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Graduag@o do Centro de Ciéncias Agrarias da UFAL, sob a Presidéncia do Prof. Dr. Renan
Cantalice de Souza, reuniu-se a Banca Examinadora para Defesa Piblica de Tese da Engenheira
Agronoma Juliana Campana Pereira, aluna do Curso de Doutorado em Protecdo de Plantas da
UFAL, com o titulo: “Potencial alelopatico e estudo fitoquimico dos extratos aquosos e
etandlicos de Canavalia ensiformes (L.) DC e Paspalum maritimum TRIND”. A Banca
examinadora ficou assim constituida: Prof. Dr. Renan Cantalice de Souza (CECA-UFAL) -
Orientador - Membro Titular, Prof* Dr.* Vilma Marques Ferreira (CECA-UFAL) - Membro
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Banca Examinadora iniciou os trabalhos passando a palavra ao Dr. Jodo Gomes da Costa e, logo
apos, foram ouvidos os comentarios e analises dos outros componentes da Banca. Terminada a
defesa, procedeu-se o julgamento pelos membros examinadores, sendo a candidata
APROVADA. A candidata foi informada que tera um prazo de sessenta (60) dias para entregar
na Coordenacdo do Curso os exemplares da Tese com as modificagdes sugeridas pela banca
examinadora e apresentar o comprovante de submissdo de pelo menos dois artigos extraidos de
sua Tese para expedigdo do Diploma de Doutora em Protecdo de Plantas. Para constar, lavrou-se
a presente ata, que vai assinada pelos Senhores Membros da Banca Examinadora e por mim,
Maxwell Maclon Silva Guilherme, Secretario. Rio Largo (AL), 5 de maio de 2017.
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RESUMO

Existem plantas que possuem caracteristicas alelopaticas, ou seja, capacidade de interferir na
germinacdo de sementes e no desenvolvimento de outras plantas por meio de substancias que
sdo liberadas no ambiente. Algumas espécies daninhas podem ter um efeito alelopéatico sobre
os sistemas de plantio através da liberacdo dos aleloquimicos pelas sementes, folhas, raizes ou
residuos vegetais, e assim, provocar alguma interferéncia na espécie vizinha. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar o potencial alelopatico dos extratos aquoso e etandlico de
Paspalum maritimum Trind. e Canavalia ensiformis (L.) DC., bem como realizar o estudo
fitoquimico de P. maritimum e a identificacdo dos metabdlitos secundarios de C. ensiformis.
Lactuca sativa, Digitaria insularis, Emilia coccinea e Portulaca oleracea foram utilizadas
como espécies receptoras. Para avaliar o potencial alelopatico, foram utilizados os extratos
aquoso e etandlico da parte aérea e radicular de P. maritimum e apenas a parte aérea de C.
ensiformis. Os efeitos potencialmente alelopaticos foram avaliados por meio de testes de
germinacdo, crescimento inicial de plantulas, matéria seca e indice de velocidade de
germinacdo. Foi realizada a andlise fitoquimica do extrato de P. maritimum para a
identificacdo dos grupos pertencentes dos metabolitos secundarios; e para C. ensiformis foi
utilizada a técnica da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para identificacdo
dos metabdlitos secundarios. Foram detectadas, na fracdo mais ativa da parte aérea de P.
maritimum, a presenca de taninos condensados, chalconas e auronas, flavononas, esterdides e
saponinas. O extrato aquoso da parte radicular de Paspalum maritimum ndo possui efeito
alelopatico, porém o extrato aquoso da parte aérea, e o etandlico, de ambas as partes da
planta, causaram efeito alelopatico nas espécies receptoras. A P. oleraceae € a espécie mais
sensivel aos efeitos alelopaticos do extrato aquoso de C. ensiformis. A parte aérea de C.
ensiformis contém acidos fendlicos (&cido clorogénico, &cido ferulico, acido cafeico),
flavondides (kaempferol, naringina e rutina) e acidos carboxilicos (&cido citrico, acido
maldnico e acido aspartico), podendo ser os responsaveis pela atividade alelopatica dessa
espécie.

Palavras-chave: Paspalum maritimum, Canavalia ensiformis, alelopatia, metabdlitos
secundarios.



Allelopathic potential and phytochemical study of the aqueous and ethanolic extracts of
Canavalia ensiformis (L.) DC and Paspalum maritimum Trind.

ABSTRACT

There are plants that have allelopathic characteristics, that is, the ability to interfere on seed
germination and on development of other plants by substances that are released into the
environment. Some weeds may have an allelopathic effect on planting systems through the
release of allelochemicals by seeds, leaves, roots or plant residues, and thus cause some
interference in the neighboring species. The present work aimed to evaluate the allelopathic
potential of the aqueous and ethanolic extracts of Paspalum maritimum Trind. and
Canavalia.ensiformis (L.) DC., as well as to perform the phytochemical study of P.
maritimum and the secondary metabolites identification of C. ensiformis. The Lactuca sativa,
Digitaria insularis, Emilia coccinea and Portulaca oleracea species were used as recipient
species. To evaluate the allelopathic potential, the aqueous and ethanolic extract of the aerial
and root part of the P. maritimum donor species and only the aerial part of C. ensiformis were
carried out. Potential allelopathic effects were evaluated by germination tests, initial seedling
growth, dry matter and germination speed index. For P. maritimum, a phytochemical analysis
of the extract was performed to identify the groups belonging to the secondary metabolites;
and for C. ensiformis the High Efficiency Liquid Chromatography (HPLC) technique was
used to identify the secondary metabolites. The presence of condensed tannins, chalcones and
aurones, flavonones, steroids and saponins were detected in the most active fraction of the P.
maritimum aerial part. The aqueous extract of the root part of Paspalum maritimum has no
allelopathic effect, but the aqueous extract of the aerial part, and the ethanolic of both parts of
the plant, had an allelopathic effect on the recipient species. P. oleraceae is the species most
sensitive to the allelopathic effects of the aqueous extract of C. ensiformis. The aerial part of
C. ensiformis contains phenolic acids (chlorogenic acid, ferulic acid, caffeic acid), flavonoids
(kaempferol, naringin and rutin) and carboxylic acids (citric acid, malonic acid and aspartic
acid), they can responsible for the allelopathic activity of this species.

Keywords: Paspalum maritimum, Canavalia ensiformis; allelopathy, secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO GERAL

A interferéncia que as plantas daninhas exercem nas culturas de interesse econdmico é
um dos principais problemas da agricultura moderna. Devido sua agressividade, essas plantas
afetam a eficiéncia do uso da terra, sendo o principal componente dos custos de manutencgéo
de lavouras e pastagens, causando perdas na producdo, reducdo da qualidade do produto
agricola e disseminacédo de pragas e doencas.

Dada sua relevancia, as plantas daninhas sempre desempenharam um importante papel
em toda a domesticagdo de plantas cultivadas, que exigiam constantemente o
desenvolvimento e aperfeicoamento dos métodos de controle. Apesar da contribuicdo
significativa dos métodos convencionais de controle de plantas daninhas, quimico, fisico e
mecanico, na melhoria da produtividade das culturas, certos desafios também estdo associados
a eles, tornando cada vez mais necessario 0 uso de op¢oes de manejo diversificadas.

A supressdo de plantas daninhas através do aproveitamento do fenémeno alelopatico
esta incluido entre os métodos de controle inovadores importantes. A definicdo mais ampla de
alelopatia foi proposta pela Sociedade Internacional de Alelopatia como um processo
envolvendo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, algas, bactérias e fungos que
influenciam no crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos (IAS,
1996).

Além de contribuir na busca por novas moléculas de herbicidas, os efeitos alelopaticos
podem diminuir o uso de herbicidas sintéticos, possibilitando ainda o manejo e controle das
plantas daninhas por meio de rotacdo de culturas e sistemas adequados de semeadura entre
espécies. E certo que o conhecimento detalhado das reagdes alelopaticas das plantas permite
melhorar 0 manejo da produgdo agricola. Um grande nimero de moléculas bioldgicas dentre
diversos grupos quimicos pode exibir atividade alelopética. E notorio que em sua maioria 0s
aleloquimicos sdo produtos do metabolismo secundario, com algumas excecOes de
metabolismo primario (ALBUQUERQUE et al., 2011).

A existéncia da alelopatia pode ser comprovada por meio do monitoramento do efeito
deste produto sobre as principais funcdes das plantas receptoras. As pesquisas neste sentido
tém permitido concluir que os metabdlitos secundarios interferem em muitos dos processos
fisiologicos da planta, como a germinagdo das sementes e no crescimento das plantas. A partir
dessas evidéncias, sdo realizados estudos para identificar os compostos envolvidos neste
processo. Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos nos Gltimos anos para estudar plantas

com possivel potencial alelopatico, dentre elas, a espécie Canavalia ensiformis (L.) DC,
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popularmente conhecida como feijao-de-porco, tem sido relatada como uma importante
cultura com efeitos alelopaticos (COSTA; PESSANHA; DUQUE, 1996; SOUZA FILHO,
2002; FONTANETTI et al., 2004; SANTOS et al., 2005; MENDES; REZENDE, 2014).
Além disso, a busca por espécies com esse potencial deve ser uma constante e nesse sentido,
Paspalum maritimum Trind., conhecida como capim-gengibre, pode se destacar, uma vez que
é umas das espécies de planta daninha que se notabilizam pela alta capacidade de invadir as
areas cultivadas, formando verdadeiras colbnias puras, dominando rapidamente a area,
apresentando possivel efeito alelopatico (SOUZA FILHO, 2006; SOUZA FILHO;
MOURAO, 2010).

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial alelopatico
dos extratos aquosos e etanolicos de Paspalum maritimum Trind. e Canavalia ensiformis (L.)
DC., bem como realizar o estudo fitoquimico de P. maritimum e a identificacdo dos

metabdlitos secundarios de C. ensiformis.
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2. REVISAO DE LITERAURA

2.1 Plantas daninhas

Historicamente, o desenvolvimento da atividade agricola é limitado pelo
aparecimento de uma comunidade de plantas extremamente agressiva e diversificada,
conhecidas como plantas daninhas. Essas plantas impdem perdas expressivas a producdo e
reduzem a lucratividade e a capacidade competitiva dos empreendimentos agricolas. Elas sao
0s principais problemas de ordem econémica a restringir os investimentos agropecuarios e
representam o principal componente dos custos e manutencdo das lavouras e pastagens
(SOUZA FILHO, 2014).

Em termos simples, uma planta pode ser considerada daninha se estiver direta ou
indiretamente prejudicando determinada atividade humana (CONCENCO et al., 2014).
Durante o processo de evolucdo das plantas daninhas, diversos mecanismos lhe conferiram
alta agressividade. Alem dos mecanismos de agressividade, mecanismos de sobrevivéncia
foram aprimorados, permitindo que essas espécies persistam no ambiente mesmo em
situacOes adversas (CONCENCO et al., 2014).

Quando se observam as areas agricolas, pastagens ou reflorestamentos, os efeitos
negativos que ocorrem no crescimento, desenvolvimento e produtividade da planta cultivada,
em virtude da convivéncia com as plantas infestantes, ndo deve ser atribuido exclusivamente a
competicdo imposta por essas Ultimas, mas sdo em Ultima analise, resultado de pressdes
ambientais que sdo direta (competicdo, alelopatia, interferéncia na colheita e outras) ou
indiretamente (hospedeiro alternativos de pragas e moléstias e outras) ligadas as suas
presencas nos ambientes agricolas (PITELLI, 2014).

As plantas daninhas sempre desempenharam um papel em toda a domesticacdo de
plantas cultivadas que exigiam praticas de controle (ZIMDAHL, 2013). Ao longo do tempo,
ferramentas manuais foram desenvolvidas para cultivar o solo e também com a finalidade de
controla-las. Capinar ou rocgar, estavam entre os antigos métodos de controle (YOUNG et al.,
2014). A diminuigdo da disponibilidade e o aumento do custo com mé&o de obra estéo entre 0s
principais desafios na capina manual (CARBALLIDO et al., 2013; GIANESSI, 2013). O
controle mecénico requer o revolvimento do solo, o que pode perturbar a estrutura, diminuir
sua fertilidade, além de possuir um custo elevado e pouca durabilidade (BOND e GRUNDY,
2001; SMITH et al., 2011).

O controle quimico tem sido uma ferramenta efetiva no manejo dessas espécies

indesejaveis, ajudando a manter baixa a infestacdo e, assim, favorecer a producdo da cultura
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de interesse econdmico. Contudo, o uso indiscriminado de herbicidas com o mesmo
mecanismo de acdo resulta no surgimento de espécies resistentes (LLWELLYN e POWLES,
2001; POWLES, 2008; FAROOQ et al., 2011; ANNETT et al., 2014; STARLING et al.,
2014). E cada vez maior a necessidade de descoberta de novas moléculas de herbicidas, visto
gue o numero de espécies resistentes aos compostos tradicionais estd aumentando (INDERJIT
e BHOWMIK, 2002).

A incorporacgéo de substancias com atividade alelopatica na agricultura pode também
reduzir a poluicdo ambiental e aumentar a producédo agricola através do manejo sustentavel de
plantas daninhas (PARVEZ et. al., 2003; SODAEIZADEH et al., 2009). Os compostos
naturais tém vérias vantagens sobre os compostos sintéticos, como maior solubilidade em
agua, auséncia de moléculas halogenadas e menor meia vida (DUKE et al, 2000).

Assim, na agricultura, as plantas que possuem potencial alelopatico podem ter varias
utilizagGes para o controle das plantas daninhas, bem como contribuir na busca por defensivos
agricolas; compreensdo do antagonismo de cultivo consorciado; diminuicdo do uso de
herbicidas sintéticos, manejo e controle das plantas daninhas por meio de rotacéo de cultivos e
sistemas adequados de semeadura entre espécies (MALLIK e OLOFSDOTTER, 2001;
VENZON; PAULA JUNIOR; PALLINI, 2005).

2.2 Breve historia da alelopatia

A capacidade de algumas espécies afetarem o desenvolvimento de outras plantas tem
sido relatada desde a antiguidade. Singh, Batish, Kohli (2001) relatam que diversas
referéncias historicas na literatura apontam os efeitos de uma planta sobre outras através da
liberacdo de substancias quimicas no ambiente, desde Theophrastos, o pai da botanica, 300
a.C., ao observar gque o gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) causava efeito prejudicial em outras
plantas. Desde entdo, muitos autores descrevem varias espécies que provocam interferéncias
em plantas (SCHREINER e REED, 1907; MASSEY, 1925; SOUZA et al., 2006; GATTI et
al., 2010; INOUE et al., 2010; SUWITCHAYANON e KATO-NOGUCHI, 2014;
FIORENZA et al., 2016).

Contudo, segundo Putnam e Duke (1978) e Rice (2013), foi a partir de 1937 que o
termo alelopatia comecou a ser usado por Molish, para descrever qualquer interacédo
bioquimica entre plantas e microorganismos, positivas ou negativas. Segundo Singh, Batish,
Kohli (2001), Hans Molish adotou o termo alelopatia derivado de duas palavras gregas: allelo
(mutuo) e pathos (prejuizo). Esses autores relatam ainda que os trabalhos no campo da
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alelopatia pouco avancaram no periodo p6s-Molish até a década de 60, quando Muller e seus
colaboradores (MULLER, MULLER e HAINES, 1964; DEL MORAL e MULLER, 1969;
CHOU e MULLER, 1972) realizaram alguns trabalhos pioneiros e classicos na California.
Mais tarde Rice em 1984, revolucionou este campo com seus trabalhos cientificos e
exaustivos escritos. Devido ao interesse de varios pesquisadores por esse tema, a alelopatia é
uma ciéncia interdisciplinar com madltiplas abordagens (INDERJIT, DAKSHINI e FOY,
1999).

Além da descricdo do significado de alelopatia abordada por Molish, outros autores
também deram diversas definigdes. Szczepanski (1977) definiu alelopatia como a
interferéncia provocada por substancias quimicas produzidas por certos organismos e que, no
ambiente, afetam outros componentes da comunidade. Putnam e Duke (1978) consideram
alelopatia como efeitos prejudiciais de plantas de uma espécie (doadora) na germinacdo, no
crescimento e no desenvolvimento de plantas de outras espécies (receptoras). Alelopatia €
definida pela Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS, 1996) como um processo
envolvendo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, algas, bactérias e fungos que
influenciam no crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e biologicos. Rice
(2013) relata que alelopatia pode ocorrer entre microorganismos, entre microorganismos e

plantas, entre plantas cultivadas ou entre plantas daninhas e plantas cultivadas.

2.3 Alelopatia e seus efeitos

A alelopatia esta fortemente relacionada as interagcdes planta-ambiente (BLANCO,
2007). Macias et al. (2007) relatam que o fenémeno alelopatico desempenha importante papel
nos agroecossistemas e leva a ampla gama de influéncias e interacbes nas comunidades
bidticas. A interferéncia sobre o desenvolvimento de outras plantas pode ser indireta, por
meio da transformagdo quimica e ou bioldgica dessas substancias no solo, e pela atividade de
microorganismos (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Tais influéncias e interagdes sé&o
principalmente consequéncia da liberacdo de aleloguimicos das plantas doadoras, que
geralmente tem efeitos nocivos sobre as plantas receptoras, mas se constituem em vantagem
seletiva para o doador. Esse mecanismo de defesa das plantas foi adquirido ao longo de um
processo de evolucdo e influencia direta e indiretamente as plantas vizinhas (CHOU, 2006).

Os efeitos alelopaticos sdo produzidos por diferentes metabdlitos secundarios. Esses
metabdlitos tém sido identificados molecularmente, através de métodos de extracéo,
isolamento, purificacdo e identificagio (FERREIRA e AQUILA, 2000). Assim, eles podem
ser fontes potenciais de herbicidas, sendo utilizados no controle de plantas daninhas. O
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conhecimento sobre os metabdlitos secundarios sugere que eles atuam em conjunto, ao invés
de um Unico composto principal, e ttm mais de uma funcdo (BELZ, 2007). Sua natureza
quimica é muito diversa e alguns s6 atuam quando em presenca de outros, em combinacdes e
proporcOes especificas (ALMEIDA, 1988). Existem ainda substancias que precisam passar
por alteragdes para se tornarem aleloquimicas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

De acordo com Miller (1996), o efeito alelopatico pode ser classificado em dois tipos:
sendo um a autotoxicidade, que € um mecanismo intraespecifico de alelopatia que ocorre
guando uma espécie de planta libera determinada substancia quimica e esta inibe ou retarda a
germinacao e o crescimento de plantas da propria espécie; e 0 outro a heterotoxicidade, ocorre
quando uma substancia com efeito fitotoxico é liberada por determinada planta afetando a
germinacdo e o crescimento de plantas de outra espécie.

Os alelogquimicos liberados pela espécie doadora podem interferir em varios processos
fisiolégicos da espécie receptora, tais como a divisdo e alongamento celular (ZHANG et al.
2010; SILVA; OVERBECK; SOARES, 2014), respiracdo (HEJL e KOSTER, 2004;
MARTINEZ-OTERO; GONZALEZ; REIGOSA, 2005, MUSHTAQ; SUNORARA;
MATSUMOTO, 2013), fotossintese (QIAN et al., 2009), estrutura e permeabilidade da
membrana celular (CHOU, 1999; REIGOSA; SANCHEZ-MOREIRAS, A.; GONZALES,
1999), afetando a absorcdo de nutrientes minerais (FAGERIA e STONE, 2006), sintese
proteica, lipidica e de acidos graxos (FERREIRA; MEDEIRQOS; SOARES, 2008), atividade
enzimatica, entre outros (WEIR; PARK; VIVANCO, 2004, ZHOU e YU, 2006). Estas
perturbacdes fisiologicas em escala celular podem explicar a inibicdo, ou o estimulo, das
principais fases de desenvolvimento das plantas, tais como germinacdo (PRATI e
BOSSDORF, 2004; FERREIRA, 2004; KADIOGLU; GNIAZDOWSKA e BOGATEK 2005;
ABHILASHA et al., 2008; DASTAN et al., 2014), florescimento e frutificacdo (KROHN e
FERREE, 2005). Segundo Pedrol et al. (2006), a inibicdo da germinagdo das sementes e do
crescimento inicial das plantulas é a etapa mais afetada e os efeitos fisiolégicos causados por
interacdes alelopaticas sdo respostas secundarias de efeitos primarios que ocorrem no
metabolismo das plantas.

Além desses fatores, ha relatos na literatura que os aleloquimicos exercem efeitos nas
espécies receptoras induzindo o estresse oxidativo, devido a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (como o H20>), que atuam de forma direta ou como sinalizadores nos processos de
degradacdo celular, gerando efeitos danosos a processos fisiologicos vitais, alterando o
desenvolvimento e uniformidade da cultura (BAIS et al, 2003; BOGATEK;,
GNIAZDOWSKA, 2007; ALMEIDA et al., 2008; DA SILVA et al., 2012).
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2.4 Localizacao e Vias de liberacdo dos compostos alelopaticos

Aleloquimicos podem ser encontrados em diferentes concentracdes e em varias partes
de plantas, como nas folhas, caules, raizes, rizomas, sementes, flores e polen (GATTI,
PEREZ; LIMA, 2004; KRUSE; STRANDBERG; STRANDBERG, 2000; GUSMAN et al.,
2011). A quantidade e o caminho de liberagdo no ambiente variam entre as espécies (TAIZ e
ZEIGER, 2013). Em algumas plantas a liberag&o de aleloquimicos em concentrages ativas so
comeca apos a planta atingir um determinado estadio de crescimento (INDERJIT, 1996).

As folhas das plantas sdo os Orgdos mais ativos metabolicamente, e por isso,
provavelmente apresentam maior diversidade de alelogquimicos (DORNING e CIPOLLINI,
2006; RIBEIRO et al. 2009). Jacobi e Ferreira (1991) encontraram efeitos alelopaticos mais
efetivos nos extratos de folhas de Mimosa bimucronata. Aires, Ferreira e Borghetti (2005)
trabalhando com Solanum lycocarpum, também chegaram a essa conclusdo. Ha& outros
trabalhos que relataram maior efeito alelopatico da parte aérea comparado a parte radicular da
planta (TAWAHA e TURK, 2003; RIBEIRO et al., 2009). Moameri, Khalali e Tavili (2011)
observaram que o0 extrato da parte aérea de Haloxylon aphyllum apresentou maior potencial
alelopatico comparado ao extrato da parte radicular, possivelmente devido a maior
concentracdo de aleloquimicos nas folhas.

Borges, Silva e Lopes (1994) também afirmam que todos os érgdos da planta possuem
potencial para armazenar aleloquimicos, mas a natureza quimica e a quantidade podem variar
com a idade e o 6rgao da planta, além de outros fatores. Por isso, as espécies apresentam
diferentes respostas alelopaticas de compostos de diferentes 6rgdos de uma mesma planta,
como j& constataram Gatti et al. (2010), em Aristolochia esperanzae (Aristolochiaceae),
Souza Filho et al. (2010), em trés espécies de Copaifera (Leguminosae), Coelho et al. (2011),
em Ziziphus joazeiro Mart (Rhamnaceae).

