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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar métodos (maceracdo, decoccdo e infusdo) e
tempos (30, 60 e 120 min.) de extracdo, além das substancias: fracdes cloroférmio e
acetato, e cumarina pura, em diferentes concentracdes, do extrato aquoso de sementes de
cumaru (Amburana cearensis S.) sobre a germinacdo, o desenvolvimento e o crescimento
de plantulas de alface (Lactuca sativa L.). Para picdo-preto (Bidens pilosa L.) e carrapicho
(Cenchrus equinatus L.) avaliou-se o efeito da concentracdo do extrato e da cumarina pura
sobre sementes e plantulas. Os experimentos foram realizados no laboratério de Analises de
Sementes, Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza-Ce.
O extrato aquoso bruto foi preparado a partir da farinha de sementes de cumaru, sendo
utilizado nas seguintes concentragdes: 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25 e 50
mg/mL, e agua destilada como controle, totalizando dez tratamentos. As sementes das
espécies testadas foram distribuidas em placas de Petri sobre trés discos de papel de filtro,
previamente umedecidos com o extrato na proporcdo de 2,5 vezes o0 peso do substrato.
Posteriormente as placas foram acondicionadas em camara de germinacdo regulada a
temperatura de 25° C e fotoperiodo de 8h luz/16h escuro, por sete dias. Foram analisadas as
variaveis: germinacdo, comprimento da radicula e da parte aérea das plantulas, em um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes (50 sementes/repeticdo para
alface e 25 para picdo e carrapicho). O método mais eficiente foi maceracdo. O tempo de
extragdo com melhores resultados foi o de 30 min. A substdncia mais potente foi a
cumarina pura. Verificou-se ainda que a partir de 6,25 mg/mL do extrato ocorreu uma
inibicdo em 100% da germinacdo das sementes de alface. A partir da concentracdo 3,13
mg/mL a germinacdo de carrapicho foi totalmente inibida. Para picdo-preto as
concentragfes 1,56; 3,13 e 6,25 mg/mL foram as mais danosas. A cumarina pura foi
bastante fitotoxica para picdo e carrapicho, pois inibiu a germinacdo de suas sementes nas
concentracOes testadas. Todas as concentracdes do extrato testadas apresentaram efeitos

toxicos as plantulas das espécies testadas, em maior ou menor intensidade.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate methods (maceration, decoccion and
infusion) and times (30, 60 and 120 min. ) of extraction, besides the substances:
fractions chloroform and acetate, and pure coumarin, in different concentrations, of the
aqueous extract of cumaru seeds (Amburana cearensis S. ) on the germination, the
development and the growth of lettuce seedlings (Lactuca sativa L. ). For “picéo-preto”
(Bidens pilosa L.) and *“carrapicho” (Cenchrus equinatus L.) the effect of the
concentration of the extract was evaluated and of the pure coumarin on seeds and
seedlings. The experiments were accomplished at the laboratory of Analyses of Seeds,
Department of Fitotecnia of the Federal University of Ceara, in Fortaleza-Ce. The
aqueous rude extract was prepared starting from the flour of cumaru seeds, being used
in the following concentrations: 0.19, 0.39, 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25 and 50
mg/mL, and water distilled as control. The seeds, of the tested species, they were
distributed in plates of Petri on three disks of filter paper, previously humidified with
the extract in the proportion of 2,5 times the weight of the substratum. Later the plates
were conditioned in germination camera regulated to the temperature of 25° C and of
8h luz /16h dark, for seven days. The variables were analyzed: germination, length of
the root and of the aerial part of the seedlings, in a in a casual interlay delineation, with
four repetitions (50 seeds/repetition for lettuce and 25 for “picdo-preto” and
“carrapicho”). The most efficient method was the maceration. The time of extraction
with better results was it of 30 min. The most potent substance was the pure coumarin.
It was verified although starting from 6.25 mg/mL of the extract it happened an
inhibition in 100% of the germination of the lettuce seeds. Starting from the
concentration 3.13 mg/mL the bun of hair germination was totally inhibited. For “picéo-
preto” the concentrations 1.56, 3.13 and 6.25 mg/mL were the most harmful. The pure
coumarin was plenty phytotoxicans for “picdo-preto” and “carrapicho”, because it
inhibited the germination of your seeds in the tested concentrations. All the
concentrations of the extract presented toxicant effects to the seedlings of the tested

species, in adult or smaller intensity.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plantas produzem substancias
quimicas com propriedades que afetam benéficas ou maleficamente, algumas espécies de
plantas. A esse fendmeno deu-se 0 nome de alelopatia e as substancias responsaveis por
essas propriedades, de aleloquimicos. Esses compostos sdo encontrados distribuidos em
concentracOes variadas nas diferentes partes da planta, e durante o seu ciclo de vida. Os
aleloguimicos quando liberados em quantidades suficientes causam efeitos alelopaticos que
podem ser observados na germinagao, no crescimento e/ou no desenvolvimento de plantas
ja estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microorganismos (CARVALHO, 1993).

Os efeitos alelopaticos sdo mediados por compostos secundarios pertencentes a
diversas classes de compostos quimicos entre eles, fendis, terpenos, alcaloides, taninos,
cumarinas, esteroides, flavondides, poliacetilenos, acidos graxos, peptideos, dentre outros
(PUTNAM & DUKE, 1978).

A liberacdo destes compostos num agrossistema pode ocorrer por volatilizacdo na
parte aérea, lixiviagcdo na parte aerea ou subterranea, decomposicao de tecidos vegetais, ou
ainda, por exudacdo do sistema radicular. Pesquisas recentes tém sugerido a exploracdo da
alelopatia como uma alternativa no manejo de plantas infestantes.

Existe um grande interesse em reduzir invasdes de plantas ditas infestantes, pois
estas representam um dos principais problemas da producdo agricola. Um manejo
inadequado dessas plantas pode provocar a perda da qualidade das lavouras e a diminuicao
da produtividade, em decorréncia da competicdo por agua, luz e nutrientes. Podendo ainda
hospedar ou transmitir pragas e doencas, além de dificultar a aplicacdo de tratos culturais e
fitossanitarios.

O controle destas espécies deve ser efetuado ndo com o intuito de erradica-las
completamente, pois algumas espécies trazem beneficios para a lavoura, como a protecéo
do solo contra eroséo, a reciclagem e disponibilidade de nutrientes, o fornecimento de
matéria organica, a diminuicao da temperatura do solo com maior retencdo de umidade e a

consequente melhoria na estruturacdo do solo (SANTOS, et al.; 2002).
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A utilizacdo de herbicidas tem se apresentado como Unica ferramenta no controle de
algumas espécies de plantas infestantes. E o uso indiscriminado destes produtos tem
despertado uma grande preocupacdo por parte de diversos paises devido a consequéncias
ambientais e a contaminacgédo dos alimentos (CARVALHO, et al.; 2002).

Atualmente tém se investigado bastante a pontecialidade alelopatica de plantas
medicinais. Uma vez determinada esta caracteristica em uma espécie, através de testes de
laboratdrio e de campo, os resultados poderdo servir como uma opcao a mais a ser utilizada
no controle de plantas infestantes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do extrato aquoso de sementes de
cumaru na germinacdo de sementes, no desenvolvimento e no crescimento de plantulas de
alface (Lactuca sativa L.), de picdo-preto (Bidens pilosa L.) e de carrapicho (Cenchrus

echinatus L.), em condi¢des de laboratério.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alelopatia: historico e conceito

A concepcdo de que as plantas tém a capacidade de interferir no desenvolvimento
de outras plantas através de substancias que liberam na atmosfera ou no solo, remonta a
antiguidade. Ja no século V a.C., Demdcritus se referia & acdo inibitoria da vegetacdo
provocada por algumas plantas, o que foi novamente abordado por Theophrastus no século
Il a.C. (ALMEIDA, 1985).

Mais tarde, em 1882, De Candole exp0s a primeira teoria sobre essa interferéncia.
A teoria dizia que as raizes das plantas teriam além da fungéo de absorcdo, a de excrec¢éo, e
Seus excrementos seriam venenosos para plantas da mesma espécie, género ou familia.
Antes do final do século XIX a teoria de De Candole foi contestada e abandonada. A
existéncia de toxinas em solos antes cultivados e deixados em pousio foi comprovada pela
primeira vez em trabalhos produzidos por Shorey em 1909 (ALMEIDA, 1990).

O termo alelopatia foi criado pelo pesquisador alemdo Hans Molisch em 1937 e
segundo ele, “alelopatia é a capacidade das plantas superiores ou inferiores produzirem
substancias quimicas que liberadas no ambiente de outras, influenciam de forma favoravel
ou desfavoravel o seu desenvolvimento”.

