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RESUMO

A alelopatia € um mecanismo de interacdo bioquimica entre vegetais, considerada uma forma
de adaptacdo quimica defensiva das plantas. Neste fenbmeno, metabolitos secundarios
produzidos por uma planta s&o liberados para o meio ambiente e influenciam no crescimento e
desenvolvimento de plantas vizinhas. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial
alelopatico de Alternanthera tenella, Paspalum maritimum, Priva bahiensis, Richardia
grandiflora, Scoparia dulcis e Solanum paniculatum (espécies doadoras) através de bioensaios
de germinacdo e desenvolvimento inicial, bem como identificar e quantificar os compostos
fendlicos produzidos por estas plantas. O experimento foi organizado em Delineamento
inteiramente casualizado com 4 plantas receptoras e 5 concentracdes (0,00; 0,01; 0,02; 0,04; e
0,08 g), com 6 repeticbes de 15 sementes cada. As sementes de Lactuca sativa, Emilia fosbergii,
Portulaca oleracea e Digitaria insularis (espécies receptoras) foram colocadas para germinar
em camadas de agar, em placas multipogos e mantidas em sala de crescimento com temperatura
constante (25 °C) e fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de 7 a 14 dias. Ao final deste
periodo foram realizadas as avaliacBes do percentual de germinacdo (PG), comprimento da
parte aérea (CPA) e comprimento da parte radicular (CPR). Os compostos fenolicos foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e de acordo com a
metodologia adotada e os resultados obtidos foi possivel verificar que todas as espécies de
plantas daninhas testadas possuem um efeito alelopatico nas plantas receptoras deste estudo,
mas Paspalum maritimum e Scoparia dulcis foram as espécies que mais se destacaram
alelopaticamente nas plantas testadas e os polifenois (acido cafeico, cumarina, acido salicilico,
quercetina e kaempferol), lixiviados das folhas e raizes para as camadas de agar, nos
tratamentos de maior concentracdo, podem estar relacionados com este potencial alelopatico
interferindo no percentual de germinacdo, no crescimento primario da raiz e no alongamento

do hipocotilo das plantulas das espécies receptoras.

Palavras-chave: Interacdo planta - planta; Bioensaios; Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

Allelopathy is a mechanism of biochemical interaction between plants, considered as a form of
chemical defensive adaptation of plants. In this phenomenon, secondary metabolites produced
by a plant are released into the environment and influence the growth and development of
neighboring plants. The objective of this work was to investigate the allelopathic potential of
Alternanthera tenella, Paspalum maritimum, Priva bahiensis, Richardia grandiflora, Scoparia
dulcis and Solanum paniculatum (donor species) through germination and initial development
bioassays, as well as to identify and quantify phenolic compounds produced by these plants.
The experiment was arranged in a completely randomized design with 4 receptor plants and 5
concentrations (0.00, 0.01, 0.02, 0.04 and 0.08 g), with 6 replicates of 15 seeds each. The seeds
of Lactuca sativa, Emilia fosbergii, Portulaca oleracea and Digitaria insularis (recipient species)
were planted to germinate in agar layers, in multiwell plates and kept in a growth room with
constant temperature (25 °C) and 12-hour photoperiod, for a period of 7 to 14 days. At the end
of this period, germination percentage (PG), shoot length (CPA) and root length (CPR) were
evaluated. The phenolic compounds were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC) and according to the methodology adopted and the results obtained it
was possible to verify that all weed species tested have an allelopathic effect in the recipient
plants of this study, but Paspalum maritimum e Scoparia dulcis were the most prominent
allelopathic species in the tested plants and the polyphenols (caffeic acid, coumarin, salicylic
acid, quercetin and kaempferol), leachate from the leaves and roots to the agar layers, in the
higher concentration treatments, may be related with this allelopathic potential interfering in
the percentage of germination, in the primary root growth and in the hypocotyl elongation of

the seedlings of the host species.

Keywords: Plant-plant interaction; Bioassays; Secondary metabolites.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil, com condicdes favoraveis de realizacdo de plantio de lavouras e o clima
adequado a essa atividade, tem suprido as necessidades internas e externas de produtos da dieta
humana e animal (BAZOTT]I, 2016). No entanto, a utilizagdo de amplas &reas de cultivo trazem
problemas fitossanitarios que precisam ser contornados. A exemplo disto, tem-se a utilizacéo
de herbicidas, que mesmo havendo legislacéo que regulamente o seu uso, € comum a ocorréncia
de contaminagdo ao homem do campo, ao consumidor desses produtos e ainda a contaminagéo
ambiental em decorréncia do seu uso incorreto.

Para o controle de plantas daninhas é conhecido que além da utilizacdo de herbicidas,
praticas preventivas, culturais, mecanicas, fisicas e o controle biol6gico podem ser usadas como
estratégias de manejo disponiveis. No que diz respeito ao manejo de plantas daninhas e ao
controle bioldgico, a utilizacdo da alelopatia constitui uma alternativa ao controle quimico
(SILVA; SILVA, 2007).

O termo alelopatia foi criado pelo pesquisador alemdo Hans Molisch em 1937, pela
juncéo de duas palavras gregas, alellon (de um para outro) e pathos (sofrer) (VAILATTI et al.,
2014). A alelopatia refere-se a interacdo de compostos quimicos de uma espécie com a outra,
podendo causar tanto efeitos que estimulam a germinagédo e o crescimento de plantas como,
também, que inibem esses fatores. Também pode ser definida como a capacidade das plantas
inibirem ou beneficiarem, de forma direta ou indireta, outra planta, via producdo de compostos
quimicos que séao liberados no ambiente (CREMONEZ et al., 2013; FERRAZ et al., 2014).

Tais compostos sdo oriundos do metabolismo secundario e sdo liberados no ambiente
via exsudados radiculares no solo, lixiviados da parte aérea das plantas, decomposicdo de
residuos vegetais ou por substancias volateis no ar, tendo como exemplos dos principais grupos
de aleloguimicos os fendis, terpenos, alcaloides, poliacetilenos, &cidos graxos e peptideos
(SOUZA FILHO, 2006a). A tolerancia ou resisténcia a estes compostos pode ser especifica,
havendo espécies mais sensiveis que outras, como por exemplo, a alface (Lactuca sativa L.) e
o tomate (Solanum lycopersicum L.), que sdo usadas em bioensaios de alelopatia como espécies
bioindicadoras (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Sendo reconhecida como um processo ecoldgico importante em ecossistemas naturais e
manejados, a alelopatia influencia a sucessdo vegetal primaria e secundéria, a estrutura,
composic¢do e dindmica de comunidades vegetais nativas ou cultivadas (ALBUQUERQUE et
al., 2011). Neste ultimo caso, os aleloquimicos sdo vistos como alternativas a agrogquimicos

sintéticos, objetivando o manejo sustentdvel e ecologico na producdo agricola. Muitas
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substancias alelopaticas apresentam grande potencial para uso no controle bioldgico de plantas
daninhas, sendo parcial ou totalmente sollveis em &gua e ativas em baixas concentracdes e, em
contrapartida ao poder fitotoxico, os efeitos de promocdo da germinacdo e do crescimento
vegetal causados por aleloquimicos também sdo de interesse para 0 manejo agricola
(VYVYAN, 2002).

O conhecimento das propriedades alelopéticas, em especial das plantas daninhas,
permite o entendimento dos mecanismos de interferéncia que essas plantas exercem sobre
aquelas de interesse agrondmico e econémico, indicando, ainda, a importancia do
desenvolvimento de estratégia eficiente e constante para controlar as espécies de plantas
daninhas com tais caracteristicas (SOUZA FILHO, 2006b). Dentro deste contexto, a alelopatia
pode ser uma alternativa para 0 manejo de diversas espécies de plantas invasoras e pragas
agricola. Algumas substancias quimicas naturais tém servido como modelo para obtencdo de
novos herbicidas e, além disso, substancias quimicas com atividade alelopatica comprovada
podem ser concentradas e ter seu efeito alelopatico potencializado em laboratério (SOUZA
FILHO; PEREIRA; BAYMA, 2006).

A liberacéo de aleloquimicos pode ser aumentada ou reduzida pela idade da planta, tipo
de 6rgdo vegetal, cultivar e diversos fatores ambientais. Nesse sentido, é importante a escolha
de uma metodologia adequada para a identificacdo de plantas alelopaticas e/ou dos
aleloguimicos liberados (ALBUQUERQUE et al., 2011). Fujii et al. (2003) desenvolveram um
método para identificacdo de atividade alelopatica, denominado método sanduiche. Esse
método consiste em adicionar matéria seca da planta em estudo entre duas camadas de agar, e
apresenta rapidez e baixo custo, tornando-se um método alternativo para prospeccao em larga
escala de gendtipos com potencial alelopatico (FUJJI et al., 2003; ALBUQUERQUE et al.
2011).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico e
identificar os polifenois de Alternanthera tenella (apaga-fogo), Paspalum maritimum (capim
gengibre), Priva bahiensis (pega-pega), Richardia grandiflora (poaia), Scoparia dulcis
(vassourinha) e Solanum paniculatum (jurubeba) na germinagéo e desenvolvimento inicial de
Lactuca sativa (alface), Emilia fosbergii (falsa-serralha), Portulaca oleracea (beldroega) e
Digitaria insularis (capim amargoso), por meio de bioensaios laboratoriais, utilizando o método

sanduiche.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas daninhas

Planta daninha é qualquer planta que cresca espontaneamente em um local de atividade
humana e cause prejuizos (CARVALHO, 2013). Estas plantas constituem-se em um problema
sério para a agricultura, pois desenvolvem-se em condi¢cBes semelhantes as das plantas
cultivadas. Se as condi¢cbes edafoclimaticas sdo propicias a lavoura, sdo também para as
espeécies daninhas. Todavia, se as condi¢cBes ambientais sdo antagbnicas as espécies cultivadas,
as daninhas, por apresentarem elevado grau de adaptacao, podem ai sobreviver e perpetuar com
maior facilidade. Elas podem germinar, crescer, desenvolver e reproduzir em condigdes
ambientais pouco favoraveis, como em condi¢cdes de estresse hidrico, umidade excessiva,
temperaturas pouco propicias, fertilidade desfavoravel, elevada salinidade, acidez ou
alcalinidade (EMBRAPA - Milho e Sorgo, 2006).

As interferéncias das plantas daninhas nas culturas agricolas podem ocorrer por
competicdo por recursos necessarios ao seu crescimento, como agua, luz e nutrientes, e também
pela alelopatia (PITELLI, 2014). As plantas cultivadas passaram por Vvarios processos de
melhoramento, visando quase sempre a maior produtividade, dessa forma, acabam sofrendo
mais com os efeitos da competicao.

Além das influéncias ja relatadas, as plantas daninhas podem ainda serem parasitas de
espécies de importancia agronémica, assim como hospedeiras alternativas de organismos
prejudiciais as espécies cultivadas. Podem também prejudicar algumas praticas culturais, tais
como a colheita da cultura, dificultando a operacdo das maquinas, reduzindo a eficiéncia da
colheita e elevando as perdas. Estas perdas reduzem a producdo agricola em 30 a 40%, em
média, dependendo da espécie infestante, do tipo de cultivar e a amplitude de interferéncia
sofrida pela cultura (VOLL et al., 2002).

Devido a esses aspectos citados, as plantas daninhas sdo consideradas um dos grandes
problemas na agricultura, sendo indicadas como responsaveis por significativos prejuizos nas
grandes culturas (GAZZIERO; VOLL; ADEGAS, 2011).

2.2 Métodos de controle das plantas daninhas
A escolha do método de controle das diversas espécies de plantas daninhas presentes na

area de interesse deve levar em conta as condi¢fes locais de m&o-de-obra e de equipamentos,

sem se esquecer dos aspectos ambientais e econdmicos. Os métodos de controle abrangem
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desde o arranquio das plantas manualmente até o uso de sofisticados equipamentos de micro-
ondas para exterminar as sementes no solo (AGOSTINETTO et al., 2008). A reducdo da
interferéncia das plantas daninhas, considerando uma cultura econdmica, deve ser feita até um
nivel no qual as perdas pela interferéncia sejam iguais ao incremento no custo do controle, ou
seja, que ndo interfiram na producdo econémica da cultura.

As possibilidades de controle de plantas daninhas incluem os métodos preventivos,
culturais, mecanicos, bioldgicos e quimicos (BALBINOT; FLECK, 2005). No entanto, para
sustentabilidade dos sistemas agricolas, é importante a integracdo das medidas de controle
observando-se as caracteristicas do solo, do clima e aspectos socioecondmicos do produtor.

A realizacdo da integragdo compativel, ambiental e economicamente, demanda
profundo conhecimento das estratégias disponiveis, promovendo equilibrio com as medidas de
manejo do solo e da &gua, além do controle de pragas e doencas. Para ado¢do de qualquer
medida de controle, 0 meio no qual as plantas daninhas se encontram, deve ser tratado como
um ecossistema capaz de responder a qualquer mudanca imposta, dessa forma, ndo se limitando
a aplicacdo de herbicidas ou uso de qualquer outro método isoladamente (BORGES NETO;
GORGATI; PITELLI, 2005).

A aplicacéo de produtos quimicos naturais ou sintéticos como agrotoxicos é uma técnica
utilizada desde os tempos remotos da pratica da agricultura. Existem registros do uso de enxofre
no controle de pragas em 1000 a.C., do uso de residuos da extracdo e do refinamento do azeite
de oliva para o controle de plantas daninhas em 470 a.C., e de que os romanos aplicavam sal de
cozinha nos campos agricolas de seus inimigos como forma de punicdo, pois assim nenhum
tipo de planta cresceria. Em 1865, surgiu na Franca a calda bordalesa (sulfato de cobre, NaCl e
agua), sendo extensivamente utilizada até os dias de hoje pelos agricultores no controle de
doencas vegetais. O primeiro composto organico destinado ao controle de plantas daninhas foi
introduzido em 1932, o 2-metil-4,6dinitrofenol. No entanto, o uso extensivo de herbicidas
sintéticos organicos iniciou-se efetivamente durante a década de 40 quando foi descoberta a
atividade herbicida do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Este composto e seus analogos
foram os mais utilizados e dominaram o mercado até o final dos anos 60 do século XX
(GIANESSI, 2013).

As primeiras observacdes de resisténcia em plantas daninhas foram realizadas no final
da década de 50, em uma forma selvagem de cenoura (Daucus carota L.), ndo sendo mais
controlada pelo 2,4-D. Em 1964, observou-se que exemplares de Senecio vulgaris L.,
Chenopodium album L. e Amaranthus retroflexus L. ndo eram mais controladas por triazinas,

mesmo ao se usar doses elevadas, apds 7 ou 8 anos de boa eficiéncia, nas mesmas areas. O fato
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alertou especialistas, sendo estabelecido o conceito de resisténcia, fendbmeno que também
passou a ser observado em outras plantas, com outros tipos de produtos (ANNETT; HABIBI,
HONTELA, 2014).

Os aspectos acima destacados vém impulsionando a pesquisa de tecnologias alternativas
para o controle de plantas daninhas baseadas em produtos naturais. Métodos alternativos de
manejo de plantas daninhas sdo geralmente utilizados em conjunto com os herbicidas sintéticos
para que, de uma forma sustentavel, estas plantas sejam controladas na agricultura. Dentre 0s
métodos alternativos destacam-se métodos supressivos da infestacdo, tais como culturas que
apresentam alta habilidade competitiva, rotacdo de culturas, culturas intercalares, culturas de
cobertura, cobertura vegetal morta, entre outras (SOUZA FILHO, 2008).

A busca de produtos naturais para 0 manejo de plantas daninhas tem grande potencial
para o desenvolvimento da agricultura sustentavel, e principalmente para a implementacéo de
novas estratégias de controle. As pesquisas com produtos naturais podem resultar na descoberta
de novos produtos quimicos para aplicacdo direta como agentes de controle ou para a sua
utilizacdo indireta como aleloquimicos (DUKE, 2015).

E conhecido que existem plantas daninhas que podem suprimir o desenvolvimento de
plantas cultivadas no campo, bem como existem plantas cultivadas que apresentam efeito
alelopético negativo sobre daninhas (VIECELLI; CRUZ- SILVA, 2009; SILVA et al., 2015).
Essa pratica poderia ser uma alternativa para o manejo de plantas daninhas na agricultura
sustentavel, implementando uma nova estratégia de controle (DUKE, 2015), sendo ela mais

especifica e menos nociva ao meio ambiente.

2.3 Alelopatia no manejo de plantas daninhas

A necessidade da preservacao do ecossistema e a propria tendéncia do homem de voltar
a ser parte integrante do meio ambiente e ndo de ter os recursos naturais em seu poder, gera a
discussdo sobre formas menos agressivas da utilizagdo dos recursos naturais (AYRES, 2008).
E sob esta dtica, a alelopatia tem sido considerada como uma ferramenta importante para o
cultivo de plantas.

No México, por exemplo, restos de plantas de cultivos florestais (Alnus firmifolia e
Betula erecta) e de plantas que vegetavam em valdes de drenagem como Juncus sp., foram
incorporados ao solo para aumentar a quantidade de matéria organica. Isto resultou em inibic&o
aleloguimica ao milho e ao feijdo, além do efeito contra as invasoras Chenopodium murale,

Tradescantia crassifolia, Melilotus indicus e Amaranthus hybridus (ANAYA et al., 1987). Foi
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verificado na Espanha que restos de Quercus robur L., Pinus radiata D. Don, Eucalyptus
globulus Labill e Acacia melanoxylon R.Br. geravam inibicdo de crescimento e
(SOUTO; GONZALEZ; REIGOSA, 1994).

Resultados semelhantes foram encontrados na Africa do Sul, quando foram usados

desenvolvimento de alface
restos de Pinus patula, Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii, neste caso contra a instalagéo de
uma série de invasoras como Conyza sumatrensis, Trifolium spp. e Echinochloa utilis
(SCHUMANN; LITTLE; ECCLES, 1995). Foi verificado também que extratos aquosos
obtidos durante o inverno da Pteridofita Gleichenia pectinata, muito comum na borda de mata
no sul do Brasil, retardaram a germinagdo de Clidemia hirta, embora em extratos obtidos no
verdo ou outono pudessem aumentar a germinabilidade final (PERES et al., 1998). Outrossim,
a incorporacéo de folhas e raizes, em decomposicao, de Piper sp. e Olyra micrantha (taquara)
ao solo, inibiu o crescimento de plantulas de alface, mostrando claramente que a serrapilheira
pode ter efeito alelopatico (BRASS, 2009).

Na Tabela (1) constam exemplos de espécies de plantas daninhas que apresentam efeito

alelopaticos.

Tabela 1 - Espécies de plantas daninhas com potencial alelopatico (PIRES; OLIVEIRA, 2011).