Albuquerque et al. (2011) apresentam as vias conhecidas de liberacdo dos
aleloquimicos consistem da deposicdo das folhas sobre a superficie do solo e exsudacdo dos
compostos por meio de lavagem por chuvas (1); exsudacdo dos compostos volateis de partes
verdes da planta (2); decomposicao de residuos vegetais (por exemplo, serapilheira ou raizes

mortas) (3); e exsudacdo radicular (4) (Figura 1).
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Figura 1. Possiveis vias de liberacdo dos aleloquimicos no ambiente (adaptado de
ALBUQUERQUE et al., 2011).
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Para causar algum efeito nas espécies receptoras, a liberacdo dos aleloquimicos deve
ocorrer de forma continua, de modo que os efeitos persistam até as culturas subsequentes
(RODRIGUES et al., 1999). Os microrganismos do solo podem transformar rapidamente os
compostos liberados, desativando-os ou dando origem a compostos de efeito alelopatico mais
potentes ligados a matriz do solo (BATISH et al., 2008; KAUR et al., 2009; ZHU; ZHANG,;
MA, 2011).

Diferente dos herbicidas, os aleloquimicos sdo fitotoxinas geralmente fracas que
exercem 0s seus efeitos em baixas concentragdes, mas constantes ou crescentes durante
longos periodos (DUKE, 2015). Uma vez que esses aleloquimicos estdo disponiveis no
ambiente, hd algumas hipoteses sobre como eles podem ser transferidos para a planta alvo.
Eles podem ser transferidos pelo contato célula-célula ou o contato fisico da raiz com o
composto alelopatico, sendo essa a forma de absor¢do mais importante (INDERJIT e DUKE,
2003).

2.5 Formas de deteccao de efeito alelopatico

Ao longo dos anos, pesquisadores vém elaborando formas de comprovar a existéncia
da alelopatia e dos compostos envolvidos neste processo. Wardle (1987) listou cinco critérios
para provar a existéncia da alelopatia, envolvendo os seguintes pontos: 1 - as plantas sob
investigacdo devem produzir uma toxina; 2 - as plantas devem ser capazes de liberar essa
toxina para o ambiente; 3 - a concentracdo da toxina deve estar em niveis inibitorios; 4 -

outras plantas (receptoras) devem ser susceptiveis a toxina; 5 - e 0s outros fatores promotores
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de interferéncia, os quais poderiam influenciar as observacgdes, devem ser eliminados.

Embora esses critérios sejam considerados satisfatérios pela comunidade cientifica,
ainda assim a alelopatia precisa ser confirmada. De acordo com Wardle (1987), a unica
maneira de se obter essas provas € evidenciar que 0os compostos produzidos e liberados pela
planta sdo absorvidos por espécies receptoras, provocando manifestacbes em seu
desenvolvimento, podendo ser inibitorio ou estimulante. Williamsom (1990) relata que uma
questdo importante que se deve atentar nos testes alelopaticos é que, normalmente, os efeitos
alelopaticos dos extratos resultam mais das atividades sinergéticas de varios aleloquimicos do
que da atividade de um produto isolado.

Uma maneira de se avaliar o modo de acdo de um aleloquimico especifico, seria por
meio do monitoramento do efeito deste produto sobre as principais fungdes das plantas. As
pesquisas neste sentido tém permitido concluir que os aleloquimicos interferem em muitos
dos processos metabolicos primarios e no sistema de crescimento das plantas. O teste mais
utilizado para avaliar a atividade dos aleloquimicos é a inibicdo, ou algumas vezes o estimulo,
da germinacdo de sementes. Testes de germinacdo sdo usados comumente para avaliar a
sensibilidade de espécies receptoras aos aleloquimicos (KORDALI; KOTAN; CAKIR, 2007;
PIRZAD et al., 2010; MALHEIROS et al., 2014). Globalmente estes testes seguem 0 mesmo
método: a incubagdo das sementes com varias concentracdes de compostos potencialmente
alelopaticos e comparacéo do indice de velocidade de germinacéo e/ou a taxa de germinacgéo
(CHIAPUSIO et al., 1997).

Ferreira e Borghetti (2004) ressaltam, entretanto, que em algumas situacdes o efeito
alelopético pode ndo ocorrer sobre a germinacdo, e sim sobre outra variavel. Ferreira e Aquila
(2000) também evidenciaram o fato de que a germinacdo é menos sensivel aos metabdlitos
secundarios do que o crescimento das plantulas. Mird et al. (1998) e Aquila (2000)
observaram em seus estudos que o efeito alelopatico é mais pronunciado sobre o
desenvolvimento inicial de uma plantula alvo quando comparado a germinacéo, ja que este
ultimo processo utiliza reservas da propria semente. Chiapusio et al. (1997) indicam que,
apesar da porcentagem de germinacdo ser um indice muito utilizado, a mesma néo evidencia
outros aspectos do processo germinativo, por englobar apenas resultados finais, ignorando
atrasos ou periodos inativos de germinacao durante a avaliacéo.

Vérios estudos de alelopatia revelam que as raizes sdo mais sensiveis aos
aleloquimicos que a parte aérea da plantula (BAGCHI; JAIN; KUMAR, 1997; CHUNG;
AHN; YUN, 2001; HAMDIL.; INDERJIT; STREIBIG, 2001; RAHMAN 2006; PUNJANI;
PATEL; PATEL, 2006; OLIVEIRA e CAMPQOS, 2006; ERCOLI et al., 2007; BARBOSA,
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PIVELLO; MEIRELLES, 2008; BORELLA et al., 2009; INOUE et al., 2010; GUSMAN,;
YAMAGUSHI; VESTENA, 2011; GRISI et al., 2012; NERY et al., 2013). De acordo com
Chon, Coutts e Nelson (2000), as raizes sdo geralmente mais sensiveis as substancias
presentes nos extratos, quando comparada com outras estruturas da plantula, devido ao
contato direto e prolongado das mesmas com o extrato (aleloquimico) e/ou a uma resposta
fisiologica distinta entre estruturas (FERREIRA e AQUILA, 2000). A inibicdo do
crescimento e desenvolvimento das raizes por aleloquimico pode ser devida as alteracdes na
sintese de DNA em células do meristema apical, alteracdo do metabolismo mitocondrial
(ABRAHIM et al., 2000) ou altera¢Ges nos indices mitdticos de células (DAY AN et al., 1999;
ROMAGNI; ALLEN; DAYAN, 2000; PIRES et al., 2001; FERREIRA, 2004; IGANCI et al.,
2006). O crescimento da raiz € caracterizado por altas taxas metabolicas, e por esta razdo as
raizes sdo altamente suscetiveis a estresses ambientais, tais como aleloguimicos em substrato
(CRUZ - ORTEGA et al., 1998).

Ao nivel celular, o aleloquimico induz a peroxidacdo de lipidios, afeta certas
atividades enzimaticas e despolariza rapidamente a membrana da célula de raiz, o que resulta
em um aumento generalizado na permeabilidade da membrana, bloqueando assim a absorcéo
de nutrientes de plantas (SANTOS; RESENDE, 2008). De acordo com Souza Filho e Alves
(2000), o efeito de extratos sobre o desenvolvimento radicular impede o desenvolvimento de
plantas daninhas, favorecendo assim o crescimento de espécies de cultivo. Khanh et al.
(2005) relataram que o nivel mais elevado da inibicdo da planta por alelopatia pode ocorrer
guando os niveis maximos de aleloquimicos coincidem com o0s estagios iniciais de

desenvolvimento.

2.6 Metabdlitos secundarios com funcéo alelopética

Os metabdlitos secundarios sdo sintetizados pela planta como um mecanismo de
defesa quando sofre algum tipo de estresse. Os aleloquimicos sdo resultantes do metabolismo
secundario e responsaveis por produzir os efeitos alelopaticos sobre o metabolismo de
espécies receptoras (TAIZ e ZEIGER, 2013). Diferentes tipos de estresses abioticos e bidticos
podem alterar a producéo e liberacdo de aleloquimicos durante o ciclo vital de plantas. Seca,
irradiacdo, temperatura, limitagdo de nutrientes, doengas e danos causados por insetos,
variacdo sazonal tem sido apontados como fatores que afetam a biossintese e podem causar
aumento da liberacdo de aleloquimicos de plantas alelopaticas (EINHELLIG, 1996; VIDAL e
BAUMAN, 1997; CSEKE e KAUFMAN, 2006; VIECELLI; CRUZ-SILVA, 2009). Eles séo

biossintetizados em organelas celulares, e estocados em estruturas especializadas (vacuolos,
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parede celular, superficies cerosas), com a finalidade de proteger os processos metaboélicos da
planta de seus efeitos toxicos. Essas estruturas estdo geralmente localizadas em areas onde
poderiam, provavelmente, ser efetivas na defesa dos varios Orgdos das plantas
(GERSHENZON e CROTEAU, 1993).

Entre individuos da mesma espécie, e de espécies diferentes, existe variacdo
qualitativa e quantitava dos metabdlitos secundarios (KROYMANN, 2011), sendo que as
caracteristicas bioguimicas e fisioldgicas destes aleloquimicos dependem da atividade que
desempenham na planta (WINK, 2010). H& uma grande variedade de metabolitos secundarios
com potencial alelopético ja identificados, como os acidos graxos, acidos aromaticos, acidos
fendlicos, aldeidos, lactonas, cumarinas, quinonas, terpenos, sesquiterpenos, fendis, taninos,
alcaldides, flavonoides, terpendides e esterdides, etc. (CATUNDA et al., 2002; TUR;
BORELLA; PASTORINI, 2010, LI et al., 2010; SINGH, SAHARAN e BHANDARI, 2014).
Estes metabdlitos estdo divididos em trés principais grupos: compostos fenolicos, terpenos e
alcaldides (FERREIRA e AQUILA, 2000; RICE, 2013).

Os compostos fenodlicos sdo derivados a partir da via do &cido chiquimico e a via do
acido mevaldnico, sendo esta menos significativa (SUTELA et al.,, 2009; BOUVIER;
DOGBO; CAMARA, 2003).; os terpenos a partir de acetil CoA ou de moléculas glicosidicas
como o piruvato; e a origem dos alcal6ides € a partir de aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina, triptofano e lisina), os quais sdo derivados do &cido chiquimico, e também de
aminoéacidos alifaticos (ornitina, lisina). (PUTNAM, 1988; INDERJIT, 1996) (Figura 2)

Figura 2. Vias dos metabodlitos secundarios: compostos fendlicos, terpenos e alcaloides.
(adaptado de Santos, 2004).
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2.6.1 Compostos Fenolicos

Os compostos fenolicos, também chamados de fendis, compreendem o maior grupo de
metabolicos que foram identificados como alelopaticos, com aproximadamente 10.000
compostos (INDEJIT e DUKE, 2003; TAIZ e ZEIGER, 2009; CARMO et al., 2007). Eles
possuem um anel aroméatico com um grupo hidroxila agregado e a maioria dos compostos
fendlicos ndo sdo encontrados em estado livre na natureza, mas na forma de ésteres ou
heterosideos, sendo, portanto, sol(veis em agua e solventes organicos (SIMOES et. al, 1999).
Dentre eles, destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos
e ligninas (SHAHIDI; NACZK, 1995; LARCHER, 2000).

Os flavondides possuem esqueleto bésico de dois anéis aromaticos unidos por uma
ponte de trés 4&tomos de carbono (SIMOES et al., 2004). S&o compostos polifendlicos soluveis
em agua e as caracteristicas que definem sua classificacdo sdo baseadas na quantidade de
grupos hidroxilas e presenca ou auséncia de cetonas. Podem ser subdivididos nas seguintes
classes principais: flavonoides, flavonas, flavanonas, catequinas, chalconas, auronas,
antocianinas, antocianidinas, leucoantocianinas, proantocianinas, isoflavonoides, entre outros
(DORNAS et al, 2007; IBRAHIM et al., 2015). S&o 0s compostos naturais mais presentes nas
plantas e possuem funcBes de pigmentos, atrativos ou repelentes de herbivoros, acdes
antimicrobianas, afetam a germinacdo do tubo polinico, atuam na protecdo contra radiacdo
UV, apresentam efeitos alelopaticos, sendo capazes de inibir a germinacéo e o crescimento de
plantas, influenciam no transporte de auxinas; modulam os niveis das espécies reativas de
oxigénio (EROS) (MACIAS et al., 1997; YANG; LAMPRECHT; LIU, 2000; SHIMOQOJI e
YAMASAKI, 2005; HOAGLAND e WILLIAMS, 2004; BAIS et al., 2006; PEER e
MURPHY, 2007; FRANCO et al., 2016). Possuem também a atividade de antioxidantes,
devido a capacidade de capturar varias espécies oxidantes, como os radicais hidroxila ou
peréxido (ABDELWAHED et al., 2007).

Buer e Djordjevic (2009) relataram ligacdo entre os flavonoides e a arquitetura da
planta, demonstrando que os flavonoides mutantes podem causar alteragdes no crescimento da
parte aérea e radicular das plantas. Ndo ha uma defini¢cdo ainda de como os flavondides
promovem essas alteragdes, mas ha trés possibilidades: efeito direto dos flavondides em
moléculas ndo identificadas; efeito indireto mediado pela sua habilidade em modular os niveis
de auxina ou através da regulacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) (BUER et al.,
2010).

Os &cidos fendlicos atuam induzindo o aumento da atividade de enzimas oxidativas,

causando assim a modificacdo na permeabilidade da membrana e a formagéo de lignina,
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contribuindo para a reducdo do crescimento radicular (BAZIRAMAKENGA; LEROUX;
SIMARD, 1995; FERRARESE et al., 2000; BUBNA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).
Blum (1996) relatou que alguns acidos fenolicos (acido p-hidroxibenzoico, acido p-cumarico
e acido ferulico) inibem a condutividade hidraulica e a absorcdo de nutrientes pelo sistema
radicular das plantas, inibindo o desenvolvimento. Em outro estudo, Einhellig (1995) relatou
que os acidos fendlicos causam a despolarizacdo da membrana celular, alterando o fluxo e a
retencédo de ions e a acdo conjunto de varios &cidos fendlicos podem causar grandes danos a
planta, potencializando o efeito alelopatico.

Os taninos, hidrolisaveis ou condensados, sdo substancias fendlicas solGveis em agua,
possuem elevado peso molecular e apresentam a habilidade de formar complexos insollveis
em agua, sendo constituidos de unidades de acucar, acido galico e derivados. S&o
classificados de acordo com sua rota biossintética em taninos condensados, formado a partir
da rota metabdlica do acido chiquimico, e taninos hidrolisaveis, derivados do metabolismo de
fenilpropanoides (BRUNETON, 1991; KOLECKAR et. al, 2008; SEKOWSKI et. al, 2014).
Segundo Zucker (1983), os taninos hidrolisaveis sdo os responsaveis pela defesa das plantas
contra os herbivoros e os taninos condensados a assegurar a defesa contra microrganismos
patogénicos. Sua utilizacdo € como inseticidas e repelentes, pois formam complexos
proteicos dificeis de serem digeridos por herbivoros (SIMOES, 2004; TAIZ e ZEIGER,
2009). Podem ser alelopéaticos também (EINHELLIG, 2004; MONTEIRO et al., 2005). Ha
estudos que relatam que os taninos reduziram a germinacgdo e o crescimento da parte aérea e
raizes de Parthenium hysterophorus, possuindo potencial alelopéatico (JAVAID e SHAH,
2007).

2.6.2 Terpenos

Os terpenos estdo entre as classes de produtos naturais de ampla ocorréncia em plantas
superiores (COLOMA et al., 2011), podendo ser encontrados também em organismos
marinhos, algas, microoganismos e fungos (HILL e CONNOLLY, 2005). Entre a grande
variedade de metabdlitos secundarios encontrados nas plantas, os fendlicos e terpendides
possuem a maior parte dos compostos com atividades alelopaticas identificados. Apresentam
uma grande diversidade estrutural derivada da juncdo cabeca-cauda de unidades de cinco
atomos de carbonos chamadas de unidades isoprénicas, sendo que a juncdo de duas, trés,
quatro, cinco, seis e oito unidades isoprénicas sdo chamadas de monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, sesterpenos, triterpenos e tetraterpenos, respectivamente. (DZUBAK et al., 2006;
DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009). Dentro dos triterpendides, foram
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encontradas substancias que compreendem mais de 4000 compostos identificados com
atividade bioldgica, sendo subdivididos em: triterpendides livres, triterpendides glicosilados
(saponinas), fitoesteroies e/ou seus precursores (DZUBAK et al., 2006).

Os hormonios vegetais, giberelina e acido abscisico (ABA), sdo compostos por
terpenos. A maioria das plantas produz e emite um grande nimero de terpenos, que por serem
volateis, ajudam as plantas a atrair agentes polinizadores, atuam na defesa vegetal contra
fitopatdgenos e herbivoros, aléem de possuirem efeitos inibitdrios sobre a germinacdo de
plantas (BARUAH et al., 1994; MAHMOUD, CROTEAU, 2001; HEMMERLIN et al., 2003;
INDEJIT e DUKE, 2003; YANG et al., 2013; CARMO; LIMA; TAKAKI, 2007; EBRAHIMI
et al., 2008). Abdelgaleil e Hashinaga (2007), verificaram que os sesquiterpenos isolados de
Magnolia grandiflora, inibiram a germinacéo das espécies Triticum aestivum, Lactuca sativa,
Raphanus sativus e Allium cepa, demosntrando assim seu potencial alelopatico no controle de
plantas.

As saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Sua estrutura €
composta por uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esteroide) e outra parte
hidrofilica (agucares), que determina a propriedade de reducdo da tensdo superficial da dgua e
suas acles detergentes e, consequentemente, a capacidade de ligagdo a membranas celulares,
afetando o funcionamento celular. S&o conhecidas por apresentarem funcGes como regulagéo
de crescimento e defesa contra insetos e patogenos (RIZVI e RIZVI, 1992; KOKATE, 1999).
As saponinas, por sua vez, podem interagir com as membranas celulares e afetar o processo
fotossintético, entre outros efeitos negativos (WEIR et al., 2004). Marchaim, Werker e
Thomas (1994) relataram que as saponinas reduziram a taxa respiratoria das sementes de

algodéo, devido a menor difusdo do oxigénio atraveés do tegumento, inibindo sua germinacao.

2.6.3 Alcaldides

Os alcal6ides sdo um grupo de compostos organicos ciclicos, de origem vegetal ou
microbiana, contendo, pelo menos, um atomo de nitrogénio em um anel da molécula,
formando um grupo diverso de baixo peso molecular. Sdo alcalinos e sollveis em agua.
Possuem mais de 12.000 estruturas ja descritas, ficando atrds apenas dos terpendides. Essa
classe de metabdlitos é famosa pela presenca de substancias que possuem acentuado efeito no
sistema nervoso, sendo muitas delas largamente utilizadas como venenos e alucinégenos
(SIMOES, 1999; PERES, 2004). De acordo com Rice (1984), varios alcaldides sio relatados
com funcdo de defesa vegetal, contra herbivoros e patdégenos (nicotina e estricnina, por

exemplo), capazes de inibir o crescimento de bactérias, sdo toxicos para alguns invertebrados,
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possuem acdo farmacéutica (morfina, cocaina, codeina, escapolamina), além de serem
alelopéaticos (GUERRA e NODARI, 2001; BLUM, 2004).

2.7 Extratos aquosos e etanolicos

A demonstracgdo dos efeitos alelopaticos tem sido feita experimentalmente por meio da
aplicacdo de extratos de uma planta em sementes ou plantulas de outras espécies. Vérias sao
as técnicas para extrair os aleloquimicos. A polaridade dos solventes deve ser considerada,
pois diferentes tipos de solventes utilizados para extrair determinado composto quimico séo
baseados na solubilizagdo do composto com os solventes de polaridades semelhantes
(NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008). Normalmente, estas substancias sdo extraidas de
partes vegetais trituradas e colocadas em contato com um solvente orgéanico (alcool, acetona,
cloroformio, acetato de etila, éter, etc) ou dgua, obtendo-se, apos filtragem, o extrato contendo
os compostos alelopaticos (PIRES e OLIVEIRA, 2011).

Gholami, Faravani e Kashki (2011) avaliando o efeito do extrato aquoso da parte aérea
e raiz de Satureja hortensis (Lamiaceae) e Artemisia kopetdaghensis (Asteraceae),
observaram efeito inibidor significativo sobre a germinacdo e crescimento da parte aérea e
radicular de P. oleraceae. Zhi-Cong et al. (2016) constataram que o efeito alelopatico do
extrato aquoso de Wedelia trilobata (Asteraceae) em sementes de Lactuca sativa (Asteraceae)
e Eupatorium catariun (Asteraceae), inibiu a germinacdo e diminuiu 0 comprimento das
plantulas conforme o aumento da concentracdo. Ito et al. (2015) avaliando a sensibilidade da
Digitaria insularis ao extrato aquoso de Triticum sp. observaram que houve inibicdo da
germinagdo, porém o comprimento de plantulas ndo foi afetado. Parente, Parente Filho e Silva
(2015) avaliaram a atividade alelopéatica dos extratos aquoso e etanolico obtidos a partir de
folhas de Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae) na germinacdo de L. sativa e Lycopersicon
esculentum Mill, e verificaram que os pardmetros germinativos ndo foram influenciados pela
aplicacdo do extrato aquoso, no entanto, quando utilizado extrato etanélico, houve efeitos
adversos no processo de germinacdo das espécies receptoras.

Acredita-se que o efeito inibitorio de extratos vegetais na germinagdo de sementes ou
no crescimento inicial é causado por aleloquimicos, mas existe também a possibilidade de que
0s extratos possam exercer efeitos osmoticos negativos sobre as espécies receptoras, 0 que
poderia interferir na germinacéo e crescimento das plantulas.

Os solutos presentes no extrato podem alterar a propriedade da agua, resultando numa
pressdo osmatica diferente de zero na solugdo (VILLELA; DONI FILHO; SIQUEIRA, 1991).

Assim, o controle da concentracdo de solutos dos extratos € fundamental na realizacdo de
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ensaios alelopéticos, pois podem haver neles substancias como agucares, aminoacidos, entre
outros, que podem influenciar na concentracdo ibnica e ser osmoticamente ativos
(FERREIRA e BORGHETTI, 2004) e, assim, mascarar o fenémeno alelopatico (FERREIRA
e AQUILA, 2000). Gatti et al. (2004) recomendam que o potencial osmdtico dos extratos

envolvendo testes de germinagéo néo ultrapasse -0,2 MPa.

2.8 Plantas doadoras

Diversos trabalhos foram desenvolvidos nos ultimos anos para estudar espécies
vegetais com potencial alelopatico (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2005; SOUZA
FILHO, 2006; ARANITI et al., 2012; NERY et al., 2013; MALHEIRQOS, et al., 2014;
PARENTE et al. 2015; FIORENZA et al., 2016). Pirzad et al. (2010) observaram que a taxa
de germinagdo, comprimento de parte aérea e radicular, e matéria seca de P. oleraceae foram
influenciadas pelos diferentes tipos de extrato aquoso da parte aérea de Salvia officinalis
(Familia: Laminaceae) e Artemisia sieberi (Familia: Asteraceae). Para essas espécies, a maior
porcentagem de inibicdo da germinacdo foi com a concentracdo de 15 e 20%,
respectivamente, mostrando que, dependendo da espécie doadora, h& diferenca na
concentracdo necessaria para mostrar o efeito alelopatico nas espécies receptoras.