Rice (1984) definiu alelopatia como, “qualquer efeito direto ou indireto danoso ou
benéfico que uma planta (incluindo microrganismos) exerce sobre outra pela producéo de
compostos quimicos liberados no ambiente”.

A maioria destas substancias provém do metabolismo secundario sendo atribuida a
estas a fungéo de defesa e/ou protegéo, pois durante o processo de evolugéo destas plantas
estas substancias representaram alguma vantagem contra a acdo de microrganismos, virus,
insetos, e outros patdgenos ou predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o
crescimento e desenvolvimento das plantas (WALLER, 1999).

Existem duvidas se as substancias alelopéaticas representam o produto final do
metabolismo celular ou se séo sintetizados pelas plantas com funcdes especificas. Alguns

autores defendem a primeira hipdtese, pois estas substancias existem em maior quantidade
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nos vactolos das células, onde seriam depositados a fim de evitarem a sua propria
autotoxicidade. Outros consideram que a producdo desses compostos € regida pelas leis da
genética e que estdo constantemente sendo sintetizados e degradados pelas plantas
(ALMEIDA, 1985).

Os compostos alelopaticos liberados por uma planta poderdo afetar o crescimento,
prejudicar o desenvolvimento normal e até mesmo inibir a germinagcdo das sementes de
outras espécies vegetais (SILVA, 1978). Segundo Grankhov & Didyk (1996), alelopatia é a
interacdo fisioldgica e bioquimica entre individuos, 0s quais se constatam no espaco
(interacdo alelopética) ou no tempo (agdo pos-alelopatica).

Whittaker & Feeny (1971) afirmam que os efeitos alelopaticos 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 inibi¢do nédo seja
por luz, 4gua e nutrientes nem por uma atividade animal.

Isolar os efeitos dos varios processos pelos quais as plantas afetam umas as outras é
dificil, principalmente os efeitos da competicdo e da alelopatia (VELINI, 1991). A
competicdo entre plantas reduz ou remove do ambiente um fator de crescimento necessario
a ambos, enquanto alelopatia ocorre & adi¢do de um fator ao meio (ALVES, 1992).

Dessa forma a alelopatia distingui-se da competicdo que envolve a reducdo ou
retirada de algum fator do ambiente necessaria a outra planta no mesmo ecossistema tal
com agua, luz e nutrientes (RICE, 1984).

A alelopatia € um dos mecanismos por meio dos quais determinadas plantas
interferem no desenvolvimento de outras, alterando-lhes o padréo e a densidade, sendo um
fendbmeno que ocorre largamente em comunidades de plantas (SMITH, 1989). Os
problemas com plantas daninhas tém sido tratados somente sob o ponto de vista da
competicdo, e em nenhuma abordagem tém sido investidas as perdas econdmicas em
campos infestados de acordo com as interferéncias alelopéticas e a competi¢do (EINHELIG
& LEATHER, 1988).
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2.2 Biossintese e natureza dos aleloquimicos

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 formacdo de
estandes puros, como também a defesa contra insetos (BANSAL & BHAN, 1993).

Existem mais de 300 compostos secundarios vegetais e microbiol6gicos
pertencentes a varias classes de produtos quimicos entre os aleloquimicos (RICE, 1984). A
origem de um aleloquimico freqlientemente € obscura e sua atividade bioldgica pode ser
reduzida ou aumentada pela acdo microbioldgica, oxidacdo e outras transformagdes.
Numerosos microrganismos, certas invasoras, uma cultura anterior ou mesmo a cultura
atual sdo possiveis fontes de aleloquimicos no ambiente das plantas. Similarmente, as
espécies afetadas podem ser 0os microrganismos, as invasoras ou a cultura (EINHELLIG,
1996).

Vérios tipos de compostos orgéanicos foram identificados como aleloquimicos
produzidos por plantas superiores ou microrganismos, sendo eles: terpenos, esterdides,
acidos organicos sollveis em agua, aldeidos alifaticos, cetonas, acidos graxos de cadeia
longa, poliacetilenos, naftoquinonas, antraquinonas, quinonas complexas, provém da rota
metabolica do acetato mevalonato. Ja os fendis 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 metabdlica do &cido
chiquimico (REZENDE et al., 2003).

A producéo de aleloquimicos pode variar em qualidade e quantidade de espécie para
especie, 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). De acordo com Einhellig e Leather
(1988), a natureza e a quantidade de substancias alelopaticas diferem com a espécie, a idade

do dérgdo da planta, a temperatura, a intensidade luminosa, a disponibilidade de nutrientes, a
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atividade microbiana da rizosfera e com a composicdo dos solos em que se encontram a
raizes.

Varios autores mostram através de experimentos que todas as partes das plantas
podem conter compostos alelopaticos. Através de bioensaios estes compostos foram
encontrados nas folhas, caules aéreos, rizomas, raizes, flores, frutos, sementes de diversas
especies, mas as folhas e as raizes sd@o as fontes mais importantes de aleloquimicos
(WESTON, 1996).

2.3 Métodos de liberacéo de aleloquimicos

Os aleloquimicos podem ser liberados das plantas por lixiviacdo a partir dos tecidos,
volatilizacdo, exsudacdo pelas raizes e decomposicdo de residuos da planta do seguinte
modo: * Lixiviacdo: as toxinas sollveis em agua sdo lixiviadas da parte aérea e das raizes
ou, ainda, dos residuos vegetais em decomposicdo. Pode-se citar, principalmente, a
lixiviacdo dos &cidos organicos, agucares, aminodcidos, substancias pécticas, terpendides,
alcaldides, compostos fendlicos e giberelina; ¢ Volatilizacdo: compostos aromaticos sao
volatilizados das folhas, flores, caules e raizes e podem ser absorvidos por outras plantas.

Nesse grupo, encontram-se compostos como o gas carbdnico (CO,), a amonia (NH,), o

etileno e os terpendides. Esses ultimos atuam sobre as plantas vizinhas por meio dos
proprios vapores ou condensadas no orvalho ou, ainda, alcancam o solo e sdo absorvidos
pelas raizes; ¢ Exsudagdo pelas raizes: um grande numero de compostos alelopaticos é
liberado na rizosfera circundante e podem atuar direta ou indiretamente nas interacdes
planta/planta e na acdo de microrganismos. Entre esses compostos, podem ser citados o
acido oxalico, a amidalina, a cumarina e o acido transcinamico; ¢ Decomposi¢cdo de
residuos: toxinas sao liberadas pela decomposicdo das partes aéreas ou subterréneas, direta
ou indiretamente, pela acdo de microrganismos (INDERJIT & DAKSHINI 1992; 1994).
Uma vez introduzidos no ambiente é necessario que se acumulem em quantidades
suficientes para afetarem outras plantas, se mantenham por algum tempo, ou seja, liberadas

continuamente para que os efeitos sejam persistentes (ALMEIDA, 1988).
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2.4 Mecanismos de acédo e fun¢des dos aleloquimicos

Os mecanismos de acdo dos aleloquimicos estdo relacionados a processos
fisiolégicos na planta. No entanto, os efeitos desses compostos ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. As informacGes sobre como as substancias alelopéaticas atuam
nas plantas ainda sdo poucas. Uma das grandes dificuldades que se apresenta é que essas
substancias afetam mais de uma funcdo e provocam efeitos secundarios dificeis de
distinguir dos principais. O efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas € somente uma
sinalizacdo retardada de mudancas anteriores que ocorreram a nivel molecular e celular.

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 (EINHELLIG,
1995).

O modo de acdo dos aleloquimicos pode ser dividido em acdo direta e indireta. A
acdo direta ocorre quando o composto se liga as membranas da planta receptora ou penetra
nas ceélulas, interferindo diretamente no seu metabolismo. Na acdo indireta podem-se
incluir alteracdes nas propriedades do solo, de suas condic¢des nutricionais e das alteracfes
de populagdes e/ou atividade dos microrganismos (FERREIRA & AQUILA, 2000).

A acdo desses compostos ndo é muito especifica podendo uma mesma substancia
desempenhar varias fungdes ou sé atuarem quando em presenca de outros, em combinagoes
e proporcoes especificas (ALMEIDA, 1990).

Os compostos alelopaticos podem afetar processos, tais como a germinacao das
sementes e o crescimento das plantulas, a assimilacdo de nutrientes, a fotossintese, a
respiracdo, a sintese de proteina, a atividade de varias enzimas e a perda de nutrientes pelos
efeitos na permeabilidade da membrana celular (DURIGAN & ALMEIDA, 1993).