PLANTA DANINHA PLANTA RECEPTORA EFEITO CAUSADO
DOADORA
Amaranthus palmeri (caruru) Allium  cepa  (cebola), Residuo da planta reduz o

Daucus carota (cenoura) peso fresco e o crescimento
das plantulas

Residuos de caule, folha e
raizes retardam a germinacéo
e reduzem a area foliar e a

producdo de matéria seca

Eupatorium odoratum
(cambard, mata-pasto)

Vigna unguiculata (feijao-
caupi)

Parthenium  hysterophorus
(losna-branca)

Datura stramonium

(trombeteira)

Lantana camara (cambara)

Agropyron repens  (trigo
silvestre)
Cyperus esculentus
(tiriricdo)

Phaseolus vulgaris (feijdo-
comum), Vigna sinensis
(feijdo-caupi)

Hordeum vulgare (cevada),
Triticum aestivum (trigo)
Glycine max (soja), Zea
mays (milho)

Avena sativa (aveia), Zea
mays (milho), Glycine max
(soja), Phaseolus vulgaris
(feijdo-comum)

Glycine max (soja), Zea mays
(milho)

Folhas secas misturadas com
o solo reduzem o
crescimento e a nodulacéo da
planta

Alcaloide que lixivia das
sementes retarda 0
crescimento das plantulas
Residuo da parte aérea afeta
0 crescimento da parte aérea
e das raizes das plantas teste
Extrato aquoso de rizomas
ou da parte aérea retarda a
germinacdo e reduz o
crescimento da raiz

Residuo das plantas e estrato
reduzem o peso seco das
plantas teste
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Setaria glauca (capim-rabo- Glycine max (soja), Zeamays Residuo da planta reduz a

de-raposa) (milho) altura, o crescimento e 0 peso
fresco da parte aérea das
plantas testes

De acordo com os exemplos citados pode-se observar que a alelopatia pode causar
efeitos negativos sobre plantas e isso pode ser empregado no manejo de plantas daninhas. Souza
Filho (2014) considera a alelopatia uma alternativa viavel no manejo de
plantas daninhas, devido a seu excelente potencial de interacdo e importancia ecologica, assim
como a possibilidade de fornecer novas estruturas quimicas para producdo de
bioativos que combatam as pragas e sejam menos danosos ao ambiente.

2.4 Conceitos e aspectos histdricos da Alelopatia

Registros da capacidade de influéncia de algumas espécies vegetais na fisiologia de
outras espécies foram realizados por Demacrito em 500 a.C., Teofrasto em 300 a.C., Plinio em
1 d.C., Culpeper, em 1633, Browne em 1658, Young em 1804, De Candolle em 1832,
Beobachter em 1845 e Stickney e Hoy em 1881, demonstrando que a observacdo desta
influéncia ndo é recente (DIAS; SOUZA FILHO, 2005).

O termo alelopatia foi criado pelo pesquisador alemédo Hans Molisch em 1937 e segundo
ele, “alelopatia é a capacidade de as plantas superiores ou inferiores produzirem substancias
quimicas que liberadas no ambiente de outras, influenciam de forma favoravel ou desfavoravel
ao seu desenvolvimento”. Whittaker; Feeny (1971) afirmaram que os efeitos alelopéaticos de
uma planta sdo aceitos desde que sejam comprovados, que um inibidor quimico efetivo esteja
sendo produzido e ocorra numa concentracdo potencialmente efetiva no solo e a inibicdo nédo
seja por luz, agua e nutrientes nem por uma atividade animal. Os compostos alelopaticos
liberados por uma planta poderao afetar o crescimento, prejudicar o desenvolvimento normal e
até mesmo inibir a germinacdo das sementes de outras espécies vegetais (TAVEIRA; SILVA,
LOIOLA, 2013).

Rice (1984) definiu alelopatia como, “qualquer efeito direto ou indireto danoso ou
benéfico que uma planta (incluindo microrganismos) exerce sobre outra pela producdo de
compostos quimicos liberados no ambiente”. O conceito de alelopatia mais respeitado e aceito,
¢ o determinado pela Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS, 2011), que diz que a
alelopatia pode ser compreendida por meio de estudos que mencionem quaisquer processos

envolvidos com o metabolismo secundario, sendo estes aleloquimicos produzidos pelas plantas,
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algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento e o desenvolvimento de sistemas

agricolas e bioldgicos, incluindo efeitos positivos e negativos” (GOMES et al., 2013).

2.5 Biossintese de aleloquimicos e funcéo alelopatica

Todas as plantas sdo potencialmente capazes de sintetizar compostos alelopaticos,
embora as cultivadas e suas variedades comerciais tenham perdido muito essa capacidade. Essa
caracteristica era mais comum nos precursores silvestres das atuais plantas cultivadas, que se
adaptaram para competir com outras plantas, garantindo ndo s6 a formacéo de estandes puros,
como também a defesa contra insetos (MALHEIROS et al., 2014).

As substancias quimicas liberadas pelos organismos no ambiente e que promovem
efeitos deletérios ou benéficos sobre outros organismos (plantas e microrganismos) sdo
denominadas de substancias alelopaticas, aleloquimicos ou simplesmente produtos secundarios
(ARANITI et al., 2012). O composto liberado também pode ser chamado de fitotoxina, caso

ocasione apenas efeitos prejudiciais.

Os metabolitos secundarios sdo sintetizados pela planta como um mecanismo de defesa
guando sofre algum tipo de estresse. Os aleloquimicos séo resultantes do metabolismo
secundario e responsaveis por produzir os efeitos alelopaticos sobre o metabolismo de espécies
receptoras (TAIZ; ZEIGER, 2013). Eles sdo biossintetizados em organelas celulares, e
estocados em estruturas especializadas (vacuolos, parede celular, superficies cerosas), com a
finalidade de proteger os processos metabdlicos da planta de seus efeitos toxicos (REIGOSA et
al.,, 2013). Essas estruturas estdo geralmente localizadas em 4areas onde poderiam,
provavelmente, ser efetivas na defesa dos vérios 6rgéos das plantas (SIMOES et al., 2017).

A producdo de aleloquimicos pode variar em qualidade e quantidade de espécie para
espeécie, na quantidade do metabolito de um local de ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro,
pois muitos deles tém suas sinteses desencadeadas por eventuais vicissitudes a que as plantas
estdo expostas (FERREIRA; AQUILA, 2000). VVérios autores mostram através de experimentos
que todas as partes das plantas podem conter compostos secundarios com potencial alelopatico.
Através de bioensaios estes compostos foram encontrados nas folhas, caules aéreos, rizomas,
raizes, flores, frutos, sementes de diversas espécies, mas as folhas e as raizes sdo as fontes mais
importantes de aleloquimicos (KROYMANN, 2011).

Vérios tipos de compostos organicos (Figura 1) foram identificados como

aleloquimicos produzidos por plantas superiores ou microrganismos, sendo eles: terpenos,
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esteroides, &cidos organicos sollveis em &gua, aldeidos alifaticos, cetonas, &cidos graxos de
cadeia longa, poliacetilenos, naftoquinonas, antraquinonas, quinonas complexas, que provém
da rota metabdlica do acetato mevalonato. Ja os fenois simples, acidos benzoicos e derivados,
acidos cinamicos e derivados, cumarinas, aminoacidos, e polipeptideos sulfetos e glicosideos,
alcaloides, cianidrina, flavonoides, purinas e nucleosideos, derivados de quinonas e taninos
hidrolizaveis e condensados provém da rota metabolica do acido chiquimico (REZENDE et al.,
2003).

Figura 1. Vias dos metabdlitos secundarios: compostos fendlicos, terpenos e alcaloides. (Adaptado de
Santos, 2004).
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2.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos quimicos que consistem em um
grupo hidroxilo ligado diretamente a um grupo hidrocarboneto aromatico. O mais simples é a
classe de fenol, que também é chamado é&cido carbdlico. Os compostos fenolicos séo
classificados como fendis simples ou polifenois, com base no nimero de unidades de fenol na
molécula. Estes compostos podem atuar como inibidores em varios processos de
desenvolvimento. Em nivel celular, influenciam o metabolismo de lipidios e 0 mecanismo
bioquimico da respiracéo, inibindo o transporte de glicose e a sintese de celulose (ANGELO;
JORGE, 2007).
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Sabe-se que, o fendbmeno da alelopatia esta envolvido em vérias interagdes bioquimicas
entre as plantas. Estas interacbes das plantas com seu ambiente sdo em grande parte
influenciadas pelos compostos fendlicos, 0s quais sao 0s principais compostos alelopaticos que
inibem a germinacdo de sementes, 0 crescimento de plantas e outros processos fisiologicos
(FUJII; HIRADATE, 2007).

Polifenois como taninos, flavonoides e &cidos fendlicos sédo os compostos com atividade
alelopatica mais encontrados em extratos de espécies vegetais (SEKOWSKI et al., 2014). Eles
possuem em comum um anel aromatico rodeado por um ou mais grupos hidroxila associados

diretamente a estrutura ciclica (Figura 2).

Figura 2: Estrutura dos principgis polifenois.
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Quercetina Rutina

Os taninos formam complexos irreversiveis com proteinas, podendo inibir processos
enzimaticos. Estudos demonstram que estas substancias interagem com sistemas biol6gicos
como virus e bactérias e participam de reacGes enzimaticas, além de ser um antioxidante,
podendo estar relacionadas com o processo de inibicdo de germinacéo e crescimento de plantas
(DANTAS et al., 2008).

Os flavonoides sdao compostos polifenélicos sollveis em agua e as caracteristicas que
definem sua classificacdo sdo baseadas na quantidade de grupos hidroxilas e presenca ou
auséncia de cetonas (SIMOES et al., 2004). Ainda, sd0 compostos derivados do ncleo flavona,
sendo que as varias classes se diferenciam entre si pelo grau de insaturacao e de oxidacdo no
segmento dos trés carbonos intermediarios.

S&o 0s compostos naturais mais presentes nas plantas e possuem fungdes de pigmentos,
atrativos ou repelentes de herbivoros, acdes antimicrobianas, afetam a germinacdo do tubo
polinico, atuam na protecao contra radiacdo UV, apresentam efeitos alelopaticos, sendo capazes
de inibir a germinagéo e o crescimento de plantas, influenciam no transporte de auxinas e
modulam os niveis das espécies reativas de oxigénio (PEER; MURPHY, 2007; FRANCO et
al., 2016).

Ainda, sdo comumente extraidos de material vegetal com metanol, etanol ou
combinacdo destes com agua (WACH; PYRZYNSKA; BIESAGA, 2007). Varios flavonoides
encontrados, por exemplo, nas espécies de Hypericum, como quercetina, isoquercitrina, rutina,
entre outros, sdo relatados pelo seu efeito sobre o crescimento de plantas (BUER; IMIN;
DJORDJEVIC, 2010).

Ja os acidos fenolicos estdo reunidos em dois grupos, a saber: derivados do 4acido

hidroxicindmico e derivados do acido hidroxibenzoico. Os derivados do é&cido
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hidroxicinamico sao compostos fendlicos de ocorréncia natural que possuem um anel aromatico
com uma cadeia carbdnica, constituida por trés carbonos ligada ao anel. Os acidos p-cumarico,
ferulico, caféico e sinéptico sdo os hidroxicindmicos mais comuns na natureza. Estes acidos
existem nas plantas, usualmente na forma de ésteres, a exemplo do acido clorogénico, éster do
acido quinico, cuja molécula é constituida pelo acido quinico esterificado ao acido caféico
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os éacidos 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 (BUBNA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2011). Santos; Rezende (2008) relataram que alguns &cidos fendlicos inibem a condutividade
hidraulica e a absorcdo de nutrientes pelo sistema radicular das plantas, inibindo o
desenvolvimento. Em outro estudo, Rolim et al. (2013) relataram que os acidos fendlicos
causam a despolarizacdo da membrana celular, alterando o fluxo e a retencdo de ions e a acao
conjunta de varios acidos fendlicos podem causar grandes danos a planta, potencializando o

efeito alelopatico.

2.5.2 Terpenos

Entre a grande variedade de metabolitos secundérios encontrados nas plantas, os
fenolicos e terpenoides possuem a maior parte dos compostos com atividades alelopaticas
identificados. Os terpenos estdo entre as classes de produtos naturais de ampla ocorréncia em
plantas superiores (COLOMA et al., 2011). 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. (DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON,
2009; HILL; CONNOLLY, 2011).

A maioria das plantas produz e emite um grande namero 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 germinacédo de plantas
(EBRAHIMI et al., 2008; YANG et al., 2013). Abdelgaleil; Hashinaga (2007), verificaram que
0s sesquiterpenos isolados de Magnolia grandiflora, inibiram a germinacdo das espécies
Triticum aestivum, Lactuca sativa, Raphanus sativus e Allium cepa, demonstrando assim seu

potencial alelopatico no controle de plantas.
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As saponinas, terpenos policiclicos, podem interagir com as membranas celulares e
afetar o processo fotossintético, entre outros efeitos negativos (WEIR; PARK; VIVANCO,
2004). Dastan et al. (2014) relataram que as saponinas reduziram a taxa respiratéria das
sementes de algodao, devido a menor difusdo do oxigénio através do tegumento, inibindo sua

germinacao.

2.5.3 Alcaloides

Os alcaloides 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 solUveis em agua. Essa classe de
metabolitos é famosa pela presenca de substancias que possuem acentuado efeito no sistema
nervoso, sendo muitas delas largamente utilizadas como venenos e alucindgenos (PERES,
2004).

De acordo com Rice (1984), varios alcaloides sdo relatados com funcdo de defesa
vegetal, contra herbivoros e patdgenos (nicotina e estricnina, por exemplo), capazes de inibir o
crescimento de bactérias, sdo toxicos para alguns invertebrados, possuem acdo farmacéutica
(morfina, cocaina, codeina, escapolamina), além de serem alelopaticos (GUERRA; NODARI,
2001; BLUM, 2004).

2.6 Liberacdo e mecanismos de acdo dos aleloquimicos

O efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas é somente uma sinalizagdo
secundaria de mudancas anteriores. Assim, os estudos sobre o efeito de aleloquimicos sobre a
germinacdo e/ou desenvolvimento da planta sdo manifestacfes secundarias de efeitos ocorridos
a nivel molecular e celular inicialmente que pode ser visualizado em diversas fases da planta
como, germinagéo, crescimento, desenvolvimento de plantas ja estabelecidas e, ainda, no
desenvolvimento de microrganismos (SARTOR et al., 2009).

A liberacdo dos aleloquimicos das plantas para o ambiente pode ocorrer por diversas
maneiras (Figura 3), como por lixiviacdo através dos tecidos, por volatilizacdo, por
decomposicéo de residuo vegetal ou mesmo por exsudacéo radicular.

No caso da volatilizacdo, os compostos volateis sdo dissipados das flores, folhas, caules
e/ou raizes e entdo, podem ser absorvidos por outras plantas. Na lixiviacéo, aquelas substancias

que sdo solUveis em agua, sdo lixiviadas pelo orvalho ou pela chuva, da parte aerea da planta,



27

das raizes ou, mesmo, dos residuos vegetais que estdo em processo de decomposi¢do para 0
solo. Havendo a exsudacéo radicular os aleloquimicos sdo liberados na rizosfera, atuando nas
interacdes entre plantas a na acdo de microrganismos. E na liberacdo de compostos através da
decomposicéo, ocorre a acdo dos microrganismos, direta ou indiretamente (ALIZADEH, 2011;
ZENG, 2014; JABRAN et al., 2015).

Figura 3: Vias de liberacdo dos agentes alelopéticos. (Fonte: SANCHEZ, 2002)
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A
grande diversidade dos compostos que causam alelopatia indica diferentes mecanismos de acdo
e, em muitos casos, sua fitotoxicidade pode originar-se mais de um rompimento celular
generalizado do que de um mecanismo especifico (DA SILVA et al., 2012).

O modo de acéo dos aleloquimicos pode ser dividido em acao direta e indireta. A acao
direta ocorre quando o composto se liga as membranas da planta receptora ou penetra nas
células, interferindo diretamente no seu metabolismo. Na acdo indireta podem-se incluir
alteracdes nas propriedades do solo, de suas condi¢Bes nutricionais e das alteracOes de
populacdes e/ou atividade dos microrganismos (BORELLA et al., 2012; MORAES et al.,
2014).



28

Em resumo, alguns destes mecanismos envolvem: a sintese de amino&cidos, a sintese
de pigmentos, as fung¢bes da membrana plasmatica, a fotossintese, a sintese de lipideos e a
sintese de acidos nucléicos (PELLISSIER, 2013; CHENG; CHENG, 2015).

A atividade alelopatica raramente é resultado da acdo de uma Unica substancia, sendo
mais comum um conjunto de substancias apresentando tal atividade. O entendimento das inter-
relagdes complica-se pelo fato de um mesmo composto influenciar vérias funcdes bioldgicas e
a mesma funcao poder ser influenciada por mais de um composto (MEINERS; KONG, 2012).

As cumarinas, por exemplo, podem influenciar a respiracéo, assim como 0s compostos
fendlicos, aromaticos, aldeidos e flavonoides. Outros exemplos: o composto (E) -2-hexenal que
inibe completamente a germinacao das sementes de tomate; as quinonas, sorgoleona e juglona
que influenciam a produgdo de ATP; monoterpenos como a-pineno, B-pineno e limoneno que
inibem o ciclo de nitrogénio; e os acidos ferulico e p-cumarico que influenciam a germinacédo
da canola pela reducdo da mobilizacéo lipidica (GOULAS et al., 2014).

Devido a diversidade de naturezas quimicas dos diferentes agentes alelopaticos, nao
existe um mecanismo de acdo Unico que explique a maneira pela qual estas substancias afetem
a planta receptora. A compreensdo do mecanismo de acdo de um composto alelopatico tem
varios inconvenientes, destacando-se as interag@es sinérgicas e aditivas destas substancias que
dificultam a determinacdo da atuacdo de cada composto. A importancia do estudo de como
atuam estas substancias é evidente se for considerado que sdo aproximadamente onze os sitios
moleculares de acdo conhecidos dos herbicidas sintéticos atualmente utilizados na agricultura.
Como € logaritmico o ritmo de apari¢éo de resisténcia aos produtos comerciais em uso, se deduz
facilmente que a utilizacdo de substancias com novos sitios de acao diferentes dos ja conhecidos
permitiria reduzir o impacto deste problema (SAMPIETRO, 2006).

2.7 ldentificacdo dos metabolitos secundarios

As estratégias utilizadas na descoberta de aleloquimicos séo anélogas aquelas utilizadas
na busca por moléculas novas na industria farmacéutica. Envolvem o ‘screening’ de extratos
brutos e de compostos purificados para determinada atividade bioldgica. Estes testes iniciais
devem ser rapidos, econdbmicos e relevantes para o sistema em questdo (VYVYAN, 2002).

Atualmente, existem diversos métodos para a analise e identificacdo de metabolitos
secundarios conhecidos, a saber: cromatografia em camada delgada, cromatografia de fluido
supercritico, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia a gas capilar, eletroforese

capilar, entre outras.
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A anélise de misturas complexas € usualmente feita por cromatografia em camada
delgada, por comparagdo com os valores de fator de retencdo de substancias conhecidas em
diferentes sistemas eluentes e pela sua reatividade frente a diferentes produtos cromogénicos.
Esta técnica ainda permanece como um dos métodos preferidos para analise qualitativa de
compostos conhecidos, pois ndo requer equipamentos sofisticados ou uma preparacéo laboriosa
de amostra (MARIOTT] et al., 2014).

A cromatografia de fluido supercritico € um outro método empregado, que utiliza
colunas empacotadas ou colunas capilares (CHOI; YOO; KIM, 2002). E, tem um grande
potencial de aplicabilidade em razdo de sua grande resolucéo e alta estabilidade dos compostos
sob as condicdes de uso.

Para analise quantitativa, sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
com detector de UV-VIS é a técnica mais utilizada. Esta € uma técnica de separagdo
fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis, a
fase movel, liquida, e a fase estacionaria sélida, contida em uma coluna cilindrica. As
separacOes sdo alcancadas por particdo, adsorcdo, troca idnica, exclusdao por tamanho ou
interacdes estereoquimicas, dependendo do tipo de fase estacionaria utilizada (ANVISA, 2016).