Diferencas de sensibilidade das espécies receptoras, quando submetidas ao extrato das
espécies doadoras, sao comuns em trabalhos verificando alelopatia (DELACHIAVE et al.,
1999; HOFFMANN et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008; MARINOV-SERAFIMOV, 2010).
Marinov-Serafimov (2010) relatou diferencas na inibicdo das espécies receptoras de plantas

daninhas quando submetidas a extratos de leguminosas.

2.8.1 Canavalia ensiformis (L.) DC.

Canavalia ensiformis, conhecida comumente como feijdo-de-porco, é uma planta da
familia Fabaceae muito cultivada como adubacdo verde, suas raizes possuem associagdo
simbiGtica com bactérias fixadoras de nitrogénio (BLUM, 1995; CAVALCANTI, 2011). E
bastante cultivada em regides quentes, com climas tropical e subtropical, sendo encontrada
em sua forma silvestre nas Antilhas e zonas tropicais africanas e asiaticas. Adapta-se a solos
argilosos e também arenosos, incluindo os que tém baixos teores de fésforo (CALEGARI,
1995).

E uma planta arbustiva de ciclo vegetativo anual. Embora sua forma de crescimento

seja rasteira ou trepadora, as plantas podem atingir até um metro de altura. Possui folhas
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alternadas trifolioladas, com foliolos grandes em forma eliptica oval, de cor verde escura
brilhante e nervuras salientes. A inflorescéncia é composta por flores grandes, apresentando
corola de cor violeta ou roxa; vagens sdo achatdas, largas e compridas, contendo de 4 a 18
sementes brancas (RODRIGUES et al., 2004).

Santos et al. (2005) avaliaram o potencial alelopatico de extratos obtidos de folhas de
C. ensiformis sobre a germinacdo de sementes de Cassia tora, Mimosa pudica e Cassia
occidentalis, concluindo que tal leguminosa apresenta forte potencial alelopatico. Souza Filho
(2002), ao analisar o efeito do extrato hidroalcéolico de C. ensiformis sobre a germinacao de
sementes e alongamento de radicula de Mimosa pudica, Urena lobata, Senna obtusiifolia e
Senna occidentalis, também observou efeito alelopatico para estas espécies, pois houve
inibicdo da germinacéo e do crescimento radicular. Fontanétti et al. (2004), utilizando-a como
adubo verde para suprimir plantas espontaneas em lavoura com Lactuca sativa e Brassica
oleracea, relataram que C. ensiformis destacou-se no controle de Cyperus rotundus. Em outro
trabalho, Costa, Pessanha e Duque (1996), testando o extrato de C. ensiformis, verificaram
que foi essa espécie que mais prejudicou o sistema radicular de Phaseolus vulgaris L.

Mendes e Rezende (2014), ao aplicarem o extrato aquoso das folhas e sementes de C.
ensiformis em soja transgénica e convencional, e nas plantas daninhas (Ipomoea grandifolia e
Commelina benghalensis), em pds emergéncia, verificaram que as concentragdes a partir de
25 g L, mostraram eficiéncia como bioherbicida, sendo seletivo, pois ndo afetou as
cultivares de soja. Estes mesmos autores revelaram a presenca de acido p-anisico, acido
clorogénico, rutina e naringina em folhas de C. ensiformis.

Ha relatos na literatura dos seguintes metabolitos secundarios identificados para essa
especie, tais como o acido aspartico, acido caféico, acido citrico, acido clorogénico, acido
ferulico, acido maleico, acido malénico, acido oxalico, acido p-anisico, atropina, genisteina,
kaempferol, naringina, quercetina e rutina (SANTOS; MORAES; REZENDE, 2007,
MENDONCA, 2008; MENDES e REZENDE, 2014). As férmulas estruturais de alguns

desses metabolitos secundarios estdo demonstradas na Figura 3.



Figura 3. Metabolitos secundarios identificados em C. ensiformis.
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2.8.2 Paspalum maritimum Trind.

Paspalum maritimum Trind., conhecida popularmente como capim-gengibre,
pertencente a familia Poaceae, é umas das espécies de planta daninha que se notabilizam pela
alta capacidade de invadir as areas cultivadas, formando verdadeiras coldnias puras,
dominando a area em poucos anos. E uma espécie abundante, formando densas populacdes.
Smith, Wasshausen e Klein, (1982) relataram que é uma planta com excelente crescimento e
folhagem tenra, possuindo resisténcia ao pisoteio, fogo e seca. Encontrada em solos arenosos
ou humiferos, dunas, campos antropizados, em relevo plano a levemente ondulado. Ocorre
nas Antilhas (Cuba), Coldombia e ao longo da costa atlantica, at¢é o sul do Brasil
(JUDZIEWICZ, 1990).

Sua floracdo ocorre no periodo compreendido entre marco a agosto. O fato de se
multiplicar tanto por sementes como por partes vegetativas e apresentar alta capacidade para
vegetar em condicBes de solos acidos e de baixa fertilidade natural, confere a essa espécie,
adicional vantagem competitiva em relacdo as outras espécies, possibilitando a sua expanséo.
Souza Filho (2006) demonstrou que 0s compostos produzidos pelo P. maritimum, impedem a
germinacdo e o desenvolvimento de outras espécies (receptoras), restringindo o fluxo de
novos individuos para a area de pastagem, comprometendo assim a renovacdo das demais
espécies de plantas.

Os indicios dos efeitos alelopaticos dessa espécie foram relatados por Souza Filho e
Mourdo Jr (2010), que, comparando os efeitos alelopaticos da parte aérea e raiz de P.
maritimum sobre as espécies Mimosa pudica, Senna obtusifolia, Pueraria phaseoloides e
Brachiaria brizantha, verificaram que houve maior inibicdo da germinacdo dessas espécies
para a parte aérea, e a parte radicular provocou uma maior inibicdo do comprimento radicular
das plantulas.

Ha poucos trabalhos relatando os metabdlitos secundarios presentes em P. maritimum.
Correa (2010), verificou a presenca de metabolitos secundarios nas folhas de P. maritimum
pertencentes a classe dos flavonoides (flavona tricina) e esterdides (o-espinasterol e
sitosterol), e ao avaliar o efeito alelopatico da flavona tricina sobre Mimosa pudica, Senna
obtusifolia e Pueraria phaseoloides, verificou que essa substancia quimica apresentou efeito

alelopético, pois inibiu a germinacdo e o crescimento das plantulas essas espécies daninhas.
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3. Potencial alelopatico do extrato aquoso, etanolico e andlise fitoquimica de Paspalum
maritimum Trind.

RESUMO

Alelopatia é definida como a capacidade que determinadas plantas e microorganismos tém de
interferir no metabolismo de outras espécies, por meio de substancias liberadas no ambiente,
podendo ser uma alternativa de combate as plantas daninhas e doencas. Nesse contexto, este
estudo teve por objetivo avaliar o potencial alelopatico e identificar os grupos de metabdlitos
secundarios de Paspalum maritimum Trind. Lactuca sativa, Digitaria insularis, Emilia
coccinea e Portulaca oleracea foram utilizadas como espécies receptoras. Para avaliar o
potencial alelopatico, foram obtidos os extratos aquoso e etandlico da parte aérea e radicular
da espécie doadora. Os efeitos potencialmente alelopaticos foram avaliados por meio de testes
de germinagdo, crescimento inicial de plantulas, matéria seca e indice de velocidade de
germinagdo. Foi realizada também a andlise fitoquimica do extrato para identificar os
metabolitos secundarios. Foram detectadas, na fracdo mais ativa da parte aérea de P.
maritimum, a presenca de taninos condensados, chalconas e auronas, flavononas, esteroides e
saponinas. O extrato aquoso da parte radicular de Paspalum maritimum ndo apresentou efeito
alelopético, porém o extrato aquoso da parte aérea, e o etandlico, de ambas as partes da

planta, causaram efeito alelopatico nas espécies receptoras.

Palavras-chave: alelopatia, capim gengibre, metab6litos secundarios.
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Allelopathic potential of aqueous extract, ethanolic and phytochemical analysis of

Paspalum maritimum Trind.

ABSTRACT

Allelopathy is defined as the ability of certain plants and microorganisms to interfere in the
metabolism of others species, through substances released into the environment, and may be
an alternative to control weed and diseases. In this context, this study aimed to evaluate the
allelopathic potential and to identify the groups of secondary metabolites of Paspalum
maritimum Trind. The Lactuca sativa, Digitaria insularis, Emilia coccinea and Portulaca
oleracea species were used as recipient species. To evaluate the allelopathic potential, the
aqueous and ethanolic extract of the aerial and root part of the donor specie were carried out.
Potential allelopathic effects were evaluated by germination tests, initial seedling growth, dry
matter and germination speed index. A phytochemical analysis of the extract was also
performed to identify the secondary metabolites. The presence of condensed tannins,
chalcones and aurones, flavonones, steroids and saponins were detected in the most active
fraction of the P. maritimum aerial part. The aqueous extract of the root part of Paspalum
maritimum has no allelopathic effect, but the aqueous extract of the aerial part, and the

ethanolic of both parts of the plant, had an allelopathic effect on the recipient species.

Keywords: allelopathy, ginger grass, secondary metabolites.
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3.1 INTRODUCAO

As interferéncias das plantas daninhas na produtividade das culturas de interesse
econbmico tém causado grandes perdas, sendo necessario 0 manejo adequado dessas plantas
para diminuir os prejuizos causados. Apesar da contribuicdo significativa dos métodos
convencionais de controle de plantas daninhas na melhoria da produtividade das culturas,
certos desafios também estdo associados a eles, tornando cada vez mais necessario o uso de
opcOes de manejo diversificadas. A pesquisa com espécies que possuem potencial alelopatico
estd cada vez mais em evidéncia na perspectiva da sua manipulacdo, para aplicacdes préaticas
na agricultura e, assim, ser utilizadas no controle de plantas daninhas (JABRAN e FAROOQOQ,
2013; ZENG, 2014).

Normalmente, as substancias quimicas sdo extraidas das estruturas vegetais trituradas
e colocadas em contato com &gua ou algum extrator organico (Etanol, Acetona, Eter,
Cloroformio, etc), obtendo-se, apds filtragem, o extrato contendo os compostos alelopaticos
(PIRES e OLIVEIRA, 2011). A demonstracdo dos efeitos alelopaticos tem sido feita
experimentalmente por meio da aplicacdo de extratos da espécie doadora, afim de verificar os
efeitos dos aleloquimicos, em sementes ou plantulas das espécies receptoras. Os
aleloquimicos, presentes em varias partes da planta, sdo resultantes do metabolismo
secundario e responsaveis por produzir os efeitos alelopaticos sobre o metabolismo de
espécies receptoras (TAIZ e ZEIGER, 2009).

H& uma grande variedade de metabdlitos secundarios com potencial alelopético ja
identificados, como os &cidos graxos, acidos aromaticos, acidos fendlicos, aldeidos, lactonas,
cumarinas, quinonas, terpenos, sesquiterpenos, fenois, taninos, alcal6ides, flavondides,
terpendides e esterdides, etc. (RICE, 1984; TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010, LI et al.,
2010). Estes metabdlitos estdo divididos em trés principais grupos constituidos de compostos
fenolicos, terpenos e alcaldides (FERREIRA e AQUILA, 2000; RICE, 2013). E afetam varios
processos fisiologicos, dentre eles, o crescimento de plantulas (PEER e MURPHY, 2007,
BUER e DJORDJEVIC, 2009) e a germinagdo das sementes (HEMMERLIN et al., 2003;
CARMO,; LIMA; TAKAKI, 2007).

Paspalum maritimum Trind, popularmente conhecida como capim gengibre, pode se
destacar, uma vez que é umas das espécies de plantas daninhas que se notabiliza pela alta
capacidade de invadir as areas cultivadas, formando verdadeiras coldnias puras, dominando
rapidamente a area, apresentando possivel efeito alelopatico (SOUZA FILHO, 2006;
CORREA et al., 2010; SOUZA FILHO, 2010). As pesquisas, na abordagem de controlar as
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plantas daninhas através do fendmeno alelopatico, tém permitido concluir que o0s
aleloquimicos interferem em muitos dos processos metabolicos primarios e no sistema de
crescimento das plantas. Assim, esse trabalho teve por objetivo avaliar o potencial alelopatico

e identificar os grupos de metabdlitos secundarios de Paspalum maritimum Trind.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), pertencente a
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), situado em Rio Largo/Alagoas (latitude 9° 27” S,
longitude de 35° 27° W ¢ a 127 m de altitude). Como espécies receptoras foi utilizada uma
considerada sensivel aos testes de alelopatia (Lactuca sativa - alface) (FERREIRA e
AQUILA, 2000), e as espécies daninhas Digitaria insularis (Capim amargoso), Emilia
coccinea (Falsa-serralha) e Portulaca oleracea (Beldroega). Foi selecionada P. maritimum

como espécie doadora para se avaliar o possivel potencial alelopético.

3.2.1 Coleta do material e obtencao dos extratos

Para obtencdo do material vegetativo de P. maritimum foi realizada uma coleta de
forma aleat6ria em area de canavial, situada no municipio de Messias/AL. Apds a coleta, foi
realizada a lavagem do material com agua corrente para retirada das impurezas, separado a
parte aérea da parte radicular e levados a estufa de circulacdo de ar forcada, a 60 °C, até
atingir massa constante. Apds este processo, 0 material desidratado foi triturado em moinho
de facas “tipo Willey” com peneira 30 Mash até a obtengdo de fragmentos menores. O po
obtido foi armazenado em recipientes vedados, e mantidos a temperatura de -20 °C até o
momento de seu uso (adaptado de HAGEMANN et al., 2010).

3.2.1.1 Extrato aquoso

Para a obtencdo do extrato aquoso de P. maritimum, foram utilizados o p6 da parte
aérea e raiz, separadamente, sendo preparadas solucdes estoque na concentracdo de
1g 10 mL? (10%) (peso/volume). Estas solucdes permaneceram em repouso por 24 horas no
refrigerador (5 £ 1 °C). Apos esse periodo, o material da solucdo foi colocado em tubos
falcons e centrifugado durante dez minutos a 3.000 rpm para separacdo das particulas
maiores. Os sobrenadantes foram colocados em eppendorfs e submetidos novamente a
centrifugacdo por 15 minutos a 15.000 rpm. A parte utilizada foi o sobrenadante limpido
obtido apds a centrifugacdo. Foram realizadas as diluicdes para as concentracdes de 0,156%;
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0,312%; 0,625%; 1,25%; 2,50% e 5,00% (adaptado de HAGEMANN et al., 2010) (Figura 4).

Figura 4. Etapas da preparagdo do extrato aquoso: A- Material da espécie doadora
desidratado; B — Primeira centrifugacdo em tubos falcons; C- Segunda
centrifugacdo em eppendorfs (extrato bruto); D- Extrato aquoso em diferentes

concentragoes.
' l
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Fonte: Autoria propria (2017)

3.2.1.2 Extrato etandlico

Para o extrato etanolico, os materiais referentes a porcdes da parte aérea e das raizes
da planta foram submersos em alcool etilico 95%, separadamente, na proporcdo de 1:5
(peso/volume), agitados e mantidos em temperatura ambiente por 72 horas. Apos este
periodo, os extratos obtidos foram filtrados e o residuo do material foi novamente extraido
com o0 mesmo solvente por mais 72 horas. Este processo foi repetido vérias vezes até a
obtencdo de uma extracdo limpida. Os extratos filtrados resultantes e todas as extragdes foram
reunidos e concentrados com o auxilio de um rotaevaporador de pressdo reduzida em uma
temperatura média de 50 °C (adaptado de AL-SHERIF et al., 2013). O extrato bruto seco
resultante foi armazenado em recipiente de vidro (Figura 5).
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Figura 5. Etapas da preparacdo do extrato etandlico: A — Material desidratado da espécie
doadora. B — Adigéo do solvente ao material. C — Filtragem do solvente. D —
Evaporacdo do solvente no rotaevaporador. E- Extrato bruto.

f *:E‘\ : ¥
Fonte: Autoria propria (2017)

Para a obtencdo das concentra¢des de 1,25 mg ml; 2,50 mg ml?; 5,00 mg mi-; 10,00
mg mlt e 20,00 mg ml?t, o extrato bruto foi solubilizado adicionando-se DMSO
(dimetilssulféxido) a 0,1% e &gua destilada, submetido a ultrassom até a sua completa
solubilizacdo. Para evitar possivel interferéncia do solubilizante, como testemunha, utilizou-se
agua + DMSO.

Foi realizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢es. Cada
extrato obtido foi considerado um experimento individual, em concentragfes crescentes,
visando observar o efeito alelopatico em diferentes espécies receptoras, realizando-se assim
dois experimentos para 0 extrato aquoso, e dois para o extrato etanolico, conforme descrito a

seguir:

Extrato aquoso:
Experimento 1: Extrato aquoso da parte aérea de Paspalum maritimum;
Experimento 2: Extrato aquoso da parte radicular de Paspalum maritimum.
Extrato etandlico:
Experimento 1: Extrato etandlico da parte aérea de Paspalum maritimum;

Experimento 2: Extrato etandlico da parte radicular de Paspalum maritimum.



62

3.2.2 Curvas do potencial osmotico

Visando verificar o potencial osmotico critico para a germinacdo das espécies
receptoras e a relacdo com o potencial osmotico dos extratos das espécies doadoras, foram
obtidas as curvas de resposta ao potencial osmaético. Foram utilizadas solucfes de polietileno
glicol 6000 (PEG-6000), por ser quimicamente inerte e ndo apresentar toxicidade sobre as
sementes, e preparadas segundo especificacdes de Michel e Kaufmann (1973), conforme a

férmula abaixo:

ws=— (1,18 x 10?) C — (1,18 x 10) C2 + (2,67 x 10 CT + (8,39 x 107) C2T

Onde: ys = potencial osmotico (bar), C = quantidade de PEG 6.000/kg de agua (g), T =
temperatura (°C), 1 MPa = 9,87 atm = 10 bar.

As solucbes de PEG-6000 aplicadas foram as seguintes: 0 MPa; -0,1MPa; -0,2 MPa; -
0,4 MPa; -0,8 MPa; -1,6 MPa e -3,2 MPa e realizou-se o teste de germinacdo com as espécies
receptoras, utilizando a mesma metodologia descrita abaixo na varidvel germinacdo. O

potencial osmotico de cada extrato foi aferido por meio de osmémetro Wescor.

3.2.3 Particéo liquido-liquido

Na extracdo liquido-liquido ocorre a particdo da amostra entre duas fases imisciveis
(organica e aquosa) (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). Os métodos de particdo entre
o0s solventes servem para purificar a amostra, retirando grande parte do material indesejado.
Com as parti¢Oes, associadas aos testes alelopaticos, pode-se definir as fragcdes enriquecidas
que possuem compostos quimicos que causam efeito inibitorio nas plantas.

A particdo liquido-liquido foi realizada com o Extrato bruto etandlico da parte aérea
de P. maritimum com solventes de polaridades crescentes (Hexano, Cloroférmio, Acetato de
Etila e Metanol), obtendo uma separagdo das substancias atraves de suas polaridades (Figura
6). Inicialmente, 12,5 g do extrato bruto foi suspenso com 250 mL de Metanol em um funil de
separacdo e adicionado o solvente n-Hexano para a extragdo (3 x 250 mL). Apos esse
processo, foi retirada a fracdo hexanica, sendo a fragdo metandlica suspensa em agua (250
mL), e submetida a particdo com Cloroformio (3 x 250 mL). Foi retirada a fracéo
Clorofomica, e na fragdo Metandlica + agua, foi adicionado Acetato de Etila (3 x 250 mL). As
quatro fracdes resultantes desse processo foram submetidas a secagem do solvente no

rotaevaporador.
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Figura 6. Particdo liquido-liquido com os solventes Hexano, Cloroférmio, Acetato de etila e
Metanol do extrato da parte aérea de P. maritimum.
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Fonte: Autoria pr6pria (2017)

Para a determinacdo da fracdo mais ativa dessa particdo liquido-liquido, foi
selecionada a concentracdo mais proxima que inibiu 50% da germinacdo da espécie L. sativa
(2,5 mg mlY), e realizados testes de germinacéo, comprimento de parte aérea e radicular das

plantulas.

3.2.4 Variaveis avaliadas

Os efeitos potencialmente alelopaticos dos extratos aquoso e etandlico de P.
maritimum foram avaliados por meio de testes de germinagdo, crescimento inicial de
plantulas, acumulo de matéria seca e indice de velocidade de germinacdo das espécies

receptoras.

Germinacao

Para os testes de germinacdo as sementes foram acondicionadas em caixas plasticas
transparentes tipo gerbox com tampa (11x11x4 cm), previamente desinfetadas com alcool, e
forradas com duas folhas de papel germitest previamente autoclavadas a temperatura de
120 °C. O papel foi umedecido com 6 mL de cada extrato e foram colocadas sobre o papel 30,
30, 50 e 200 sementes de L. sativa (cultivar "Baba de Verdo™) e D. insularis, E. coccinea e P.

oleraceae, respectivamente. As caixas foram mantidas em camara climatizada tipo BOD
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(Demanda Bioguimica de Oxigénio) sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas para
a L. sativa, e sob temperatura alternada de 20-30 °C, com fotoperiodo de 12 horas, para D.
insularis, E. coccinea e P. oleraceae.

A cada 24 horas, as sementes foram avaliadas para verificar a protrusdo radicular,
conforme Borghetti e Ferreira (2004). Ao final do tempo experimental, sete dias da semeadura
para L. sativa e D. insularis, e 14 dias para E. coccinea e P. oleraceae, as plantulas foram
avaliadas quanto ao desenvolvimento da parte aérea e da raiz e classificadas em normais ou
anormais (BRASIL, 2009).

indice de velocidade de germinaco (IVG)
Os dados obtidos nas contagens diarias realizadas durante o teste de germinacgéo foram

utilizados para célculo do IVG, segundo a equacdo de Maguire (1962):

IVG = (N1/E1) + (N2/E2) + ... + (Nn/En)
Onde: IVG = indice de velocidade de germinacdo E1, E2, En = numero de plantulas na
primeira contagem, na segunda e na dltima. N1, N2, Nn = nimero de dias da semeadura a

primeira, a segunda e a Ultima contagem.

Comprimento de Plantulas

O comprimento de plantulas foi avaliado em conjunto com o teste de germinacao
utilizando as plantulas normais, medindo-se o comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz
priméaria (CRA) por meio de régua milimetrada. O comprimento da raiz foi obtido tomando-se
a medida do apice meristematico da raiz principal até a regido do coleto. Esse mesmo
procedimento foi empregado para a medicdo do hipocétilo das plantulas, tomando-se a
medida da regido do coleto até o ponto de insercdo dos cotilédones (VIEIRA; CARVALHO,
1994). O comprimento médio da parte aérea e da raiz primaria da plantula foi calculado pelo
quociente entre a soma das medidas em cada repeticdo e o numero de plantulas (VANZOLINI
et al., 2007).