Rice (1984) menciona que os efeitos podem ocorrer sobre: a regulacdo do
crescimento (divisdo celular, sintese organica, interagdo com hormonios, efeito sobre
enzimas, metabolismo respiratério); a abertura estomatal e fotossintese; a absorcdo de
nutrientes; a inibicao da sintese de proteinas; as mudancgas no metabolismo lipidico.

De acordo com Rizvi & Rizvi (1992) os aleloquimicos podem afetar estruturas

citologicas e ultra-estruturas; hormonios, alterando balaco e concentra¢do; membranas e
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sua permeabilidade; absor¢do de minerais; movimento dos estdmatos, sintese de pigmentos
e fotossintese; respiracdo; sintese de proteinas; atividade enzimatica; relacGes hidricas e
conducdo; materiais genéticos, induzindo alteracfes no DNA e RNA.

Vaérias pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de se estudar 0s mecanismos
de acdo dos aleloquimicos. Alguns compostos em plantas apresentam o mecanismo de acao
bastante similar a dos herbicidas. O sorgo (Sorgum bicolor (L.) Moench) possui um potente
aleloguimico, a quinona sorgoleone, que inibe a germinacdo e o crescimento de varias
plantas, agindo como inibidor do fotossistema | (GONZALEZ et al., 1998). De acordo com
Sampietro (2001) a sorgoleone em concentra¢Bes similares a do herbicida atrazina € capaz
de desacoplar o transporte de elétrons no fotossistema I1.

O entendimento dos efeitos alelopaticos e dos mecanismos de acdo de varias
substancias sdo importantes para se entender as interacBes entre plantas, tanto nos
ecossistemas naturais, como nos agricolas (RODRIGUES et al., 1993). A alelopatia
envolve interacdo entre estresses abidticos e bidticos, estes através de multiplos compostos

que podem ter relagOes sinergisticas que potencializam suas acdes (EINHELLIG, 1999).

2.5 Determinacdo das potencialidades alelopaticas

Ha inimeros fatores que influem para se estabelecer o fendmeno da alelopatia. Os
bioensaios que comprovem, ou pelo menos tentem comprovar, tais efeitos sdo bastante
variaveis diante destas dificuldades.

Uma das principais variaveis analisadas nos testes alelopaticos € a germinacdo. A
germinacao € menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da plantula, porém a sua
quantificacdo € muito mais simples, pois para cada semente o fenémeno é discreto germina
ou ndo germina. Os testes de germinacao sdo simples de serem realizados, no entanto ha
uma série de cuidados que devem ser tomados para que se possa ter respostas
reproduziveis. A temperatura, o substrato e a umidade influem bastante sobre a germinagéo

e por isso devem ser controlados. As sementes teste devem ser de espécies cultivadas de
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boa qualidade, como tomate e alface, pois sdo facilmente encontradas e bastante sensiveis a
varios aleloquimicos.

As substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de plantulas anormais,
sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais comuns. Portanto, o crescimento das
plantulas é muito mais sensivel a esses compostos e a sua utilizacdo para determinagdo do
potencial alelopatico dos aleloquimicos é muito importante.

A emergéncia da plantula e seu crescimento sdo as fases mais sensiveis no
desenvolvimento do individuo. Muitos pardmetros sdo usados para avaliar o crescimento,
sendo 0 comprimento e a massa seca de raiz e da parte aérea os mais utilizados (PRASLEY
et al.,1999).

O controle do pH e a concentracdo osmotica dos extratos brutos sdo fundamentais,
pois pode haver neles acucares, aminoacidos e &cidos organicos que influem no pH e séo
osmoticamente ativos.

Um aspecto importante que deve ser ressaltado € o fato de que os resultados dos
trabalhos desenvolvidos ao nivel de laboratorio ndo devem ser extrapolados para 0 campo.
A metodologia utilizada no laboratorio e na casa de vegetacdo deve ser tratada com muita
cautela, pois, no campo pode ser que um grande nimero de compostos seja perdido para o
meio ambiente. No caso dos extratos, grande quantidade de compostos organicos pode ser
lixiviadas no solo ou decomposta pela acdo de microrganismos (RODRIGUES et al.,
1992).

2.6 Utilizacéo de extratos aquosos na alelopatia

O estudo dos mecanismos relacionados ao controle de plantas invasoras através do
uso de extratos aquosos de plantas assume maior importancia na medida em que as
limitacGes econémicas e ecoldgicas ao uso de herbicidas aumentam.

Uma das principais formas pelas quais o0s extratos aquosos de plantas com
propriedades alelopaticas afetam outras plantas € a inibicdo da germinacdo, visto que as

sementes sdo excelentes organismos para bioensaios, pois, quando sdo reidratadas elas
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entram em processo de germinacdo, onde sofrem rapidas mudancas fisiologicas e tornam-se
altamente sensiveis ao estresse ambiental. Sendo este efeito avaliado através de
experimentos de laboratdrio, que consistem na aplicacdo de extratos aquosos das plantas
avaliadas sobre as sementes das plantas invasoras provenientes da area estudo. Algumas
leguminosas utilizadas como coberturas apresentam efeito inibitorio através de substancias
quimicas liberadas no solo pela sua decomposicao reduzindo a germinacéo de certas plantas
invasoras (SOUSA FILHO et al., 1997).

Os efeitos alelopéaticos do calopogénio em funcdo de sua idade e da densidade de
sementes da planta receptora foram avaliados sobre a germinacdo das sementes das plantas
daninhas: Mimosa pudica (malicia), Urena lobata (malva), Senna obtusifolia (mata-pasto) e
Senna occidentalis (fedegoso) (SOUZA FILHO et al., 2003). O que revelou a intensidade
de efeitos alelopaticos crescentes, e a possibilidade de manejo da leguminosa forrageira
calopogonio, visando maximizar a sua atividade potencialmente alelopatica.

O extrato dos alcaldides glicosilados totais e da solasonina dos frutos verdes de
Solanum crinitum nas concentragdes (0, 100, 200, 400 e 800 ppm) permitiram verificar
elevada atividade do extrato sobre a germinacdo e o desenvolvimento das plantulas de
alface (Lactuca sativa), sendo a solasonina mais ativa (ALVES et al., 2003).

O efeito de extratos aquosos das folhas de Caesalpinia pluviosa DC.
(Caesalpinaceae), Schizolobium parahyba (Vell.) Blake (Caesalpinaceae), Mimosa
artemisiana Heringer & Paula (Mimosaceae), Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr.
(Mimosaceae), Clitoria fairchildiana R.A. Howard (Fabaceae) e Erythrina speciosa
Andrews (Fabaceae) foi avaliado sobre a germinacdo e sobre o desenvolvimento radicial de
alface (Lactuca sativa cv. “Grand Rapids”). A maioria das espécies testadas inibiu o
desenvolvimento radicial de alface, mas apenas Mimosa artemisiana afetou sua germinacao
(SOARES, et al., 2002).

A presenca de atividade alelopatica em cinco espécies de Gleicheniaceae
(Dicranopteris flexuosa (Schrader) Underw., Gleicheniella pectinata (Willd.) Ching,
Sticherus bifidus (Willd.) Ching, Sticherus penniger (Mart.) Copel., Sticherus
nigropaleaceus (Sturm.) J. Prado & Lellinger) foi investigada atraves da acdo de extratos
aquosos de frondes verdes e senescentes sobre a germinacgdo e desenvolvimento radicular

de alface (Lactuca sativa L., cv. “Grand Rapids”). Observou-se reducdo significativa da
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germinacdo e do crescimento radicular na maioria dos tratamentos. De maneira geral, 0s
extratos aquosos de frondes verdes mostraram-se mais ativos (SOARES & VIEIRA, 2000).

Foram desenvolvidos bioensaios, na Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo (CNPMS), para avaliar o efeito de extratos aquosos, a frio e a quente, da
parte aérea de leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit.), sobre a germinacdo e o
desenvolvimento das plantas de milho (Zea mays L.). O extrato obtido com agua fria (EF) e
aplicado ao solo ndo causou nenhum efeito fitotoxico sobre a germinacdo e o
desenvolvimento das plantas de milho. O extrato obtido com &gua quente (EQ), quando
aplicado em papel-germiteste ou papel-filtro, causou reducdo no comprimento da raiz
seminal, mas ndo interferiu na germinacdo das sementes de milho. O comprimento da raiz
seminal foi um indicador mais sensivel aos efeitos do EQ do que a germinacdo (PRATES et
al., 2000).

O extrato aquoso da Acacia pubescens inibiu a germinacdo de sementes de Lactuca
sativa (KITOU, 1997).