A cromatografia a gas capilar também ¢ bastante utilizada e uma importante
caracteristica da é o seu grande poder de deteccdo e separacdo dos compostos. A utilizacdo
desta técnica acoplada a espectrometria de massas permite a identificacdo dos compostos
presentes em quantidades minimas, mesmo em misturas complexas (PEDROSA, 2018).

A eletroforese capilar € uma técnica que vem sendo utilizada com relativo sucesso, pois
apresenta grande sensibilidade associada a alta resolucdo. A eletroforese capilar é aplicavel na
determinacdo de uma grande variedade de amostras, incluindo vitaminas hidro-lipossollveis,
aminoéacidos, ions inorganicos, acidos organicos, farmacos, catecolaminas, substancias quirais,
proteinas, peptideos e muitos outros (GUTMAN et al., 2004). Uma caracteristica que a difere
das outras técnicas € a sua capacidade uUnica para separar macromoléculas carregadas
eletricamente de interesse tanto em industrias de biotecnologia quanto em pesquisas biologicas.
Outro aspecto importante é a possibilidade de acoplamento desta técnica a espectrometria de
massas utilizando-se técnicas de ionizacdo suaves como eletrospray, termospray e ionizacao a
pressdo atmosférica (MENDES; BENFATO, 2009).
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2.8 Bioensaios utilizados na avaliacdo da atividade alelopatica

Ao longo dos anos, pesquisadores vém elaborando formas de comprovar a existéncia da
alelopatia e dos compostos envolvidos neste processo. Os bioensaios laboratoriais sao Uteis para
0 estabelecimento do potencial alelopético de um composto ou extrato vegetal, mas devem ser
seguidos em sua Ultima instancia, por estudos de campo para confirmagdo se as observacdes
laboratoriais sdo reproduzidas no ecossistema (INDERJIT; CALLAWAY, 2003; INDERIJIT,
2006).

Em laboratdrio, um dos procedimentos mais empregados em fase inicial de prospecgéo
de atividade alelopatica de determinada planta é o uso de extratos brutos. Essa pratica é mais
frequente em paises onde as pesquisas estdo em fase ainda bem inicial, com pouca ou nenhuma
atividade voltada para o isolamento e a identificacdo de aleloquimicos, embora se deva
reconhecer que, mesmo nos paises onde as pesquisas estdo mais avancadas, trabalhos com essas
caracteristicas sdo encontrados (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010).

Na forma mais simples destes ensaios, as sementes da espécie-teste selecionada séo
colocadas em papel filtro ou agar, em placas de Petri ou caixa gerbox ou em placas pequenas
vazadas para cultura de tecidos, e sdo tratadas com a solucdo do eventual aleloquimico em
concentragfes variadas. A taxa e a percentagem de germinacdo, o tamanho das raizes,
hipocdtilos, massa fresca ou seca das plantulas, medidas da fronde, conteldo de clorofila e
antocianina sao parametros que podem ser eventualmente avaliados em relacdo ao controle sem
tratamento para avaliacdo dos efeitos dos aleloquimicos (VYVYAN, 2002).

O bioensaio mais largamente utilizado para identificacdo das substancias alelopaticas €
0 da germinacdo de sementes (BERNARDES, 2010). Neste ensaio biolégico a atividade é
avaliada monitorando-se a germinacdo das amostras teste em relacdo ao controle sem
tratamento. A germinacdo € menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da plantula.
Porém, a quantificacdo experimental € muito mais simples, pois para cada semente, o fenémeno
é discreto: germina ou ndo germina. Nesse contexto, substancias alelopaticas também podem
induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas
mais comuns. Assim, a avaliacdo da normalidade das plantulas € um instrumento valioso
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Usualmente, a espécie-teste mais utilizada para os bioensaios é a alface (L. sativa)
devido a sua rapida germinagdo e alta sensibilidade quando comparada com outros organismos
(MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000) e por serem sementes pequenas e possuirem

grande superficie de contato, o que faz com que sejam bastante sensiveis a0 meio em que se
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encontram, ndo requerendo nenhuma manipulacdo além do contato com o0 meio
(CAVALCANTI, 2011).

Atualmente ja se tem feito estudos com plantas daninhas (PEREIRA et al., 2018), como
por exemplo, Digitaria insularis L. (capim amargoso) da familia Poaceae, que sdo as daninhas
que mais infestam as areas dos canaviais e de reflorestamento, pois apresenta uma grande
capacidade reprodutiva e suas sementes apresentam grande longevidade (DA COSTA et al.,
2002); Ressalta-se ainda que as espécies alvo a serem estudadas, devem preferencialmente, ter
germinacao rapida, uniforme e com crescimento rapido (PINTO, 2015).

E importante ressaltar também que outros fatores devem ser observados nos bioensaios,
tais como o substrato usado, a concentragao dos substratos, o tamanho da semente alvo (PINTO,
2015), o potencial osmético e o pH do extrato avaliado (DAYAN; CANTREL; DUKE, 2009).

Tradicionalmente, abordam-se os bioensaios de desenvolvimento ou crescimento de
plantas separadamente daqueles de germinacéo de sementes, embora em muitos casos estudem-
se tanto os efeitos sobre a germinagdo como sobre o desenvolvimento no mesmo bioensaio.
Basicamente, os procedimentos, no segundo caso, envolvem a incubacdo de placas de
Petri/Gerbox por um determinado periodo de tempo, ao final do qual contam-se as sementes
germinadas e medem-se ou pesam-se as raizes e o hipocétilo (BERNARDES, 2010).

As substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de plantulas anormais,
portanto, o crescimento das plantulas é muito mais sensivel a esses compostos e a sua utilizacéo
para determinacdo do potencial alelopatico dos aleloguimicos € muito importante. Muitos
parametros sdo usados para avaliar o crescimento, sendo o comprimento e a massa seca de raiz
e da parte aérea 0s mais utilizados (COELHO et al., 2011).

O uso de ensaios bioldgicos para avaliacdo da bioatividade de extratos, fracdes e
compostos isolados de plantas tem sido frequentemente incorporado a identificacdo e
monitoramento de substancias potencialmente toxicas (CANDIDO, 2007). Ha indmeros
fatores que influem para se estabelecer o fendmeno de alelopatia. Os ensaios que comprovem,
ou pelo menos tentem comprovar, tais efeitos sdo bastante variaveis diante destas dificuldades.
Souza Filho; Guilhon; Santos (2010), em ampla revisdo sobre o assunto listaram varios
procedimentos empregados em estudo de alelopatia, inclusive, 0 método sanduiche, proposto
por Fujii et al. (2003) para avaliagcdo de atividade alelopatica, o qual vem sendo, em alguma

medida, empregado em determinados estudos, sem maiores complicagdes.
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2.9 Utilizagdo do método sanduiche na Alelopatia

Diferentemente dos métodos de germinacdo em gerbox, em que é preciso preparar um
extrato, 0 método sanduiche simula a lixiviacdo de substancias para o solo. Este método,
desenvolvido por Fujii et al. (2003), consiste em colocar as folhas da espécie teste entre duas
camadas de agar que é utilizado por ser uma substancia que permite melhor translocacdo dos
compostos sollveis em agua até a espécie-alvo, sendo uma importante ferramenta para
identificar efeito alelopatico das plantas em condi¢cdes de laboratorio. Nesta ocasido, estes
autores avaliaram cerca de 239 plantas medicinais quanto a atividade alelopatica em alface pelo
método sanduiche. As folhas secas das plantas teste foram colocadas numa placa
multidisciplinar entre duas camadas de agar. Sobre a segunda camada de agar de cada placa
foram distribuidas as sementes de alface, que foi entdo incubada no escuro durante 3 dias a 25
° C. Com base no efeito do lixiviado de folhas, 223 espécies inibiram a germinacdo das
sementes de alface, enquanto 17 espécies foram promotoras do crescimento de radiculas em
alface.

Young; Bush (2009) testaram os efeitos de folhas de Juniperus ashei na germinacao de
Bouteloua curtipendula utilizando o "método sanduiche". A maior germinacdo de B.
curtipendula (29,6%) ocorreu no controle, o que foi significativamente maior do que o
tratamento com folhas  frescas (13,2%) e folhas  secas (16,2%).

Candido et al. (2010), avaliaram o efeito alelopatico das folhas de Amaranthus viridis,
Acanthospermum hispidum, Bidens pilosa, Conyza canadensis, Galinsoga parviflora,
Parthenium hysterophorus, Commelina benghalensis, Euphorbia heterophylla, Leonurus
sibiricus, Digitaria insularis, Eleusine indica e Nicandra physaloides na germinagédo e
crescimento de alface, pelo método sanduiche. Todas as espécies avaliadas, exceto C.
canadensis, apresentaram efeito alelopatico sobre alface, sendo os maiores efeitos verificados
em A. viridis e L. sibiricus, as quais inibiram a porcentagem de germinacdo (> 40%) e o
crescimento da raiz (= 70%) e do hipocdtilo (> 50%) de alface.

Gazziero; Adegas (2010), conduziram experimentos em laboratério com o objetivo de
determinar os efeitos do acido aconitico sobre as espécies de plantas daninhas amendoim-bravo
(Euphorbia heterophylla), corda-de-viola (Ipomoea grandifolia), picdo-preto (Bidens pilosa) e
guanxuma (Sida rhombifolia), provenientes de diferentes locais do Estado do Parana. A
germinacdo das sementes foi afetada pelos efeitos do &cido aconitico na maioria das repetigdes.
Ocorreu também a reducgdo do crescimento das plantulas, sendo mais afetadas as raizes do que

o caule, nas quatro espécies. O acido aconitico apresenta efeitos alelopaticos sobre as sementes
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de diferentes espécies de plantas daninhas, estimulando o crescimento de diferentes fungos
endofiticos. Os efeitos do &cido aconitico podem traduzir-se na reducdo do periodo de
sobrevivéncia dos bancos de sementes no solo.

Leite (2015), avaliou o potencial alelopatico de diferentes linhagens de arroz. Os
tratamentos consistiram de 23 linhagens de arroz e trés niveis de palhada (10 mg, 25 mg e 50
mg), utilizando-se o tratamento testemunha com auséncia de palhada. Os maiores efeitos
inibitdrios foram verificados com 50 mg de palhada para todas as variaveis analisadas. Para a
porcentagem de germinacdo, na dose de 50 mg, dentre as linhagens de arroz estudadas, cerca
de 73,9% dessas inibiram a germinacdo das sementes de alface em maior intensidade,
correspondendo a uma redugdo média de 73,3% em relacéo as demais linhagens. Enquanto, que
a aplicacdo intermediéria, referente a 25 mg de palhada ndo apresentou diferencas entre as
linhagens. Contudo, na dosagem de 10 mg, aproximadamente 47,8% (11) das linhagens
reduziram em maior magnitude a germinacao (40,96%) da semente da espécie L. sativa em
relacdo ao grupo de linhagens que causou menor influéncia sobre as sementes de alface.

Concluiu-se entdo, que o método sanduiche pode representar, pela rapidez e baixo custo,

um método alternativo para prospeccao em larga escala de genotipos com potencial alelopatico.

2.10 Descricgdo das espécies utilizadas neste estudo
2.10.1 Espécies doadoras

Nos ultimos anos varios trabalhos foram desenvolvidos para estudar espécies vegetais
com potencial alelopatico (NERY et al., 2013; PARENTE et al. 2015; FIORENZA et al., 2016;
PEREIRA et al., 2018). Neste estudo, utilizou-se as plantas descritas abaixo por ndo haver,
ainda, diagndstico alelopatico sobre elas e estas serem bastante comuns na regido dos
Tabuleiros Costeiros do estado de Alagoas infestando areas de cultivo, pastagens e terrenos
abandonados.
¢ Alternanthera tenella Colla é conhecida popularmente como "apaga-fogo" ou "perpétua
do mato”, pertencente a familia Amaranthaceae (FERREIRA, 2004), ndo € endémica do
Brasil, mas ocorre em todas as regides do pais sendo também amplamente distribuida
nas américas. Planta herbacea, invasora, encontradas em campos secos e Umidos, brejos,
matas, areas antrépicas e em regides de Florestas Ombrofilas Mistas
(MARCHIORETTO, 2008).
e Paspalum maritimum Trind. o capim-gengibre é uma graminea, pertencente a familia

Poaceae, nativa e perene, rapidamente disseminada, considerado como uma das
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principais espécies concorrentes em nutrientes e umidade, podendo atingir até um metro
de altura. Em razdo de seu habito de crescimento rizomatoso e estolonifero e de sua
grande capacidade de producdo de sementes, essa planta é tida como de dificil
erradicacdo (LORENZI, 1984). Ocupa o solo quase sempre com dominancia completa,
infestando principalmente lavouras, como cana-de-agUcar e lavouras anuais e, exerce
forte concorréncia com plantas cultivadas, interferindo no seu desenvolvimento.

Priva bahiensis A.DC. espécie herbacea anual pertencente a familia VVerbenaceae que
se desenvolve nas Regides Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste do Brasil, ocupando areas
com lavouras, areas com olericultura e fruticultura, jardins e terrenos baldios, entre
outros. Pode ser identificada em campo pelo caule quadrangular e pelos frutos verdes,
inflados e pegajosos (LORENZI, 2008).

Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud. é uma planta da familia Rubiaceae,
nativa, ndo-endémica no Brasil. Ocorre em biomas de Caatinga, Mata Atlantica,
Cerrado, Pampas, podendo chegar até ao Pantanal. E uma planta ruderal e sua forma de
vida é erva, subarbusto e de substrato terricola. Popularmente, € conhecida por ipeca-
mirim, poaia, poaia-da-praia, poaia-rasteira, poaia-rosea ou asa-de-pato (MAIA-SILVA
etal., 2012). E uma espécie anual que ocorre principalmente em areas abertas com solos
arenosos, formando tapetes sobre o solo. Diferencia-se das demais espécies do género
pelo tamanho da flor, como revela o préprio epiteto especifico. Propaga-se por meio de
sementes (MOREIRA; BRAGANCA, 2011)

Scoparia dulcis L. conhecida popularmente como vassourinha de botdo, apresenta
distribuicdo pantropical, ocorrendo em areas abertas naturais ou como invasora de
culturas. Pela quantidade de coletas desta espécie existentes nos herbarios, pode ser
inferido que é uma das espécies de Plantaginaceae mais comuns no mundo (SOUZA;
HASSEMER, 2015).

Solanum paniculatum L. é uma planta de sabor amargo, popularmente conhecida como
jurubeba, comum em quase todo o Brasil. E um arbusto de caule espinhoso, folhas
cordiformes e flores terminais dispostas em paniculas, pertencente a familia Solanaceae
(LORENZI, 2008).
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2.10.2 Espécies receptoras

Em trabalhos verificando alelopatia sdo comuns que espécies receptoras apresentem

diferencas de sensibilidade quando submetidas ao extrato das espécies doadoras (ALMEIDA et
al., 2008; MARINOV-SERAFIMOQOV, 2010; PEREIRA et al., 2018). As espécies receptoras
citadas abaixo ja foram alvo de investigacdo alelopatica em trabalhos anteriores. No presente

trabalho verificou-se as respostas dessas receptoras para as doadoras estudadas.

Digitaria insulares (L.) Fedde - Este género compreende cerca de 300 espécies de
plantas, pertencentes a Familia Poaceae, distribuidas em diferentes regiées do mundo,
tanto de clima tropical quanto subtropical (CANTO-DOROW, 2001). E conhecida por
capim amargoso e frequentemente encontrado em pastagens, pomares e em areas
ruderais como beira de estradas e terrenos baldios (MACHADO et al., 2008).

Emilia fosbergii Nicolson - Conhecida popularmente como falsa-serralha é uma planta
considerada daninha, nativa da Asia, Polinésia, Africa e América, infestando
frequentemente lavouras anuais e perenes, e notadamente presente em quase todo
territorio brasileiro. Por isso apresenta grande expressao econdmica, uma vez que a
presenca de plantas indesejaveis em areas de cultivo acarreta competigdo principalmente
pela extracdo de nutrientes e dgua, podendo ainda exercer inibicdo quimica (alelopatia)
sobre o desenvolvimento das plantas, proporcionando perdas de producédo as culturas
agricolas no Brasil em torno de 20 a 30% (LORENZI, 2008).

Lactuca sativa L.- A alface é uma hortalica de grande importancia econémica no Brasil,
pertencente & Familia Asteraceae. E uma das espécies mais amplamente utilizadas nos
bioensaios, pois as cipselas (frutos) sdo pequenas, possuem grande area de superficie de
contato, fazendo com que sejam bastante sensiveis ao meio que as rodeia, nao
requerendo nenhuma manipulacdo, além do contato com o meio (MALHEIROS;
PERES, 2001).

Portulaca oleracea L. € uma planta herbacea, suculenta, sem pelos, pertencente a
familia Portulacaceae e conhecida popularmente como beldroega. Esta planta se
reproduz através de sementes, ndo ocorrendo enraizamento a partir dos ramos em
contato com o solo. Ocorre em solos de quase todos os tipos. E uma invasora que ocorre
em Varios tipos de culturas e também pode ser utilizada para a alimentacdo de animais
em pequena quantidade (ACEDO; REYES; RODRIGUEZ, 2012).
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Efeito alelopético de folhas de plantas daninhas pelo método sanduiche

RESUMO

A alelopatia ¢ um importante mediador de interferéncias que alteram a dindmica de espécies de
plantas em sistemas agricolas e florestais. Neste trabalho, procurou-se avaliar o potencial
alelopatico atraves do método sanduiche utilizando folhas das plantas daninhas Alternanthera
tenella, Paspalum maritimum, Priva bahiensis, Richardia grandiflora, Scoparia dulcis e
Solanum paniculatum, bem como determinar os compostos fendlicos presentes nas folhas
dessas espécies. Para isso, bioensaios para avaliar a germinacao de sementes e desenvolvimento
da radicula e do hipocotilo de espécies receptoras (alface, falsa-serralha, beldroega e capim
amargoso) foram desenvolvidos, em condicBGes controladas de laboratério. Os testes foram
realizados utilizando-se material seco em concentracoes crescentes (0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g;
e o controle negativo) das folhas dessas espécies doadoras. Conforme os resultados obtidos,
diferencas na intensidade dos efeitos para os fatores espécie e concentracfes foram verificadas.
O padrdo de atividade observado foi de Scoparia dulcis que apresentou as inibi¢cGes mais
intensas e, entre as espécies receptoras, as inibi¢cdes de maior magnitude foram sofridas por L.
sativa. Houve resposta efetiva, também, para a especificidade entre espécies e concentragdes
tanto para a germinagdo como para o desenvolvimento inicial das plantulas das espécies
receptoras. Pode-se concluir que a alelopatia € um fendémeno complexo, que envolve a acdo dos
compostos secundarios de plantas e por conta do seu efeito inibitorio, as substancias
aleloguimicas produzidas por elas poderiam ser utilizadas como método alternativo para
controlar as plantas daninhas, evitando os danos a natureza e a satde humana.