Matéria seca

Ao final do teste de germinag&o, as plantulas foram acondicionadas em sacos de papel
tipo kraft e expostas a secagem em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 60°C durante
72 horas. A massa obtida foi dividida pelo nimero de plantulas normais, e os resultados

expressos em g plantula,
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3.2.5. Andlise fitoquimica

Aliquotas dos extratos brutos e das fracbes provenientes da particdo com Hexano,
Cloroférmio, Acetato de Etila e Metanol da parte aérea de P. maritimum foram preparadas
para verificar a existéncia de grupos como fendis, taninos pirogalicos, taninos flobafénicos,
antocianina e antocianidina, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas, flavononois,
leucoantocianidinas, catequinas, flavononas, flavonois, xantonas, esteroides, triterpenoides e
saponinas, através da alteracdo de coloracdo ou formacdo de precipitado seguindo
metodologia de Matos (1997).

Com o extrato bruto e cada fracdo da particdo, foi preparada uma solucdo a
concentracdo de 40 mg ml?, e desta solucéo retirou-se aliquotas de 2 ml, as quais foram
colocadas em tubos de ensaio com numerac¢do de “1” a “7”. Para os tubos de ensaio de
numeragdo “8” a “9”, foi retirado 10 ml e levado ao banho-maria em um béquer até a

completa evaporacdo do solvente, restando apenas residuos.

Testes para fendis, taninos hidrolisaveis e taninos condensados

No tubo “1”, foram colocadas 3 gotas da solugdo de FeCls.

Testes para antocianina e antocianidina, flavonas, flavonois e xantonas, chalconas e
auronas, flavononois

O tubo “2” foi acidulado com 4cido cloridrico (HCl) a pH 3, o tubo “3” alcalinizado
até pH 8,5 com Hidrdxido de Sodio (NaOH) e o tubo “4” até o pH 11. Se houve altera¢do na

cor, indicou a presenca ou auséncia dos compostos (Tabela 1).

Tabela 1. Coloragdes indicativas para a presencga de antocianinas e antocianidinas, flavonas,
flavonois e xantonas, chalconas e auronas e flavonondis.

Constituintes Tubos de ensaio com pHs diferentes
Acido — pH 3 Alcalino — pH 8,5 Alcalinizado — pH 11
(tubo “27) (tubo “3”) (tubo “4”)
22:85;:2;3?:{; Vermelha Lilas Azul — parpura
Flavonas, flavondis e
- - Amarela
xantonas
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho plrpura
Flavonondis - - Vermelho laranja

Fonte: Matos (1997).
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Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas
O tubo “5” foi acidulado até pH 2, e o tubo “6” alcalinizado até pH 11. Apds, ambos
os tubos foram aquecidos durante 3 minutos e observada a variagdo de coloragdo (Tabela 2).

Tabela 2. Coloracfes indicativas para a presenca de leucoantocianidinas, catequinas e

flavanonas.
Tubos de ensaio com pHs diferentes
Constituintes Acido — pH 2 Alcalino — pH 11
(tubo “5”) (tubo “6”)
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas Pardo-amarelada -
Flavanonas - Vermelho-laranja

Fonte: Matos (1997).

Testes para flavondis, flavanonas, flavanonois e xantonas
Pequenas fitas de Magnésio e 1,0 ml de HCI foram adicionados ao tubo “7”. Apos o

término da reacdo observou-se a mudanca na coloragao, comparando com o tubo “5”.

Testes para esterdides e triterpendides

Com o béquer preparado anteriormente para os tubos de “8” a “9”, o residuo seco do
béquer foi extraido 3 vezes com 2 ml (6ml) de cloroférmio e homogeneizado. A solucédo foi
filtrada em um funil com algod&o, coberta com alguns decigramas de Na>SOa, para o tubo de
ensaio “8”, e foi adicionado 1 ml de anidro acético ¢ 3 gotas de H2SO4. Aguardou-se a

mudanca na coloragéo.

Teste para saponinas

O residuo insolavel de cloroférmio, preparado na etapa anterior, foi redissolvido em
8 ml de agua destilada ¢ a solug¢do foi transferida para o tubo “9”. Agitou-se durante 3
minutos e observou-se a formacdo de espuma persistente e abundante, indicando a presenca
de saponinas.

Os resultados obtidos nos testes realizados na analise fitoquimica foram estabelecidos

conforme os seguintes parametros: Positivo (+) e Negativo (-).

3.2.6 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia a 5 e 1% de probabilidade
pelo teste F, sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o
programa estatistico Sisvar. Os dados referentes a particdo liquido-liquido foram
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transformados em + (x + 0,5), para realizacdo das anélises estatisticas (BARBIN, 2003). As
médias apresentadas referem-se aos dados originais.

Os dados obtidos, referente as concentracGes, para as varidveis analisadas, foram
averiguados através da aplicagdo do teste F sobre a andlise da variancia. Sendo significativo o
efeito do extrato, para determinar a CLso (concentragdo inibitéria equivalente a 50% de efeito
em relacdo a testemunha), os dados foram ajustados ao modelo de regressao nédo-linear do tipo

logistico com trés parametros (STREIBIG, 1988), utilizando-se o programa Sigmaplot:

]

Onde: y = controle percentual; x = concentracdo do extrato; a, b, e ¢, parametros estimados da

equacdo, de forma que a = amplitude existente entre 0 ponto maximo e o ponto minimo da
variavel, b = concentracdo que proporciona 50% de resposta da variavel e ¢ = declividade da
curva ao redor de b.

O modelo logistico apresenta vantagens, uma vez que um dos termos integrantes da
equacdo (b) é uma estimativa do valor de CLso (CHRISTOFFOLET]I, 2002). Por ser um bom
pardmetro utilizado para determinar a melhor dose que controla 50% em herbicidas, foi
adaptado para determinar essa concentracdo em alelopatia. O CLsp € a concentragdo do
extrato, em % (aquoso) e mg ml* (etanélico), que proporciona o valor de 50% de controle ou
de reducdo de crescimento da espécie receptora (adaptado de CHRISTOFFOLETI, 2002;
CHRISTOFFOLETI e LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Os valores da testemunha foram considerados 100%, sendo os resultados de cada
variavel dos demais tratamentos calculados em relacdo a testemunha, utilizando a seguinte

férmula;

VR (%)= 100%*V/Tm

Onde: VR = variavel em relagdo a testemunha (%); V = varidvel analisada (G, IVG, CPA,
CRA e MS); Tm = media da testemunha (%).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Particéo Liquido-Liquido

Verifica-se, através da média das trés variaveis (G, CPA, CRA), que as parti¢es que
apresentaram maior percentual de inibicdo da germinacdo e reducdo do comprimento de
plantulas foram as extraidas com os solventes Cloroférmio, Acetato de etila e Metanol
(Tabela 3). Estes resultados sdo importantes para 0s proximos estudos, pois direcionam qual a
fracdo mais ativa a ser utilizada como padrdo, garantindo uma melhor extracdo das

substancias com possivel atividade alelopatica.

Tabela 3. Porcentagem de germinacdo (G), comprimento da parte aérea (CPA) e radicular
(CRA) da espécie L. sativa, submetidas ao Extrato bruto, Hexanico,
Cloroférmico, Acetato de etila, Metandlico e Testemunha da parte aérea de P.

maritimum.

TIPO DE EXTRATO G CPA CRA Média
TESTEMUNHA 100,000a 100,000a 100,000a 100,000a
EXTRATO BRUTO 86,8682 72,394ab 54,392ab 71,218b
HEXANICO 39,705b 51,954bc 43,495b 45,051c
CLOROFORMIO 16,764c 20,464d 52,949ab 30,059cd
ACETATO DE ETILA 18,529c 35,367cd 26,148b 26,681d
METANOLICO 46,764b 36,924cd 20,431b 34,706¢cd
C.V. 9,99 9,44 19,68 8,93

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

H& varios trabalhos que relatam a capacidade da fracdo Acetato de etila em extrair os
possiveis compostos alelopéticos. SANTOS et al. (2011), ao avaliarem a germinacdo de
Cassia tora (Fabaceae), Mimosa pudica (Fabaceae) e Cassia occidentalis (Fabaceae),
submetidas ao extrato Hexanico, Diclorometano, Acetato de etila e Metanol de Calopogonium
mucunoides (Fabaceae), verificaram que o extrato obtido com Acetato de etila foi mais ativo
da inibicdo da germinacdo das sementes. MATSUMOTO et al., (2010) também verificaram
inibicdo da germinacdo e reducdo do comprimento da parte aérea e radicular de L. sativa
submetidas a fracdo Acetato de etila de Annona glabra (Annonaceae). O mesmo
comportamento foi observado para a fragdo Acetato de etila da planta Hydrocotyle
bonariensis (Araliaceae) (SILVA et al., 2010). Hernandez-Terrones et al. (2007), observaram
que a fracdo Acetato de etila da espécie Pterodon emarginatus (Fabaceae) apresentou maior
porcentagem de inibi¢do sobre a germinacdo de sementes e o desenvolvimento da parte aérea
e raiz de Panicum maximum Jacqg.

Os resultados obtidos estdo de acordo com as informacdes da literatura, em que se
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observa que a fracdo Acetato de etila da parte aérea de P. maritimum tém metabdlitos
secundarios que afetam algum processo fisioldgico durante a germinacdo de L. sativa,
comprometendo o desenvolvimento da espécie. Silva et al. (2010), verificaram, que a fracao
Acetato de etila de Hydrocotyle bonarienses (Araliaceae) inibiu a germinacao e o crescimento
da parte aérea e radicular das espécies Lactuca sativa, Lycopersicon esculentum, Allium cepa

e Triticum aestivum, e apresentou maiores teores de compostos fendlicos.

3.3.2 Andlise Fitoquimica

A andlise fitoquimica é uma ferramenta usada para identificacdo rapida dos
constituintes quimicos da planta em analise. A identificacdo preliminar dos grupos quimicos
presentes no extrato € importante, pois possibilita um screening inicial de baixo custo e com
rapidez (MATTOS, 1997), e assim direcionar o melhor método para a extracdo desses
compostos. Na Figura 7 se encontra a imagem da coloracao das solugdes, resultante da analise

fitoquimica apos as reagdes para cada metabdlito secundario.

Figura 7. ColoracGes resultantes da andlise fitoquimicas para a testemunha (1), fendis, taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (2), antocianina e antocianidina, flavonas,
flavonGis e xantonas, chalconas e auronas, flavonondis (3, 4 e 5),
leucoantonocianidinas, catequinas e flavanonas (6 e 7), flavondis, flavanonas,
flavanon0|s e xantonas (8) ester0|des e triterpendides (9) e saponinas (10).

rree il el

Fonte: Autoria propria (2017)

Os resultados da andlise fitoquimica do extrato da parte aérea de P. maritimum
demonstraram que o extrato bruto etanolico, a fracdo hexénica e a fracdo cloroférmica
apresentaram maior capacidade de extracdo de metabdlitos secundarios, apresentando em
comum os taninos condensados, catequinas, flavononas, esterdides e saponinas (Tabela 4),
porém ndo foram as fracGes que apresentaram maior capacidade de inibi¢cdo da germinacéo e

do crescimento de plantulas da espécie receptora (Tabela 3).
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Tabela 4. Analise fitoquimica do Extrato bruto etandlico (E.B.) e das fracGes de Hexano
(HEX.), Cloroférmio (CLOR.), Acetato de etila (A.ETIL) e Metanol (MET.),
provenientes da parte aérea de P. maritimum.

Metabdlitos 2° E.B. HEX. CLOR. AETIL MET.

Fendis - - - - _
Taninos hidrolisaveis - - - - -
Taninos condensados + + + + +

Antocianina e antocianidina

Flavonas, flavonois e

- - + - -

xantonas
Chalconas e auronas - - - + -
Flavononois + + - - +
Leucoantocianidinas - - - - -
Catequinas + + + - -
Flavononas + + + + +

Flavonois, flavononas e

xantonas ) ) i - }
Esterdides + + + + -
Triterpendides - - - - -
Saponinas + + + + +

- resultado negativo, + resultado positivo

Os diferentes tipos de solventes utilizados para extrair determinado metabdlito
secundario sdo baseados na solubilizacdo do composto com os solventes de polaridades
semelhantes (NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008). Pode-se observar resultados positivos,
em todas as fracdes, para os taninos condensados, flavononas e saponinas (Tabela 4). Catunda
et al. (2002) também observaram presenca de fenois, taninos condensados, flavononas,
saponinas, e terpendides na parte aérea de Cyperus rotundus (Cyperaceae). As flavonas,
flavondis e xantonas foram detectadas apenas na fracdo cloroférmio. E as chalconas e
auronas, apenas na fracdo Acetato de etila. Singh, Saharan e Bhandari (2014), realizando
estudos fitoquimicos preliminares da parte aérea de Desmostachya bipinnata (Poaceae),
identificaram a presenca de alcaloides, taninos, flavonoides, esterdides, glicosideos e
cumarina.

No Extrato bruto etandlico e na fracdo Hexanica foram identificados os mesmos
metabolitos secundarios (taninos condensados, flavononois, catequinas, flavononas,
esterdides e saponinas). Na fracdo Cloroférmica, os flavonoides detectados foram as flavonas,
flavondis e xantonas, catequinas e flavononas. Nesta mesma fragdo, foram encontrados
também compostos fendlicos e terpenos (esterdides e saponinas). Semelhante a este resultado,

Gomes et al. (2011), realizaram testes fitoquimicos com extratos de Cymbopogon citratus
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(Poaceae) e identificaram a presenca de taninos, alcaldides e flavondides (flavonas e
flavondis). Ha estudos que relatam que os taninos reduziram a germinagdo e o crescimento da
parte aérea e raizes de Parthenium hysterophorus, possuindo potencial alelopatico (JAVAID e
SHAH, 2007). Fiuza et al. (2008) avaliando a fracdo Cloroférmica da parte aérea de E.
uniflora, também constataram a presenca de flavonoides e terpenos.

A fracdo Acetato de etila demonstrou a presenca de compostos fenolicos (taninos
condensados, flavonononas) e terpenos (esteroides e saponinas). As chalconas e auronas,
pertencente aos flavondides, foram detectadas somente nesta fracdo. A presenca das chalconas
pode ser uma possivel explicacdo para o solvente Acetato de etila ter sido mais ativo na
inibicdo da germinacdo e comprimento de plantulas (Tabela 3). Alguns flavondides, como as
chalconas, séo capazes de aumentar os niveis das espécies reativas de oxigénio (KUMAR et
al., 2010). Bittencourt, Santos e Souza Filho (2007), ao avaliarem a inibicdo da germinacéo
das espécies Mimosa pudica e Senna obtusifolia sob presenca de chalconas, verificaram que
houve inibicdo da germinacdo para ambas as espécies, indicando que essas substancias
apresentam atividade alelopatica. As chalconas séo precursoras da sintese de flavondides em
plantas superiores. Os derivados das chalconas tem mostrado potencial na area de
farmacologia devido sua atividade anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatéria (NI;
MENG; SIROSKI, 2004; MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015).

O Metanol foi o solvente que demonstrou menor eficiéncia ao extrair os metabdlitos
secundarios, comparado as outras fracdes, possibilitando a extracdo dos taninos condensados,
flavononois, flavonononas e saponinas. Diferindo desses resultados, Allem (2010) verificou
que o Metanol possibilita a extracdo de um maior niUmero de compostos em compara¢do com
outros solventes.

Em todas as fracdes analisadas foi detectada a presenca de flavondides. Eles sdo os
compostos naturais mais presente nas plantas e possuem funcdes de pigmentos, atrativos ou
repelentes de herbivoros, acdes antimicrobianas, interferem na germinacdo do tubo polinico,
atuam na protecdo contra radiacdo UV, influenciam no transporte de auxinas; capturam
espécies reativas de oxigénio, apresentam efeitos alelopaticos, sendo capazes de inibir o
crescimento de plantas (RICE, 1984; SAKIHAMA et al., 2002; SHIMOJI e YAMASAKI.,
2005; PEER e MURPHY, 2007; EDWARD et al., 2008; AGATI e TATTINI, 2010).

Os esteroides foram detectados em todas as fracGes, com exce¢do da fracdo
Metanolica. 1sso ocorre porque sdo compostos apolares, surgindo apenas em solventes
apolares como o Hexano, Cloroférmio ou, em menor quantidade, em solventes de polaridade

intermediaria (Acetato de etila). Eles sdo considerados comuns entre as plantas, e estdo
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relacionados ao crescimento do tubo polinico, enrolamento de folhas de gramineas, inibi¢do
do crescimento radicular e reguladores de crescimento (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2000; KERBAUY, 2004). Ha relatos de que os esterdides possuem atividade alelopéatica nas
especies Hordeum vulgare (Poaceae) (EVERALL e LEES, 1996), Triticum aestivum
(Poaceae) (TANAKA; ONO; HAYASAKA, 1990), Oryza sativa (Poaceae) (MACIAS et al.,
2006); Vigna unguiculata (Fabaceae) (KPOVIESSI et al., 2008), Moutabea guianensis
(Polygalaceae) (RIPARDO FILHO et al., 2012).

As saponinas também foram encontradas em todas as fracdes. Bertoldi, De Leo, Braca
e Ercoli (2009), identificaram a presenca de saponinas e flavonoides na espécie Avena sativa
L. (Poaceae), poréem verificaram que apenas os flavonoides exerceram atividade alelopética,
inibindo a germinacédo de sementes de L. sativa. Oleszk (1993) também identificou saponinas
em Medicago sativa e, quando testada sua atividade em sementes de trigo, ndo houve
influéncia na germinagdo. Porém, Marchaim, Werker e Thomas (1974), relataram que as
saponinas reduziram a taxa respiratoria das sementes de algoddo, devido a menor difusdo do
oxigénio através do tegumento, inibindo sua germinacdo. Plantas que possuem saponinas
demonstraram atividade anticancerigena (AUYEUNG; CHO; KO, 2009), antimicrobiana
(AVATO et al., 2006), analgésica e anti-inflamatéria (MOHARRAM e EL-SHENAWY,
2007).

Com as alteracbGes das espécies receptoras testadas nesse experimento, referente a
germinacdo e comprimento das plantulas (Tabela 3), sob acdo do extrato da parte aérea de P.
maritimum, pode-se inferir que houve atividade alelopética, possivelmente devido a presenca
dos metabolitos secundarios identificados na fracdo Acetato de etila (Tabela 4). Os efeitos
plantulas podem ser devido a presenca dos metabolitos secundarios pertencentes ao grupo das
flavononas, taninos condensados, chalconas, esterdides e saponinas. Essas alteracdes podem
estar relacionadas a atuacdo de forma isolada, ou pode haver alteracdo sinérgica ou antagénica
com outras substancias. A grande diversidade de compostos que causam alelopatia indica
diferentes mecanismos de acdo e, em muitos casos, seus efeitos nas espécies receptoras
podem ser devido ao rompimento celular generalizado do que um mecanismo especifico
(EINHELLIG, 1995).
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3.3.3 Extrato Aquoso

O resultado da anélise de variancia indicou que as espécies receptoras (ER), dos
extratos aquosos da parte aérea e radicular de P. maritimum, apresentaram efeito significativo
para as variaveis germinacao (G), indice de velocidade de germinacédo (IVG), comprimento de
parte aérea (CPA) e comprimento radicular (CRA), com excecdo da matéria seca (MS) do
extrato da parte aérea de P. maritimum, demonstrando assim que houve influéncia dos
extratos sobre as espécies receptoras (Tabela 5). O CPA ndo apresentou diferenca
significativa com as concentracGes (C) do extrato aquoso da parte aérea de P. maritimum. As
concentragfes do extrato da parte radicular, avaliado pelo CPA e CRA, apresentaram
significancia, indicando que houve interferéncia das concentragbes no crescimento das
plantulas para esse extrato (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da anélise de variancia (valores de F) para porcentagem de germinacéo (G),
indice de velocidade de germinagdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento radicular (CRA) e matéria seca (MS) de plantulas de espécies
receptoras (ER) em funcdo de diferentes concentragdes (C) do extrato aquoso da
parte aérea e radicular de P. maritimum e da interagdo entre esses fatores (ER*C).

Anélise de G IVG CPA CRA MS

variancia .. Y [

Paspalum maritimum — Parte aérea

ER 32,090** 15,281** 26,225** 51,516** 0,761"
C 18,305** 25,114** 1,177 5,961** 27,938**
ER*C 3,740** 4,412** 4,673** 3,148** 0,481™
C.V.(%) 22,23 19,63 23,29 23,97 62,78

Paspalum maritimum — Parte radicular

ER 6,687** 12,989** 17,752** 4,421%* 4,722%*

C 1,544ns 2.208"s 10,327** 5,774%* 1,227
ER*C 1,076M 0,870" 3,168** 1,560 0,909"s
C.V.(%) 16,57 17,04 15,34 17,97 38,12

Observa-se ainda que para a varidvel germinacdo apenas as espécies receptoras
submetidas ao extrato da parte aérea de Paspalum maritimum apresentaram efeito
significativo para a interacdo espécie receptora x concentracdo. Estas interacdes expressam
que ha diferenca para o potencial alelopatico entre as espécies receptoras testadas, sendo que a
expressao desses resultados depende da concentracdo utilizada. Para o extrato radicular de P.

maritimum, nesta mesma interacdo, houve significancia apenas o comprimento da parte aérea
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da plantula.

Hé& trabalhos que relataram maior efeito alelopatico da parte aérea comparado a
parte radicular da planta (JACOBI e FERREIRA, 1991; CHON e KIM, 2002; TURK e
TAWAHA, 2002; AIRES et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009). Moameri et al. (2011)
observaram que o extrato da parte aérea de Haloxylon aphyllum apresentou maior potencial
alelopatico comparado ao extrato da parte radicular, possivelmente devido a maior
concentracdo de aleloquimicos nas folhas.

Os resultados do teste de média das espécies receptoras submetidas ao extrato
aquoso da parte radicular de P. maritimum, que apresentaram significancia, para as variaveis
germinagdo, comprimento radicular, matéria seca e indice de velocidade de germinagao estdo

dispostos na Tabela 6. Analisando todas as variaveis, a especie E. coccinea € menos vigorosa.

Tabela 6. Teste de média das variaveis germinagdo (G), comprimento radicular (CRA),
matéria seca (MS) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) das espécies
receptoras submetidas ao extrato aquoso da parte radicular de P. maritimum.

Espécies G CRA MS VG
L. sativa 98,891a 110,172a 88,922ab 92,532bc
D. insularis 86,352b 95,712b 109,778a 96,461b
E. coccinea 94,581ab 98,728ab 75,694b 81,719c
P. oleraceae 104,86a 94,618b 87,545ab 108,370a

O efeito alelopético s6 ocorre se 0s metabdlitos secundarios liberados pela planta
doadora estiverem em concentracfes adequadas e forem absorvidos e translocados até algum
sitio de acdo, que resulte em algum comprometimento na espécie receptora. Segundo Taiz e
Zeiger (2013), devido as diferencas morfologicas e fisioldgicas nas espécies receptoras, pode
ocorrer variacdo nessa absorcdo e translocagdo do composto. Isto poderia explicar a maior
sensibilidade de E. coccinea ao extrato.

Pelas curvas de dose-resposta, pode-se observar com mais clareza a sensibilidade das
espécies receptoras (L. sativa, D. insularis, E. coccinea e P. oleraceae) aos aleloquimicos
presentes no extrato, determinando a concentracdo inibitéria equivalente a 50% de efeito em
relacdo a testemunha (CLso) (Tabela 7).