Algumas leguminosas, por serem utilizadas como adubos verdes, tem sido objeto de
estudo no que diz respeito ao controle alelopatico de plantas daninhas. Fontanétti &
Carvalho (2002), avaliando o potencial alelopatico de feijdo-de-porco (Canavalia
ensiformes) e de mucuna-preta (Stilozobium aterrimum), verificaram que esses adubos
verdes apresentaram efeitos alelopaticos significativos na germinacdo de sementes de
alface.

O potencial alelopatico de Brachiaria decumbens e de B. brizantha sobre a
germinacdo e o vigor de sementes de guandu (Cajanus cajan) foi avaliado por Fagioli et
al., (1997). Foram utilizados extratos aquosos das braquiarias, nas concentracfes de 1, 2, 3,
4 e 5% v/v, em laboratdrio. Verificou-se que os extratos de ambas as braquiarias
apresentaram efeito inibitorio no comprimento e produc6es de matéria seca da radicula e da
parte aérea.

Chung & Miller (1995) avaliaram o efeito alelopatico dos extratos aquosos das
gramineas forrageiras Festuca arundinacea, Bromus inermis, Dactylis glomerata, Phleum
pratense, Agrostis gigantea, A. alba, Phalaris arundinacea, Sorghum bicolor e Lolium
perenne sobre as sementes de alfafa, e observaram que todos os extratos reduziram a

germinacdo de suas sementes, exceto os extratos de A. gigantea e P. arundinacea. Os
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extratos de F. arundinacea e de B. inermis causaram maior redugdo na porcentagem de
germinacdo das sementes.

Velu & Ali (1994) estudaram o efeito alelopatico dos extratos aquosos de raizes de
Cynodon dactylon e Cyperus rotundus na soja. Houve redugdo da producdo de matéria seca
total, da area foliar e do teor de clorofila, que resultou em menor producdo de grdos. O
efeito dos extratos aquosos das raizes de Cynodon dactylon foi mais severo que os de
Cyperus rotundus

O efeito osmatico dos extratos aquosos das gramineas forrageiras Dactylis glomera-
ta, Phalaris tuberosa, Festuca arudinacea e Holcus lanatus foi estudado por Wardle et al.,
(1992), sendo verificado que a inibicdo alelopéatica da germinacao foi menor que a inibigéo

da velocidade de germinacao ou alongamento da radicula das mesmas plantas.

Frutos e folhas de maricad (Mimosa bimucronata) e extratos aquosos destas folhas
foram testados quanto aos possiveis efeitos alelopaticos na germinacdo das sementes e
crescimento das radiculas de alface, arroz, cenoura, chicoria, couve, pepino, repolho e
tomate. Os frutos verdes e maduros ndo inibem a germinacdo, porém os verdes inibem o
crescimento da radicula. Os extratos das folhas secas inibem a germinacdo de alface,
cenoura, chicdria e tomate. O crescimento das radiculas é inibido nas oito espécies testadas
(JACOBI & FERREIRA, 1991).

Estudos sobre os efeitos alelopaticos de algumas gramineas e leguminosas foram
realizados por Medeiros et al., (1990), por meio dos quais se verifica que a aveia (Avena
sativa) e o azevem (Lolium multiflorum) podem ser utilizados como culturas de cobertura
com propriedades alelopéticas que além da reducdo de plantas daninhas fornecem matéria

organica para incorporacao.

2.7 Plantas medicinais x Alelopatia

As espécies vegetais para uso medicinal tém recebido atencdo especial, pelos
diferentes significados que as plantas medicinais assumem em nossa sociedade como um

recurso bioldgico e cultural, destacando-se seu potencial genético para o desenvolvimento
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de novas drogas, possivel fonte de recursos financeiros, através de sua comercializag&o,
para o resgate e fortalecimento da identidade cultural e como acesso primario a salde para
muitas comunidades.

Em geral, o conhecimento popular é desenvolvido por grupamentos culturais que
ainda convivem intimamente com a natureza, observando-a de perto no seu dia-a-dia, e
explorando suas potencialidades, mantendo vivo e crescente esse patriménio pela
experimentacdo sistematica e constante.

Muitas substancias quimicas presentes nas plantas medicinais podem levar ao
surgimento de um efeito alelopético, o qual se refere a capacidade que as plantas tém de
interferir na germinacdo de sementes e no desenvolvimento de outras, por meio de
substancias que estas liberam na atmosfera, ou quase sempre no solo.

Esses compostos quimicos muitas vezes considerados como alelopaticas sdo
também utilizados na medicina popular para a cura de doencas, onde sua preparagdo e seu
uso apropriado trazem muitos beneficios, porém seus efeitos genotoxicos e mutagénicos
necessitam de maiores investigacdes (NUNES & ARAUJO, 2003).

Os compostos alelopaticos constituem ainda uma forma de comunicagdo, pois
permite as plantas distingdo entre os organismos que lhe sdo prejudiciais ou benéficos
(RODRIGUES & LOPES, 2001).

No entanto, a maioria das pesquisas em alelopatia refere-se ao efeito aleloquimico
sobre a germinacdo e o crescimento da planta-teste, ndo considerando os efeitos celulares
relacionados as mudancas fisioldgicas do sistema da planta-teste (PRATES et al., 2001).

A inibicdo alelopatica resulta da acdo conjunta de um grupo de aleloquimicos que,
coletivamente, interferem em varios processos fisiologicos e dependem da extensdo dos
estresses bidticos e abioticos associados. A alelopatia esta estreitamente ligada a outros
estresses ambientais, incluindo temperaturas extremas, deficiéncias de nutrientes e de
umidade, radiacdo, insetos, doencas e herbicidas. Essas condigdes de estresse
freqlientemente aumentam a producdo de aleloquimicos, aumentando o potencial de
interferéncia alelopatica (EINHELLIG, 1996).

Efeitos alelopaticos de extratos volateis de 6leos essenciais de canela (Cinnamomum
zeylanicum Breyn.), alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), capim-citronela

(Cymbopogum citratus (DC) Stapf.), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.) e jaborandi
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(Pilocarpus microphyllus Stapf. ex.Wardleworth) foram avaliados na germinagdo e no
comprimento da raiz de plantulas de alface. Os extratos volateis de Oleos essenciais de
canela, alecrim-pimenta, capim-citronela e alfavaca-cravo evidenciaram potencialidades
alelopéticas na germinagdo e comprimento das raizes de plantulas de alface, efeitos que
variaram de acordo com a concentracdo do 6leo. O extrato volatil de éleo de jaborandi
estimula o crescimento da radicula e ndo provoca inibicdo da germinacdo de sementes de
alface, caracterizando-se como de efeito alelopatico benéfico (ALVES, 2004).

O potencial alelopatico do sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth - mimosoidae-
Leg.), foi avaliado sobre sementes de ipé-amarelo (Tabebuia alba (Cham.) Sandw
(Bignoniaceae) através dos extratos aquosos de folhas verdes e secas em diferentes
concentracfes (1:8, 1:16 e 1:32). Constatou-se inibicdo da germinagdo nas concentracfes
1:16 e 1:32, para folha verde. O maior efeito inibitério foi obtido com a concentracédo 1:16.
Verificou-se toxidez ou possivel efeito alelopatico das folhas verdes independente da dose
(PINA-RODRIGUES & LOPES, 2001).

Abreu (1997), estudando extratos de angico-vermelho (Anadenanthera peregrina
(L.) Speg) observou que em extratos de folhas de mudas ocorreu uma diminui¢do no indice
mitdtico de alface & medida que as concentragdes aumentaram, enquanto que em
canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.), essa proporcionalidade ocorreu para o

extrato de folhas adultas.

2.8 Descricdo das espécies

Cumaru (Amburana cearensis a.C. Smith)

Familia: Faboideae (Papilionoideae)

A familia das leguminosas, por ser muito difundida em todo o mundo e bastante
caracteristica no Ceard, sempre foi motivo de estudo, seja por suas propriedades
medicinais, como Bauhinia forficata Link — morord, Amburana cearensis A . C. Smith —
cumaru (MATOS, 2000), mas também por outras propriedades tais como: toxicidade:
Mimosa hostilis — jurema (FONTENELLE, 1998), Phaseollus vulgares e Canavalia
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ensiformes (SALES et al, 1996), Vigna unguiculata (SALES et al., 2001),
Stryphnodendrum coriaceum - barbatimdo (TOKARNIA, et al., 2000); atividade
antimicrobiana: Vigna unguiculata (GOMES, 1997); atividade alelopatica: Vicia sativa -
ervilha (MEDEIROS & LUCKESI, 1993), Acacia melanoxylon (GONZALES, et al.,1995),
Mimosa bimucronata — marica (FERREIRA et al., 1991), dentre outras. Essas propriedades
sdo importantes e/ou integrantes do arsenal de defesa das leguminosas em seus habitats
naturais.