Palavras Chaves: Alelopatia; controle de plantas; inibicéo.
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Allelopathic effect of weed leaves by the sandwich method

ABSTRACT

Allelopathy is an important mediator of interferences that alter the dynamics of plant species in
agricultural and forest systems. The objective of this work was to evaluate the allelopathic
potential through the sandwich method using leaves of the weeds Alternanthera tenella,
Paspalum maritimum, Priva bahiensis, Richardia grandiflora, Scoparia dulcis and Solanum
paniculatum, as well as to determine the phenolic compounds present in the leaves of these
species. For this, bioassays to evaluate the germination of seeds and development of the radicle
and hypocotyl of recipient species (lettuce, false-loar, buckwheat and bitter grass) were
developed under controlled laboratory conditions. The tests were performed using dry material
at increasing concentrations (0.01, 0.02, 0.04 and 0.08 g, and negative control) of the leaves of
these donor species. According to the results obtained, differences in the intensity of the effects
for the species factors and concentrations were verified. The pattern of activity observed was
of Scoparia dulcis that showed the most intense inhibitions and, among the recipient species,
the inhibitions of greater magnitude were suffered by L. sativa. There was also an effective
response to specificity between species and concentrations for both germination and initial
seedling development of the host species. It can be concluded that allelopathy is a complex
phenomenon, involving the action of secondary plant compounds and because of its inhibitory
effect, the allelochemicals produced by them could be used as an alternative method to control
weeds, avoiding damage nature and human health.

Key words: Allelopathy; plant control; inhibition.
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INTRODUCAO

Planta daninha, segundo Lorenzi (2014), é qualquer planta que cresce onde ndo é
desejada, interferindo direta e indiretamente nas culturas de interesse, causando reducdes na
producdo em torno de 20 a 30%. Adicional a sua competi¢do por recursos naturais (ar, espaco,
agua, nutrientes, luz), as plantas daninhas também podem liberar metabdlitos secundarios e
promover influéncias alelopaticas inibitérias e estimulatérias em plantas cultivadas
(HUSSAIN; REIGOSA; AL-DAKHEEL, 2015), desde a emergéncia até a maturidade
(JALAGERI et al., 2010; TANVEER et al., 2010; MOHADESI et al., 2011; MUZAFFAR et
al., 2012; ZOHAIB et al., 2014).

Alelopatia é qualquer processo pelo qual metabdlitos secundarios produzidos por
plantas, microrganismos, virus e fungos influenciam o crescimento e desenvolvimento de
sistemas agricolas e bioldgicos, incluindo efeitos positivos e negativos (1AS, 2011). Na verdade,
0s metabdlitos secundarios sao aleloquimicos liberados pelas plantas e afetam os processos de
desenvolvimento das plantas em suas proximidades (ZHANG et al., 2015). As plantas tém um
modo diversificado de liberacdo de aleloquimicos, como decomposicédo de residuos, lixiviacao
de serapilheira e outras partes de plantas, volatilizacdo e exsudacdo radicular (BORELLA;
PASTORINI, 2009).

Os aleloguimicos se originam, em sua maioria, de acetato ou de aminoacidos da via
bioquimica. Entretanto, ha consideravel diversidade quimica entre estes compostos, podendo
ser acidos fendlicos, cumarina, terpenoides, alcaloides, flavonoides, etileno e varias outras
substancias (OLIVEIRA et al., 2014). Segundo Anese et al. (2016), numerosos compostos
alelopaticos produzidos por algumas plantas, como por exemplo, substancias da classe dos
compostos fendlicos, se mostram inibitorios para diversas plantas daninhas, e devem agir como
eficientes herbicidas naturais.

A germinacdo das sementes, o crescimento das plantas e a producédo de biomassa sao
afetadas pelos aleloquimicos através do rompimento de uma variedade de funces fisiologicas
que ocorrem no vegetal (ZOHAIB et al., 2016). As funcBes da planta de importancia primordial
que sdo afetadas por alelogquimicos incluem fotossintese, respiragdo, divisdo celular,
alongamento e aumento de células, atividades metabolicas, sintese de proteinas e aminoacidos
e atividades enzimaticas (SHAO-LIN et al., 2004). Foi observado que um efeito alelopatico
diferencial é imposto por diferentes espécies de plantas em plantas receptoras (HAMAYUN et
al., 2005). Da mesma forma, os aleloquimicos se comportam diferentemente em exercer

influéncia alelopatica nas plantas receptoras, dependendo de suas concentragdes. Geralmente,
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concentragfes mais altas de aleloquimicos s&o inibitorias em sua agao enquanto, por outro lado,
concentragfes mais baixas estdo associadas a estimulacdo da germinacdo e crescimento de
plantas que entram em contato com elas (HOSSAIN; ALAM, 2010).

Muitas pesquisas tém sido realizadas para identificacdo de metabdlitos alelopéaticos
((YOUNG; BUSH, 2009; MAULI et al., 2009; GRISI et al., 2011; SILVA, 2012). Muitas
substancias fitotdxicas, assim como os derivados fendlicos, alcaloides e outros metabolitos
secundarios sao extraidos e identificados a partir de plantas e/ou seus residuos (LUZ et al.,
2010; REZENDE et al., 2011). Os resultados de laboratdrio consistem no primeiro passo para
a identificacdo do comportamento de plantas associado com aleloquimicos. Neste sentido, Fujii
et al., (2003) desenvolveram uma técnica, que se diferencia das demais por ser rapida e de baixo
custo, tornando-se um método alternativo para prospeccdo em larga escala de gendtipos com
potencial alelopatico, denominado de método sanduiche (ALBUQUERQUE et al., 2011).

Os bioensaios consistem em monitorar a germinacgao de sementes e/ou o0 crescimento de
plantulas de espécies vegetais, particularmente mais sensiveis, na presenca de residuos ou de
extratos da planta em estudo. A inibicao ou o estimulo da germinacgéo, ou ainda do crescimento
de plantulas, sdo evidéncias da atividade alelopatica (DIOGENES et al., 2014; OLIVEIRA,
2014; SOUTO et al., 2015). Nesse sentido, a alelopatia possui potencial no manejo integrado
de plantas daninhas, pela capacidade que as plantas possuem de produzirem aleloquimicos que
inibem o crescimento de outras plantas (SILVA; CAMARGO; ROCHA, 2013).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade alelopatica e os polifenois
lixiviados de folhas de plantas daninhas, sobre a germinacdo e desenvolvimento inicial de
alface, beldroega, falsa-serralha e capim amargoso, pelo método sanduiche, e realizar a
prospeccao fitoquimica das espécies doadoras.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no laboratorio de Biotecnologia vegetal, do Centro de
Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), situado em Rio Largo
- AL (latitude 9° 27’ S, longitude de 35° 27’ W ¢ a 127 m de altitude). Como espécies doadoras
foram utilizadas as folhas das plantas A. tenella, P. maritimum, P. bahiensis, R. grandiflora, S.
dulcis e S. paniculatum para se avaliar a atividade alelopatica sobre a germinagdo e o
desenvolvimento inicial de sementes de L. sativa (alface), considerada sensivel aos testes de
alelopatia (FERREIRA; AQUILA, 2000), e as espécies daninhas, D. insularis (Capim

amargoso), E. fosbergii (Falsa-serralha) e P. oleracea (Beldroega). Estas plantas daninhas sdo
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comumente encontradas em areas de lavouras e pastagens da regido da Zona da mata e
tabuleiros costeiros do estado de Alagoas, e ndo apresentam ainda na literatura seu estudo

alelopatico.

Coleta de material

As plantas doadoras foram coletadas, em estagio reprodutivo, em areas de infestacédo
natural do Centro de Ciéncias Agrarias, no municipio de Rio Largo - AL e separadas
posteriormente em parte aérea e parte radicular. Apos a coleta, foi realizada uma lavagem do
material com agua corrente para retirada das impurezas e levada a estufa de circulacdo de ar
forcada a 60 °C até atingir peso constante. Em seguida foram acondicionadas em sacos plasticos
guardadas em refrigeracdo até o momento de sua utilizacéo.

As sementes das espécies de daninhas consideradas como receptoras nesse estudo foram
coletadas manualmente, também nas areas de infestacdes no Centro de Ciéncias Agrarias e
passaram por processo de limpeza e expurgo e foram acondicionadas em refrigeracdo. As
sementes da bioindicadora L. sativa (Alface — cultivar “americana grande”), foram adquiridas
comercialmente.

A assepsia das sementes consistiu em lavagem com detergente por dois minutos e em
seguida, apos o enxague com agua destilada foram colocadas no agitador na rotagdo cinco em
100 mL de hipoclorito de sddio a 1% por 15 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas
com agua esterilizadas e introduzidas no meio de cultivo para germinacéo in vitro.

Na ocasido das coletas das plantas foram preparadas exsicatas e enviadas, depositadas e
identificadas por pesquisadores do Herbario Mac do Instituto do Meio ambiente, conforme a

Tabela abaixo.
Tabela 2: Registros das plantas depositadas no Herbario Mac (VOUCHER).

N° COLETOR FAMILIA ESPECIE VOUCHER

EVRF 827 Solanaceae Solanum paniculatum 64846
L.

EVRF 828 Asteraceae Emilia forbergii 64847
Nicolson

EVRF 829 Poaceae Digitaria insularis 64848
(L.) Fedde

EVRF 830 Verbenaceae Priva bahiensis A.DC. 64849

EVRF 831 Plantaginaceae Scoparia dulcis L. 64850

EVRF 832 Rubiaceae Richardia grandiflora 64851
(Cham. & Schitdl.)
Steud.

EVRF 833 Amaranthaceae Alternanthera tenella 64852

Colla
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Avaliacgdo do efeito alelopético

Nos bioensaios de efeito alelopatico, seguiu-se a metodologia utilizada por Fujii et al.
(2004), atraves do meio de cultivo a base de agar, preparado com sete gramas de agar em 1 litro
de &gua e submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121°C durante 30 minutos. Uma solugéo
de 5 mL de agar (0,5%) foi depositada em placas multidisciplinares de seis po¢os, sendo que
sobre a camada de agar adicionou-se a matéria seca das folhas das plantas doadoras nas
concentragdes de 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 gramas (g), e em seguida foi coberta com mais 5 mL
de agar na parte superior da primeira camada. No tratamento controle, ndo houve adicéo de
material vegetal no agar. Apos 24horas, foi semeado, aleatoriamente, 15 sementes das plantas
receptoras desse estudo.

As placas foram vedadas hermeticamente com Parafilm®, etiquetadas e mantidas, sob
condicBes de temperatura (25°C) constantes e luminosidade controlada (fotoperiodo de 12
horas), em sala de germinacéo, onde foram mantidas por periodos que variaram de acordo com
a espécie, a saber: L. sativa e E. fosbergii (7 dias) e, P. oleracea e D. insularis (14 dias). Ap6s
estes periodos, a porcentagem de germinacéo e o crescimento das plantulas foram avaliados.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com as
placas multipogos separadas em grupos experimentais e controles, contendo 15 sementes de
cada planta em cada pogo, com seis repeti¢cOes para cada grupo experimental (tratados com as
folhas das plantas doadoras) e controle negativo (sem material vegetal entre as camadas de
agar).

Como critério para avaliacdo da germinacdo foi utilizada a protrusdo e a curvatura
geotrépica da radicula, conforme indicado por Labouriau (1983). A avaliacdo da germinacgéo
foi realizada conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), contabilizando-
se como plantulas normais todas que apresentaram as estruturas essenciais do embrido
desenvolvidas e com, no minimo, 2 mm de comprimento de radicula.

O comprimento das plantulas foi avaliado em conjunto com o teste de germinacdo, no
qual foi retirado seis plantulas consideradas normais e foi avaliado o comprimento da parte
aérea (CPA) e o comprimento da raiz priméaria (CPR) por meio de régua milimetrada (FUJII et
al., 2004). 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 medicéo
do hipocétilo das plantulas, tomando-se a medida da regido do coleto até o ponto de insercéo
dos cotilédones (VIEIRA; CARVALHO, 1994). O comprimento médio da parte aérea e da raiz
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primaria das plantulas foi calculado pelo quociente entre a soma das medidas em cada repeticéo
e 0 nimero de plantulas (VANZOLINI et al., 2007).

A avaliacdo da germinacdo das espécies foi realizada de acordo com o recomendado
pela literatura para cada espécie. Os dados obtidos foram calculados segundo a porcentagem de
germinacdo (G%), crescimento radicular e crescimento do hipocoétilo. Os calculos da
percentagem de germinacdo foram obtidos segundo a equacdo a seguir (FERREIRA,;
BORGHETTI, 2004; OLIVEIRA et al., 2002).

G%= 100 x Sni/N

Onde:
G% = Percentagem de germinacao
Sni = NUmero de sementes germinadas no i-ésimo dia

N = Numero total de sementes colocadas para germinar em cada placa

Perfil Fitoquimico e obtencdo do extrato bruto

Apos 0s bioensaios de pré-emergéncia, 0 meio nutritivo (agar) foi submetido a teste de
prospeccao fitoquimica de acordo com metodologias adaptadas de Costa (1982), Matos (1988),
e Matos; Matos (1989). O meio nutritivo, ainda com o material vegetal entre as camadas, foi
deixado em processo de maceracdo em metanol e a cada 48horas, o solvente foi removido. Este

processo foi repetido por trés vezes e 0 material rotaevaporado e armazenado em vidros ambar.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), padrdes e amostras

Para verificar a existéncia de compostos fendlicos nas camadas de agar utilizada nos
testes de germinacdo, foram selecionados alguns compostos padrdes, adquiridos da Sigma-
Aldrich e AcrosOrganics para compara-los com os compostos presentes nas amostras. Os
padrdes utilizados neste trabalho foram escolhidos com base na participacdo destes, em
fendmenos alelopaticos descritos em literatura.

Os padrdes utilizados para a analise cromatografica dos compostos fendlicos foram o
acido galico, catecol, acido vanilico, acido salicilico, vanilina, seringaldeido, acido cumarico,
acido clorogénico, cumarina, rutina, quercetina, kaempferol e acido cafeico. Todos os solventes
utilizados para cromatografia foram de grau analitico; metanol (panreac), acido férmico

(dindmica) e agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q.
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A determinacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando-se da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O equipamento utilizado foi um CLAE Shimadzu,
equipado com quatro bombas de alta pressdo modelo LC-20AT, degaseificador modelo DGU-
20A 5R, interface  modelo CBM-20A, injetor automatico modelo SIL-20A HT e
detector modelo SPD-20A. A coluna cromatografica empregada em ambas as analises foi uma
coluna Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm).

Para os padrGes e as amostras, foram preparadas solugdes-estoque com concentracao
de 40 mg L em &gua/alcool a 30/70%. O método utilizado para a quantificagio foi o da
padronizacdo externa. Para a construgdo das curvas analiticas, foram realizadas dilui¢bes de
uma solucéo intermediaria, contendo uma mistura de todos os padrdes, sendo que esta foi obtida
por meio da diluicdo das soluces-estoque previamente preparadas. Nesta solucao
intermediaria, todos os padrdes e amostras encontravam-se na concentragdo de 10 mg L.
Foram utilizados como fase movel para a elui¢cdo dos compostos analisados a solucéo de acido
férmico a 1% em agua Milli-Q (Solvente A) e metanol (Solvente B).

As amostras e os padrdes foram eluidos de acordo com o gradiente (Tabela 3)
totalizando uma corrida de 80 minutos. O comprimento de onda utilizado foi de 290 nm, numa

temperatura de 33°C, fluxo de 0,6 ml min™ e volume de injecdo de 20 pL.

Tabela 3. Gradiente de eluigdes de amostras e padrdes em uma corrida de 80 minutos.

TEMPO (s) Concentragéo de B (%)
0.01 7
5.00 11
10.00 16
15.00 25

30.00 25
34.00 38
38.00 50
42.00 60
46.00 65
50.00 70
54.00 75
58.00 85
62.00 25
63.00 7

66.00 7

80.00 -

As amostras e os padrdes foram filtrados em membrana de polietileno de 0,45 pum
(Milipore) e injetados diretamente no sistema cromatografico. Cada injecédo foi realizada trés

vezes no sistema CLAE, com a finalidade de se obter a média das concentracdes e dos tempos
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de retencéo. Sendo assim, a identidade dos analitos foi confirmada pelo tempo de retencdo, e 0
perfil dos picos da amostra, comparados aos dos padrdes.

TRATAMENTO ESTATISTICO

Todos os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia pelo teste F, realizados
com auxilio do software SISVAR, de acordo com o proposto por Santana; Ranal (2004) e
Pereira; Santana; Ranal (2009). Os valores da testemunha foram considerados 100%
(Porcentagem relativa), sendo os resultados de cada tratamento calculados em relacdo a
testemunha, utilizando a seguinte férmula: G (%)=100*V/Tm, Onde: G = Percentual de
germinacdo em relacdo a testemunha (%); V = varidvel analisada (tratamentos e repeticdes);
Tm = média da testemunha (%).

Para as variaveis CPA e CPR, as médias apresentadas referem-se aos dados originais,
em cm. E, as médias apresentadas na andlise fitoquimica também se referem aos dados
originais. Sendo significativo o efeito do extrato, para determinar a CLso (concentragdo
inibitdria equivalente a 50% de efeito em relacdo a testemunha), os dados foram ajustados ao
modelo de regressdo ndo-linear do tipo decaimento exponencial, com dois parametros,
representada pela equacéo: f = a*exp (-b*x), utilizando-se o programa Sigmaplot (STREIBIG,
1988). A CLso é a concentracdo do extrato que proporciona o valor de 50% de controle ou de
reducdo de crescimento da espécie receptora (adaptado de CHRISTOFFOLETI, 2002;
CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacgéao

No presente trabalho, todas as regressdes para o0 parametro Germinacao se ajustaram
ao modelo Decaimento exponencial (Tabela 4), com destaque para as espécies P. maritimum e
S. dulcis que apresentaram um comportamento com altos valores do coeficiente de
determinagdo (R?) que foram maiores ou igual a 0,93% em todas as plantas receptoras.
As substancias liberadas pelas folhas de P. maritimum e S. dulcis apresentaram efeitos
inibitdrios intensos sobre a germinagédo das sementes de todas as espeécies receptoras (Figura

4). Corroborando com este estudo, Souza Filho (2014) relata que o extrato bruto das folhas de
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Sclerolobium paniculatum Vog. apresentou uma forte atividade alelopética pois possibilitou
inibicdo na ordem de 100% para a germinacdo de trés diferentes espécies de plantas daninhas.

Ainda, Semelhante a esse estudo, Borella et al. (2009) ao analisarem os efeitos de extrato
aquoso da parte aérea de Persea americana (Lauraceae) sobre sementes de L. sativa observaram
inibicdo de grande magnitude da germinacao das sementes dessa espécie. Resultados similares
foram encontrados por Gatti; Perez; Lima (2004) quando utilizaram extratos de marcela
(Achyrocline satureioides (Lam.) DC.), sendo observado reducdo na germinacdo de sementes
de alface com o aumento da concentracdo dos extratos utilizados.

Observou-se ainda, de acordo com os resultados obtidos e a Figura 4, que a medida que
se aumentava a concentracdo de folhas de P. bahiensis e R. grandiflora houve uma reducgéo da
germinacdo mais intensa de L. sativa, em detrimento das demais espécies. Constatou-se,
portanto, diferencas do efeito alelopatico na germinacdo entre as espécies receptoras,
corroborando com Marinov-Serafimov (2010), que relatou diferencas na inibicdo das espécies

receptoras de plantas daninhas quando submetidas ao extrato de leguminosas.