Tabela 7. Estimativas do parametro a, b e ¢ do coeficiente de determinacéo (R?) do modelo
log-logistico, para germinacdo (G), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento de raiz (CR), matéria seca (MS) e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) de sementes das espécies receptoras, utilizando extrato aquoso
da parte aérea (P.A.) e radicular (R.A.) de P. maritimum.
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Varidvel  Parte Espécie Parametros® RO )
planta  receptora a b c
L. sativa 87,17**  4,009** 3,56* 0,96 25,23
PA D. insularis  100,75**  2,863** 2,40** 0,99 220,25
' E.coccinea 114,70**  862368,74** 3,25** 0,00 0,00
G P.oleraceae 101,74** 1571 1,13 0,89 8,29
R.A. MDE® 101,02** 707,090 0,44 0,69 1,84
L. sativa 91,97**  3,975** 2,86* 0,96 30,00
PA D.insularis  99,79**  2,329** 4,28** 0,99 528,88
' E. coccinea 104,92** 5,284 28,11 0,76 2,76
VG P.oleraceae 101,36** 4,222 0,73 0,90 8,70
R.AA. MDE 101,32** 77,182 0,60 0,92 12,65
L. sativa 90,43**  3,536** 4,72* 0,96 24,50
D. insularis 100,22** 9735876,48 0,11 0,37 0,3364
P.A E.coccinea 126,96** 204305,01** 12881600, 1,4901 4,2914
79**
CPA P.oleraceae 115,73** 6930694,1** 41,7859** (0,0000 -7,2645
L. sativa IDM® IDM IDM IDM IDM
RA D. insularis IDM IDM IDM IDM IDM
“ " E.coccinea IDM IDM IDM IDM IDM
P.oleraceae IDM IDM IDM IDM IDM
L. sativa 91,51**  3,336** 4,31* 0,98 63,47
PA D. insularis  100,60** 68,399 0,39 0,56 0,93
' E. coccinea 94,84 0,856 0,90 0,71 2,17
CR P.oleraceae  100,03** 4812,775 0,14 0,97 38,67
R.A. MDE 106,93** 14,626 1,110 0,83 4,68
P.A MDE 92,87** 3,691** 3,59* 0,97 37,45
MS
R.A. MDE 100,30** 1890816,013 0,14 0,48 0,61

MModelo: y = y0 + a/(1+(x/b)c );PCoeficiente de determinagdo da curva de regressdo; @Valor de F para regressio nio
linear; ¥ Média das espécies; ©) Impossivel determinar pelo método.
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Observa-se uma reducédo da germinacgéo de L. sativa, D. insularis e P. oleraceae com o
aumento das concentragdes do extrato aquoso da parte aérea de P. maritimum. Os dados
obtidos para E. coccinea nédo se ajustaram ao modelo de regressdo, haja vista que essa espécie
ndo foi suscetivel a esse extrato, impossibilitando a obtencdo da curva de dose-resposta
(Figura 8). Araniti et al. (2012), ao avaliarem o0s extratos aquosos de Calamintha nepeta
(Lamiaceae), Hypericum hircinum (Hypericaceae), Artemisia arborescens (Asteraceae) e
Euphorbia rigida (Euphorbiaceae) sobre Chenopodium album, Sinapis alba e Echinochloa
crus-galli, observaram que esta Ultima foi mais tolerante aos extratos, pois também ndo se
ajustou ao modelo de regressdo para a variavel germinacgdo de todos extratos, com excec¢do do
extrato da espécie A. arborescens. Diferencas de sensibilidade entre espécies receptoras sao
comuns em trabalhos verificando alelopatia (DELACHIAVE et al., 1999; HOFFMANN et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2008; MARINOV-SERAFIMOV, 2010).

Figura 8. Porcentagem de germinacdo de sementes das espécies receptoras em funcdo das
concentragdes crescentes do extrato aquoso da parte aérea de P. maritimum.
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Para a parte aérea de P. maritimum, P. oleraceae demonstrou ser a espécie mais
sensivel para este extrato, sendo o valor da CLso =1,571%, seguida da D. insularis e L. sativa,
com ClLsg de 2,863% e 4,009%, respectivamente (Tabela 7). Fiorenza et al. (2016),
observaram comportamento semelhante de inibicdo da germinacdo de espécies forrageiras
com extrato da parte aérea de Eragrostis plana Nees (Poaceae), ao verificar que nas sementes
de Avena sativa L. e Trifolium pratense L. a germinacdo foi inibida a partir da concentragédo
de 10 %, e para as de Lolium multiflorum Lam. e Lotus corniculatus L., a partir de 30%.

Concordando com esses resultados, Pirzad et al. (2010) observaram que a taxa de

germinacdo, comprimento de parte aérea e radicular, e matéria seca de P. oleraceae foram
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influenciadas pelos diferentes tipos de extrato aquoso da parte aérea de Salvia officinalis
(Laminaceae) e Artemisia sieberi (Asteraceae). Para esses autores, a maior porcentagem de
inibicdo da germinagdo foi com as concentragdes de 15 e 20%, respectivamente, mostrando
que, dependendo da espécie doadora, ha diferenca na concentracdo necessaria para mostrar o
efeito alelopatico nas espécies receptoras. Gholami et al. (2011) também verificaram efeito
inibidor significativo sobre a germinagdo e crescimento da parte aérea e radicular da P.
oleraceae sob acdo de extratos aquosos de Satureja hortensis (Lamiaceae) e Artemisia
kopetdaghensis (Asteraceae).

Ferreira e Borghetti (2004) relatam que o efeito alelopatico pode ndo ocorrer sobre a
porcentagem de germinacdo, e sim sobre outros processos de desenvolvimento da planta.
Ferreira e Aquila (2000) também evidenciaram o fato de que a germinacdo é menos sensivel
aos metabolitos secundarios do que o crescimento das plantulas. Chiapusio et al. (1997)
indicam que, apesar de a porcentagem de germinagdo ser um indice muito utilizado, a mesma
néo evidencia outros aspectos do processo germinativo, por englobar apenas resultados finais,
ignorando atrasos ou periodos inativos de germinagdo durante o bioensaio.

Nesse sentido, 0 extrato aquoso da parte aérea de P.maritimum provocou alteracfes no
IVG para as especies analisadas conforme o aumento das concentragBes (Figura 9-A). D.
insularis obteve a menor CLso com 2,329% (Tabela 7). Ja a E. coccinea, houve pouca
variacdo no IVG, ocorrendo uma diminuicdo de 14% em relacdo a testemunha. Para a parte
radicular de P. maritimum (Figura 9-B), todas as espécies receptoras se comportaram de

maneira semelhante, havendo pouca reducéo do IVG com a maior concentragdo analisada.
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Figura 9. indice de velocidade de germinacéo (IVG) de sementes das espécies receptoras em
funcdo das concentracBes crescentes do extrato aquoso da parte aérea (A) e
radicular (B) de P. maritimum.
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O atraso na velocidade de germinacdo é um indicador do efeito alelopatico sobre o
alongamento e divisao celular. Quanto menor o VG, maior 0 tempo necessario para ocorrer a
germinacdo. Hoagland e Williams (2004) observaram que isto pode ocorrer através da
ativacdo de mecanismos de desintoxicacdo celular. Os mesmos autores também observaram
que o tempo para a ativagao deste mecanismo retarda a germinacéo.

Verificando o crescimento das plantulas, observa-se que o extrato da parte aérea de P.
maritimum provocou reducdo do comprimento da parte aérea apenas para L. sativa (Figura
10-A). E o extrato da parte radicular de P. maritimum ndo provocou interferéncia no
comprimento da parte aérea de L. sativa, D. insularis, E. coccinea e P. oleraceae (Figura 10-
B). Concordando a esse resultado, Ito et al (2015) avaliando a sensibilidade da D.insularis
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sobre o extrato aquoso de Triticum sp. observaram que o comprimento de plantulas néo foi

afetado.

Figura 10. Comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas das espécies receptoras em
funcdo das concentracdes crescentes dos extratos aquosos da parte aérea (A)

e radicular (B) de P. maritimum.
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Apenas para L. sativa foi possivel determinar a CLso do extrato da parte aérea de P.
maritimum pelo modelo log logistico, sendo a concentracdo de 3,536% a que inibe 50% do
comprimento da parte aérea das plantulas dessa espécie (Tabela 7). Semelhante a esse estudo
para a espécie L. sativa, Borella et al. (2009) ao analisar os efeitos de extrato aquoso da parte
aérea de Persea americana (Lauraceae) sobre sementes de L. sativa observaram inibicdo da
germinacdo e crescimento inicial das plantulas. Zhi-Cong et al. (2016) constataram que 0
efeito alelopatico do extrato aquoso de Wedelia trilobata (Asteraceae) em sementes de L.
sativa e Eupatorium catariun, inibiu a germinacdo e diminui o comprimento das plantulas

conforme 0 aumento da concentragéo.
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O extrato aquoso da parte aérea de P. maritimum contribui para a reducdo do
comprimento radicular da plantula (CRA) conforme o aumento da concentragdo (Figura 11-
A), sendo que a E. coccinea apresentou maior reducdo com a menor concentracdo, sendo a
CLso = 0,85% (Tabela 7). O extrato da parte radicular de P. maritimum, causou declinio do
comprimento radicular de 16,5% da maior concentracdo em relacdo a testemunha, na média

de todas as espécies receptoras (Figura 11-B).

Figura 11. Comprimento radicular (CRA) de plantulas das espécies receptoras em
funcdo das concentragdes crescentes dos extratos aquosos da parte aérea (A)
e radicular (B) de P. maritimum.
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No presente estudo, verificou-se que o comprimento da parte aérea da plantula, para
0 extrato da radicular de P. maritimum, apresentou menor sensibilidade aos aleloquimicos do
extrato quando comparado ao comprimento da parte radicular da plantula. Vrios estudos de

alelopatia revelam que as raizes sdo mais sensiveis aos aleloquimicos que a parte aérea da
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plantula (CHUNG et al., 2001; PARVEZ et al. 2003; RAHMAN, 2006; PUNJANI, et al.,
2006; OLIVEIRA e CAMPOS, 2006; ERCOLI et al.,, 2007; BARBOSA et al., 2008;
BORELLA et al., 2009; INOUE et al., 2010; GUSMAN et al., 2011; GRISI et al., 2012;
NERY et al., 2013). De acordo com Chon et al. (2003) , as raizes sdo geralmente mais
sensiveis as substancias presentes nos extratos, quando comparada com outras estruturas da
plantula, devido o seu contato direto e prolongado das raizes com o extrato (aleloquimico) e /
ou a uma resposta fisioldgica distinta entre estruturas ( FERREIRA e AQUILA, 2000).

A inibicdo do crescimento e desenvolvimento das raizes por aleloquimico pode ser
devido as alteragbes na sintese de DNA em células do meristema apical, alteragdo do
metabolismo mitocondrial (ABRAHIM et al., 2000) ou alteragdes nos indices mitoticos de
células (DAYAN et al. 1999 ; ROMAGNI; ALLEN; DAYAN, 2000 ; PIRES et al., 2001;
FERREIRA, 2004; IGANCI et al., 2006; RAHMAN, 2006). O crescimento da raiz é
caracterizado por altas taxas metabdlicas, e por esta razdo as raizes sdo altamente suscetiveis a
estresses ambientais, tais como aleloquimicos em substrato (CRUZ - ORTEGA et al. , 1998).

Ao nivel celular, o aleloguimico induz a peroxidacdo de lipidios, afeta certas
atividades enzimaticas e despolariza rapidamente a membrana da célula de raiz, o que resulta
em um aumento generalizado na permeabilidade da membrana, bloqueando assim a absorc¢éo
de nutrientes de plantas (SANTOS; RESENDE, 2008). O efeito do extrato sobre o
crescimento de raiz retarda o desenvolvimento das plantas daninhas, favorecendo o
crescimento das espécies de cultivo (SOUZA FILHO e ALVES, 2000). Khanh et al. (2005)
relatou que o nivel mais elevado da inibi¢do da planta por alelopatia pode ocorrer quando 0s
niveis maximos de aleloquimicos coincidem com os estagios iniciais de desenvolvimento.

Em relacdo a matéria seca das plantulas, o extrato da parte aérea de P. maritimum
causou decréscimo na matéria seca das plantulas de todas as espécies receptoras,

intensificando a partir da concentragéo 1,25% (Figura 12).
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Figura 12. Matéria seca (MS) da média das espécies receptoras em funcdo das concentracoes
crescentes do extrato aquoso da parte aérea de P. maritimum.
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3.3.4 Extrato etandlico

A andlise de variancia dos dados obtidos, para o extrato etanélico da parte aérea de P.
maritimum, indicou que as espécies receptoras apresentaram efeito significativo para as
variaveis G, IVG e CRA. O extrato etandlico radicular apresentou significancia para as
espécies receptoras em todas variaveis analisadas (G, IVG, CPA, CRA e IVG) (Tabela 9). Da
interacdo entre espécie receptora e concentracdo, em todas as variaveis analisadas, constatou-
se efeito significativo, com excecdo da matéria seca e comprimento radicular da plantula,

guando submetida ao extrato etandlico da parte aérea e parte radicular de P. maritimum,
respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8. Resumo da analise de variancia (valores de F) para porcentagem de germinacéo (G),
indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento radicular (CRA) e matéria seca (MS) de plantulas de espécies
receptoras (ER) em funcédo de diferentes concentragdes (C) do extrato etanolico da
parte aérea e radicular de P. maritimum e da interagdo entre esses fatores (ER*C).

Analise de G VG CPA CRA MS

variancia . Y [

Paspalum maritimum — Parte aérea

ER 4,612** 19,512** 0,740 17,210** 0,761"
C 161,636** 230,867** 115,237** 162,109** 27,938**
ER*C 4,484** 8,487** 2,038* 6,973** 0,481
C.V.(%) 25,02 19,99 26,56 25,75 62,78
Paspalum maritimum — Parte radicular
ER 14,927** 19,901** 12,681** 3,583* 4,040*
C 171,057** 134,946** 94,875** 116,186** 37,644**
ER*C 7,413** 6,338** 3,872** 1,348 3,094**
C.V.(%) 26,14 23,74 29,96 33,52 56,62

Pode-se verificar ainda mais variaveis com significancia do extrato etandlico da parte
radicular de P. maritimum do que a verificada com o extrato aquoso (Tabela 5). Esse fato
pode estar associado a maior capacidade do solvente organico de retirar da planta maiores
quantidades ou substancias inibidoras especificas. Nesse contexto, Parente et al. (2015)
avaliaram a atividade alelopatica de extratos aquoso e etandlico obtidos a partir de folhas de
Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae) na germinacdo de Lactuca sativa L. e Lycopersicon
esculentum Mill, e verificaram que os pardmetros germinativos ndo foram influenciados pela
aplicacdo do extrato aquoso, no entanto, quando utilizado o extrato etandlico, houve efeitos
adversos no processo de germinacdo das espécies receptoras. O mesmo comportamento foi
observado por Oliveira et al. (2002), corroborando os resultados encontrados no presente
estudo para a parte radicular de P. maritimum.

Na Tabela 9, estdo dispostos os dados referentes ao comprimento radicular das
especies receptoras submetidas ao extrato etandlico radicular de P. maritimum. Verifica-se
que houve reducdo do comprimento radicular das plantulas de L. sativa, D. insularis e P.

oleraceae quando submetidas ao extrato.
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Tabela 9. Teste de meédia do comprimento radicular (CRA) das espécies receptoras

submetidas ao extrato etanélico da parte radicular de P. maritimum.

Espécies CRA

L. sativa 32,417b
D. insularis 41,703ab
E. coccinea 44,14a
P. oleraceae 41,701ab

As curvas de dose-resposta representam de forma mais clara os padrbes observados

nas espécies L. sativa, D. insularis, E.coccinea e P. oleraceae. As equagdes utilizadas para

descrever a resposta das diferentes espécies em funcéo das concentracdes foram satisfatorias,

pois a maioria dessas apresentaram coeficiente de determinacdo acima de 95% (Tabela 10).

Tabela 10. Estimativas dos parametros a, b e ¢, e do coeficiente de determinacdo (R?) do
modelo log-logistico, para germinagdo (G), indice de velocidade de germinacao
(IVG), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) e matéria
seca (MS) de sementes das espécies receptoras utilizando extrato etandlico da
parte aérea (P.A.) e radicular (R.A.) de P maritimum.

Varia Parte

Espécie

Parametros®

R® F®)
vel planta  receptora a b C
L. sativa 104,12**  3,287** 5,95** 0,99 574,06
PA D. insularis 84,59** 5,565** 4,73 0,97 32,18
' E. coccinea 93,37** 6,54** 3,16* 0,99 92,41
G P.oleraceae 99,54** 5,56** 12,14 0,99 9875,42
L. sativa 100,04**  1,74** 4,52** 0,99 10890,47
RA D. insularis  92,40** 2,80* 2,21 0,96 19,31
" E.coccinea 99,69** 3,95* 1,15* 0,96 21,83
P.oleraceae 90,35* 4,70 1,54 0,93 11,15
L.sativa  101,69**  3,89** 2,75%* 0,99 1328,74
PA D. insularis  84,94** 7,49** 4,82 0,97 32,04
' E.coccinea 100,06**  1,78* 1,14* 0,99 81,30
VG P.oler.aceae 97,13** 5,77 12,34 0,99 681,86
L. sativa 93,09** 3,86** 7,72 0,99 181,58
RA D. insularis 93,72** 2,90* 2,03 0,97 24,90
" E.coccinea 96,94 ** 5,62* 1,17* 0,97 23,94
P.oleraceae 92,13** 9,62** 3,95 0,98 57,21
L. sativa  81,19** 5,5672* 5,89 0,96 21,46
PA D. insularis 84,24** 6,56* 2,78 0,96 19,05
' E. coccinea 95,76** 5,025 0,96 0,92 8,44
CPA P.olera_ceae 82,62** 5,91 10,21 0,97 27,27
L.sativa  79,00*%* 11,42 5,93 0,96 17,88
R.A. D.insularis 81,12** 6,00 15,71 0,97 23,88
E. coccinea 84,43** 11,61 8,09 0,95 13,96
P.oleraceae 98,13* 1,99 0,80 0,92 8,72




85

L. sativa 100,12** 2 86** 2,14** 0,99 164,66
PA D. insularis 97,70** 2,67 1,42* 0,98 53,20
' E. coccinea 99,82** 1,13 0,76 0,98 41,65
P.oleraceae 96,58** 5,742 13,46 0,99 971,11
CRA
R.A. MDE® 99,26** 1,81* 1,26* 0,98 41,68
P.A MDE 92,79** 4,40** 2,56 0,98 49,09
MS -
R.A. L. sativa 99,74** 1,90** 3,821** 0,999 2307,36
D. insularis 118,87** 3,99 61,37 0,979 36,05
E. coccinea 108,54**  4,67* 2,19* 0,983 44,05
P.oleraceae 85,78** 6,20** 3,72 0,977 32,623

(MModelo: y = y0 + a/(1+(x/b)c );PCoeficiente de determinagéo da curva de regressdo; ®@Valor de F para regressdo nio
linear; ) Média das espécies.

Os extratos etandlicos, da parte aérea e radicular de P. maritimum, apresentaram

possivel potencial alelopatico para as espécies analisadas. Conforme o aumento da

concentracdo do extrato houve uma diminuicdo na germinacdo para todas as espécies

receptoras. As espécies L. sativa e D.insularis nos extratos da parte aérea(Figura 13-A) e

radicular (Figura 13-B) de P. maritimum, obtiveram a menor concentracdo para a variavel

germinacdo, sendo a CLsp de 3,28 e 5,55 mg mlt e 1,74 e 2,80 mg ml! (Tabela 10),

respectivamente. O extrato radicular de P. maritimum, comparado ao da parte aérea da mesma

especie, apresentou CLsg menor para a porcentagem de germinacao de sementes das espécies
utilizadas (Tabela 10).
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Figura 13. Porcentagem de germinacdo das espécies receptoras em funcdo das

concentragOes crescentes do extrato etandlico da parte aérea (A) e radicular
(B) de P. maritimum.
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Souza Filho (2006), comparando os efeitos alelopaticos da parte aérea e raiz de P.
maritimum sobre as espécies Mimosa pudica, Senna obtusifolia, Pueraria phaseoloides e
Brachiaria brizantha cv. Marandu, verificou que houve maior inibi¢cdo da germinacdo dessas
espécies com o extrato da parte aérea, e 0 extrato radicular provocou maior inibicdo do
comprimento radicular das plantulas, diferindo da presente pesquisa pois houve maior
inibicdo da germinacgdo com o extrato da parte radicular de P. maritimum.

Constatou-se diferengcas do efeito alelopatico na germinacdo entre as espécies
receptoras, corroborando com Marinov-Serafimov (2010), que relatou diferencas na inibicéo
das espécies receptoras de plantas daninhas quando submetidas ao extrato de leguminosas.

Percebe-se também que a parte aérea e radicular de P. maritimum apresentou efeito
alelopético, corroborando o trabalho de Borges et al. (1994), que verificaram que todos os

Orgdos da planta tem potencial para armazenar aleloquimicos, porém a natureza quimica e a
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quantidade podem variar com a idade e o 6rgdo da planta, além de outros fatores. E a
quantidade e as rotas pelas quais sdo liberados diferem de espécie para espécie (TAIZ e
ZEIGER, 2013). Por isso, as espécies apresentam diferentes respostas alelopaticas de
compostos de diferentes 6rgdos de uma mesma planta, como ja constataram Aires et al.
(2005) em Solanum lycocarpum (Solanaceae); GATTI et al. (2010) em Aristolochia
esperanzae (Aristolochiaceae), SOUZA FILHO et al. (2010), em trés especies de Copaifera
(Leguminosae) e COELHO et al. (2011), em Ziziphus joazeiro (Rhamnaceae).

Para o indice velocidade de germinacdo (IVG), houve interacdo entre a concentracao
do extrato etandlico e as espécies receptoras para todos os extratos analisados (Figura 14).
Para todas as espécies receptoras, a velocidade de germinagdo das sementes reduziu com o
aumento das concentracfes. As especies E. coccinea e D. insularis obtiveram a menor CLso
(1,78 mg mlt e 2,90 mg mlt) (Tabela 10) para os extratos da parte aérea e radicular de P.
maritimum, respectivamente (Figura 14 - A e B). De modo semelhante, Wandscheer e
Pastorini (2008) observaram que extratos de raizes e folhas de Raphanus raphanistrum L.
provocaram alteracdes no 1VG de sementes de L. sativa em todas as concentracfes de extrato

utilizadas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Rhamnaceae

Figura 14. indice de velocidade de germinacdo (IVG) de plantulas das espécies
receptoras em funcdo das concentracfes crescentes do extrato etanélico da
parte aérea (A) e radicular (B) de P. maritimum.
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SILVA et al. (2010) ao avaliar o potencial alelopatico do extrato etanolico das folhas

de Anadenanthera macrocarpa (Fabaceae) e Astronium graveolens (Anacardiaceae) na

germinacdo de Brassica chinensis e Lactuca sativa, verificou que os extratos apresentaram

potencial alelopético, independente da concentracdo utilizada, mas com resposta dose

dependente, sendo assim capaz de interferir diretamente na germinagéo e no IVG. Diferindo

desses resultados, Malheiros et al. (2014) verificou que em relacdo a geminacdo e IVG o0s

extratos etanolicos da parte aérea de L. pacari (Lythraceae) ndo afetou as sementes de L.

sativa, porém, inibiu o crescimento radicular da plantula.