Com uma ampla distribuicdo geografica, a familia Leguminosae, esta concentrada
especialmente nas regides tropicais e subtropicais. Esta familia compreende 650 géneros e
mais de 18.000 espécies, distribuidos em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae
e Faboideae (Papilionoideae). A subfamilia Faboideae é considerada a mais evoluida das
leguminosas. As espécies das subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae sdo encontradas
principalmente nas regides tropicais, enquanto que os representantes das Faboideae estdo
em regides temperadas, preferencialmente. As plantas desta familia s&o de habitos variados,
podendo viver em diferentes latitudes e altitudes, se apresentando desde grandes arvores,
como nas matas tropicais, a arbustos, subarbustos e ervas anuais ou perenes além de
trepadeiras (BARROSO, 1991).

A subfamilia Faboideae possui 482 géneros e 12.000 espécies sendo, portanto, a
maior das subfamilias. Os géneros de plantas herbaceas estdo presentes principalmente nas
regibes temperadas, ao passo que as plantas lenhosas sdo mais representadas nas regides
tropicais. Pertence a esta subfamilia todos os nossos legumes, a maioria constituida de
plantas cultivadas como Phaseollus, Pisum, Lens, Vicia, Glycine, etc. Todos séo ricos
sejam em proteinas sejam em 6leos, além de hidratos de carbono. Os géneros nativos mais
freqlientes no Nordeste sdo: Phaseollus, Crotalaria, Erythrina, Andira, Amburana,
Saphora, Dalbergia, Indigofera, Desmodium, Clitoria e Mucuna (JOLY, 1979).

Com destaque dentro do género Amburana (Amburana cearensis a.C. Smith) mais
conhecida como cumaru, € uma arvore silvestre, propria da caatinga nordestina também
referida como amburana e amburana-de-cheiro. Sua vagem alada e quase preta, quando
madura, contém uma semente achatada manchada de marrom e branca, oleaginosa, de

cheiro forte cumarinico e agradavel (LEAL,1995).
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As cascas e sementes sdo utilizadas com freqiiéncia na medicina popular como
antiespasmadicas, emanagogas, e nas afeccdes do aparelho respiratorio, indicadas no
tratamento de bronquites, asma, gripes e resfriados. Dos seus constituintes ativos, a
cumarina estd em maior propor¢do. O banho com o cozimento das cascas € usado para
tratar dores reumaticas (MATOS et al., 2004)..

As sementes fornecem cerca de 23% de um 6leo fixo constituido principalmente dos
gliceridios dos acidos: palmitico (18,6%), linoléico (7,1%), oléico (53,1%), estearico
(8,0%) (MATOS et al., 1992). Contém ainda uma proteina inibidora que é capaz de inativar
a tripsina e o fator de coagulagdo XIlI (TANAKA et al., 1989). A referida proteina
constitui-se, por isso, numa ferramenta Util para o estudo da fase de contato da coagulacédo
sanguinea (SAMPAIO et al., 1992). Nas sementes sdo encontrados também cumarina e 6-
hidroxicumarina (LEAL, 1995).

A utilizacdo de ensaios bioldgicos vegetais para 0 monitoramento da bioatividade de
extratos, fragdes e compostos isolados de plantas tem sido freqlientemente incorporados a
identificacdo e monitoramento de substancias potencialmente toxicas. InUmeros compostos
quimicos como acidos fendlicos, cumarinas, terpendides, flavondides, alcaldides, glicidios,
taninos e quinonas, sdo encontrados na composicdo quimica dos vegetais, esses podem
desencadear efeitos benéficos ou maléficos sobre outros vegetais ou demais organismos
(NOLDIN et al., 2003).

Alface (Lactuca sativa L.)

Familia: Chicoriaceas

Planta herbacea, muito delicada, com caule diminuto ndo ramificado. As folhas séo
muito grandes, lisas ou crespas, fechando-se ou ndo na forma de “cabeca”, estando presas
ao caule (FIGUEIRA, 1982). Considerada planta-teste sendo a mais comum para examinar
alelopatia devido a sua sensibilidade aos metabdlitos secundarios que funcionam como
aleloquimicos, bem como ao pequeno periodo requerido para a sua germinacao (24 a 48
horas) e para o seu crescimento (FERREIRA & AQUILA, 2000).
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Picdo-preto (Bidens pilosa L.)

Familia: Compositae

Espécie considerada uma planta infestante, largamente distribuida em todo o
mundo, sendo cosmopolita tropical. Tem ciclo anual curto, com varias gerac6es durante o
ano. Sua inflorescéncia é integralmente amarela e seus frutos, quando maduros, apresentam
coloragéo enegrecida e seus papus transformados em certas rijas que facilmente aderem ao
pélo dos animais e as roupas do homem que as disseminam (ARANHA et al., 1988).
Dicotiledonea de dificil controle apresentando propriedades antibacterianas,
antidesintéricas, antiinflamatdrias, hepatoprotetoras, antimicrobianas, diurética e emoliente
(CRUZ et al., 2000).

Carrapicho (Cenchrus echinatus L.)

Familia: Poaceae

Planta anual herbacea origindria da Ameérica tropical, muito comum nas areas
agricolas do Estado de S&o Paulo e estados limitrofes, bem como na regido nordeste. Sua
reproducdo é exclusivamente por sementes, cujo pericarpo é liso de coloragdo castanho-
alaranjado e com o embrido dorso-basal quase preto. Cada invélucro pode conter 1-6
cariopses, das quais apenas a maior é mais vigorosa. Possui alta capacidade de infestacdo
devido ao seu tipo de infrutescéncia que facilmente aderem-se ao pélo de animais e
diversos tipos de superficie sendo bastante disseminado (ARANHA et al., 1988). No
Brasil, se destaca por ser uma cultura altamente competitiva em muitas culturas anuais,
com seus espinhos dificultando bastante a colheita (KISSMAN, 1991).
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3. CAPITULO1

Efeito alelopético do extrato aquoso de sementes de cumaru (Amburana cearensis
S.) sobre a germinagéao de sementes, desenvolvimento e crescimento de plantulas

de alface.

3.1 INTRODUCAO

A Sociedade Internacional de Alelopatia tem definido a atividade alelopatica como
um processo envolvendo metabdlitos especiais (aleloquimicos) produzidos por plantas,
microorganismos, virus e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de
sistemas agricolas e bioldgicos (TORRES et al., 1996).

Os aleloquimicos de plantas sdo liberados no ambiente através das raizes, tronco e
folhas ou na decomposicdo do material vegetal. Atualmente tem-se aumentado o interesse
na exploracdo da alelopatia como uma alternativa estratégica, principalmente para o
controle de ervas daninhas, de insetos e de doengas.

Diversas classes de substancias naturais como, taninos, glicosideos cianogénicos,
alcaldides, sesquiterpenos, flavonoides e acidos fendlicos possuem atividade alelopatica
(KING & AMBIKA, 2002).

Alguns autores afirmam que a acdo das substéncias aleloquimicas ndo é muito
especifica, podendo uma mesma substancia desempenhar varias fungdes, dependendo de
sua concentracdo e composicdo quimica (RICHARDSON & WILLIAMSON, 1988).

A incorporacao de substancias com atividade alelopatica na agricultura pode reduzir
0 uso de herbicidas sintéticos e fungicidas acarretando menos danos ao meio ambiente. O

uso excessivo de agroquimicos causa danos ambientais, atuando no balanco de
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microorganismos do solo, deficiéncia de nutrientes e mudancas nas propriedades fisico-

quimicas do solo, resultando na diminuicdo da produtividade da colheita (CHOU, 1999).

Baseando-se na resisténcia ou tolerancia de certas espécies aos metabolitos
secundarios com fungéo de aleloquimicos, foi que se padronizaram algumas espécies como
plantas indicadoras ou plantas-teste, como € o caso da alface (Lactuca sativa L.) e tomate
(Lycopersicum esculetum M.), entre outras. Estas espécies sdo bastante sensiveis aos
aleloguimicos, possuindo ainda a germinacao rapida e uniforme, e um grau de sensibilidade
com o qual se permitem expressar resultados a baixas concentracdes (FERREIRA &
AQUILA, 2000).

Este trabalho teve como objetivo avaliar métodos e tempos de extragdo, e
substancias quimicas, em diferentes concentracdes, a fim de evidenciar o efeito alelopatico
do extrato aquoso de semente de cumaru sobre a germinacdo de sementes e o

desenvolvimento e crescimento de plantulas de alface.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local e data dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Analise de Sementes do

Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal do Ceara,

em Fortaleza-CE, no més de janeiro de 2005.