Tabela 4: Estimativas do pardmetro a e b do coeficiente de determinacéo (R2) do modelo Decaimento
exponencial para germinacao (G) de sementes das espécies receptoras, utilizando extrato crescentes da

parte aérea das plantas doadoras.
Alternanthera tenella

Espécie Parametros
receptora a b Rz F
L. sativa 97,93 8,07 0,53 1,1538
D. insularis 89,11 66,77 0,77 45391
E. fosbergii 83,53 42,01 0,64 2,1401
P. oleracea 87,65 27,59 0,86 8,5563
Paspalum maritimum
L. sativa 98,61 9,04 0,99 882,3069
D. insularis 98,43 6,76 0,98 94,6778
E. fosbergii 97,26 64,58 0,93 19,1225
P. oleracea 101,40 7,70 0,97 44,6616
Priva bahiensis
L. sativa 100,03 115,66 0,99 1172,6734
D. insularis 96,64 6,95 0,58 1,5732
E. fosbergii 105,57 22,45 0,93 19,8338
P. oleracea 114,80 3,72 0,57 1,4935
Richardia grandiflora
L. sativa 99,89 170,56 0,99 2017,4551
D. insularis 113,39 25,25 0,94 25,2574
E. fosbergii 123,84 16,61 0,83 6,6632
P. oleracea 65,47 9,93 0,38 0,5330
Scoparia dulcis
L. sativa 99,43 105,24 0,99 434,1453
D. insularis 99,99 1503,56 0,99 330,5887
E. fosbergii 102,15 55,60 0,99 133,4932
P. oleracea 98,36 63,82 0,99 207,6439

Solanum paniculatum



L. sativa
D. insularis
E. fosbergii
P. oleracea

89,19
101,21
86,46
106,06

7,32
80,38
31,09

1,99

0,70
0,99
0,75
0,66

2,8278
404,9662
4,0247
2,3731

f=a*exp (-b*x)

55

O efeito alelopético ocorre quando os metabdlitos secundarios liberados pela planta

doadora estdo em concentracdes adequadas e sdo absorvidos e translocados até algum sitio de

acao, resultando em algum comprometimento na espécie receptora. Segundo Taiz e Zeiger

(2013), devido as diferencas morfoldgicas e fisiologicas nas espécies receptoras, pode ocorrer

variacdo nessa absorcdo e translocacdo do composto. Diferencas de sensibilidade entre espécies

receptoras também sdo comuns em trabalhos verificando alelopatia (DELACHIAVE;
RODRIGUES; ONO, 1999; HOFFMANN et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008; MARINOV-

SERAFIMOV, 2010).

Figura 4: Porcentagem de germinacdo de sementes das plantas receptoras em fungéo das concentragdes
crescentes dos extratos da parte aérea das plantas doadoras.
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Scoparia dulcis

Solanum paniculatum
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Ainda, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 4 e Figura 4, as sementes
de P. oleracea pouco se sensibilizaram com os aleloquimicos presentes nas folhas de P.
bahiensis, R. grandiflora e S. paniculatum, haja vista que esta espécie nao apresentou alteracées
significativas em seu percentual de germinacdo, ao se comparar com o controle.

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

Observou-se ainda, que as substancias liberadas na maior concentracdo (0,08 g) foram
as que promoveram as inibicdes de maior magnitude, independente da planta receptora (Figura
4). Fiorenza et al. (2016), observaram comportamento semelhante de inibigdo da germinacéo
de espécies forrageiras com extrato da parte aérea de Eragrostis plana Nees (Poaceae), ao
verificar que a medida que se aumentava as concentracgdes, reduziu-se o percentual germinativo
de sementes de Avena sativa L., Lotus corniculatus L., Lolium multiflorum Lam. e Trifolium
pratense L.

Observagdes efetuadas por outros pesquisadores indicam que ndo existe um padréo de
germinacao e, uma maior ou menor concentragdo dos extratos muitas vezes afeta este pard@metro
de maneira diferente, na dependéncia da espécie testada. Por exemplo, em testes com Casearia

sylvestris, o teste de germinacéo so foi influenciado negativamente nas maiores concentragoes,
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90 e 100%, enquanto que para Joannesia princeps, a inibicdo na germinacéo de alface ocorreu
a partir da concentragédo de 30% (CAPOBIANGO; VESTENA; BITTENCOURT, 2009).

Ja Oliveira et al. (2011), trabalhando com folhas frescas de Rheedia brasiliensis na
germinacdo de sementes de alface, verificaram que, a partir de extratos a 20%, ocorria efeito
negativo na germinacdo. Outros autores (SILVA et al., 2010) indicaram que 0s extratos
etandlicos de Anadenanthera macrocarpa e Astronium graveolens influenciaram
negativamente a germinacdo de Brassica oleraceae (couve) e L. sativa, independente da
concentracdo utilizada.

Pelas curvas de dose-resposta, que determina a concentracdo inibitdria equivalente a
50% de efeito em relacdo a testemunha (CLso), observou-se que a espécies a L. sativa foi mais
sensivel aos aleloquimicos presentes nas concentracdes crescentes da parte aérea de P.
bahiensis, R. grandiflora e S. dulcis; Ja D. insularis se sensibilizou com a menor CLsg em A.
tenella e S. paniculatum; e, E. fosbergii, foi a que apresentou a menor CLso quando testada com
P. maritimum (Tabela 5).

Com frequéncia, em estudos alelopaticos, a germinabilidade ¢ um indice muito
utilizado, embora na maioria das vezes nao demonstra um resultado expressivo. O que mais se
observa sdo efeitos significativos de extratos sobre o tempo médio e velocidade de germinacgéo
e nenhuma diferenca na germinabilidade em relagdo ao controle (FERREIRA; AQUILA, 2000;
CARMO; BORGES; TAKAKI, 2007; SARTOR et al., 2009).

Tabela 5: Concentragdo letal a 50% baseada nos pardmetros a e b do modelo Decaimento exponencial
para germinacao (G) de sementes das espécies receptoras, submetidas as concentracfes crescentes da
parte aérea das plantas doadoras.

ESPECIES
RECETORAS
ESPECIES Lactuca Digitaria Emilia Portulaca
DOADORAS sativa insularis fosbergii oleracea
A. Tenella 0,084 0,008 0,012 0,020
P. maritimum 0,074 0,096 0,010 0,087
P. bahiensis 0,006 0,093 0,033 0,208
R. grandiflora 0,004 0,032 0,054 0,026
S. dulcis 0,006 4,611 0,012 0,010
S. paniculatum 0,078 0,008 0,017 0,375

No entanto, nesse estudo foram identificados resultados relevantes no processo de
germinabilidade. As mudancas nesse pardmetro podem ser apenas fatores secundarios
decorrentes de interacdes que ocorrem em niveis celulares e moleculares, pois os aleloquimicos
podem alterar estruturas citologicas, hormonais, as membranas e sua permeabilidade, a

absorcdo de minerais, transcrigdo e tradugdo do DNA, respiracdo, conformacédo de enzimas e
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receptores entre outros (FERREIRA; BORGETTI, 2004).
Comprimento da parte aérea (CPA)

Assim como na germinagéo, as regressdes para o parametro Comprimento da parte
aérea se ajustaram ao modelo Decaimento exponencial (Tabela 6), com exce¢do da planta
receptora P. oleracea que ndo se ajustou a este modelo quando testada com A. tenella, P.
bahiensis, R. grandiflora e S. paniculatum, sendo diferenciada com a regressdo polinomial
linear®.

Em relacdo ao crescimento inicial das plantas receptoras, a parte aérea de R. grandiflora
e S. dulcis provocou inibicdes significativas nos hipocotilos das plantulas, quando comparados
ao tratamento controle com as inibi¢cGes mais intensas obtidas na concentracdo de 0,08 g nas
espécies L. sativa e D. insularis, respectivamente (Figura 5).

Estudos realizados por Zhi-Cong et al. (2016) constataram que o efeito alelopatico do
extrato aquoso de Wedelia trilobata (Asteraceae) em sementes de L. sativa e Eupatorium
catariun, diminuiu o comprimento das plantulas conforme se aumentou a concentracdo. A
inibicdo do crescimento do hipoc6tilo de uma espécie em um bioensaio in vitro enriquecido

com extratos de plantas € comumente visto como evidéncia de uma interacdo alelopética.

Tabela 6. Estimativas do parametro a e b do coeficiente de determinagéo (R2) do modelo Decaimento
exponencial para comprimento de parte aérea (CPA) de plantulas das espécies receptoras, utilizando
extrato crescentes da parte aérea das plantas doadoras.

Alternanthera tenella

Espécie Parémetros
receptora a b R 2 F
L. sativa 0,82 1,79 0,12 0,0439
D. insularis 0,37 15,46 0,57 1,4971
E. fosbergii 0,51 29,04 0,61 1,7792
P. oleracea® 0,24 0,08 0,10 0,0330
Paspalum maritimum
L. sativa 2,40 6,08 0,77 4,3914
D. insularis 0,95 9,25 0,96 45,6115
E. fosbergii 1,00 15,54 0,98 96,1357
P. oleracea 0,74 9,74 0,94 24,8093
Priva bahiensis
L. sativa 0,96 39,38 0,98 142,0907
D. insularis 0,58 2,39 0,33 0,3872
E. fosbergii 0,80 16,67 0,86 9,0398
P. oleracea! 0,30 0,21 0,06 0,0126
Richardia grandiflora
L. sativa 0,95 76,19 0,99 175,1857
D. insularis 0,79 18,04 0,85 18,0465

E. fosbergii 0,76 19,84 0,91 15,5156



P. oleracea® 0,23 1,58 0,96 34,9361
Scoparia dulcis
L. sativa 1,00 35,26 0,97 47,9832
D. insularis 0,38 1294,16 0,97 71,8491
E. fosbergii 0,72 42 54 0,95 30,7988
P. oleracea 0,26 19,99 0,76 42577
Solanum paniculatum

L. sativa 0,84 8,64 0,47 0,8420

D. insularis 0,53 37,73 0,72 3,3642
E. fosbergii 0,42 0,34 0,02 0,0019
P. oleracea! 0,84 6,04 0,50 1,0036

f = a*exp (-b*x) e f = yO+a*x (regresséo linear) *
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Ito et al. (2015), avaliando a sensibilidade da D. insularis sobre o extrato aquoso de

folhas de Triticum sp., observaram que o comprimento de plantulas ndo foi afetado,

corroborando, portanto, com este estudo, quando as plantulas foram submetidas aos tratamentos

com folhas de A. tenella e P. maritimum e nenhum efeito significativo no comprimento da parte

aérea foi verificado.

Figura 5: Comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas das plantas receptoras em funcdo das
concentragdes crescentes dos extratos da parte aérea das plantas doadoras.
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Ao contrério, na concentracdo 0,04 g de folhas de A. tenella verificou-se estimulo no
crescimento do hipocotilo em L. sativa em relacdo ao controle (Figura 5). Este fato pode estar
ligado a presenca de algum dos metabdlitos secundarios que possam estar atuando como
hormdnio de crescimento, o que levou a um aumento no alongamento do hipocétilo, em vez de
causar a inibicdo (GOLDFARB; PIMENTEL; PIMENTEL, 2009).

Com relacdo a CLso, L. sativa demonstrou ser a espécie mais sensivel aos aleloquimicos
presentes nas folhas de R. grandiflora (Tabela 7). Os dados obtidos para as demais espécies
ndo se ajustaram ao modelo de regressao, impossibilitando a obtencdo da curva de dose-
resposta. Para Pirzad et al. (2010), a maior reducdo do comprimento das plantulas foi com as
concentracdes de 15 e 20%, mostrando que, dependendo da espécie doadora, ha diferenca na

concentracdo necessaria para mostrar o efeito alelopatico nas espécies receptoras.

Tabela 7: Concentragdo letal a 50% baseada nos pardmetros a e b do modelo Decaimento exponencial
para Comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas das espécies receptoras, submetidas as
concentracdes crescentes da parte aérea das plantas doadoras.

ESPECIES
RECETORAS

ESPECIES Lactuca Digitaria Emilia Portulaca
DOADORAS sativa insularis fosbergii oleracea
A. tenella 2,283 0,317 0,158 599,51*
P. maritimum 0,500 0,428 0,251 0,434
P. bahiensis 0,100 1,856 0,248 238,596*
R. grandiflora 0,052 0,230 0,210 347,296*
S. dulcis 0,110 0,003 0,099 0,262
S. paniculatum 0,472 0,120 13,988 144,744*

*CLso pelos parametros da regresséo linear (f = y0O+a*x).
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Comprimento primario da raiz (CPR)

Neste trabalho, todas as regressdes para o parametro Comprimento primario da raiz
se ajustaram ao modelo Decaimento exponencial (Tabela 8), com destaque para as espécies P.
maritimum e S. dulcis que apresentaram um comportamento com altos valores do coeficiente
de determinacéo (R?) que foram maiores ou igual a 0,91%.

As concentragdes crescentes da parte aérea de todas as plantas doadoras desse estudo
contribuiram para a reducdo do comprimento primario da raiz (CPR) das plantulas das espécies
receptoras, conforme se aumentou a concentracao (Figura 6).

De acordo com os resultados apresentados, S. dulcis apresentou inibi¢cbes de maior
intensidade em todas as plantas receptoras estudadas, reduzindo significativamente o
comprimento primério das raizes (CPR), sendo que as concentracbes de 0,04 e 0,08 g
apresentaram as inibicbes mais intensas. O efeito do extrato sobre o crescimento de raiz pode
retardar ou inibir o desenvolvimento das plantas daninhas, pois coincidem com o0s estagios
iniciais de desenvolvimento da planta (SOUZA FILHO; ALVES, 2000).

Tabela 8. Estimativas do parametro a e b do coeficiente de determinagao (R2) do modelo Decaimento
exponencial para comprimento primario de raiz (CPR) de plantulas das espécies receptoras, utilizando
extrato crescentes da parte aérea das plantas doadoras.

Alternanthera tenella

Espécie Parametros

receptora a b R2 F
L. sativa 2,04 11,29 0,81 5,7351
D. insularis 4,12 251,49 0,96 41,1715
E. fosbergii 1,63 1264,67 0,95 33,3228
P. oleracea 1,61 20,07 0,89 11,6912

Paspalum maritimum
L. sativa 3,12 18,31 0,93 21,0237
D. insularis 0,81 12,41 0,91 15,6258
E. fosbergii 2,57 37,07 0,99 322,7038
P. oleracea 0,85 6,17 0,93 19,0004
Priva bahiensis
L. sativa 2,62 159,99 0,99 552,9493
D. insularis 1,82 10,90 0,54 1,2372
E. fosbergii 1,89 23,13 0,92 16,3425
P. oleracea 1,28 25,15 0,78 4,8323
Richardia grandiflora

L. sativa 2,63 147,36 0,99 1975,7843
D. insularis 1,82 32,30 0,94 25,3230
E. fosbergii 0,72 21,16 0,72 3,3591
P. oleracea 1,51 56,64 0,91 14,9753

Scoparia dulcis
L. sativa 2,64 51,28 0,99 5157,2312
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D. insularis 4,13 1536,37 0,99 1788,6738
E. fosbergii 1,60 106,83 0,98 68,2260
P. oleracea 1,56 80,06 0,99 268,1014
Solanum paniculatum

L. sativa 2,29 11,98 0,74 3,7536
D. insularis 4,30 59,57 0,97 58,2009
E. fosbergii 1,62 170,60 0,78 4,9372
P. oleracea 1,37 11,18 0,80 5,3535

f=a*exp (-b*x)

De uma maneira geral, as raizes sdo mais sensiveis as substancias presentes nos extratos
guando comparadas com as demais estruturas das plantulas, pelo fato de estarem em contato

direto e prolongado com os aleloguimicos em relacdo as demais estruturas (CHON; COUTTS;
NELSON, 2000; CHUNG; AHN; YUN, 2001).

Figura 6: Comprimento primario da raiz (CPR) de plantulas das plantas receptoras em funcdo das
concentragdes crescentes dos extratos da parte aérea das plantas doadoras.
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Nas raizes, o efeito alelopatico dos extratos das folhas das plantas doadoras mostraram-
se mais marcante, pois 0 comprimento da raiz priméria contrasta de maneira expressiva com o
controle, especialmente, na maior concentracdo utilizada, independente da planta doadora
testada. De acordo com Cruz - Ortega et al. (1998), 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.

Observou-se ainda neste estudo, que as raizes das plantulas de P. oleracea ndo foi
sensibilizada pelos aleloquimicos liberados pela parte aérea de P. maritimum e S. paniculatum.
Porém, os niveis deficientes ou inexpressivos em relacdo ao controle s6 mostram que a atividade
bioldgica de um aleloquimico depende da sua concentracdo ou da sua atuagdo em conjunto com
outros (SOUZA FILHO, 2002).

Esses resultados diferem dos encontrados por Gholami; Faravani; Kashki (2011) que
verificaram efeito inibidor significativo sobre a germinacdo e crescimento da parte aérea e
radicular da P. oleracea sob acdo de extratos aquosos de Satureja hortensis (Lamiaceae) e
Artemisia kopetdaghensis (Asteraceae).

Em estudo sobre a atividade alelopatica de espécies de plantas pelo método sanduiche,
foi verificado que A. fauriei estimulou o crescimento de L. sativa (FUJII et al. 2003). No mesmo
trabalho, os autores verificaram efeito inibitorio de espécies de varias familias como, por
exemplo, Amaryllidaceae, Annonaceae, Euphorbiaceae, Gulttiferae, Icacinaceae, Leeaceae,
Leguminosae, Meliaceae, entre outras, observando a inibic¢ao superior a 50%, sugerindo que 0s

efeitos alelopaticos podem variar quanto a sua intensidade, visto que a a¢do dos aleloquimicos
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é condicionada por diversos fatores, tais como concentracdo, temperatura e outras condigdes
ambientais. Geralmente, os efeitos causados tendem a ser dependentes da concentracdo dos
aleloguimicos, ou seja, tendem a ser mais acentuados em concentracdes mais altas, sendo essa
tendéncia observada nos bioensaios de crescimento.

A acdo toxica dos aleloquimicos presentes nas folhas das plantas doadoras também foi
constatada na aparéncia das plantulas. As concentracbes maiores de folhas de A. tenella, R.
grandiflora e S. dulcis causaram escurecimento e atrofia nas raizes de P. oleracea. Estes
sintomas resultaram, conforme Yamagushi; Gusman; Vestena (2011), da acdo de substancias
toxicas presentes nos extratos sobre o meristema radicular, podendo induzir a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e levar a morte tecidual. Sintomas semelhantes também
foram observados por Gatti; Perez; Lima (2004), Periotto; Perez; Lima (2004) e Maraschin-
Silva; Aquila (2006).

Com relacdo a ClLso, para o comprimento primério da raiz (CPR), E. fosbergii
demonstrou ser a espécie mais sensivel aos aleloquimicos presentes nas folhas de A. tenella, P.
maritimum e S. paniculatum, seguida da L. sativa quando testada com P. bahiensis e R.

grandiflora e, D. insularis, quando submetida aos tratamentos com S. dulcis (Tabela 9).

Tabela 9: Concentragdo letal a 50% baseada nos pardmetros a e b do modelo Decaimento exponencial
para Comprimento primario da raiz (CPR) de plantulas das espécies receptoras, submetidas as
concentracdes crescentes da parte aérea das plantas doadoras.

ESPECIES
RECETORAS
ESPECIES Lactuca Digitaria Emilia Portulaca
DOADORAS sativa insularis fosbergii oleracea
A. tenella 0,283 0,009 0,002 0,170
P. maritimum 0,151 0,332 0,082 0,657
P. bahiensis 0,018 0,303 0,141 0,145
R. grandiflora 0,019 0,102 0,199 0,061
S. dulcis 0,057 0,001 0,032 0,043
S. paniculatum 0,256 0,041 0,020 0,321

Analises fitoquimicas (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

A identificacdo dos compostos presentes no agar, por meio de Cromatografia liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) dos extratos das folhas das espécies doadoras estudadas (A. tenella, P.
maritimum, P. bahiensis, R. grandiflora, S. dulcis e S. paniculatum) revelaram a presenca de
oito polifenois (Tabela 10), o que sugere que sua atividade fitotoxica se deva a presenca destes

compostos.
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Tabela 10: Quantificacdo dos polifenois presentes nos extratos da parte aérea das plantas daninhas
doadoras deste estudo.