Observa-se que 0s extratos etandlicos da parte aérea e radicular de P. maritimum

contribuiram para a diminuicdo do comprimento da parte aérea, mais intensamente a medida
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que se aumentava a concentracdo (Figura 15), indicando que o efeito alelopatico do extrato
das plantas € dependente das concentracOes. Para a parte aérea de P. maritimum (Figura 15-
A), a espécie E. coccinea apresentou CLso inferior as outras espécies receptoras (CLso =
5,02mg ml?) (Tabela 10). De todas as espécies receptoras analisadas, a L. sativa apresentou a
menor CLso (2,39 mg ml!) para o extrato etandlico da parte radicular de P. maritimum

(Figura 15-B), mostrando ser a espécie mais sensivel para o comprimento da parte aérea de
plantulas.

Figura 15. Comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas das espécies receptoras em fungéo

das concentracdes crescentes do extrato etandlico da parte aérea (A) e radicular
(B) de P. maritimum.
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No crescimento das plantulas em extrato etandlico (Figura 16), também houve
diminui¢do no comprimento das raizes sob a influéncia das concentragdes. Com o extrato da
parte aérea de P. maritimum (Figura 16-A), a espécie E. coccinea foi mais sensivel ao
comprimento radicular da plantula, apresentando uma CLso = 1,12mg ml%, e a P. oleraceae
necessitou de uma concentracdo maior para a reducdo do comprimento de raiz, CLso=5,74mg
ml! (Tabela 10). Para a parte radicular de P. maritimum, apesar de ndo ter havido diferenca
entre as concentracfes para as espécies receptoras (Tabela 8), o declinio do comprimento
radicular foi proporcional ao aumento das concentracdes (Figura 16-B). Essa inibicdo do
crescimento de plantula, sob o ponto de vista ecolégico, € um mecanismo de sele¢cdo mais
eficiente do que evitar a germinacdo da planta daninhas, pois assim a descendéncia é
eliminada (JACOBI e FERREIRA, 1991).

Figura 16. Comprimento radicular (CRA) de plantulas das espécies receptoras em funcéo das

concentragOes crescentes do extrato etandlico da parte aérea (A) e radicular (B)
de P. maritimum.
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Os extratos etandlicos da parte aérea e radicular de P. maritimum influenciaram a MS
das espécies receptoras analisadas. Para o extrato da parte aérea, independente da espécie
receptora, houve diminui¢do da MS conforme o aumento da concentracdo do extrato (Figura
17-A). Diferindo desse resultado, Moameri et al. (2011), verificou que houve alteracdo na MS
das espécies Agropyron elongatum e Agropyron desertorum, quando submetidas ao extrato da
parte aérea de Haloxylon apyllum. As espécies L. sativa, D. insularis, E. coccinea e P.

oleraceae apresentaram decréscimo na MS conforme o aumento das concentragdes do extrato

da parte radicular de P. maritimum (Figura 17-B), sendo que a L. sativa apresentou a menor
Clso (1,90 mg ml?t) (Tabela 10).

Figura 17. Matéria seca de plantulas das espécies receptoras em funcdo das concentracfes
crescentes do extrato etandlico da parte aérea (A) e radicular (B) de P.

maritimum.
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3.3.5 Potencial Osmaético

Acredita-se que o efeito inibitdrio de extratos vegetais na germinacdo de sementes ou
no crescimento inicial é causado por aleloquimicos, mas existe também a possibilidade de que
0s extratos exercam efeitos osméticos negativos sobre as espécies receptoras, 0 que poderia se
atribuir as diferencas nos parametros de germinacéo.

Os solutos presentes no extrato podem alterar a propriedade da agua, resultando numa
pressdo osmotica diferente de zero na solucdo (VILLELA et al., 1991). Assim, o controle da
concentracdo de solutos dos extratos é fundamental na realizacdo de ensaios alelopaticos, pois
podem haver neles substdncias como acgucares, aminoacidos, entre outros, que podem
influenciar na concentragéo ionica e ser osmoticamente ativos (FERREIRA e BORGHETTI,
2004), mascarando o efeito alelopatico (FERREIRA e AQUILA, 2000).

Nesse sentido, na Figura 18 encontra-se o efeito da germinacdo das espécies
receptoras submetidas a diferentes niveis de potencias osmoticos. A partir da concentragdo de
- 0,1 MPa houve diminuicdo da germinacdo para as espécies L. sativa, D. insularis e E.
coccinea. Para P. oleraceae, essa diminuicdo na germinacdo foi a partir da concentracao de
PEG a - 0,2 MPa. A ordem de susceptibilidade das espécies receptoras em funcdo das
concentragdes foi: P. oleraceae > E. coccinea > D. insularis > L. sativa.

Figura 18. Germinacdo das espécies receptoras submetidas a diferentes niveis de potencias

osmaticos.
100 &
-
| llA —@—  Lactuca sativa
1 —-O0—-  Digitaria insularis
80 1 | —»—  Emilia coccinea
g i A AU Portulaca oleraceae
=
2
=
=
=]
o
53
<
§=
£
O
. : &

Potencial osmotico (MPa)



93

Na Tabela 11, é demonstrado o potencial osmético do extrato aquoso e etandlico da
parte aérea e radicular de P. maritimum. Associando esses resultados, com o observado na
Figura 17, valores maiores que - 0,1 MPa sugerem um possivel efeito alelopatico para as
especies L. sativa, D. insularis e E. coccinea. No extrato aquoso da parte aérea esses valores
sdo encontrados na concentracdo de 5,00% (-0,161 MPa), e na parte aérea e radicular do
extrato etanélico, a partir da concentracdo de 2,5 mg mi (-0,105 MPa) e 20mg ml (-0,126
MPa), respectivamente. Porem, verificou-se que ndo houve interferéncia do efeito osmatico
sobre os parametros avaliados, pois a CLso dessas espécies estd abaixo dessas concentraces
qgue causaram efeito osmético, mostrando que os efeitos sdo devidos possivelmente aos

aleloquimicos contidos no extrato.

Tabela 11. Potencial osmoético do extrato aquoso e etandlico de Paspalum maritimum.

Aquoso Etandlico
Extrato Conc(e:)zt)ragao Ws (Mpa) C(Z?:grrl;rlig)ao Ws (Mpa)
0 0,000 0 -0,015
0,156 -0,042 1,25 -0,089
Parte aérea 0,312 -0,057 2,5 -0,105
0,625 -0,046 5 -0,104
0,125 -0,056 10 -0,106
Paspalum 0,25 -0,076 20 -0,104
maritimum 2,00 0,161 - -
0 0,000 0 -0,015
0,156 -0,042 1,25 -0,064
0,312 -0,054 2,5 -0,059
0,625 -0,055 5 -0,077
0,125 -0,043 10 -0,076
0,25 -0,055 20 -0,126
5,00 -0,066 - -
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3.4 CONCLUSOES

Na fracdo mais ativa da parte aérea de P. maritimum, acetato de etila, identifica-se a
presenca de taninos condensados, chalconas e auronas, flavononas, esterdides e saponinas.

O extrato aquoso da parte aérea de Paspalum maritimum reduz a porcentagem de
germinacdo de Portulaca oleraceae, 0 comprimento da parte aérea de Lactuca sativa, o
comprimento de raiz de Emilia coccinea e o indice de velocidade de germinacéo de Digitaria
insularis.

O extrato aquoso da parte radicular de Paspalum maritimum ndo possui efeito
alelopatico sobre as espécies testadas.

Dentre as espécies estudadas, Emilia coccinea é a mais sensivel aos efeitos
alelopaticos do extrato etandlico da parte aérea de P. maritimum.

O extrato etandlico da parte radicular de Paspalum maritimum, reduz a porcentagem
de germinacdo de Lactuca sativa e Digitaria insularis, o0 comprimento da parte aérea das
plantulas de L. sativa, D. insularis e P. oleraceae e o indice de velocidade de germinacgdo de

Digitaria insularis.
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4. Potencial alelopatico e identificagdo dos metabdlitos secundarios em extratos de

Canavalia ensiformis L.

RESUMO

As espécies que possuem potencial alelopatico sd@o promissoras na agricultura, diante da
perspectiva da identificacdo e manipulacdo dos seus metabdlitos secundarios, para aplicacfes
praticas e, assim, serem utilizadas no controle de plantas daninhas. Nesse contexto, esse
trabalho teve por objetivo verificar o efeito alelopatico e identificar os metabodlitos
secundarios de Canavalia ensiformis L. Sementes de Lactuca sativa, Digitaria insularis,
Emilia coccinea e Portulaca oleracea foram utilizadas como receptoras. Para avaliar o
potencial alelopatico, foi realizado o extrato aquoso e etanolico da parte aérea da espécie
doadora. Os efeitos potencialmente alelopaticos foram avaliados por meio de testes de
germinagdo (porcentagem e indice de velocidade de germinacdo), crescimento inicial de
plantulas e matéria seca. Foi realizada também, através da técnica da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, a identificacdo dos metabolitos secundarios da parte aérea de C.
ensiformis. P. oleraceae é a espécie mais sensivel aos efeitos alelopaticos do extrato aquoso
de C. ensiformis. O extrato etandlico proporciona maior inibicdo da porcentagem e indice de
velocidade de germinacdo de Lactuca sativa. A parte aérea de C. ensiformis contém acidos
fenolicos (acido clorogénico, éacido ferulico, acido cafeico), flavondides (kaempferol,
naringina e rutina) e acidos carboxilicos (acido citrico, acido mal6nico e acido aspartico),

podendo ser os responsaveis pela atividade alelopatica dessa espécie.

Palavras-chave: alelopatia, feijao-de-porco, fitoquimica.
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Allelopathic potential and identification of secondary metabolites in extracts of

Canavalia ensiformis L.

ABSTRACT

The species that have allelopathic potential are promising in agriculture, with the perspective
of identifying their secondary metabolites and manipulating them, for practical applications
and thus be used to control weeds. In this context, this work aimed to verify the allelopathic
effect and to identify the secondary metabolites in the Canavalia ensiformis species. The
Lactuca sativa, Digitaria insularis, Emilia coccinea and Portulaca oleracea species were
used as recipient species. To evaluate the allelopathic potential, the aqueous and ethanolic
extract of the aerial part of the donor specie was carried out. Potential allelopathic effects
were evaluated by germination tests (percentage and rate of germination rate), initial seedling
growth and dry matter. The identification of the secondary metabolites of the aerial part of C.
ensiformis was also performed using the High Performance Liquid Chromatography
technique. The P. oleraceae species is the most sensitive to the allelopathic effects of the
aqueous extract of C. ensiformis. The ethanolic extract provides greater inhibition of
germination and germination speed index of Lactuca sativa. The aerial part of C. ensiformis
contains the compounds belonging to phenolic acids (chlorogenic acid, ferulic acid, caffeic
acid), flavonoids (kaempferol, naringin and rutin) and carboxylic acids (citric acid, malonic

acid and aspartic acid) they can be responsible for the allelopathic activity of this species.

Keywords: allelopathy, jack bean, phytochemical.
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4.1 INTRODUCAO

As plantas daninhas causam impacto direto na agricultura, devido aos custos de
controle com méo de obra, equipamentos, herbicidas, entre outros. Afetam indiretamente por
serem hospedeiras de pragas e doengas, competem com a cultura de interesse econdmico
pelos recursos do meio, reduzindo a produtividade e elevando os custos de producédo
(ZIMDAHL, 2007). Assim, € necessario 0 manejo adequado dessas plantas para diminuir os
prejuizos causados. Apesar da contribuicdo significativa dos metodos convencionais de
controle de plantas daninhas na melhoria da produtividade das culturas, certos desafios
também estdo associados a eles, tornando cada vez mais necessario o uso de opcgbes de
manejo diversificadas. A pesquisa com espécies que possuem potencial alelopatico esta cada
vez mais em evidéncia na perspectiva da sua manipulacdo, para aplicacdes praticas na
agricultura e, assim, ser utilizadas no controle de plantas daninhas (MERI, 2011; JABRAN e
FAROOQ, 2013; ZENG, 2014).

O feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) pertencente a familia Fabaceae, é uma
espécie muito cultivada como adubacgdo verde e suas raizes possuem associacao simbidtica
com bactérias fixadoras de nitrogénio (BLUM, 1995; CAVALCANTI, 2011). E bastante
cultivada em regides quentes, com clima tropical e subtropical, sendo encontrada em sua
forma silvestre nas Antilhas e zonas tropicais africanas e asiaticas (CALEGARI, 1995). Ha
relatos de que a espécie exerce efeitos alelopaticos através da inibicdo da germinacédo e
crescimento de plantulas (SOUZA FILHO, 2002; FONTANETTI et al., 2004; SANTOS et
al., 2005; MENDES e REZENDE, 2014).

Os responsaveis por causar algum efeito prejudicial na planta sdo os aleloquimicos.
Eles estdo presentes em varias partes da planta, sdo resultantes do metabolismo secundario e
capazes de causar os efeitos alelopaticos sobre o metabolismo de espécies receptoras (TAIZ e
ZEIGER, 2013). Estes metabdlitos estdo divididos em trés principais grupos: compostos
fenolicos, terpenos e alcaldides (FERREIRA e AQUILA, 2000; RICE, 2013). Os compostos
fendlicos sdo as substancias quimicas mais comumente associadas com o efeito alelopéatico
(TAIZ e ZEIGER, 2013). Classificam-se em &cidos fendlicos, flavonodides, fenois simples,
cumarinas, taninos e ligninas (SHAHIDI; NACZK, 1995; LARCHER, 2000). Os acidos
fendlicos atuam induzindo o aumento da atividade de enzimas oxidativas, causando assim a
modificagdo na permeabilidade da membrana e a formacdo de lignina, contribuindo para a
reducdo do crescimento radicular da planta (BAZIRAMAKENGA; LEROUX; SIMARD,
1995; FERRARESE et al., 2000; BUBNA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011). Os
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flavondides sdo o0s compostos naturais mais presentes nas plantas e possuem efeitos
alelopaticos, sendo capazes de inibir a germinagdo e o crescimento de plantas (MACIAS et
al., 1997, HOAGLAND e WILLIAMS, 2004; BAIS et al., 2006; BUER e DJORDEVIC,
2009; FRANCO et al., 2016).

Uma das técnicas utilizadas para identificar esses compostos € através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Essa técnica é utilizada para realizar
separacdes e analises quantitativas de varios metabdlitos secundarios em tempo reduzido, com
alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS; BRAGA; BONATTO, 2006).

Relatos na literatura apontam a atividade alelopatica de C. ensiformis, porém sédo
necessarios mais estudos para identificar os metabolitos secundarios presentes em sua
Ccomposigdo que S0 0S responsaveis por causar a atividade alelopatica. Nesse contexto, esse
trabalho teve por objetivo verificar o efeito alelopatico e identificar os metabolitos

secundarios presentes na parte aérea de Canavalia ensiformis.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), pertencente a
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), situado em Rio Largo/Alagoas (latitude 9° 27’ S,
longitude de 35° 27° W e a 127 m de altitude). Foi utilizada C. ensiformis como espécie
doadora para se avaliar o possivel potencial alelopatico. Como espécies receptoras foi
utilizada uma considerada sensivel aos testes de alelopatia (Lactuca sativa - alface)
(FERREIRA e AQUILA, 2000), e as espécies daninhas Digitaria insularis (Capim
amargoso), Emilia coccinea (Falsa-serralha) e Portulaca oleracea (Beldroega).

4. 2.1 Coleta do material e obtencéo dos extratos

Foi realizado o plantio de Canavalia ensiformis na area experimental do CECA. As
sementes foram distribuidas uniformemente a uma profundidade de 3 a 4 cm, sendo
obedecido o espacamento entre fileiras de 0,70 m, conservando-se 10 plantas por metro apos
o0 desbaste, que ocorreu de 10 a 15 dias apds a emergéncia. Apos trés meses da semeadura,
guando as plantas atingiram a fase de floracdo, foi realizada a coleta da parte aérea das
plantas.

Apbs a coleta, foi realizada uma lavagem do material com agua corrente para retirada
das impurezas, retirada a parte aérea da planta e levada a estufa de circulacdo de ar forcada a

60 °C até atingir peso constante. Apos este processo, 0 material desidratado foi triturado em
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moinho de facas “tipo willey” com peneira 30 Mash até a obtencdo de fragmentos menores.
O po6 obtido foi armazenado em recipientes vedados e levados a temperatura de -20 °C até o
momento de seu uso (adaptado de HAGEMANN et al., 2010).

4.2.1.1 Extrato aquoso

Para a obtencdo do extrato aquoso de C. ensiformis, foram utilizados o pé da parte
aérea e preparada uma solucdo estoque na concentragdo de 1g 10 mL (10%)(peso/volume).
Esta solucdo permaneceu em repouso por 24 horas no refrigerador (5 £ 1 °C). Ap0Os esse
periodo, a solugdo foi transferida para tubos falcons, os quais foram centrifugados durante dez
minutos a 3000 rpm para separacdo das particulas maiores. O sobrenadante coletado foi
colocado em eppendorfs e submetido novamente a centrifugacdo por 15 minutos a 15.000
rpm. A parte utilizada foi o sobrenadante limpido obtido apds a centrifugacdo. A partir desse
sobrenadante, foram realizadas as diluigdes para as concentragcdes de 0,156%; 0,312%;
0,625%; 0,125%; 0,25% e 5,000% (adaptado de HAGEMANN et al., 2010) (Figura 19).

Figura 19. Etapas da preparacdo d20 extrato aquoso: A- Material da espécie doadora
desidratado; B — Primeira centrifugacdo em tubos falcons; C- Segunda
centrifugacdo em eppendorfs (extrato bruto); D- Extrato aquoso em diferentes
concentragoes.
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Fonte: Autoria propria (2017).

4.2.1.2 Extrato etanolico

Para o extrato etandlico, o material referente a parte aérea da planta foi submerso em

alcool etilico 95% na proporgdo de 1:5 (p/v), agitado e mantido em temperatura ambiente por
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72 horas. Apos este periodo, o extrato obtido foi filtrado e o residuo do material foi
novamente extraido com o mesmo solvente por mais 72 horas. Este processo foi repetido
varias vezes até a obtencdo de uma extracdo limpida. O extrato filtrado resultante e todas as
extracGes foram reunidos e concentrados com o auxilio de um rotaevaporador de pressdo
reduzida em uma temperatura média de 50 °C (adaptado de AL-SHERIF et al., 2013). O
extrato bruto seco resultante foi armazenado em recipiente de vidro (Figura 20).

Figura 207. Etapas da preparagdo do extrato etandlico: A — Material desidratado da espécie
doadora. B — Adicéo do solvente ao material. C — Filtragem do solvente. D —
Evaporacdo do solvente no rotaevaporador. E- Extrato bruto.

Fonte: Autoria propria (2017).

Para a obtencdo das concentragbes de 1,25mg ml?; 2,50mg ml?t; 5,00mg ml?;
10,00mg ml* e 20,00mg ml, o extrato bruto foi solubilizado adicionando 0,1% de DMSO
(dimetilssulféxido) e agua destilada, utilizando ultrassom até a sua completa solubilizac&o.
Para evitar possivel interferéncia do solubilizante, foi utilizada a testemunha com agua mais
DMSO (adaptado de AL-SHERIF et al., 2013).

Foi realizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢fes. Cada
extrato obtido foi considerado um experimento individual, em concentracfes crescentes,
visando observar o efeito alelopatico em diferentes espécies receptoras, obtendo assim um

experimento para o extrato aquoso, e um experimento para o extrato etandlico.
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4.2.2 Curvas do potencial osmotico

Visando verificar o potencial osmotico critico para a germinacdo das sementes das
espécies receptoras e a relacdo com o potencial osmdtico dos extratos da espécie doadora,
foram obtidas as curvas de potencial osmdtico. Foram utilizadas solugdes de polietileno glicol
6000 (PEG-6000), por ser quimicamente inerte e nao apresentar toxicidade sobre as sementes,
e preparadas segundo especificacdes de Michel e Kaufmann (1973), conforme a férmula
abaixo:

ys=-(1,18x 10?) C - (1,18 x 10*) C2 + (2,67 x 10%) CT + (8,39 x 107) CT

Onde: ys = potencial osmotico (bar), C = quantidade de PEG 6.000/kg de agua (g), T =
temperatura (°C), 1 MPa = 9,87 atm = 10 bar.

As solucdes de PEG-6000 aplicadas foram as seguintes: 0; -0,1Mpa; -0,2Mpa; -
0,4Mpa; -0,8Mpa; -1,6Mpa e -3,2Mpa e realizou-se o teste de germinagdo com as especies
receptoras, utilizando a mesma metodologia descrita abaixo no bioensaio de germinacao.

O potencial osmético de cada extrato foi aferido por meio de osmdémetro Wescor.

4.2.3 Particdo liquido-liquido

A particdo liquido-liquido foi realizada com o extrato bruto etandlico da parte aérea de
C. ensiformis com solventes de polaridades crescentes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol). Inicialmente, 12,5 g do extrato bruto foi suspenso com 250 mL de Metanol em um
funil de separacdo e adicionado o solvente n-Hexano para a extragédo (3 x 250 mL). Apds esse
processo, foi retirada a fragdo hexanica, sendo a fracdo metanolica suspensa em agua (250
mL), e submetida a particio com Cloroférmio (3 x 250 mL). Foi retirada a fracdo
clorofémica, e na fragdo metandlica + agua, foi adicionado Acetato de Etila (3 x 250 mL). As
quatro fragdes resultantes desse processo foram submetidas a secagem do solvente no
rotaevaporador.

Para a determinacdo da fracdo mais ativa, foi selecionada a concentracdo mais
préxima que inibiu 50% da germinacdo da espécie L. sativa (1,25 mg mL™1), e realizados
testes de germinacdo e medidos os comprimentos de parte aérea e radicular das plantulas. O

critério utilizado para definir essa fracdo foi através da média das variaveis.
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4.2.4 Variaveis avaliadas
Os efeitos potencialmente alelopaticos dos extratos aquoso e etandlico de C.
ensiformis foram avaliados por meio de testes de germinacdo, indice de velocidade de

germinacdo, crescimento inicial de plantulas e matéria seca.

Germinacao

Os testes de germinacdo foram conduzidos em caixas plasticas transparentes tipo
gerbox com tampa (11x11x4cm), previamente desinfetadas com alcool, e forradas com duas
folhas de papel germitest previamente autoclavadas a temperatura de 120°C. O papel foi
umedecido com 6 mL de cada extrato e sobre ele 30, 30, 50 e 200 sementes de L. sativa
(cultivar "Baba de Verdo") e D. insularis, E. coccinea e P. oleraceae, respectivamente. As
caixas foram mantidas em cdmara climatizada tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas para a espécie L. sativa, e sob
temperatura alternada de 20 - 30°C, com fotoperiodo de 12 horas, para as espécies de plantas
daninhas (D. insularis, E. coccinea e P. oleraceae).