3.2.2 Materiais biologicos
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Para a condugéo dos experimentos foram utilizadas sementes de cumaru coletadas e
adquiridas comercialmente na cidade de Fortaleza-CE, safra 2004. As sementes de alface,
variedade “Grads Rapids” da marca TopSeed, foram adquiridas comercialmente na cidade
de Fortaleza-CE.

3.2.3 Preparo de solucdes

As sementes de cumaru foram moidas em moinho elétrico para a preparacdo da
farinha até obtencdo de uma granulacdo fina, em torno de 40 mesh, e armazenada em
recipiente de plastico no refrigerador a temperatura de 16° C, para posterior utilizag&o.

A extracdo da farinha foi realizada utilizando-se trés modos: maceracéo - a solugéo
de farinha com &gua destilada na proporcdo de 1:20 (p/v) ficou sob agitacdo constante por
30 min, a temperatura ambiente sendo submetida logo apds a filtracdo em filtro de papel, a
imediata utilizagdo nos ensaios; decocgdo - a mistura de farinha com agua destilada na
proporgdo de 1:20 (p/v), foi exposta a um cozimento, a temperatura de 100°C por 5
minutos, resfriada e filtrada em papel para utilizacdo imediata; infusdo - neste
procedimento a solucdo foi feita com a farinha sendo misturada a agua quente (100°C), na
propor¢do de 1:20 (p/v), resfriada e, posteriormente, filtrada em papel para utilizacdo
imediata. O método de extracdo da maceracdo foi realizado variando o tempo de extracéo,
ou seja, a solucdo de farinha com agua destilada na proporcéo de 1:20 (p/v) ficou sob
agitacdo constante a temperatura ambiente por 30, 60 e 120 min., filtrada em papel e
utilizada nos ensaios.

A partir da solugdo (50 mg/ml), de cada tratamento, foram realizadas as diluigdes:
25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,19 mg/ml, totalizando 10 tratamentos, além do

controle (zero mg/ml, agua destilada).
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3.2.4 Extracao das substancias quimicas

Cinco gramas de sementes moidas de cumaru foram submetidas a extragdo por
macerac¢do com agua destilada. Apos 24 h, o solvente foi removido através de liofilizacéo,

gerando um extrato aquoso marrom denominado ACS-Q (2,1 g). Particdo do extrato ACS-

Q - O extrato ACS-Q foi dissolvido em 80 mL de agua e particionado com cloroférmio (3 x
50 mL), produzindo uma fase aquosa e outra cloroférmica. Depois de tratada com sulfato
de sddio anidro e filtrada, a fase organica foi concentrada e intitulada ACS-Q/C (fracao
cloroférmio). Enquanto que a fase aquosa foi submetida a particdo com acetato de etila (3 x
50 mL) e posteriormente liofilizada, sendo denominada ACS-Q; (fracdo acetato). Todas as

fracBes obtidas foram analisadas por RMN *H. Isolamento e identificacio da cumarina - 1,5

Kg de sementes moidas de cumaru foram extraidas com hexano (1,8 L) a temperatura
ambiente (25-30°C) durante 24 h (3x). Apds evaporacdo do solvente, gerou-se um extrato
liquido amarelo denominado ACS-H (56,4 g) contendo um precipitado, o qual foi separado
da fase oleosa por filtracdo simples, resultando na obtencéo de 23,4 g de um sélido amorfo
branco. Uma aliquota de 1g deste sélido foi purificada através de recristalizagcdo em agua
fervente (50 mL), obtendo-se 240,5 mg de ACS-1 (cristais incolores, pf. 67,8-68,7 °C).
ACS- 1 teve sua estrutura elucidada por diferentes métodos espectroscépicos (RMN *H e
BC, IV, EM), sendo caracterizada como a cumarina (1). Estes compostos foram testados
nas concentracdes 0,12; 0,23; 0,46 e 0,92 mg/ml, escolhidas com base no rendimento real

da solucédo da qual foram extraidas.

3.2.5 Tratamentos

O experimento constou de trés ensaios, dispostos num delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes de 50 sementes, em esquema fatorial 3 x 10. Ensaio 1-
métodos de extracdo (maceracdo, decocgdo e infusdo) x concentragdes (50; 25; 12,5; 6,25;
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3,13; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19 e 0 mg/mL), ensaio 2 - tempos de extracdo (30, 60 e 120 min.)
x concentracfes (50; 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19 e 0 mg/mL) e ensaio 3 -
substancias quimicas (fracGes cloroférmio e acetato, cumarina pura) X concentracdes (0;
0,12; 0,23 e 0,46 mg/mL).

Para a avaliacdo da inibicdo da germinagdo de sementes e do desenvolvimento das
plantulas de alface, trés discos de papel de filtro foram postos em placas de Petri 9 cm de
diametro, sendo em seguida, embebidos, com 4,5 mL de solucdo dos extratos e da agua
destilada (2,5 o peso do papel: 1 da solugdo ou agua). Logo apds, 50 sementes selecionadas
de alface foram distribuidas nas placas, as quais foram acondicionadas em camara de
germinacdo com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro,
por sete dias. Este procedimento foi utilizado nos trés ensaios.

Para a avaliagdo da inibicdo do crescimento das plantulas, as sementes de alface
foram postas para germinar em placas de Petri sob trés discos de papel de filtro, embebidos,
com 4,5 mL de &gua destilada acondicionadas em camara de germinagdo com temperatura
regulada a 25°C e fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro, por 48 horas. Logo
apos este periodo, 60 plantulas (quatro repeticbes de 15) de radicula medindo
aproximadamente 10 mm, foram transferidas para placas de Petri com as solugdes
referentes aos tratamentos, retornando-as de imediato para a camara, por quatro dias de
incubacdo. Este procedimento foi utilizado no experimento métodos de extracdo
(maceracdo, decoccao e infusdo) x concentracées (50; 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0.78; 0,39;
0,19 e zero mg/ml).

3.2.6 Variaveis analisadas

No ensaio 1 foram avaliados: porcentagem de germinacao, comprimento da radicula
e da parte aérea e peso da matéria seca. Nos ensaios 2 e 3 foram avaliados: porcentagem de

germinagdo, comprimento da radicula e da parte aérea.
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3.2.7 Analise estatistica

As variaveis foram submetidas a analise de variancia utilizando software de Sistema
de Anélise de Variancia para Dados Balanceados SISVAR (FERREIRA, 1999). As médias

dos dados foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia dos dados de germinagdo, comprimento da radicula e da parte

aérea e peso seco, visando a inibicdo da germinacgdo de sementes e do desenvolvimento de

plantulas de alface ensaio 1 - métodos de extracdo x concentracdes, encontram-se na Tabela

1. Observa-se que houve diferenca significativa para todas as varidveis analisadas dentro

dos fatores isolados e da interacéo.

TABELA 1 - Andlise de variancia dos dados de germinacéo (G), comprimento da radicula
(CR), comprimento da parte aérea (CPA) e peso seco (PS), obtidos de
sementes e plantulas de alface submetidas a diferentes métodos de extragédo
e concentracdes do extrato de cumaru.

Quadrado médio

Causas de variacdo GL
G CR CPA PMS
Meétodos (M) 2 1168,30* * 60,66** 48,05**  0,000276**
Concentrac6es (C) 9 22704,76** 1561,51**  609,04**  0,002144**
MxC 18 277,78**  30,66** 18,507  0,000090**
Residuo 90 76,72 4,05 3,16 0,000003
CV (%) 17,26 23,92 30,19 12,45

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F.
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O método maceracdo inibiu totalmente a germinacdo das sementes de alface, a partir
da concentracdo de 6,25 mg/mL, bem como o desenvolvimento das plantulas que se
mostrou afetado, em maior ou menor intensidade, em todas as concentracdes. Fato este que
pode ser confirmando pelas baixas médias obtidas para o comprimento da radicula (Tabela
3) e da parte aérea (Tabela 4) diferindo acentuadamente do controle. Para 0 peso seco
(Tabela 5) houve diferenca a partir de 1,56 mg/mL. Os dados revelam que o
desenvolvimento da plantula foi mais sensivel ao extrato, do que a prépria germinacao.

Para o meétodo decoccdo, a germinacdo foi totalmente inibida a partir da
concentracdo de 12,5 mg/mL, sé apresentando diferenca do controle a partir da

concentracdo 3,13 mg/ mL.