CONCENTRACAO mg/L

POLIFENOIS A. P. P. R. S. dulcis S.

(parte aérea) tenella  maritimum  bahiensis  grandiflora paniculatum
acido clorogénico 0,412 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
acido cafeico 2,699 1,778 1,926 2,647 1,718 1,829
acido cumarico 0,234 0,000 0,000 0,000 0,000 0,575
Cumarina 0,499 0,458 0,499 0,617 0,495 0,449
acido salicilico 0,619 0,648 0,584 1,477 0,861 0,712
Rutina 0,000 0,000 1,142 0,563 0,000 0,000
Quercetina 0,447 0,512 0,421 1,511 0,000 0,676
Kaempferol 0,000 0,730 0,772 0,782 0,782 1,165

A anélise fitoquimica € uma ferramenta usada para identificacdo rapida dos constituintes
quimicos de uma planta em analise. Os compostos aleloquimicos podem ser encontrados nos
mais diversos orgdo das plantas, variando em quantidade dependendo de aspectos como idade
e estadio de desenvolvimento (BOURGAUD, 2001). Ainda assim, as folhas parecem ser as
fontes mais consistentes de compostos quimicos envolvidos na fitotoxicidade e como é o 6rgdo
vegetal mais metabolicamente ativo da planta, acredita-se que ela introduza uma maior
diversidade de aleloguimicos no ambiente e, portanto, seja responsavel pelos efeitos
alelopaticos mais acentuados (RIBEIRO et al., 2009).

Os acidos fenolicos e os flavonoides estdo amplamente distribuidos nos tecidos vegetais
e frequentemente sdo associados a fendmenos alelopaticos (HUSSAIN; REIGOSA, 2017). De
maneira mais expressiva, o acido cafeico, a cumarina e o cido salicilico foram detectados em
todas as amostras das plantas doadoras deste estudo, sendo que a quercetina e o kaempferol
também foram detectados nas amostras estudadas, e, menos expressivamente também foram
detectados rutina, acido cumarico e &cido clorogénico, sugerindo que os extratos usados nos
bioensaios para diagndstico preliminar de alelopatia, neste estudo, sdo misturas de varias
substancias, que podem exercer efeitos aditivos ou sinergisticos, tornando importante a analise
da acdo de cada substancia isoladamente (SANTOS; MORAES; REZENDE, 2007).

Chou; Kuo (1986) observaram também que o extrato aquoso das folhas da leucena
apresenta fitotoxidade sobre varias plantas e que os aleloquimicos envolvidos nesse efeito sdo
a quercetina, o acido galico e os &cidos vanilico, feralico, caféico e p-cumarico. Ainda, Golisz
et al. (2007), relataram que a rutina tem uma alta atividade alelopatica sobre raizes de alface.
Mendonca (2008) verificou a existéncia do acido clorogénico, acido ferulico, acido p-anisico e
genisteina, causando efeito alelopatico no desenvolvimento das plantulas de Commelinna

benghalensis e Ipomoea grandifolia, corroborando, portanto com este estudo.
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Os é&cidos fenolicos atuam induzindo o aumento da atividade de enzimas oxidativas,
causando assim a modificacdo da permeabilidade da membrana e a formagdo de lignina,
contribuindo para a reducdo do crescimento radicular (FERRARESE et al., 2000). Loffredo;
Monaci; Senesi (2005) relataram que acido cafeico apresentou efeito alelopatico e inibiu a
germinacao e o crescimento de plantulas de L. sativa e Lycopersicon esculetum. Oliveira et al.,
(2011) relataram que o &cido clorogénico inibiu a germinacao e o crescimento das plantulas de
Bidens pilosa e Brachiaria brizantha, confirmando seu efeito alelopatico. Bubna et al., (2011)
verificaram que o &cido cafeico aumentou a sintese de ligninas, solidificou a célula da parede
celular e, assim, inibiu o crescimento radicular de Glycine max. Estes estudos corroboram com
os resultados do presente trabalho, pois as folhas das plantas doadoras apresentaram estes
polifenois em sua composicdo e interferiram, de certo modo, na germinacao e desenvolvimento
inicial das plantas receptoras.

Santos et al. (2011) ao utilizar &cidos fenodlicos (clorogénico, p anisico, ferdlico e
cafeico) e flavonoides (genistein, quercetina, naringenina, caempferol e rutina) extraidos de
folhas de Calopogonium mucunoides (Fabaceae) observaram valores de inibicdo que variaram
de: 5,1% para as sementes de mata pasto a 53,4% para sementes de malicia submetidas a
solucdo destes compostos, confirmando-se, portanto, o potencial alelopético destes compostos
ja descritos na literatura e presentes nas folhas das plantas doadoras deste estudo.

Em relacdo ao efeito dos aleloquimicos no crescimento inicial das plantulas, quando
estes sdo liberados pela planta doadora e ndo possuem concentracdo suficiente para promover
efeito inibitorio, eles podem ocasionar estimulo no crescimento (MACIAS et al., 2014). Como
ocorreu com a parte aérea de P. oleracea quando testada com folhas de A. tenella, P. bahiensis,
R. grandiflora e S. paniculatum.

A quantidade e as rotas pelas quais os aleloquimicos sdo liberados diferem de espécie
para espécie (TAIZ; ZEIGER, 2013). Por isso, as espécies receptoras deste estudo apresentaram
diferentes respostas alelopaticas, como ja constataram AIRES et al. (2005) em Solanum
lycocarpum (Solanaceae); GATTI et al. (2010) em Aristolochia esperanzae (Aristolochiaceae),
SOUZA FILHO; MOURAO, (2010), em trés espécies de Copaifera (Fabaceae), COELHO et
al. (2011), em Ziziphus joazeiro (Rhamnaceae) e PEREIRA et al. (2018) em Canavalia
ensiformes (Fabaceae).

Ainda, resultados semelhantes foram observados por Fiorenza et al. (2016) testando
extrato de Eragrostis plana Nees (Poaceae) verificaram a redugdo da germinacdo de sementes,
do indice de velocidade de germinagéo e do desenvolvimento inicial das plantulas, em todas as

especies testadas, e identificou-se a presenca de compostos fenolicos (&cido cafeico, acido
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clorogénico) e flavonoides (rutina), sendo possivelmente o efeito alelopatico causado por esses
metabdlitos secundérios. Desta forma, a germinacdo e o crescimento inicial das plantulas
sentiram o efeito fitotoxico provocado pelas substancias alelopaticas lixiviadas das folhas das
plantas doadoras.

Em vista desses relatos, pode-se inferir que os &cidos fenolicos e os flavonoides
encontrados na parte aérea das plantas estudadas contribuiram para a reducdo da germinagéo e
do comprimento de plantulas, nas espécies receptoras analisadas. Esses resultados corroboram
os dados de inibicao das espécies receptoras, quando submetidas aos compostos identificados
neste estudo, presentes nas folhas das plantas doadoras, comprovando que o efeito alelopatico
pode ser devido a presenca desses metabdlitos secundarios.

De acordo com Nuria et al. (2014) estudos como este sobre substancias alelopaticas e a
identificacdo das plantas que possuem principios ativos capazes de causar algum efeito é
assunto de grande importancia, tanto na utilizagao de extratos capazes de inibir plantas daninhas
na tentativa de diminuir o uso de herbicidas comerciais, quando na determinacdo de préaticas
culturais e de manejos mais adequados que evitem a interferéncia destas substancias no
crescimento de outras (GATTI; PEREZ; LIMA, 2004).

CONCLUSAO

Este trabalho é a primeira investigacdo da atividade alelopética destas plantas daninhas,
através do método sanduiche. De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-
se concluir que este método é uma técnica muito répida e eficaz no estudo alelopatico, pois
tornou possivel a lixiviacdo dos compostos presentes na parte aérea de A. tenella, P. maritimum,
P. bahiensis, R. grandiflora, S. dulcis e S. paniculatum, nas maiores concentracdes testadas,
interferindo na germinagdo das sementes e no crescimento inicial das plantulas das espécies
receptoras.

Contudo, a concluséo definitiva de que estas especies sejam alelopaticas em condi¢bes
naturais estd associada a uma investigacdo mais ampla, que inclui outras abordagens

experimentais, principalmente testes a campo.
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Atividade alelopética de raizes de plantas daninhas pelo método sanduiche

RESUMO

A alelopatia trata-se de uma ocorréncia natural, resultante da liberacéo de substancias capazes
de estimular ou inibir o desenvolvimento de outras plantas. Objetivou-se neste trabalho avaliar
a acdo alelopatica de raizes de plantas daninhas, pelo método sanduiche sobre a germinacéo e
o desenvolvimento inicial de Lactuca sativa, Emilia fosbergii, Portulaca oleracea e Digitaria
insularis, bem como determinar os compostos fendlicos presentes nas raizes das respectivas
plantas daninhas estudadas. Para tanto, foi conduzido um experimento com 5 tratamentos e 6
repeticdes em que: T1: controle (sem material vegetal), T2: 0,01 g; T3: 0,02 g; T4: 0,04 g; e,
T5: 0,08 g. As variaveis analisadas foram: percentual de germinacdo (PG), Comprimento da
parte aérea (CPA) e Comprimento primario das Raizes (CPR). Os resultados demonstraram que
as diferentes concentracdes de raizes das plantas testadas interferiram tanto na germinacao
como no desenvolvimento inicial das plantas receptoras, seja inibindo ou estimulando os
parametros estudados. Sendo que a espécie Paspalum maritimum se destacou com relacdo a
magnitude dos efeitos nos parametros testados. Foram identificados, através de Cromatografia
liquida de Alta Eficiéncia, polifenois (&cido clorogénico, &cido cafeico, acido salicilico, &cido
cumarico, cumarina, quercetina, rutina e kaempferol) com potente efeito alelopético ja descritos
na literatura. Sendo assim, com base nos resultados obtidos, é possivel sugerir que compostos
alelopaticos (incluindo ou ndo os compostos detectados) estavam presentes nos extratos das

plantas doadoras estudadas e ocasionaram tais efeitos.

Palavras Chaves: Aleloquimicos; germinacdo; desenvolvimento inicial.
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Allelopathic activity of Weed root by the sandwich method

ABSTRACT

Allelopathy is a natural occurrence, resulting from the release of substances capable of
stimulating or inhibiting the development of other plants. The objective of this work was to
evaluate the allelopathic action of weeds roots by the sandwich method on the germination and
initial development of Lactuca sativa, Emilia fosbergii, Portulaca oleracea and Digitaria
insularis, as well as to determine the phenolic compounds present in the roots of the respective
plants studied. For this, an experiment was conducted with 5 treatments and 6 replicates in
which: T1: control (without plant material), T2: 0,01 g; T3: 0.02 g; T4: 0.04 g; and, T5: 0.08 g.
The analyzed variables were: germination percentage (PG), shoot length (CPA) and primary
root length (CPR). The results demonstrated that the different concentrations of roots of the
tested plants interfered both in the germination and in the initial development of the recipient
plants, either inhibiting or stimulating the studied parameters. As the species Paspalum
maritimum was highlighted in relation to the magnitude of the effects on the parameters tested.
Polyphenois (chlorogenic acid, caffeic acid, salicylic acid, coumaric acid, coumarin, quercetin,
rutin and kaempferol) with potent allelopathic effect already identified in the literature were
identified through High Performance Liquid Chromatography. Thus, based on the results
obtained, it is possible to suggest that allelopathic compounds (including or not detected

compounds) were present in the extracts of the donor plants studied and caused such effects.

Keywords: Allochemistry; germination; development.
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INTRODUCAO

Um dos grandes problemas encontrados na conducdo das culturas economicamente
importantes no Brasil € a elevada infestacdo de plantas daninhas. Tais espécies sdo responsaveis
por prejuizos econémicos reconhecidos mundialmente (VICENTE et al., 2014). Em termos
médios, a reducao da producdo agricola no mundo tropical é atribuida a interferéncia das plantas
daninhas (LORENZI, 2008). Essa crescente infestacdo de plantas daninhas eleva o custo de
producdo por causar prejuizos as lavouras, com decréscimos acentuados da produtividade, quer
pela competicdo direta por fatores de producdo ou pelos compostos alelopaticos liberados no
meio (CARVALHO; FONTANETTI; CANCADO, 2002).

Relactes de interferéncia entre espécies ativam os mecanismos de defesa nas plantas,
alterando assim, o metabolismo secundario. Uma das respostas é o aumento da producéo de
aleloquimicos, que sdo metabdlitos secundarios produzidos e liberados no ambiente pelas
plantas, que afetam o crescimento e desenvolvimento das plantas receptoras e séo liberados no
ambiente pela decomposicdo da matéria organica, exsudacdo radicular ou por substancias
volateis no ar (SHAH et al., 2016).

Dentre os metabdlitos secundarios, destacam-se os compostos fendlicos, flavonoides e
taninos que sdo os agentes mais comumente associados com o efeito alelopético (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Estas substancias sdo de baixo peso molecular e sdo considerados de maximo
interesse por se encontrarem ligados a maior parte de fendmenos bioldgicos, botanicos e
taxondmicos (EVARISTO; LEITAO, 2001). Esses compostos apresentam funcdes, tais como:
inibidores de crescimento, atracdo de polinizadores, defesas das plantas, protecdo contra a
radiacdo ultravioleta e também apresentam mecanismos de protecdo ao estresse ambiental
(CARMO; BORGES; TAKAKI, 2007; RIGON et al., 2013).

Conhecer os efeitos alelopaticos e a acdo de aleloquimicos é fundamental para
compreender as interacOes entre plantas em sistemas florestais ou agricolas (CRUZ-SILVA et
al., 2015). Além disso, estudos de alelopatia podem auxiliar a encontrar fitotoxinas capazes de
controlar plantas daninhas em culturas, reduzindo, dessa maneira, a contaminacgao do ambiente
por herbicidas. Segundo Galon et al. (2016), as substancias alelopaticas que promovem a
inibicdo da germinacdo ou do crescimento de plantas apresentam-se como alternativa no manejo
integrado de plantas daninhas, pois podem potencialmente ser utilizadas como bioerbicidas.

Dentre as plantas daninhas de dificil controle no Brasil, destacam-se as espécies de falsa-
serralha (Emilia fosbergii), beldroega (Portulaca oleracea) e capim amargoso (Digitaria

insularis). Sdo plantas anuais, herbaceas e desenvolve-se em beiras de estradas, pastagens e
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areas ndo agriculturdveis e dali se espalham com facilidade para as lavouras, através de
sementes que sdo facilmente carregadas pelo vento. Estas plantas daninhas s&o comumente
encontradas na regido da Zona da Mata e Tabuleiros Costeiros do Estado de Alagoas.

Diante da necessidade de conciliar o controle de plantas daninhas com a manutencao da
salde animal e vegetal, a prospeccdo da atividade alelopatica de espécies vegetais pode ser uma
contribuicdo aos métodos tradicionais de controle de plantas daninhas (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Teoricamente, substancias quimicas com atividade alelopatica podem ser utilizadas diretamente
na formulacdo de bioerbicidas ou ser modificadas, a fim de aumentar sua atividade bioldgica
(SOUZA FILHO; ALVES, 2002).

Salienta-se que, estudos que visem o conhecimento da ecofisiologia da germinacéo das
espécies de plantas daninhas podem contribuir para auxiliar na elaboracdo de novos métodos
de controle, designadamente o uso de herbicidas naturais ou mesmo selecdo de plantas com alto
potencial alelopatico o que possibilitaria a diminuicdo do uso de herbicidas sintéticos. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade alelopatica de raizes de plantas daninhas
sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial de alface (Lactuca sativa L.), falsa-serralha
(Emilia fosbergii Nicholson), beldroega (Portulaca oleracea) e capim amargoso (Digitaria
insularis L.), pelo método sanduiche, além de identificar, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, os polifenois presentes nas raizes das plantas doadoras.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no laboratério de Biotecnologia vegetal, do Centro de
Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), situado em Rio Largo
- AL (latitude 9° 27’ S, longitude de 35°27” W e a 127 m de altitude). Como espécies doadoras
foram utilizadas as raizes das plantas Alternanthera tenella, Paspalum maritimum, Priva
bahiensis, Richardia grandiflora, Scoparia dulcis e Solanum paniculatum para se avaliar a
atividade alelopatica sobre a germinagdo e o desenvolvimento inicial de sementes de Lactuca
sativa (alface), considerada sensivel aos testes de alelopatia (FERREIRA; AQUILA, 2000), e
as espécies daninhas, Digitaria insularis (capim amargoso), Emilia fosbergii (falsa-serralha) e

Portulaca oleracea (beldroega).
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Coleta de material

Em éareas de infestacdo natural do Centro de Ciéncias Agrarias foram coletadas as
plantas doadoras, em estagio reprodutivo, e separadas posteriormente em parte aérea e parte
radicular. Apds a coleta, as raizes das plantas foram lavadas com agua corrente para retirada
das impurezas e levada a estufa de circulagdo de ar forgada a 60 °C. Em seguida foram
acondicionadas em sacos plasticos guardadas em refrigeracéo até o momento de sua utilizacéo.

As sementes das espéecies de plantas daninhas consideradas como receptoras nesse
estudo foram coletadas manualmente, também nas éareas de infestacdes no Centro de Ciéncias
Agrérias, com excecdo das sementes da bioindicadora L. sativa (alface — cultivar “americana
grande”), que foram adquiridas comercialmente. Estas sementes passaram por processo de
limpeza e expurgo, sendo que sua assepsia consistiu em lavagem com detergente por dois
minutos e, apos o0 enxague com agua destilada foram colocadas no agitador na rotacdo cinco
em 100 mL de hipoclorito de sodio a 1% por 15 minutos. Posteriormente, as sementes foram

lavadas com agua esterilizadas e introduzidas no meio de cultivo para germinacdo in vitro.

Bioensaios e delineamento estatistico

Para os bioensaios, seguiu-se a metodologia apresentada por Fujii et al. (2004),
depositando 5 mL de solucdo de agar (0,5%) em placas multidisciplinares de seis pocos. Sobre
a camada de agar adicionou-se a matéria seca das raizes da planta em estudo nas concentracdes
de 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 gramas (g), sendo em seguida coberta com mais 5 mL de agar na
parte superior da primeira camada. No tratamento controle, ndo houve adicdo de material
vegetal no agar. Apos 24horas, foi semeado, aleatoriamente, 15 sementes das plantas receptoras
desse estudo.

As placas foram vedadas hermeticamente com Parafilm®, etiquetadas e mantidas, sob
condigdes de temperatura (25°C) constantes e luminosidade controlada (fotoperiodo de 12
horas), em sala de germinacao, onde foram mantidas por periodos que variaram de acordo com
a espécie, a saber: L. sativa e E. fosbergii (7 dias) e, P. oleracea e D. insularis (14 dias). Ap6s
estes periodos, a porcentagem de germinacéo e o crescimento das plantulas foram avaliados.

O meio de cultivo utilizado foi a base de agar, preparado com sete gramas de agar em 1
litro de &gua e submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121°C durante 30 minutos. Para tanto
foi montado um experimento em delineamento inteiramente casualizado (DIC), as placas

multipocos foram separadas em grupos experimentais e controles, contendo 15 sementes de
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cada planta em cada pogo, com seis repeti¢Oes para cada grupo experimental (tratados com as
raizes das plantas doadoras) e controle negativo (sem material vegetal entre as camadas de
agar).