A cada 24 horas, as sementes foram avaliadas para verificar a protrusdo radicular,
conforme Borghetti e Ferreira (2004). Ao final do tempo experimental, sete dias da semeadura
para as especies L. sativa e D. insularis, e 14 dias para E. coccinea e P. oleraceae, as
plantulas foram avaliadas quanto ao desenvolvimento da parte aérea e da raiz e classificadas

em normais ou anormais (BRASIL, 2009).

indice de velocidade de germinaco (IVG)

Os dados verificados nas contagens diarias realizadas no teste de germinacdo foram
utilizados para calculo do 1VG. Os dados foram tabulados e calculados segundo a equacéo de
Maguire (1962):

IVG = (N1/E1) + (N2/E2) + ... + (Nn/En)

Onde: IVG = indice de velocidade de germinacdo E1, E2, En = numero de plantulas

na primeira contagem, na segunda e na Gltima. N1, N2, Nn = nimero de dias da semeadura a

primeira, a segunda e a Ultima contagem.

Comprimento de Plantulas

O comprimento de plantulas foi avaliado em conjunto com o teste de germinagéo
utilizando as plantulas normais, avaliando o comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz
priméria (CRA) por meio de régua milimetrada. O comprimento da raiz foi obtido tomando-se
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a medida do &pice meristematico da raiz principal até a regido do coleto. Esse mesmo
procedimento foi empregado para a medicdo do hipocétilo das plantulas, tomando-se a
medida da regido do coleto até o ponto de insercdo dos cotilédones (VIEIRA; CARVALHO,
1994). O comprimento médio da parte aérea e da raiz primaria das plantulas foi calculado
pelo quociente entre a soma das medidas em cada repeticdo e o nimero de plantulas
(VANZOLINI et al., 2007).

Matéria seca

Apos a ultima contagem de germinagdo, as plantulas foram acondicionadas em sacos
de papel tipo kraft e expostas a secagem em estufa com circulacdo de ar a temperatura de
60°C durante 72 horas. A massa obtida foi dividida pelo nimero de plantulas normais, e 0s

resultados expressos em g plantula.

4.2.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiénia (HPLC)

Para verificar a existéncia de alguns compostos no extrato da parte aérea de C.
ensiformis, foram selecionados alguns padr@es ja identificados em estudos anteriores com a
mesma espécie e comparados com o0s presentes na amostra: flavonoides (kaempferol,
quercetina, rutina e naringina), acidos fendlicos (&cido ferdlico, acido clorogénico e acido
cafeico) e acidos carboxilicos (&cido citrico, acido malénico e acido aspartico) (SANTOS;
MORAES; REZENDE, 2007; MENDONCA, 2008).

Parémetros do HPLC

Foi utilizado um cromatografo liquido da marca Shimadzu® (Kyoto, Japan)
equipado com um degaseificador (DGU-20A3), auto-injetor (SIL-20A HT), duas bombas LC-
10AD e detector de arranjos de diodos (SPD-M20A). As amostras foram analisadas em uma
coluna cromatografica C18(5 um, 4.6 x 250 mm). Os dados resultantes foram adquiridos e
analisados pelo software Lab Solution versao 1.25 SP5 (Shimadzu). A temperatura da coluna
foi mantida em 25 °C e o eluente foi verificado a comprimentos de onda na gama de 190-
540 nm. Foram utilizados duas metodologias para a fase mével. Na primeira, para detectar a
presenca dos padrGes pertencentes aos flavonodides (kaempferol, quercetina, rutina e
naringina) e acidos fenodlicos (acido feralico, acido clorogénico e acido cafeico), foi utilizada
uma fase moével isocratica com 0,1% H3sPO4:CH3OH (80:20), taxa de fluxo: 1 mg mL7,
volume de injecdo: 20uL e tempo de corrida: 12 min (adaptado de HAJIMEHDIPOOR et al.,

2012). Na segunda metodologia, para os padrdes pertencentes aos acidos carboxilicos (acido
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citrico, &cido maldnico e &cido aspartico), foi utilizada na fase movel isocratica uma solucao
de 10mM KH2PO4:CH30H (95:5, pH 2,7), taxa de fluxo: 0,8 ml/min, volume de injecdo: 10
ML e tempo de corrida: 15 min (adaptado de DINJ et al.,, 2006). A identificacdo dos
compostos presentes na amostra se deu através da comparacdo com o tempo de retencdo dos
cromatogramas da amostra de C. ensiformis com os padrdes, para isso, todos foram
preparados nas mesmas condigdes.

O comprimento de onda foi definido para cada padrdo de acordo com a melhor
visualizacdo do pico. A partir dessa verificacdo, para os padrdes acido cafeico, kaempferol,
acido citrico, &cido malénico e 4cido aspartico, a melhor visualizagdo do pico foi verificada a
220 nm. A naringina, a 270 nm. Acido clorogénico e acido ferdlico, foram identificados no
comprimento de onda de 330 nm. E a rutina, a 360 nm.

Preparo das amostras e padrdes

Para o preparo da amostra de C. ensiformis, foi utilizada a fracdo da particdo
liquido-liquido que apresentou maior atividade inibitoria na espécie receptora (L. sativa). Para
isso, foi pesado 1 mg do extrato, solubilizado em 1 ml de metanol, e levado ao ultrassom para
completa solubilizacdo. Apos, a solucdo obtida foi filtrada em uma membrana de 0,45 pum e
tranferida para tubos “vail” para posterior injecdo na coluna cromatografica.

O mesmo procedimento foi realizado para os padrdes, porém com concentracdes
diferentes: acido clorogénico, acido ferdlico e rutina: 0,1 mg mL™; acido caféico e quercetina:
0,05 mg mL; kaempferol e naringina: 0,2 mg mL™; &cido citrico, 4cido maldnico e acido

aspartico: 1 mg mL1.

4.2.6 Anédlise estatistica

Para analise estatistica dos dados, os dados originais foram submetidos a andlise de
variancia a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, sendo as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o programa estatistico Sisvar. Os dados referentes
a particdo liquido-liquido foram transformados em + (x + 0,5 (BARBIN, 2003). As médias
apresentadas referem-se aos dados originais.

Os dados obtidos, referente as concentracdes, para as varidveis analisadas, foram
averiguados atraveés da aplicacdo do teste F sobre a anélise da variancia. Sendo significativo o
efeito do extrato, para determinar a CLso (concentragéo inibitoria equivalente a 50% de efeito
em relacdo a testemunha), os dados foram ajustados ao modelo de regressdo ndo-linear do tipo

logistico com trés parametros (STREIBIG, 1988), utilizando-se o programa Sigmaplot:
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Onde: y = controle percentual; x = concentracdo do extrato; a, b, e ¢, parametros estimados da
equacdo, de forma que a = amplitude existente entre 0 ponto maximo e o ponto minimo da
variavel, b = concentracdo que proporciona 50% de resposta da variavel e ¢ = declividade da
curva ao redor de b.

O modelo logistico apresenta vantagens, uma vez que um dos termos integrantes da
equacdo (b) é uma estimativa do valor de CLso (CHRISTOFFOLETI, 2002). Por ser um bom
parametro utilizado para determinar a dose que controla 50% em herbicidas, foi adaptado para
determinar essa concentracdo em alelopatia. O CLsp € a concentragdo do extrato, em %
(aquoso) e mg ml* (etandlico), que proporciona o valor de 50% de controle ou de reducéo de
crescimento  da espécie receptora (adaptado de CHRISTOFFOLETI, 2002,
CHRISTOFFOLETI e LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Os valores da testemunha foram considerados 100%, sendo os resultados de cada
variavel dos demais tratamentos calculados em relacdo a testemunha, utilizando a seguinte
formula:

VR (%)= 100*V/Tm
Onde: VR = variavel em relacdo a testemunha (%); V = variavel analisada (G, IVG, CPA,
CRA ou MS); Tm = média da testemunha (%).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Extrato Aquoso
O resultado da andlise de variancia indicou que as espécies receptoras (ER), do

extrato aquoso da parte aérea de C. ensiformis ndo apresentou efeito significativo para a
germinacdo (G). Para as concentragdes (C) as variaveis germinagdo (G), indice de velocidade
de germinacdo (IVG), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento radicular (CRA) e
matéria seca (MS) apresentaram significancia, indicando interferéncia das concentracdes
sobre as especies receptoras. Houve significancia a 5% para o IVG, CPA e CRA para a fonte

de variacdo concentragdo e sua interacdo com as espécies receptoras (Tabela 12).
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Resumo da analise de variancia (valores de F) para porcentagem de germinacédo
(G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento radicular (CRA) e matéria seca (MS) de plantulas de
espécies receptoras (ER) em funcdo de diferentes concentracdes (C) do extrato
aquoso de C. ensiformis e da interacdo entre esses fatores (ER*C).

Analise G IVG CPA CRA MS
de  memmmmmee e Fealc-----mmmmmmm e oo
variancia Canavalia ensiformis
ER 1,878 19,041** 53,834** 14,280**  3,056*
C 107,522**  123,685** 38,286** 108,753** 22,046**
ER*C 1,155™ 4,826** 5,929** 2,781** 0,973
C.V.(%) 23,25 17,15 33,91 26,43 54,01

Pelas curvas de dose-resposta, pode-se observar com mais clareza uma maior

sensibilidade das espécies receptoras L.sativa, D. insularis, E.coccinea e P. oleraceae aos

aleloquimicos presentes no extrato, definindo a concentracéo inibitéria equivalente a 50% de

efeito em relacdo a testemunha (CLso) (Tabela 13).

Tabela 13. Estimativas do parametro a, b e ¢ do coeficiente de determinacdo (R?) do modelo

log-logistico, para germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) e matéria seca
(MS) de sementes das espécies receptoras, utilizando extrato aquoso de C.
ensiformis.

Variavel Espécie Parametros® R®) FQ)
receptora a b c
G MDE® 97,19** 1,682** 3,76** 0,99 764,93

L. sativa 99,79** 2,329** 4,28** 0,99 528,88

VG D. insularis 98,68** 3,019** 2,58** 0,99 742,98

E. coccinea 99,50** 1,693** 3,07** 0,99 116,31
P.oleraceae 101,39** 3,369** 2,41* 0,98 52,48
L. sativa 93,01** 2,003 61,05 0,97 38,27

CPA D. insularis 94,11** 1,411* 10,26 0,99 458,27
E. coccinea 145,86** 1,992 60,10 0,92 12,48
P.oleraceae 99,71** 0,111 0,74* 0,98 54,43
L. sativa 90,06** 1,438** 4,95 0,97 35,76

CRA D. insularis 95,43** 1,479** 2,01** 0,99 157,94

E. coccinea 101,24** 0,651** 1,95** 0,99 198,28

P.oleraceae 98,98** 0,281 0,77 0,93 14,54




118

MS MDE 95,99** 1,399** 2,383** 0,991 110,66

(MModelo: y = y0 + a/(1+(x/b)c );@Coeficiente de determinago da curva de regressio; ®Valor de F para regressdo nio
linear; ¥ Média das espécies.

Na Figura 21, observa-se a média da percentagem de germinacdo de sementes
receptoras em fungéo das concentragdes do extrato aquoso de C. ensiformis. Houve redugéo
expressiva na percentagem de germinagdo conforme o aumento das concentragdes. Carvalho
et al. (2014), ao avaliar a influéncia do extrato aquoso de C. ensiformis em sementes de
Lactuca sativa, verificaram que ndo houve interferéncia na germinacéo até a concentracdo de
5%. Gomes et al (2013) ao avaliar o efeito alelopatico do extrato aquoso de folhas de
Lupinus angustifolius L. (Fabaceae) sobre Lactuca sativa, Bidens pilosa e Zea mays,
verificou que houve interferéncia na germinacdo de L. sativa a partir da concentracdo de 40%,
para Bidens pilosa a concentragdo de 100% e , Zea mays nao foi afetada em nenhuma
concentracdo. Mauli et al. (2009), identificaram que sementes de L. sativa, Bidens pilosa e

Sida rhombifolia, tiveram sua porcentagem de germinacgéo significativamente reduzida pelos
extratos de Leucaena leucocephala (Fabaceae).

Figura 21. Porcentagem de germinacdo de sementes das espécies receptoras em funcdo das
concentragdes crescentes do extrato aquoso da parte aerea de C. ensiformis.
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Oliveira et al. (2005), ao analisar o efeito do extrato aquoso das folhas de seis espécies
da familia Fabaceae sobre a germinagdo de L. sativa, constataram diferentes efeitos, sendo
que duas espécies inibiram completamente a germinagdo (Chloroleucon tortum e Albizia
blanchetii), uma promoveu efeito significativo (Machaerium scleroxylon) e as demais nédo

apresentaram efeitos (Copaifera langsdorffii, Anadenanthera colubrina e Acacia bahiensis).
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Esses resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho, indicando que os
extratos aquosos de varias espécies da familia Fabaceae interferem na germinacdo das
sementes. Esse fato pode ocorrer devido as alteracfes na permeabilidade de membranas, na
transcricao e traducdo do DNA, na respiracdo, pelo sequestro do oxigénio, na conformacao de
enzimas e receptores, ou ainda, pela combinacdo destes fatores (FERREIRA e AQUILA,
2000).

Observou-se que conforme ocorreu aumento da concentragdo do extrato aquoso de C.
ensiformis houve diminuicdo no 1VG para todas espécies receptoras (Figura 22). A espécie E.
coccinea apresentou a menor CLso (1,693%), e a P. oleraceae a maior CLsg (3,369%) (Tabela
13). Similar a esses resultados, Maraschim-Silva e Aquila (2006) relataram que o tempo de
germinacdo de Lactuca sativa foi afetado pela aplicagdo do extrato aquoso de Peltophorum

dubium (Fabaceae).

Figura 22. indice de velocidade de germinacio (IVG) de sementes das espécies receptoras
em funcdo das concentracdes crescentes do extrato aquoso da parte aérea de C.

ensiformis.
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O atraso na velocidade de germinacdo é um indicador do efeito alelopatico sobre o
alongamento e divisao celular. Quanto menor o IVG, maior 0 tempo necessario para ocorrer a
germinacdo. Hoagland e Williams (2004) observaram que isto pode ocorrer através da
ativacdo de mecanismos de desintoxicacdo celular. Os mesmos autores também observaram
que o tempo para a ativacdo deste mecanismo retarda a germinacdo. Carvalho, Fontanetti e
Cancado (2002), avaliando o efeito alelopatico do extrato aquoso de Stilozobium aterrimum

(Fabaceae), verificaram que houve reducdo do IVG de sementes de Cyperus rotundus.
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O efeito alelopatico pode ser visualizado em outras variaveis, € ndo apenas na
porcentagem de germinacdo. Ferreira e Aquila (2000) também evidenciaram o fato de que a
germinacdo € menos sensivel aos metabolitos secundarios do que o crescimento das pléantulas.

Houve reducdo do comprimento da parte aérea e radicular das plantulas, conforme o
aumento das concentracdes do extrato aquoso de C. ensiformis (Figura 23-AB). A espécie
mais sensivel foi a P. oleraceae, com CLso de 0,111% e 0,281%, para o comprimento da
parte aérea e radicular, respectivamente (Tabela 13). Corroborando o presente estudo, Borella
et al. (2009) ao analisar os efeitos de extrato aquoso da parte aérea de Persea americana
(Lauraceae) sobre sementes de L. sativa observaram inibicdo da germinagdo e crescimento
inicial das plantulas. Corsato et al. (2008) encontraram que o extrato aquoso de folhas frescas
de Lupinus albus (Fabaceae) interferiu negativamente na porcentagem de germinagdo e

comprimento de plantulas de L. sativa a partir da concentracdo do extrato a 20%.

Figura 23. A - Comprimento da parte aérea (CPA) e B - Comprimento radicular (CRA) da
plantula das espécies receptoras em funcdo das concentracGes crescentes do
extrato aquoso de C. ensiformis.
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Alguns autores sugerem que o efeito mais acentuado sobre as raizes é devido ao
contato mais intimo destas com os aleloquimicos (CHUNG et al. 2001), fato este que foi
observado apenas para L. sativa e E. coccinea, que apresentaram para 0 comprimento
radicular CLso=1,438% e CLs0=0,651% (Tabela 13), respectivamente, enquanto que para o
comprimento da parte aérea, CL50=2,003% e CLs0=1,992% (Tabela 13), respectivamente.
Maraschim-Silva e Aquila (2006) demonstraram que o comprimento radicular foi mais
afetado, do que a parte aérea da pléntula de Lactuca sativa, pela aplicacdo dos extratos
aquosos de Cecropia pachystachya (Urticaceae) e Sapium glandulatum (Euphorbiaceae).
Soares et al. (2002) também observaram que extratos aquosos de especies de leguminosas
mostram forte efeito inibidor do desenvolvimento radicular de plantulas de L. sativa.

Gomes et al. (2013) constataram que o extrato de Lupinus angustifolius L. (Fabaceae)
afetou o crescimento da parte aérea e radicular de L. sativa, sendo que as espécies Bidens
pilosa e Zea mays apresentaram efeito menos acentuado sobre essas duas variaveis.
MANOEL et al. (2009) avaliando a acdo alelopética de Bauhinia forficata Link (Fabaceae), e
Stryphnodendron adstringens (Mart.) (Fabaceae) em sementes de Lycopersicum esculentum
Mill (Solanaceae) verificou que a germinacao néo foi afetada, porém inibiu o0 comprimento de
plantulas e o indice de velocidade de germinacéo, indicando efeito alelopatico.

Em relacdo a mateéria seca das plantulas (Figura 24), observa-se decréscimo na MS
com 0 aumento das concentracdes, independente das espécies receptoras. Corroborando esse
resultado, Carvalho, Fontanétti e Cancado (2002) verificaram que o extrato aquoso de

Stilozobium aterrimum (Fabaceae) reduziu a matéria seca de Cyperus rotundus.
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Figura 24. Matéria seca (MS) da média das espécies receptoras em funcdo das concentracoes
crescentes do extrato aquoso da parte aérea de C. ensiformis.
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4.3.2 Extrato etandlico

A andlise de variancia dos dados obtidos, para o extrato etandlico da parte aérea de C.
ensiformis, indicou que as espécies receptoras apresentaram efeito significativo para as
variaveis G, IVG e CRA, demonstrando assim que houve influéncia dos extratos sobre as
especies receptoras. Constata-se também que todas as variaveis apresentaram significancia
para as concentracdes (C) e para interacdo espécie receptora x concentragdo, indicando assim

um extrato com potencial para causar efeito alelopatico nas espécies receptoras (Tabela 14).

Tabela 14. Resumo da anélise de variancia (valores de F) para porcentagem de germinacao
(G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento radicular (CRA) e matéria seca (MS) de plantulas de
espécies receptoras (ER) em funcdo de diferentes concentragcdes (C) do extrato
etandlico de C. ensiformis e da interacdo entre esses fatores (ER*C).

G VG CPA CRA MS
Andlise de
L - FcalC---------m-mmmm oo
variancia
Canavalia ensiformis — Parte aérea
ER 22 475** 29,305** 1,852ns 6,666** 2,692"
C 158,604** 180,271** 86,388** 125,341** 73,521**
ER*C 3,577** 5,985** 2,612** 1,866* 2,311**

C.V.(%) 26,42 22,84 34,24 33,52 43,09
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As curvas de dose-resposta representam de forma mais clara os padrbes observados
nas espécies Lactuca sativa, Digitaria insularis, Emilia coccinea e Portulaca oleraceae. As
equacOes utilizadas para descrever a resposta das diferentes especies em funcdo das
concentracbes foram satisfatorias, pois a maioria dessas obtiveram coeficiente de
determinacdo acima de 95% (Tabela 15).

Tabela 15. Estimativas do parametro a, b e ¢ do coeficiente de determinagédo (R?) do modelo
log-logistico, para as espécies receptoras, na varidvel germinacdo (G),
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), matéria seca (MS)

e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes das espécies receptoras,
utilizando extrato etandlico de C. ensiformis.

Variavel Espécie Parametros® RO )
receptora a b c
L. sativa 99,22** 1,24* 1,33 0,96 21,15
G D. insularis 100,71** 3,41** 2,46** 0,99 296,77
E. coccinea 96,27** 4,39* 8,51 0,98 57,90
P.oleraceae  104,24** 1,82* 4,77* 0,97 28,77
L. sativa 98,74** 1,59* 1,32 0,97 25,83
VG D. insularis 99,98** 3,567** 2,32** 0,99 732,35
E. coccinea 99,46** 2,48 0,89* 0,97 24,33
P.oleraceae 100,64** 6,56** 3,78** 0,99 281,84
L. sativa 103,32** 5,99 18,53 0,99 138,07
D. insularis 88,19** 5,90 14,48 0,98 71,33
CPA E. coccinea 91,80** 4 59** 5,68 0,99 113,97
P.oleraceae  102,69** 2,79* 1,59* 0,98 36,93
L. sativa 97,28** 2,29* 1,61 0,97 33,26
CRA D. insul_aris 101,69** 2,67** 2,52** 0,99 242,22
E. coccinea  99,52** 1,33* 1,31* 0,99 97,75
P.oleraceae  99,13** 3,65* 1,61* 0,97 35,80
L. sativa 107,55** 3,91 61,29 0,99 223,41
MS D. insularis 113,17** 5,00 29,19 0,98 71,09
E. coccinea 102,86** 2,61 28,13 0,99 1270,87
P.oleraceae 100,46** 2,96* 1,69* 0,987 57,856

(MModelo: y = y0 + a/(1+(x/b)c );@Coeficiente de determinagio da curva de regressdo; ®Valor de F para regressio ndo
linear.

Os efeitos do extrato etandlico de C. ensiformis sobre a porcentagem de germinacéo de
sementes das espécies receptoras, podem ser verificados na Figura 25. Conforme houve o
incremento das concentracdes, ocorreu a inibicdo da germinacdo em todas as espécies,
indicando possivel efeito alelopéatico do extrato. A sensibilidade da germinagdo ao extrato
obedece a ordem seguinte: L. sativa > P. oleraceae > D. insularis > E. coccinea, com CLso de
1,24 mg mlt> 1,82 mg ml*> 3,41 mg ml> 4,39 mg ml?, respectivamente (Tabela 15).
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Figura 25. Porcentagem de germinacdo de sementes das espécies receptoras em funcao das
concentragOes crescentes do extrato etandlico da parte aérea de C. ensiformis.
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Entre as espécies receptoras, constatou-se diferencas do efeito alelopético sobre a
germinacao, corroborando com Marinov-Serafimov (2010), que relatou diferencas na inibicéo
das espécies receptoras de plantas daninhas quando submetidas ao extrato de leguminosas. As
diferengas na sensibilidade das espécies receptoras ocorrem devido aos diferentes
mecanismos de absorcao, translocacdo e sitio ativo dos compostos alelopaticos, podendo essa
sensibilidade ser alterada de acordo com a concentracdo do extrato, condi¢cdes ambientais e
estadio de desenvolvimento da planta. (WEIR; PARK; VIVANCO, 2004; TAIZ e ZEIGER,
2013). A variacdo do local de acdo dos aleloquimicos nas espécies receptoras pode explicar as
diferencas de seletividade entre as espécies analisadas no presente experimento.

Similar a esses resultados, Taveira, Silva e Loiola (2013) observaram que o0s extratos
etanolicos das folhas de varias espécies do género Erythroxylum promoveram reducdes
significativas na germinacédo de Lycopersicum esculentum e Allium cepa.