TABELA 2 - Médias do percentual de germinacdo (G) obtidas de sementes de alface
submetidas a diferentes métodos de extracdo e concentracBes do extrato de

cumaru.
Concentracdes Métodos de extracdo
(mg/ml)

Maceracéo Decocgéo Infuséo

0 94aA 93aA 95aA

0,19 9%5aA 89aA 9% aA
0,39 85a A 9%5aA 95aA
0,78 89aA 90aA 9% aA
1,56 64 b B 90aA 8l1aAB

3,13 25¢cB 53b A 65b A
6,25 0dB 5c¢cB 30cA

12,5 0dA OcA 0dA

25 0dA OcA 0dA

50 0dA OcA 0dA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentragdes e maitsculas aos métodos de extracgao.

O desenvolvimento das plantulas foi afetado a partir da concentracdo 0,19 mg/ mL,

sendo verificado através da reducéo do alongamento da parte aérea e da radicula em relagéo
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ao controle, para decocgdo (Tabelas 3 e 4 ). O peso da matéria seca apresentou diferenca
significativa, em relacdo ao controle, a partir da concentragdo 3,13 mg/mL, (Tabela5).

O método infusdo inibiu totalmente a germinacdo a partir da concentracdo de 12,5
mg/mL, porém apresentou diferenca ao controle nas concentra¢@es acima de 3,13 mg/mL.
Para a concentracdo 6,25 mg/mL, houve germinacdo, ou seja, protusdo da radicula, mas
sem o desenvolvimento das plantulas. O desenvolvimento da radicula foi mais afetado do
que a parte aérea, pois apresentou reducdo logo na concentracdo 0,19 mg/mL, em relacdo
ao controle (Tabelas 3 e 4). Em todos os tratamentos, exceto o controle, radiculas e
hipocdtilos (parte aérea) se apresentaram com seus tecidos escurecidos e amolecidos,
provavelmente oxidados pelo extrato. O peso da matéria seca apresentou uma reducédo
linear em relacdo as crescentes concentra¢es, mostrando diferenca do controle a partir de
1,56 mg/mL (Tabela 5).

TABELA 3 - Médias (mm) do comprimento da radicula (CR) de plantulas de alface
submetidas a diferentes métodos de extracdo e concentracdes do extrato de

cumaru.
Concentracdes Métodos de extracdo
(mg/ml)
Maceracao Decoccao Infuséo
0 34aB 33aB 40a A
0,19 13bB 20b A 19b A
0,39 9bcB 21b A 11cB
0,78 6cdB 13cA 6cdB
1,56 7cdA 6dA 4de A
3,13 3de A 4de A 4 de A
6,25 0OeA 0OeA OeA
12,5 0OeA 0OeA OeA
25 OeA 0OeA 0OeA
50 0OeA 0OeA 0OeA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentragdes e maiusculas aos métodos de extragao.
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As sementes de alface expostas as concentragdes de 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/mL,
para todos os métodos de extracdo testados morreram, apesar da protusdo da radicula
(decoccao e infusdo para 6,25).

Comparando os trés métodos para germinacdo, estes tém comportamento
diferenciado a partir de 1,56 mg/mL, sendo que maceracdo apresenta a menor média que é
de 64 %. Para 3,13 mg/mL decoccéo e infusdo tétm o mesmo comportamento e maceracao
com a menor média. Na concentracdo 6,25 mg/mL o método maceracgdo inibe totalmente a
germinacdo, sendo que decoccdo apresenta 5 % e infuséo 30 %. Para 12,5; 25 e 50 mg/mL
os trés métodos inibiram em 100 % a germinacdo das sementes de alface.

Em relacdo ao comprimento da radicula, nas concentragdes 0,39 e 0,78 mg/mL
maceracdo e infusdo foram iguais, e decoccdo apresenta a maior média. Para 0,19 mg/mL
maceragdo tem a menor média e infusdo e decoccdo tem o mesmo comportamento. A partir
de 1,56 mg/mL os trés métodos nao diferem entre si.

TABELA 4 - Médias (mm) do comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas de alface
submetidas a diferentes métodos de extragdo e concentragdes do extrato de

cumaru.
Concentracdes Métodos de extragio
(mg/ml)
Maceracao Decoccao Infuséo
0 25a A 21a A 16aB
0,19 15b A 16b A 12a A
0,39 10 cd AB 13bc A 8ab B
0,78 7dA 10cd A 6bA
1,56 0OeA 7de A 4bcA
3,13 OeA def A 4bc A
6,25 0OeA 0fA OcA
12,5 0OeA 0fA OcA
25 0OeA 0fA OcA
50 0OeA 0fA OcA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentracfes e mailsculas aos métodos de extracao.
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Para a parte aérea a concentracdo de 0,39 mg/mL foi a Unica que apresentou
comportamento diferenciado dentro dos trés métodos, na qual maceracdo e decoccdo nédo
diferem entre si, e infusdo tem a menor média.

As concentracdes 1,56 e 3,13 mg/mL foram as que apresentaram comportamento
diferenciado dentro dos trés métodos para 0 peso da matéria seca, Tabela 5, nas quais
maceracao obteve as menores medias.

O que se pode perceber a partir desses resultados € que maceracdo foi o melhor
método de extracdo, pois, obteve na maioria das avaliagdes os menores valores para as
variaveis analisadas. E que as concentragdes mais fitotoxicas sdo 6,25; 12,5; 25 e 50
mg/mL.

TABELA 5 - Médias (mg) do peso da matéria seca (PMS) de plantulas de alface
submetidas a diferentes métodos de extracdo e concentracbes do extrato de

cumaru.
Concentracoes Métodos de extracdo
(mg/ml)
Maceracéo Decocgéo Infuséo
0 0,0279a A 0,0298 a A 0,0297 a A
0,19 0,0276 a A 0,0283a A 0,0293a A
0,39 0,0267 a A 0,0280a A 0,0281 ab A
0,78 0,0256 a A 0,0279a A 0,0274 ab A
1,56 0,0081b B 0,0270a A 0,0248b A
3,13 0OcC 0,0174b B 0,0244b A
6,25 OcA OcA OcA
12,5 OcA OcA OcA
25 OcA OcA OcA
50 OcA OcA OCcA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentracfes e mailsculas aos métodos de extracao.

A forma de preparo, 0 método de aplicacdo e a concentragdo dos produtos oriundos
de plantas medicinais sdo fatores decisivos na obtencdo de resultados promissores, pois

principios ativos sdo instaveis e ndo se distribuem de forma homogénea na planta.
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Conclusdo obtida por Cruz et al., (2000), quando avaliou o efeito alelopatico de plantas
medicinais sob diferentes métodos de extracdo e contra diferentes espécies vegetais,
verificando a influéncia dos métodos de preparo nos resultados. Em concordancia com 0s
resultados do presente trabalho, em que os métodos de extragdo apresentaram
comportamentos diferentes dentro das concentracfes para as variaveis analisadas.

Resultado semelhante obtido por Prates et al., (2000), quando testou extratos
aquosos a frio e a quente, sobre a germinacdo e o desenvolvimento de milho. Assim como
Santos, et al., (2004) na avaliacdo de extratos organicos associados ao surfactante Tween
80, na germinacdo e crescimento de plantulas de alface.

O fator concentracdo como diferencial é reportado por Almeida (1991), durante
avaliacdo do efeito alelopatico de folha e fruto de eucalipto (Eucaliptus saligna) e de farelo
de mamona (Ricinus communis) sobre a germinacdo e o desenvolvimento de plantas
infestantes, sendo que as concentracdes 10% e 15% do extrato de folhas de eucalipto
inibiram a germinagéo do caruru gigante, e a concentragdo mais alta, reduziu a emergéncia
de capim-carrapicho.

Pifia-Rodrigues & Lopes (2001), avaliando o potencial alelopatico do sabia
(Mimosa caesalpiniaefolia Benth -Mimosoidae-Leg.) contra sementes de ipé-amarelo
Tabebuia alba (Cham.) Sandw (Bignoniaceae) verificou que houve efeito da diluigdo e do
tipo de folha empregado. Constatando-se inibicdo da germinacdo nas concentracfes 1:16 e
1:32, para folha verde. Sendo o maior efeito inibitorio obtido com a concentracdo 1:16, ou
seja, a maior concentracdo utilizada. Evidenciando a influéncia da concentragdo no efeito
alelopatico.

A analise de variancia dos dados de comprimento da radicula e da parte aérea, para
a inibicdo do crescimento das plantulas de alface no ensaio 1 é exposta na Tabela 6.

Observa-se que houve diferenca significativa para o comprimento da radicula
dentro dos fatores isolados, mas ndo para a interacdo. E para o comprimento da parte aérea
houve significancia para os dois fatores, bem como para a interacao.

