcancando o curso do rio ltaguaré, que desagua na
praia de ltaguaré, Bertioga, SP.
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Foto 3: Exemplar de Terminalia cattapa L. (extraida de:
http://luirig.altervista.org/naturaitaliana/viewpics2.php?rcn=51492)
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Foto 4: Visdo da parte direita do ponto de coleta da restinga da Praia de
Itaguaré - Bertioga — SP.
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Foto 5: Visdo da parte esquerda do ponto de coleta na restinga da Praia de
ltaguaré - Bertioga — SP.

ey SRR

Foto 6: Exemplo de vegetagédo rasteira caracteristica da Vegetacéo de
Praia e Dunas da restinga da praia de ltaguaré — Bertioga - SP.
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Foto 7: Placas de Petri com sementes de Clusia criuva alocadas na Camara
de germinacéo.

Foto 8: Inicio da germinacéo de Clusia criuva.



Foto 9: Medicdo final do maior exemplar de Clusia criuva.
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