Como critério para avaliacdo da germinacdo foi utilizada a protrusdo e a curvatura
geotrdpica da radicula, contabilizando-se como plantulas normais todas que apresentaram as
estruturas essenciais do embrido desenvolvidas e com, no minimo, 2 mm de comprimento de
radicula (LABOURIAU,1983; BRASIL, 2009). No momento da avaliacdo do percentual de
germinacdao foi retirado seis plantulas consideradas normais e avaliado o comprimento da parte
aérea (CPA) e o comprimento da raiz primaria (CPR) por meio de régua milimetrada (FUJII et
al., 2004).

O monitoramento da germinacdo das espécies foi realizado de acordo com o
recomendado pela literatura para cada espécie. Os dados obtidos foram calculados segundo a
porcentagem de germinacdo (G%), crescimento radicular e crescimento do hipocétilo. Os
calculos da percentagem de germinacdo foram obtidos segundo a equacdo a seguir
(FERREIRA; BORGETTI, 2004). G%-= 100 x Sni/N (Onde: G% = Percentagem de
germinacdo; Sni = NUmero de sementes germinadas no i-ésimo dia; N = Numero total de

sementes colocadas para germinar em cada placa).

Perfil Fitoquimico e obtencéo do extrato bruto

Apds os bioensaios de pré-emergéncia, 0 meio nutritivo (agar) foi submetido a teste de
prospeccao fitoquimica de acordo com metodologias adaptadas de Costa (1982), Matos (1988),
e Matos; Matos (1989). O meio nutritivo, ainda com o material vegetal entre as camadas, foi
deixado em processo de maceracdo em metanol e a cada 48horas, o material foi filtrado e o

solvente rotaevaporado. Este processo foi repetido por trés vezes.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), padrdes e amostras

Para verificar a existéncia de compostos fendlicos nas camadas de agar utilizada nos
testes de germinacdo, foram selecionados alguns padrdes, adquiridos da Sigma-Aldrich e
AcrosOrganics para compara-los com 0s compostos presentes nas amostras. Os padrdes
utilizados para a analise cromatografica dos compostos fendlicos foram o acido galico, catecol,
acido vanilico, acido salicilico, vanilina, seringaldeido, acido cumarico, acido clorogénico,

cumarina, rutina, quercetina, kaempferol e acido cafeico.
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Todos os solventes utilizados para cromatografia foram de grau analitico; metanol
(panreac), acido férmico (dindmica) e agua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q. A
determinacdo dos compostos fenolicos foi realizada utilizando-se da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia.

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, equipado com quatro bombas de alta
pressdo modelo LC-20AT, degaseificador modelo DGU-20A 5R, interface modelo CBM-
20A, injetor automatico modelo SIL-20A HT e detector modelo SPD-20A. A coluna
cromatografica empregada em ambas as analises foi uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4,6 x 250 mm, 5 pum).

Para os padrdes e as amostras, foram preparadas solu¢des-estoque com concentragao
de 40 mg L-1 em &gua/alcool a 30%/70%. O método utilizado para a quantificacdo foi o da
padronizacdo externa. Para a construcdo das curvas analiticas, foram realizadas diluicbes de
uma solucéo intermediaria, contendo uma mistura de todos os padrdes, sendo que esta foi obtida
por meio da diluicio das solucdes-estoque previamente preparadas. Nesta solucdo
intermedidria, todos os padrGes e amostras encontravam-se na concentracdo de 10 mg L-1.
Foram utilizados como fase mdvel para a eluicdo dos compostos analisados a solucdo de acido
férmico a 1% em agua Milli-Q (Solvente A) e metanol (Solvente B).

As amostras e os padrdes foram filtrados em membrana de polietileno de 0,45 pm
(Milipore) e injetados diretamente no sistema cromatografico. Cada injecéo foi realizada trés
vezes no sistema CLAE, com a finalidade de se obter a média das concentracdes e dos tempos
de retencdo. Sendo assim, a identidade dos analitos foi confirmada pelo tempo de retencéo, e o
perfil dos picos da amostra, comparados aos dos padrdes. As
amostras e os padrdes foram eluidos de acordo com o gradiente totalizando uma corrida de 80
minutos. O comprimento de onda utilizado foi de 290 nm, numa temperatura de 33°C, fluxo de

0,6 ml mint e volume de injec&o de 20 pL.

TRATAMENTO ESTATISTICO

Os valores da testemunha para a germinagdo foram considerados 100% (porcentagem
relativa), sendo os resultados de cada tratamento calculados em relagdo a média da testemunha,
utilizando a seguinte formula: G (%)=100*V/Tm. Onde: G = percentual de germinagdo; V =
tratamento analisado (repeti¢cGes); Tm = média da testemunha (%). Para as varidveis CPA e
CPR, as médias apresentadas, em cm, referem-se aos dados originais. Assim como, as médias

apresentadas na analise fitoquimica.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com o auxilio do programa
estatistico SISVAR, de acordo com o proposto por Pereira; Santana; Ranal (2009), sendo
adotadas as equacdes polinomiais com maior significancia e coeficiente de determinacédo (R?).

Sendo significativo o efeito do extrato, para determinar a CLso (concentracgdo inibitoria
equivalente a 50% de efeito em relacdo a testemunha - adaptado de CHRISTOFFOLETI,
LOPEZ-OVEJERO, 2008), os dados foram ajustados ao modelo de regressdo nao-linear do tipo
decaimento exponencial, com dois parametros, representada pela equacdo: f=a*exp(-b*x),

utilizando-se o programa Sigmaplot (STREIBIG, 1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacéao

Neste estudo, todas as regressdes das espécies doadoras A. tenella, P. maritimum, R.
grandiflora e S. dulcis se ajustaram ao modelo Decaimento exponencial (Tabela 11), com
destague para as espécies P. maritimum que apresentou um comportamento com altos valores
do coeficiente de determinacéo (R?) maior ou igual a 0,92%. As plantas doadoras P. bahiensis
e S. paniculatum n&o se ajustaram a este modelo de regresséo, ao se avaliar todas as receptoras
deste estudo, sendo diferenciada com a regressdo polinomial linear!.

A andlise dos efeitos alelopaticos das raizes de plantas doadoras sobre a germinacao de
sementes das plantas receptoras indicou que a intensidade dos efeitos variou em funcéo da
planta avaliada e da quantidade de raizes utilizadas (Figura 7). A analise dos dados revelou
ainda, com relacdo a germinacdo, que a interacdo entre as espécies receptoras e as
concentragfes, ndo foram significativas, para as espécies A. tenella e P. bahiensis,

respectivamente. Entretanto, algumas interac6es atingiram significancia (Tabela 11).

Tabelall. Estimativas do parametro a e b do coeficiente de determinagédo (Rz) do modelo decaimento
exponencial com dois parametros, para germinacao (G) de sementes das espécies receptoras, utilizando
extrato crescentes das raizes das plantas doadoras.

Alternanthera tenella

Espécie Parametros
receptora A B R2 F
L. sativa 93,99 35,03 0,82 6,1274
D. insularis 101,46 91,27 0,93 19,9516
E. fosbergii 94,97 75,68 0,86 8,6373
P. oleracea 105,31 6,61 0,89 12,3203
Paspalum maritimum
L. sativa 101,51 15,16 0,98 102,5680
D. insularis 96,85 7,74 0,98 81,5241

E. fosbergii 104,98 24,65 0,92 18,0469
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P. oleracea 93,28 9,59 0,96 41,6333
Priva bahiensis
L. sativa 109,50 17,94 0,93 20,8272
D. insularist 124,72 138,86 0,17 0,0911
E. fosbergii 99,99 1340,61 0,94 25,8217
P. oleracea! 114,70 1,12 0,21 0,1516
Richardia grandiflora

L. sativa 73,62 3,73 0,34 0,4061

D. insularis 110,66 58,37 0,86 9,1620
E. fosbergii 117,20 9,20 0,86 8,5422
P. oleracea 91,57 10,57 0,83 6,8318

Scoparia dulcis
L. sativa 75,48 22,62 0,62 1,9371
D. insularis 106,03 51,69 0,84 7,5623
E. fosbergii 95,43 77,22 0,86 8,8261
P. oleracea 123,04 5,46 0,51 1,0641
Solanum paniculatum

L. sativa 105,96 14,93 0,91 15,2084

D. insularis 84,01 37,94 0,63 1,9951

E. fosbergii 98,95 67,84 0,97 53,8378

P. oleracea! 100,08 210,73 0,33 0,3750

f=a*exp (-b*x) e f=y0+a*x (regresséo linear) *

Os resultados demonstraram que A. tenella, P. maritimum, P. bahiensis, S. dulcis e S.
paniculatum reduziram a porcentagem de germinagdo de E. fosbergii em maior magnitude
(Figura 7). Enquanto que P. oleracea ndo se sensibilizou com os aleloquimicos presentes nas
raizes de P. bahiensis e S. paniculatum. Esses resultados demonstram a alta resisténcia dessa
espécie invasora a fatores adversos, caracteristica fundamental para garantir o sucesso na
ocupacdo de novos habitats, o que explica sua sobrevivéncia até mesmo nos locais mais
indspitos, como valas de esgoto, beira de rios contaminados, etc. Diferencas de sensibilidade
entre espécies receptoras sdo comuns em trabalhos verificando alelopatia (DELACHIAVE;
RODRIGUES; ONO, 1999; HOFFMANN et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008; MARINOV-
SERAFIMOV, 2010).
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Figura 7: Porcentagem de germinacdo de sementes das plantas receptoras em fungéo das concentragdes

crescentes dos extratos das raizes das plantas doadoras.
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As espécies P. maritimum e S. dulcis inibiram o percentual de germinacdo em todas as

plantas receptoras, em todas as concentracGes estudadas (Figura 7). Este resultado é

interessante do ponto de vista agrondmico e ecoldgico porque a inibicdo da emergéncia de

plantas daninhas pode manter a lavoura livre de competidoras por um periodo mais prolongado,
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reduzindo assim, o nimero de aplicagbes de herbicidas sintéticos que podem contaminar o
subsolo. Porém, as concentrac@es crescentes testadas de raizes de P. bahiensis apresentaram
efeito significativo sobre a reducéo do percentual de germinacdo apenas de E. fosbergii e L.
sativa.

As alteragOes no padréo de germinacgdo podem resultar de diversos efeitos causados em
nivel primario (GUSMAN; BITTENCOURT; VESTENA, 2008). Dentre elas, Ferreira; Aquila
(2000) destacam alteracdes na permeabilidade de membranas, na transcri¢do e tradugédo do
DNA, na acdo de mensageiros secundarios, na respiracdo pelo sequestro do oxigénio, na
conformacao de enzimas e receptores, ou ainda, pela combinacao destes fatores. Taveira, Silva
e Loiola (2013), mencionaram que os aleloquimicos liberados no ambiente podem interferir
positiva ou negativamente sobre a germinacao e demais aspectos do desenvolvimento vegetal,
fato observado no presente estudo.

Em relacdo as concentragdes (Figura 7), os maiores efeitos inibitdrios no percentual de
germinacédo foram verificados nas concentracdes de 0,04 e 0,08 g, em comparacgao ao controle,
em E. fosbergii e D. insularis. Sendo, E. fosbergii, a espécie que apresentou maior sensibilidade
aos aleloquimicos liberados pelas raizes da maioria das plantas doadoras. Rickli et al. (2011),
verificaram que o extrato de Azadirachta indica sobre a germinacao de Bidens pilosa, diminuiu
a porcentagem de germinacdo de acordo com 0 aumento da concentracdo do extrato, sendo
significativo nas concentracdes de 80 e 100%, e proporcionaram 7 e 12% de germinacgéo
respectivamente.

Do mesmo modo, foi constatada a acdo herbicida dos extratos metandlicos de caule e
raiz de Caryocar brasiliense, popularmente conhecido como pequi, em ensaios de germinacao
de sementes de Panicum maximum (REZENDE et al., 2011).

Nos estudos alelopaticos, a germinabilidade (indice final de sementes germinadas) € um
indice muito usado, embora ndo demonstre outros aspectos do processo de germinagdo, como
atrasos, ignorando periodos de germinacdo inativa no decorrer do bioensaio (MAULI et al.,
2009).

Pelas curvas de dose-resposta, que determina a concentragdo inibitéria equivalente a
50% de efeito em relagdo a testemunha (CLso), observou-se que a espécie D. insularis foi mais
sensivel aos aleloquimicos presentes nas concentragdes crescentes de raizes de A. tenella, R.
grandiflora e S. dulcis; e, que E. fosbergii se sensibilizou com a menor CLsg em P. maritimum

e S. paniculatum (Tabela 12).
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Tabela 12: Concentracéo letal a 50% baseada nos pardmetros a e b do modelo Decaimento exponencial
para germinacéo (G) de sementes das espécies receptoras, submetidas as concentrac@es crescentes de
raizes das plantas doadoras.

ESPECIES
RECETORAS
ESPECIES Lactuca Digitaria insularis Emilia Portulaca
DOADORAS sativa fosbergii oleracea
A. tenella 0,018 0,007 0,008 0,442
P. maritimum 0,047 0,082 0,029 0,065
P. bahiensis 0,043 0,538* 517 0,737
R. grandiflora 0,098 0,013 0,094 0,057
S. dulcis 0,017 0,014 0,067 0,166
S. paniculatum 0,050 0,013 0,010 0,237*

*CLso pelos parametros da regressao linear (f = y0+a*x).

Comprimento da parte aérea (CPA)

Assim como na germinagdo, as regressoes para o parametro Comprimento da parte
aérea se ajustaram ao modelo Decaimento exponencial (Tabela 13), com exce¢do da planta
receptora P. oleracea que ndo se ajustou a este modelo quando testada com P. bahiensis e S.
paniculatum; D. insularis, quando testada com P. bahiensis; e, L. sativa quando testada com R.
grandiflora, sendo diferenciada com a regressdo polinomial linear’.

A partir dos dados de biometria das plantulas, observou-se que as raizes de P.
maritimum, R. grandiflora, S. dulcis e S. paniculatum apresentaram influéncias significativas
no alongamento do hipocétilo para as concentracdes utilizadas, ocorrendo maiores inibicdes em
ordem crescente de concentracdo em todas as plantas receptoras. Porém, o efeito foi pouco
expressivo com relagdo ao controle. No entanto, as raizes das plantas testes, na concentragao
0,08 g influenciaram positivamente o alongamento do hipocétilo da espécie P. oleracea
(Figura 10), enquanto a concentracdo 0,04 g apresentou efeito inibitdrio. L. sativa também foi

fortemente estimulada pelas maiores concentragdes de P. bahiensis.

Tabela 13. Estimativas do parametro a e b do coeficiente de determinagdo (RZ) do modelo decaimento
exponencial com dois parametros, para comprimento de parte aérea (CPA) de plantulas das espécies
receptoras, utilizando extrato crescentes das raizes das plantas doadoras.

Alternanthera tenella

Espécie Parametros
receptora F
P a b R2
L. sativa 0,45 6,38 0,97 46,5591
D. insularis 0,52 28,95 0,53 1,2250
E. fosbergii 0,76 5,07 0,61 1,7855

P. oleracea 0,21 2,37 0,41 0,6262
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Paspalum maritimum

L. sativa 1,81 15,72 0,99 239,3646
D. insularis 1,73 18,39 0,80 5,3262
E. fosbergii 0,64 5,55 0,72 3,3263
P. oleracea 1,72 13,06 0,99 195,6574
Priva bahiensis
L. sativa 0,83 11,86 0,56 1,4270
D. insularist 0,52 1,16 0,41 0,6151
E. fosbergii 0,40 7,14 0,26 0,2199
P. oleracea! 0,25 0,62 0,28 0,2671
Richardia grandiflora
L. sativa’ 0,53 1,33 0,54 1,2886
D. insularis 0,69 44,02 0,78 4,7534
E. fosbergii 0,61 17,91 0,94 26,6258
P. oleracea 0,30 3,98 0,46 0,8346
Scoparia dulcis
L. sativa 0,60 16,49 0,82 6,1511
D. insularis 0,47 24,34 0,60 1,7182
E. fosbergii 0,82 20,50 0,79 5,2949
P. oleracea 0,27 1,19 0,32 0,3610
Solanum paniculatum
L. sativa 0,52 9,27 0,86 8,7557
D. insularis 0,37 3,30 0,22 0,1640
E. fosbergii 0,70 5,39 0,60 1,7179
P. oleracea! 0,35 5,87 0,91 15,9004

f = a*exp (-b*x) e f = yO+a*x (regresséo linear) *

Outros autores também ja citaram efeito alelopatico exercido por uma espécie vegetal
sobre outra, ndo somente inibindo a germinacdo e impedindo o desenvolvimento normal das
plantulas da espécie afetada, mas também como efeito estimulatério em alguma fase
(ALMEIDA, 1988). Outros estudos de alelopatia realizados com extratos vegetais relatam que
estes diferiram em relacéo ao CPA de plantulas de alface (SIQUEIRA, 2013; GOTTERT, 2014;
CRUZ-SILVA et al., 2015).

Segundo Baldi; Bucherelli (2005), essa resposta pode ser explicada pela interagcéo entre
0s metabdlitos presentes nos extratos testados e o organismo tratado, de modo que uma dose
baixa estimulara a liberacdo de compostos celulares que atuardo produzindo efeito significativo;
todavia, a medida que se elevam as concentracfes e, consequentemente, as quantidades de
metabolitos, ocorrerd maior liberacdo dessas substancias que, ao invés de potencializar o efeito,
em um mecanismo de feedback podem estimular ou inibir a produgéo de outra, resultando na

perda do efeito atingido nas menores concentracoes.
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Figura 8: Comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas das plantas receptoras em funcdo das
concentracdes crescentes dos extratos das raizes das plantas doadoras.
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A Figura 8 mostra ainda que as crescentes concentracOes de raizes S. dulcis testadas
influenciaram negativamente o alongamento do hipocotilo das espécies receptoras. Mas a
espécie P. oleracea ndo respondeu a esta inibicdo, sendo que o melhor efeito inibitorio foi
observado, no alongamento do hipocotilo da espécie D. insularis nas concentragfes de 0,02,

0,04 e 0,08 g. A inibicdo ou o estimulo da germinacgéo, ou ainda do crescimento de plantulas,
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sdo evidéncias da atividade alelopatica. Nesse sentido, a alelopatia possui potencial no manejo
integrado de plantas invasoras, pela capacidade que as plantas possuem de produzirem
aleloguimicos que inibem ou estimulam o crescimento de outras plantas (BUHLER, 2002).

Com excecdo da receptora D. insularis, as raizes de A. tenella e P. bahiensis nédo
apresentaram efeitos significativos sobre o comprimento da parte aérea das plantulas das
receptoras estudadas. E, com relacéo a CLso, E. fosbergii demonstrou ser a espécie mais sensivel
aos aleloguimicos presentes nas folhas de R. grandiflora (Tabela 14). Os dados obtidos para as
demais espécies ndo se ajustaram ao modelo de regressao, impossibilitando a obtencédo da curva
de dose-resposta.

Tabela 14: Concentracéo letal a 50% baseada nos pardmetros a e b do modelo Decaimento exponencial
para Comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas das espécies receptoras, submetidas as
concentragdes crescentes de raizes das plantas doadoras.

ESPECIES
RECETORAS
ESPECIES Lactuca Digitaria Emilia Portulaca
DOADORAS sativa insularis fosbergii oleracea
A. tenella 0,732 0,156 0,820 2,329
P. maritimum 0,211 0,182 0,785 0,256
P. bahiensis 0,344 42,431* 0,676 79,59*
R. grandiflora 37,107* 0,097 0,013 1,278
S. dulcis 0,268 0,191 0,200 4,350
S. paniculatum 0,488 1,478 0,790 8,450*

*CLso pelos parametros da regressao linear (f = y0+a*x).