Para o indice de velocidade de germinacdo (IVG) (Figura 26), todas as espécies
receptoras também apresentaram reducdo com o incremento da concentracdo, sendo a L.
sativa mais sensivel (CLso = 1,59mg ml?), e a P. oleraceae, mais tolerante (Clso = 6,56mg ml-
1) (Tabela 15). Corroborando esses resultados, Silva et al. (2010) ao avaliar o potencial
alelopatico do extrato etandlico das folhas de Anadenanthera macrocarpa (Fabaceae) e
Astronium graveolens Jacq (Anacardiaceae) na germinacdo de Brassica chinensis e L. sativa,
verificaram que os extratos apresentaram potencial alelopatico, independente da concentracao
utilizada, mas com resposta dose dependente, sendo assim capaz de interferir diretamente na
germinacdo e no indice de velocidade de germinacéo.
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Figura 26. indice de velocidade de germinacdo (IVG) de plantulas das espécies receptoras em
funcédo das concentracdes crescentes do extrato etanolico de C. ensiformis.
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O extrato etandlico de C. ensiformis contribuiu para a diminui¢cdo do comprimento da

parte aérea (Figura 27-A) e radicular (Figura 27-B), mais intensamente a medida que se

aumentava a concentragcdo, a partir da concentracdo de 5,00% indicando que o efeito

alelopético do extrato das plantas é dependente das concentraces. P. oleraceae apresenta

CLso menor que as outras espécies receptoras (CLso = 2,79mg ml™) para inibir o comprimento

da parte aérea, enquanto que para a parte radicular da plantula, ela se mostrou mais tolerante

que as outras espécies com CLso = 3,65mg ml-(Tabela 15).

Figura 27. A - Comprimento da parte aérea (CPA) e B - Comprimento radicular (CRA) da
plantula das espécies receptoras em funcdo das concentracBes crescentes do

extrato etandlico de C. ensiformis.

T .

—O—-
—

80 F

60 -

CPA relativa (%)

40 A

20 1

Lactuca sativa
Digitaria insularis
Emilia coccinea

Portulaca oleraceae

Py

0
0,00 1,25 2,50 5,00 10,00

Concentragio (mg ml'l)

2

20,00



126

100 g~

— @ —  Lactuca sativa
\ \? —-O—-  Digitaria insularis
80 \ A —»—  Emilia coccinea
b \
\ ~&e Portulaca oleraceae

60 A

CRA relativa (%)

40

20

0
0,00 1,25 2,50 5,00 10,00 20,00

Concentragdo (mg ml™) B

Diferindo os resultados observados para a espécie P. oleraceae, ha trabalhos que
relatam que a parte radicular da plantula geralmente sdo mais sensiveis as substancias
presentes nos extratos, quando comparada com outras estruturas da plantula, devido ao
contato direto e prolongado das raizes com o extrato (aleloquimico) e / ou a uma resposta
fisiolégica distinta entre estruturas (FERREIRA e AQUILA, 2000; CHON et al., 2003).Souza
Filho (2002) comprovou que extratos hidroalcodlicos da parte aérea, raizes e sementes de
Canavalia ensiformis exerceram efeitos alelopaticos sobre a germinagdo de sementes e sobre
o alongamento da raiz priméria das plantas daninhas Mimosa pudica, Urena lobata, Senna
obtusifolia, Senna occidentalis. Oliveira et al. (2005) ao avaliar o efeito de extratos das
espécies Copaifera langsdorffii (Fabaceae) e Acacia bahiensis (Fabaceae), verificaram
reducdo no comprimento radicular das plantulas de L. sativa, evidenciando ser esta a parte da
plantula mais sensivel a presenca dos inibidores.

Na Figura 28, estdo dispostos os graficos referentes a matéria seca do extrato etandlico
de C. ensiformis. A reducdo da matéria seca foi inversamente relacionada ao aumento da
concentracdo do extrato. A ordem de susceptibilidade ao extrato para a matéria seca foi: E.

coccinea > P.oleraceae > L.sativa > D. insularis.
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Figura 28. Matéria seca de plantulas das espécies receptoras em funcdo das concentracoes
crescentes do extrato etandlico da parte aérea de C. ensiformis.
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4.3.3 Potencial Osmatico

Acredita-se que o efeito inibitorio de extratos vegetais na germinagdo de sementes ou
no crescimento inicial é causado por aleloquimicos, mas existe também a possibilidade de que
0s extratos exercam efeitos osmaticos negativos sobre as espécies receptoras, 0 que poderia se
atribuir as diferencas nos parametros de germinacao.

Os solutos presentes no extrato podem alterar a propriedade da agua, resultando numa
pressdo osmotica diferente de zero na solugdo (VILLELA et al., 1991). Assim, o controle da
concentracdo de solutos dos extratos é fundamental na realizacdo de ensaios alelopaticos, pois
podem haver neles substancias como acgucares, aminoacidos, entre outros, que podem
influenciar na concentragéo ionica e ser osmoticamente ativos (FERREIRA e BORGHETTI,
2004), mascarando o efeito alelopatico (FERREIRA e AQUILA, 2000).

Nesse sentido, na Figura 29 encontra-se a porcentagem de germinacdo das espécies
receptoras submetidas a diferentes niveis de potenciais osméticos. A partir da concentracdo de
- 0,1 MPa houve diminuicdo da germinacdo para as espécies L. sativa, D. insularis e E.
coccinea. Para P. oleraceae, essa diminuicdo na germinacdo foi a partir da concentracao de
PEG a -0,2 MPa. A ordem de susceptibilidade das espécies receptoras em funcdo das

concentragdes foi: P. oleraceae < E. coccinea < D. insularis < L. sativa.
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Figura 29. Germinacdo das espécies doadoras submetidas a diferentes niveis de potencias

osmoticos.
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Na Tabela 16, é demonstrado o potencial osmético do extrato aquoso e etandélico de

C. ensiformis. Associando esses resultados, com o observado na Figura 29, os valores maiores

que - 0,1 MPa sugerem um possivel efeito alelopatico para as espécies L. sativa, D. insularis e

E. coccinea. E para a espécie P. oleraceae, a partir de - 0,2 MPa. No extrato aquoso esses
valores sdo encontrados a partir da concentracdo de 0,25% (-0,115 MPa), e para o0 extrato

etandlico, a partir de 20 mg ml?t (-0,117 MPa). Porém, verificou-se que ndo houve

interferéncia do efeito osmotico sobre os parametros avaliados, pois as CLsg dessas espécies

estdo abaixo dessas concentragdes que causaram efeito osmotico, mostrando que os efeitos

sdo devidos, possivelmente, aos aleloquimicos contidos no extrato.

Tabela 16. Potencial osmético do extrato aquoso e etandlico de Canavalia ensiformis.

AQquoso Etanolico
Extrato Concentracéo (%) ¥s (Mpa) Concentrzfmlgao ¥s (Mpa)
(mg ml7)

0 0,000 0 -0,015
0,156 -0,062 1,25 -0,018
Canavalia 0,312 -0,051 2,5 -0,039
ensiformis 0,625 -0,062 5 -0,044
0,125 -0,073 10 -0,064
0,25 -0,115 20 -0,117

5,00 -0,213 - -
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4.3.4 Particdo liquido-liquido

Na Tabela 17, estdo dispostos os dados referentes a porcentagem de germinacao (G),
reducdo do comprimento da parte aérea (CPA) e radicular (CRA) de L. sativa, submetidas ao
Extrato bruto, Hexanico, Cloroférmico, Acetato de etila, Metandlico e testemunha.
Verificando a média das trés variaveis (G, CPA e CRA), as parti¢ces que apresentaram maior
percentual de inibicdo da germinacdo e reducdo do comprimento de pléantulas foram as
extraidas com os solventes Hexano, Cloroférmio e Acetato de etila.

Tabela 17. Porcentagem de germinacdo (G), comprimento da parte aérea (CPA) e radicular
(CRA) da espécie L. sativa, submetidas ao Extrato bruto, Hexanico,
Cloroférmico, Acetato de etila, Metandlico e Testemunha de C. ensiformis.

TIPO DE EXTRATO G CPA CRA Média
TESTEMUNHA 100,00a 100,00a 100,00a 100,000a
ETANOLICO 41,41b 91,62a 94,14a 75,723b
HEXANICO 77,31a 61,57bc 58,22b 65,7cd
CLOROFORMIO 90,75a 55,88¢ 43,27bc 63,3cd
AC. ETILA 76,19a 82,54ab 17,13d 58,62d
METANOL 90,75a 97,59 39,17c 75,83b
C.V. 7,58 7,31 7,41 4,74

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Santos et al. (2011), ao avaliarem o efeito alelopatico de diferentes fragcbes do extrato
da parte aérea de Calopogonium mucunoides (Fabaceae), notaram que a fracdo Acetato de
etila foi mais efetiva na inibicdo da germinacdo das espécies de plantas daninhas analisadas, e
as fracOes obtidas com Hexano e Metanol apresentaram as menores taxas de inibi¢cdo, ndo
sendo consideradas suficiente para extrair os compostos com potencial alelopatico. Em outro
estudo, Santos et al. (2005), verificaram que a fracdo Acetato de etila e Metandlica da parte
aérea de C. ensiformis extraem o maior numero de compostos, porém a fracdo de Acetato de
etila foi a mais eficiente na inibicdo da germinacédo de sementes de Mimosa pudica, Cassia
tora e Cassia occidentalis.

Os resultados obtidos estdo de acordo com as informacdes da literatura, em que se
observa que a fracdo Acetato de etila da parte aérea de C. ensiformis tém metabolitos
secundarios que afetam algum processo fisiologico durante a germinacdo de L. sativa,
comprometendo o desenvolvimento da espécie. Silva et al. (2010), verificaram, que a fracdo
Acetato de etila de Hydrocotyle bonarienses (Araliaceae) inibiu a germinacao e o crescimento
da parte aérea e radicular das espécies Lactuca sativa, Lycopersicon esculentum, Allium cepa

e Triticum aestivum.
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4.3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para se identificar um metabdlito secundario, 0 método mais comum é a comparagao
do seu tempo de retencdo na amostra a ser analisada com o padrdo desse mesmo composto.
Segundo Ball (2006), cada composto € identificado através do seu tempo de retencdo, que
depende do modo de interacdo do mesmo com a fase estacionaria. Assim, se verificarmos que
0 tempo de retencdo (TR) obtido da amostra coincide com o tempo de retencdo do padrédo
podemos identificar o composto.

Nesse sentido, o cromatograma relativo a determinagdo dos compostos na amostra de
C. ensiformis, no comprimento de onda a 220 nm, esta representado na Figura 30-A. O pico 1
apresentou TR = 5,52 min, e o pico 2, TR = 8,12 min. Na figura 30-B estdo identificados os
picos dos padrdes puros acido caféico (1), quercetina (2) e kaempferol (3), neste mesmo
comprimento de onda, com TR = 5,259+0,26 min, TR = 6,691+0,33 min e TR = 8,189+0,40
min, respectivamente. Analisando comparativamente o tempo de retencdo da amostra de C.
ensiformis, (Figura 30-A) com o0s picos dos padrdes (Figura 30-B), pode-se verificar que o
acido cafeico e kaempferol sdo os picos 1 e 3, respectivamente. N&o foi possivel identificar o
pico da quercetina (pico 2) na amostra de C. ensiformis.



131

Figura 30. Cromatograma obtido da amostra de C. ensiformis (A) e dos padrBes puros acido
cafeico e kaempferol (B), utilizando uma coluna de fase reversa (C18) e detector
UV em 220 nm, com fluxo de 1,0 mL min? e fase mével composta por acido
fosforico 0,1% e metanol (80:20). Identificagdo dos picos: (1) &cido cafeico, (2)
quercetina e (3) kaempferol.
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O cromatograma da Figura 31 refere-se a amostra de C. ensiformis (A) e ao padrédo
puro naringina (B) no comprimento de onda a 270 nm. O tempo de reten¢do do pico 1 da
amostra de C. ensiformis € 4,93 min (Figura 31-A). Ja4 para o padrdo naringina, TR =
5,048+0,25 min (Figura 31-B). Pela comparacdo do tempo de retencdo da amostra com o do

padrdo, pode-se confirmar que o pico 1 da amostra é a naringina.
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Figura 31. Cromatograma obtido da amostra de C. ensiformis (A) e do padréo puro naringina
(B), utilizando uma coluna de fase reversa (C18) e detector UV em 270 nm, com
fluxo de 1,0 mL min* e fase mével composta por acido fosférico 0,1% e metanol
(80:20). Identificacdo do pico: (1) naringina.
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Na figura 32- A, encontra-se o cromatograma da amostra de C. ensifrgrmis, e na figura
32-B o cromatograma dos padrdes acido clorogénico e acido ferulico. O comprimento de
onda, de ambos os cromatogramas, € 330nm. Os picos 1 e 2 da amostra de C. ensiformis
(Figura 32-A) apresentaram TR = 4,891 min e TR = 5,570 min, respectivamente. Os padrbes
puros de acido clorogénico e acido ferulico demonstraram TR = 4,811+0,24 min e TR =
5,681+0,28 min, respectivamente (Figura 32-B). Sendo assim, os picos da amostra de C.
ensiformis (Figura 32-A) foram confirmados como sendo dos compostos &cido clorogénico
(pico 1) e acido ferulico (pico 2), através da comparagdo do tempo de retencdo semelhante

com os padroes (Figura 32-B).
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Figura 32. Cromatograma obtido da amostra de C. ensiformis (A) e dos padrdes puros acido
clorogénico e acido ferulico (B), utilizando uma coluna de fase reversa (C18) e
detector UV em 330 nm, com fluxo de 1,0 mL min e fase mével composta por
acido fosforico 0,1% e metanol (80:20). ldentificacdo dos picos: (1) acido
clorogénico e (2) acido ferdlico.
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O cromatograma da Figura 33 refere-se a amostra de C. ensiformis (A) e ao padrdo
puro rutina (B) no comprimento de onda a 360 nm. O tempo de retencdo do pico 1 da
amostra de C. ensiformis € 5,237 min (Figura 33-A). Ja para o padrdo rutina é 5,220+0,26 min
(Figura 33-B). Pela comparagédo do tempo de retencdo da amostra com o do padréo, podemos
confirmar que o pico 1 da amostra € a rutina.
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Figura 33. Cromatograma obtido da amostra de C. ensiformis (A) e do padrdo puro rutina (B),
utilizando uma coluna de fase reversa (C18) e detector UV em 360 nm, com fluxo
de 1,0 mL min? e fase mdvel composta por é&cido fosférico 0,1% e metanol
(80:20). Identificacdo do pico: (1) rutina.
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Na figura 34 estdo dispostos os cromatogramas referente a amostra de C. ensiformis
(Figura 34-A), e aos padrdes puros acido citrico (Figura 34-B), acido maldnico (Figura 34-C)
e acido aspartico (Figura 34-D), analisados a 220 nm. O pico da amostra de C. ensiformis
apresentou TR = 8,136 min. E os padrfes acido citrico (pico 1), acido malénico (pico 2) e
acido aspartico (pico 3), TR = 7,978+0,4 min, TR = 8,019+0,4 min e TR = 8,012+0,4 min,
respectivamente. Através da comparacdo do tempo de retencdo do pico da amostra de C.
ensiformis, com os padrdes, pode-se verificar que o &cido citrico, mal6nico e aspartico estdo
presentes no mesmo pico da amostra, sendo necessario novos estudos para uma melhor

visualizacdo desses compostos na amostra de C. ensiformis de forma isolada.
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Figura 34. Cromatograma obtido da amostra de C. ensiformis (A) e do padrdo puro &cido
citrico (B), acido mal6nico (C) e &cido aspartico (D), utilizando uma coluna de
fase reversa (C18) e detector UV em 220 nm, com fluxo de 1,0 mL min e fase
movel composta por 10mM KH2PO4: CH3OH (95:5). Identificagdo do pico: (1)
acido citrico, acido mal6nico e acido aspartico.
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Os compostos acido clorogénico, acido ferulico, &cido caféico, kaempferol, naringina,
rutina, acido citrico, acido malénico e &cido aspartico, identificados pela técnica da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), foram confirmados pela técnica da
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (dados nédo apresentados).

Santos, Moraes e Rezende (2007), ao verificarem os metabolitos secundarios presentes
na raiz de C. ensiformis através da técnica da eletroforese capilar, identificaram os acidos
fenolicos (acido clorogénico, acido ferulico, acido caféico, acido p-anisico), flavondides
(genisteina, rutina, naringina, kaempferol, quercetina) e &cidos carboxilicos (4cido oxalico,
acido maleico, acido malénico, &cido tartarico, acido malico, acido aspartico, acido citrico e
acido succinico). E destes compostos, verificaram que o acido clorogénico, acido ferdlico,
genisteina, rutina, naringina, kaempferol, atropina e acido caféico apresentaram maior
inibicdo de germinacdo de plantas daninhas. Todos os metabolitos secundarios identificados
corroboram a presente pesquisa para 0s compostos que foram analisados na parte aérea de C.
ensiformis, com excecdo da quercetina que ndo foi identificada. Assim, confirmou-se a
presenca dos &cidos fenolicos (acido clorogénico, acido ferulico, &cido caféico), flavonoides
(kaempferol, naringina e rutina) e &cidos carboxilicos (acido citrico, &cido mal6nico e acido
aspartico) encontrados na literatura.

Mendonga (2008), ao avaliar os metabolitos secundéarios presentes nas sementes de C.
ensiformis, através da técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia, identificaram o
acido clorogénico, acido ferdlico, acido p-anisico e genisteina, causando efeito alelopatico no
desenvolvimento das plantulas de Commelinna benghalensis e Ipomea grandpholia. Mendes
e Rezende (2014) também identificaram os compostos acido clorogénico, &cido p-anisico,
naringina e rutina em folhas de C. ensiformis. Corroborando o presente estudo, pois também

foi identificado a presenca de &cido clorogénico, naringina e rutina.
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Os flavonodides possuem uma grande variedade de funcGes fisioldgicas nas plantas
(PEER et al., 2001). Possuem funcdes de pigmentos, atrativos ou repelentes de herbivoros,
acOes antimicrobianas, afetam a germinacdo do tubo polinico, atuam na protecdo contra
radiacdo UV, influenciam no transporte de auxinas, modulam os niveis das espécies reativas
de oxigénio (EROS) e apresentam efeitos alelopéticos, sendo capazes de inibir a germinacao
e o crescimento das plantas (MACIAS et al., 1997; YANG; LAMPRECHT; LIU, 2000;
SHIMOJI e YAMASAKI, 2005; HOAGLAND e WILLIAMS, 2004; BAIS et al., 2006;
PEER e MURPHY, 2007).

Franco et al. (2016) identificaram a presenca dos flavondides (kaempferol e
quercetina) no extrato de Copaifera langsdorffii (Fabaceae), e relataram a reducdo da
germinacdo e crescimento de plantulas de Sorghum bicolor quando submetidas ao extrato
contendo esses compostos. Flavondides (rutina, quercetina, catequina, epicatequina) e acidos
fenolicos (acido clorogénico, acido caféico e acido galico) foram encontrados por Golisy et al.
(2007) na espécie Fagopyrum esculentum (Polygonaceae) causando efeito alelopatico em L.
sativa, sendo a rutina a principal responsavel pela inibi¢do de crescimento das plantulas.

Fiorenza et al. (2016), observaram que o extrato de Eragrostis plana Nees (Poaceae)
inibiu a germinacdo de sementes, o indice de velocidade de germinagdo e o desenvolvimento
inicial das plantulas em todas as espécies testadas, e identificaram a presenca de compostos
fenolicos (acido caféico, acido clorogénico) e flavondides (rutina), sendo possivelmente o
efeito alelopatico causado por esses metabolitos secundarios. Esses resultados corroboram os
dados de inibicdo das espécies receptoras quando submetidas ao extrato de C. ensiformis e 0s
compostos identificados nesse presente estudo, comprovando que o efeito alelopatico pode ser
devido a presenca desses metabolitos secundarios.

Os acidos fendlicos atuam induzindo o aumento da atividade de enzimas oxidativas,
causando assim a modificacdo na permeabilidade da membrana e a formacdo de lignina,
contribuindo para a reducdo do crescimento radicular (BAZIRAMAKENGA; LEROUX;
SIMARD, 1995; FERRARESE et al., 2000). Oliveira et al. (2011) relataram que o &cido
clorogénico inibiu a germinacgdo e o crescimento das plantulas de Bidens pilosa e Brachiaria
brizantha, confirmando seu efeito alelopatico. Blum (1996) relatou que alguns &cidos
fendlicos (acido p-hidroxibenzéico, é&cido P-cumarico e 4&cido ferdlico) inibem a
condutividade hidraulica e a absorcdo de nutrientes pelo sistema radicular das plantas,
inibindo o desenvolvimento. Chon e Kim (2002), observaram que o extrato foliar de
Medicado sativa L. (Fabaceae) apresentou maior inibicdo do crescimento radicular, e dentre

0s compostos identificados, estdo o acido ferdlico e acido caféico. Loffredo, Monaci e Senesi
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(2005) relataram que &cido caféico e &cido ferdlico possuem efeito alelopatico e inibem a
germinacdo e o crescimento de plantulas de L. sativa e Lycopersicon esculetum. Bubna et al.
(2011), verificaram que o acido caféico aumentou a formagdo dos mondmeros de ligninas,
que solidificou a célula da parede celular, e assim, inibiu o crescimento radicular de Glycine
max. Devido a esses relatos, pode-se inferir que os acidos fendlicos encontrados na parte
aérea de C. ensiformis, contribuiram para a reducdo da germinacdo e do comprimento de
plantulas nas espécies receptoras analisadas.

Em relacdo aos &cidos carboxilicos, Santos et al. (2011), utilizando a técnica de
eletroforese capilar, identificaram os compostos acido oxalico, &cido maleico, &cido maldnico,
acido tartérico, &cido malico, &cido aspartico, acido citrico e &cido succinico em plantas de
Calopogonium mucunoides (Fabaceae). Ao observarem a inibicdo da germinacdo de plantas
submetidas a esses compostos, verificaram que o acido maleico e aspartico ndo causaram
nenhum efeito, e os &cidos tartarico, malico e citrico causaram maior inibi¢cdo da germinagéo
de Mimosa pudica. De acordo com esse resultado, o &cido citrico encontrado nesse
experimento pode ter causado algum efeito alelopatico.

Associando os dados da literatura da acdo de cada metabdlito secundario na planta,
com 0s compostos encontrados nesse estudo, € possivel inferir que a inibicdo da germinagéo,
a reducdo no crescimento de plantulas das espécies receptoras, pode ser devido a interferéncia
dos compostos pertencentes ao grupo dos flavondides, acidos fenolicos e acidos carboxilicos
encontrados na parte aérea de C. ensiformis, sendo necessarios mais estudos para avaliar se

eles atuam de forma isolada ou sinergicamente.
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4.4 CONCLUSOES

Dentre as espécies estudadas, P. oleraceae é a mais sensivel aos efeitos alelopaticos
do extrato aquoso de C. ensiformis.

O extrato etandlico de C. ensiformis proporciona maior inibicdo da germinacao e
indice de velocidade de germinacédo de Lactuca sativa.

A parte aérea de C. ensiformis contém &cidos fendlicos (acido clorogénico, &cido
feralico, acido caféico), flavondides (kaempferol, naringina e rutina) e acidos carboxilicos
(&cido citrico, acido maldnico e acido aspartico), podendo ser os responsaveis pela atividade

alelopatica dessa espécie.
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