Comprimento primario da raiz (CPR)

Neste trabalho, as regressdes para o parametro também se ajustaram ao modelo
Decaimento exponencial (Tabela 15), com exce¢do de L. sativa testada com A. tenella; E.
fosbergii, testada com R. grandiflora; e, P. oleracea quando testada com S. paniculatum, sendo
diferenciada com a regresséo polinomial linear?.

O comprimento da radicula das plantulas das espécies receptoras também foi afetado
negativamente pelas maiores concentracdes de raizes das plantas doadoras analisadas. As
plantulas apresentaram comprimento de radicula inferior a 1,0 cm na presenca das raizes de P.

maritimum e S. dulcis, na concentracdo de 0,08g.
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Tabela 15. Estimativas do parametro a e b do coeficiente de determinagédo (RZ) do modelo Decaimento
exponencial com dois pardmetros para comprimento primario de raiz (CPR) de plantulas das espécies
receptoras, utilizando extrato crescentes das raizes das plantas doadoras.

Alternanthera tenella

Espécie Parametros
receptora F
a b R
L. satival 1,50 5,50 0,31 0,3295
D. insularis 4,25 85,75 0,96 35,1143
E. fosbergii 2,05 11,03 0,79 49521
P. oleracea 2,22 20,99 0,59 1,6578
Paspalum maritimum
L. sativa 2,07 14,00 0,99 167,8057
D. insularis 1,61 9,43 0,87 9,3367
E. fosbergii 0,87 3,17 0,83 6,9869
P. oleracea 2,09 12,98 0,99 158,7596
Priva bahiensis
L. sativa 2,20 12,75 0,72 3,3328
D. insularis 1,55 4,83 0,64 2,1689
E. fosbergii 1,63 1244,90 0,93 21,4828
P. oleracea 2,29 11,23 0,61 1,8070
Richardia grandiflora
L. sativa 2,30 0,98 0,15 0,0688
D. insularis 1,72 76,50 0,94 22,7330
E. fosbergii* 0,67 2,37 0,67 2,4871
P. oleracea 1,43 37,56 0,77 4,5588
Scoparia dulcis
L. sativa 1,94 17,88 0,80 5,3237
D. insularis 4,12 70,01 0,86 8,5807
E. fosbergii 1,84 25,26 0,89 12,5403
P. oleracea 2,48 15,31 0,69 2,7497
Solanum paniculatum
L. sativa 1,56 37,02 0,87 9,4493
D. insularis 4,02 80,96 0,92 16,9258
E. fosbergii 1,65 31,11 0,89 12,5319
P. oleracea® 1,27 5,20 0,56 1,4130

f=a*exp (-b*x) e f=y0+a*x (regressdo linear) !

Da mesma forma, as espécies R. grandiflora e S. paniculatum também apresentaram

reducdo do comprimento primario da raiz inferior a 1,0 cm, com exce¢édo de L. sativa e P.

oleracea, respectivamente. Os tratamentos com A. tenella e P. bahiensis foi 0 menos efetivo,

resultando em comprimento de radicula proximo de 1,5 cm, embora também diferente do

controle, que apresentou comprimento acima de 2,5 cm (Figura 9).

O crescimento radicular das espécies consideradas receptoras neste estudo foi reduzido

conforme aumentava a concentracdo de raizes da espécie avaliada. Mas, na concentragdo de

0,08 g de raizes de A. tenella verificou-se (Figura 9) um estimulo no crescimento da raiz de L.

sativa 0 que sugere que os aleloquimicos liberados pelo sistema radicular dessa espécie
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apresenta um efeito favoravel ao crescimento e ao desenvolvimento da radicula desta receptora,
caracterizando também, efeito alelopatico (CARVALHO; FONTANETTI; CANCADO, 2002).

Figura 9: Comprimento priméario da raiz (CPR) de plantulas das plantas receptoras em funcéo das
concentragdes crescentes dos extratos das raizes das plantas doadoras.
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Melhoranca-Filho et al. (2012), ao estudar os efeitos do extrato de partes aéreas de
Cymbopogon citratus (DC), reportaram a ocorréncia de interferéncia negativa no
desenvolvimento radicular de L. sativa, em um efeito concentracdo dependente. O conceito de

alelopatia envolve tanto os efeitos deletérios como os estimulatérios. Aparentemente, estes
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ultimos estéo associados a concentracdo da substancia, manifestando-se em situacéo de baixas
concentragdes (RICE, 1984).

Observou-se também, que nas maiores concentracdes dos extratos de raizes de P.
bahiensis houve inibicdo do crescimento radicular nas plantulas das espécies receptoras,
principalmente em E. fosbergii. No entanto, na concentragdo de 0,04 e 0,08 g ocorreu
deterioracdo dos tecidos e, consequentemente, a morte das plantulas de E. fosbergii. Da mesma
forma, o aparecimento de plantulas anormais, com raizes primarias atrofiadas e defeituosas,
com auséncia de raiz secundaria e necrose radicular foi observado em plantulas submetidas aos
extratos mais concentrados de Persea americana Mill. (BORELLA et al., 2009).

Esses dados demonstram que o escurecimento e o enfraquecimento das raizes sdo efeitos
prejudiciais que podem indicar a acdo de substancias toxicas nos extratos estudados e que 0s
aleloquimicos das raizes de P. bahiensis, que se acumularam em concentracfes bioativas
testadas, afetaram adversamente o crescimento das raizes das plantas receptoras desse estudo.
Compostos quimicos que muitas vezes apresentam efeito alelopatico também podem ter efeitos
genotoxicos e mutagénicos (NUNES; ARAUJO, 2003).

A Figura 9 demonstra que as crescentes concentracfes de raizes S. dulcis estudadas
influenciaram negativamente o crescimento radicular das espécies receptoras. Sendo que o
melhor efeito inibitério foi observado em D. insularis nas concentracdes de 0,02, 0,04 e 0,08 g.
Os dados disponiveis na literatura mostram que os efeitos alelopaticos dependem, entre outros
fatores, da concentracdo dos aleloguimicos, e quanto mais elevada for a concentracdo do
aleloguimico, maior a sua acdo deletéria sobre os processos metabdlitos da planta-alvo (RICE,
1984; SMITH, 1989).

Os diferentes tratamentos com raizes de P. maritimum, R. grandiflora e S. paniculatum
causaram diminuicdo do crescimento do sistema radicular das plantulas das espécies receptoras
observadas e os maiores efeitos foram verificados nas concentragdes 0,04 e 0,08 g de raizes. Os
resultados deste trabalho sd@o um indicativo de que, nas maiores doses testadas, as raizes
apresentam maior concentracdo de substancias potencialmente alelopéticas inibitorias. As
raizes de plantas alelopaticas desempenham papel importante no ambiente pois sao
responsaveis por uma ampla gama de interagdes dentro das comunidades bidticas através da
liberacdo de exsudatos no solo. Os exsudatos radiculares da planta doadora frequentemente sao
absorvidos por sementes, plantas daninhas ou plantas cultivadas, e sdo geralmente responsaveis
pelos efeitos nocivos tanto na germinagdo como no desenvolvimento inicial desses grupos.

Mas, com relacdo a variavel espécie receptora, P. oleracea ndo apresentou sensibilidade

aos aleloquimicos liberados pelas raizes das plantas doadoras (Tabela 16). E, E. fosbergii
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apresentou menor desenvolvimento radicular, desse estudo. Sendo, portanto a espécie que
apresentou a menor CLsg, quando testada com P. bahiensis. E, a espécie D. insularis, pelas
curvas de dose-resposta, foi a que apresentou a menor CLso quando testada com A. tenella, R.

grandiflora, S. dulcis e S. paniculatum (Tabela 16).

Tabela 16: Concentracao letal a 50% baseada nos parametros a e b do modelo Decaimento exponencial
para Comprimento primario da raiz (CPR) de plantulas das espécies receptoras, submetidas as
concentracdes crescentes de raizes das plantas doadoras.

ESPECIES
RECETORAS
ESPECIES Lactuca Digitaria Emilia Portulaca
DOADORAS sativa insularis fosbergii oleracea
A. tenella 1,603* 0,028 0,289 0,148
P. maritimum 0,227 0,365 1,278 0,243
P. bahiensis 0,244 0,723 0,002 0,274
R. grandiflora 3,111 0,044 20,769* 0,094
S. dulcis 0,181 0,035 0,130 0,196
S. paniculatum 0,093 0,031 0,109 9,369*

*CLso pelos parametros da regressao linear (f = y0+a*x).

Analises Fitoquimicas (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

A analise fitoquimica, para a deteccdo de polifenois nos extratos das raizes das plantas
doadoras deste estudo (A. tenella, P. maritimum, P. bahiensis, R. grandiflora, S. dulcis e S.
paniculatum) foi positiva para oito compostos fendlicos. Uma vez que estes compostos
fenolicos foram identificados nas raizes das plantas doadoras deste estudo (Tabela 17), é
possivel supor que tais efeitos inibitdrios sobre a germinagdo de sementes, 0 comprimento da
parte aérea e o desenvolvimento do sistema radicular das plantulas das espécies receptoras se
devam em grande parte a essas substancias, que podem ter atuado sobre a permeabilidade das

membranas e/ou sobre o balancgo hidrico e a aquisicdo de nutrientes pelo sistema radicular.

Tabela 17: Quantificacdo dos Polifenois presentes nos extratos das raizes das plantas daninhas doadoras
deste estudo.
POLIFENOIS Alternanthera Paspalum Richardia Scoparia  Solanum

(raiz) tenella maritimum  grandiflora dulcis paniculatum
acido clorogénico 0,000 0,000 0,000 1,049 0,000
acido cafeico 2,555 2,581 2,175 2,479 1,965
acido cumarico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,712
Cumarina 0,561 0,633 0,544 0,569 0,492
acido salicilico 1,027 0,736 0,499 0,997 0,782
Rutina 1,345 0,000 0,000 1,621 1,408
Quercetina 0,685 0,763 0,517 0,685 0,855

Kaempferol 0,641 0,792 0,798 0,729 0,819
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As espécies estudadas apresentaram forte presenca destes compostos em suas raizes,
principalmente, &cido cafeico, cumarina, acido salicilico, quercetina e kaempferol, que foram
detectados nas raizes de todas as plantas doadoras deste estudo. A. tenella e S. paniculatum
ainda apresentaram rutina em suas raizes, enquanto que S. dulcis, além de apresentar rutina em
sua composicdo, foi a Unica dentre as estudadas que se detectou acido clorogénico, o que pode
explicar o fato de ser a espécie que mais inibiu a germinacédo, o alongamento do hipocétilo e o
desenvolvimento radicular nas plantas receptoras estudadas.

Os compostos fendlicos sao aleloquimicos bem conhecidos e identificados em outros
estudos com plantas consideradas alelopaticas, pois correspondem a classe de metabolitos
secundarios na qual se encontra a maior parte dos compostos apontados como tendo atividade
alelopatica (RICE, 1984), afetando a elasticidade da parede celular, além de bloquear a
respiracdo mitocondrial, por exemplo (WEIR; PARK; VIVANCO, 2004); Dentre os compostos
fendlicos, encontram-se os &cidos fendlicos que atuam induzindo o aumento da atividade de
enzimas oxidativas, contribuindo para a reducdo do crescimento radicular (FERRARESE et al.,
2000). Chon; Kim (2002) observaram que o extrato de Medicado sativa L. (Fabaceae)
apresentou maior inibicdo do crescimento radicular e, dentre os compostos identificados, estdo
o &cido ferdlico e acido cafeico.

Perez; Moraes (1991), estudando o efeito da cumarina na germinagdo de sementes de
Prosopis juliflora (Sw) D.C., também verificaram que a adicdo deste composto fendlico no
meio germinativo acarretou na reducdo da percentagem de germinacdo, corroborando com 0s
resultados do presente estudo.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se ainda, que nas concentracfes 0,04 e
0,08 g dos extratos de raizes de P. bahiensis ocorreu deterioracdo dos tecidos e,
consequentemente, a morte das plantulas de E. fosbergii. Esses dados demonstram que
compostos quimicos que muitas vezes apresentam efeito alelopatico também podem ter efeitos
genotoxicos e mutagénicos (NUNES; ARAUJO, 2003). Resultados similares foram
encontrados anteriormente por Medeiros; Luckesi (1993), Souza Filho; Rodrigues; Rodrigues
(1997) e Souza Filho; Alves (2000). Esses resultados também corroboram com os encontrados
por Colpas; Ono; Rodrigues (2003), trabalhando com varios compostos secundarios, entre eles,
a cumarina, composto presente em Mikania glomerata, que evidenciaram forte atividade
inibitdria sobre a germinacéo de sementes de soja (FERREIRA; BORGHETT]I, 2004).

Estes resultados ainda detectaram a presenca de flavonoides que tém uma grande
variedade de fungdes fisiologicas nas plantas e, ainda apresentam efeitos alelopéticos, sendo
capazes de inibir a germinacéo e o crescimento das plantas (HOAGLAND; WILLIAMS, 2004;
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SHIMOIJI; YAMASAKI, 2005; BAIS et al., 2006; PEER; MURPHY, 2007). Foi
identificado a presenca dos flavonoides (kaempferol e quercetina), no extrato de Copaifera
langsdorffii (Fabaceae), e houve uma reducdo da germinacéo e do crescimento de plantulas de
Sorghum bicolor, quando submetidas ao extrato contendo esses compostos (FRANCO et al.,
2016). Flavonoides (rutina e quercetina) e &cidos fenolicos (acido clorogénico e acido cafeico)
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 inibicdo de
crescimento das plantulas. Portanto, estes resultados sdo semelhantes aos resultados do presente
estudo, pois interferiram, em intensidades variadas nos parametros avaliados neste trabalho.
Associando-se os dados da literatura sobre a acdo de cada metabdlito secundario na
planta, com os compostos encontrados neste estudo, é possivel inferir que a inibicdo da
germinacao e a reducdo do crescimento de plantulas das espécies receptoras podem ser devidas
a interferéncia dos compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides e acidos fendlicos
encontrados nas raizes das plantas doadoras desse estudo, sendo necessarios mais estudos para

avaliar se eles atuam de forma isolada ou sinergicamente.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, os efeitos potencialmente alelopaticos promovidos
pelas raizes das espécies doadoras, neste trabalho, foram verificados nas maiores concentracdes,
assumindo um aspecto relevante em termos de possibilidade de empregar a alelopatia em
estratégia de manejo de plantas daninhas. Com destaque para a espécie S. dulcis, que produziu
as inibicGes mais efetivas sobre a germinacdo das sementes, comprimento da parte aérea e
comprimento primario da raiz das plantas receptoras; e, foram detectados em suas raizes a maior
guantidade de polifenois testados neste estudo.

Portanto, com base nos resultados obtidos, é possivel sugerir que polifenois (incluindo

ou ndo os compostos detectados) estavam presentes nos extratos e ocasionaram tais efeitos.
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APENDICES

Tabela 1: Resumo da analise de variancia (valores de F) para porcentagem de germinacdo (G),
comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento da parte radicular (CPR) de plantulas de espécies
receptoras (ER) em funcgéo de diferentes concentracdes (C) de folhas das plantas doadoras e da interacdo
entre esses fatores (ER*C).

Alternanthera tenella

Fonte de G CPA CRA
variacao
ER 11056,8172** 2,0791** 5,9511**
C 29543,4101** 0,7692** 13,9785**
ER*C 3024,0078** 0,3752** 3,6588**
C.V. (%) 44,07 40,62 37,37
Paspalum maritimum
Fonte de G CPA CRA
variacao
ER 11302,5831 ** 13,9313 ** 12,3985 **
C 10383,7685 ** 1,5855 ** 7,4907 **
ER*C 869,0651 ** 0,2601 ** 15772 **
C.V. (%) 9,93 16,24 31,44
Priva bahiensis
nte de variacao G CPA CPR
ER 29064,8727** 0,3389** 2,8672**
C 15113,1830** 0,6786** 9,7592**
ER*C 3763,4729** 0,2819** 16,435**
C.V. (%) 53,05 37,34 36,12
Richardia grandiflora
nte de variacdo G CPA CPR
ER 16921,2721** 0,3696** 2,5712 **
C 25262,3200** 1,1057** 8,1754 **
ER*C 5453,4806** 0,3174** 1,5683 **
C.V.(%) 64,93 36,40 47,22

Scoparia dulcis

Fonte de G CPA CPR
variacdo
ER 1985,5510** 0,9763** 2,4069**
C 39059,2107** 1,2490** 24,4442%*
ER*C 874,1965* 0,1813** 2,4483**
C.V.(%) 56,14 32,63 29,84
Solanum paniculatum
Fonte de G CPA CPR
variacdo
ER 25470,6214** 0,9180** 7,7620**
C 12959,8004** 0,5851** 14,2789**
ER*C 2261,0157** 0,4088** 4,3342**

C.V.(%) 37,57 21,92 31,14
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Tabela 2: Resumo da analise de variancia (valores de F) para porcentagem de germinacdo (G),

comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento da parte radicular (CPR) de plantulas de espécies

receptoras (ER) em funcdo de diferentes concentracfes (C) do tratamento com raizes de e da interacdo

entre esses fatores (ER*C).

Alternanthera tenella

Fonte de G CPA CPR
variacao
ER 16626,6103** 1,1825** 0,5749™
C 19839,2645** 0,3155** 13,3142**
ER*C 2083,3410™ 0,1718** 6,3368**
C.V.(%) 52,86 31,97 30,98
Paspalum maritimum
Fonte de G CPA CPR
variacio
ER 1494,0264** 3,3080** 3,1443**
C 14994,9973** 3,4759** 3,4325**
ER*C 671,0661** 0,3996** 0,3315**
C.V.(%) 11,07 8,84 7,51
Priva bahiensis
Fonte de G CPA CPR
variacao
ER 59589,4827** 0,8353** 9,2405**
C 4649,7782™ 0,0838** 4,9781**
ER*C 6405,8444** 0,4038** 2,6068**
C.V.(%) 59,57 25,39 37,87
Richardia grandiflora
Fonte de G CPA CPR
variacao
ER 12289,0684** 0,5646** 24,3245**
C 14605,3924** 0,3797** 2,9246**
ER*C 4354,7980** 0,2037** 1,6603**
C.V.(%) 50,41 35,44 35,83
Scoparia dulcis
Fonte de G CPA CPR
variacao
ER 29157,1432** 0,4143** 2,7698**
C 21873,8317** 0,9049** 18,4428**
ER*C 5457,9836** 0,1751** 4,7318**
C.V.(%) 44,60 26,02 28,68
Solanum paniculatum
Fonte de G CPA CPR
variacao
ER 28140,7291** 0,4060** 4,2322**
C 11966,4466** 0,0547* 9,8377**
ER*C 4032,6271** 0,1969** 3,0939**
C.V.(%) 36,10 27,09 35,51
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CROMATOGRAMAS
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Grafico 1. Cromatograma da solugdo de polifendis com detecgdo espectrofotométrica de 290
nm. ldentificagdo dos picos: 1= dcido galico; 2= catecol, 3= acido clorogénico, 4= acido vanilico,
5= acido cafeico, 6= vanilina, 7= seringaldeido, 8= acido cumarico, 9= cumarina, 10= acido
salicilico, 11= rutina, 12= quercetina; 13= kaempferol.
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