O que se observa para a inibicdo do crescimento de plantulas de alface para o
comprimento da radicula (Tabela 7), é que as concentragdes diferiram apenas do controle,
todas tendo o mesmo comportamento. E para os métodos de extracdo, maceracdo e

decoccédo ndo diferem entre si, bem como decoccdo e infusdo, sendo maceragéo e infuséo
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diferentes. Contudo maceracdo se mostrou mais eficiente tendo apresentado as menores

médias para a variavel.

TABELA 6 - Andlise de variancia dos dados comprimento da radicula (CR) e
comprimento da parte aérea (CPA), obtidos de plantulas de alface,
submetidas a diferentes métodos de extragdo e concentragdes do extrato de

cumaru.
Causas de Variacao GL Quadrado medio

CR CPA
Métodos (M) 2 167,97** 96,63
Concentracdo (C) 9 522,02** 262,83**
MxC 18 4,82" 35,84
Residuo 90 10,67 3,16
CV (%) 16,94 20,53

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

TABELA 7 - Médias (mm) do comprimento da radicula (CR), obtidas de plantulas de
alface submetidas a diferentes métodos de extracdo e concentracBes do
extrato de cumaru.

Concentracdes Métodos de extracdo o
(mg/ml) Médias
Maceragéo Decocgéo Infusdo
0 39 41 39 40 a
0,19 19 24 19 21b
0,39 16 19 20 18 b
0,78 16 15 19 17b
1,56 16 15 19 16 b
3,13 15 15 19 16 b
6,25 15 15 19 16 b
12,5 15 15 18 16 b
25 15 15 18 16 b
50 15 15 18 16 b
Médias 18 B 19 AB 21 A 19

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Para 0 método maceragdo o crescimento da parte aérea, (Tabela 8), foi afetado pelo
extrato a partir da concentracdo 0,39 mg/mL, até a sua inibicdo total nas concentracfes de
12,5; 25 e 50 mg/mL, pois foram repicadas para o teste com o tamanho de dois mm.
Somente a concentracdo 0,19 mg/mL ndo diferiu do controle para a varidvel analisada.

Para a decoccdo as concentracfes de 0,19 a 3,13 mg/mL nédo diferiram entre si,
enguanto as demais apresentaram uma reducdo das médias, mas também n&o diferiram
entre si. Todas as médias diferiram do controle.

A infusdo apresentou uma crescente reducdo do alongamento do hipocétilo, em
todas as concentragdes, sendo que a partir de 1,56 mg/mL as médias ndo diferem entre si.
Mas, todas diferem do controle, 0 que mostra que o extrato afetou, em maior ou menor

intensidade o crescimento das plantulas.

TABELA 8 - Médias (mm) do comprimento da parte aérea (CPA) obtidos de plantulas de
alface submetidas a diferentes métodos de extracdo e concentracdes do
extrato de cumaru.

Concentracées Métodos de extracdo
(mg/ml)
Maceracao Decoccao Infusédo
0 16aB 16aB 26 A
0,19 15aA 10bB 17b A
0,39 6bB 10b A 13bc A
0,78 7bB 13b A 10 cd AB
1,56 7bA 11bc A 7de A
3,13 5bcB 10 bc A 6 de AB
6,25 5bc A 8CcA 5eA
12,5 3bcA 7CA 3eA
25 2cB 7CcA 3eAB
50 2cB 7CA 3eAB

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentracfes e mailsculas aos métodos de extracao.
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Dentro dos métodos maceracdo e infusdo sé diferem para a concentragdo 0,39
mg/mL, apresentando as menores médias. Nas concentracdes 1,56; 6,25 e 12,5 mg/mL o0s
trés métodos foram iguais.

Partindo das observagdes acerca da inibigdo do crescimento das plantulas de alface
pode-se perceber que os métodos maceracgdo e infusdo tém o mesmo comportamento dentro
das diferentes concentracdes e apresentam os menores valores, exceto para 0,19 mg/mL,
para a variavel parte aérea. Sendo que todas as concentracdes expressaram determinado
efeito fitotdxico, que pode ser comprovado através da verificagdo do amolecimento e
escurecimento dos tecidos.

Comparando no ensaio 1, a inibicdo da germinacdo de sementes e do
desenvolvimento das plantulas com a inibicdo do crescimento das plantulas, constata-se que
o0 desenvolvimento das plantulas de alface, apds a germinacdo das sementes expostas ao
extrato, foi mais sensivel do que o crescimento das plantulas.

Ferreira e Aquila (2000) apontam que a germinagdo é menos sensivel aos
aleloquimicos do que o crescimento da plantula, pois as substancias alelopaticas podem
induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas
mais comuns. Alteragfes no padrdo de germinacdo podem resultar de efeitos sobre: a
permeabilidade de membranas, a transcricdo e traducdo do DNA, o funcionamento dos
mensageiros secundarios, a respiracao por sequestro de fendis, a conformacéo de enzimas e
de receptores, ou ainda, pela combinacédo destes fatores.

A emergéncia da plantula e seu crescimento sdo as fases mais sensiveis na
ontogénese do individuo (BLUM, 1999). O comprimento das plantulas ou radiculas, sdo os
parametros mais usados para avaliar o efeito alelopatico sobre o desenvolvimento e/ou
crescimento (INDERJIT & DASHINI, 1995).

Os efeitos alelopaticos podem ser observados tanto sobre a germinagdo quanto sobre
0 desenvolvimento e/ou crescimento da plantula. O efeito é mais drastico sobre o
desenvolvimento e o crescimento do que sobre a germinacdo. Resultados similares foram
encontrados anteriormente (LUCKESI & MEDEIRQOS, 1993; SOUZA FILHO & ALVES,
2000; SOUZA FILHO, et al., 1997).

Para 0 ensaio 2 (tempos de extracdo X concentracdo) a analise de variancia dos

dados: percentual de sementes germinadas, comprimento da radicula e parte aérea,
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alface, encontra-se na Tabela 9. Observa-se que houve diferenca significativa para os dois
fatores e para a interacdo em todas as variaveis analisadas.

No que diz respeito a germinacdo, Tabela 10, dentro do tempo 30 min. as
concentragdes 0,19; 0,39 e 0,78 mg/mL né&o diferiram do controle. A partir de 6,25 mg/mL
a germinacdo foi totalmente inibida, sendo que as concentracdes 1,56 e 3,13 mg/ml
apresentaram médias mais baixas diferindo das demais e do controle. O tempo de extracdo
60 min obteve 0 mesmo comportamento que o tempo 30 min. Para o tempo de 120 min as
concentragdes 0,19; 0,39; 0,78 e 1,56 mg/mL néo diferiram do controle. 3,13 e 6,25 mg/mL
revelaram as médias mais baixas diferindo das demais e do controle. 12,5; 25 e 50 mg/mL

inibiram a germinacdo em 100%.

TABELA 9 — Analise de variancia dos dados de germinacéo (G), comprimento da radicula
(CR) e comprimento da parte aérea (CPA), obtidas de sementes e plantulas
de alface submetidas a diferentes tempos de extracdo e concentracdes do
extrato de cumaru.

Quadrado médio

Causas de Variacao GL
G CR CPA
Tempos (T) 2 1184,40** 73,36** 262,22**
Concentracéo (C) 9 21873,55** 1308,47** 1735,89**
TxC 18 287,86** 55,48** 110,09**
Residuo 90 89,81 7,05 16,66
CV (%) 21,08 21,08 36,72 41,98

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

Comparando os trés tempos de extracdo, observa-se que ndo houve até a
concentracdo de 0,78 mg/mL diferenca entre eles. Na concentracdo de 1,56 mg/mL o tempo
30 e 120 min n&o diferem entre si, mas diferem do tempo 60 min que apresentou a menor
média, se mostrando mais eficiente nesta concentracdo. Para as demais concentracfes o
que se observa € que os trés tempos de extracdo se comportam da mesma forma para a

variavel germinacao.
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O comprimento da radicula (Tabela 11) dentro do tempo 30 min sofreu uma drastica
reducdo das médias que diferiram entre si, a partir de 0,19 até 0,78 mg/mL, e uma total
inibicdo do seu desenvolvimento nas demais concentraces.

Para os tempos 60 min e 120 min, a reducdo das médias que diferiram entre si, se
deu a partir de 0,19 até 3,13 mg/ml, e a total inibicdo do desenvolvimento no restante das
concentracfes. Comparando se os trés tempos para o comprimento da radicula, verifica-se
gue 0s mesmos nao diferem entre si.

Avaliando-se o comprimento da parte aérea, Tabela 12, dentro do tempo 30 min de
0,19 até 3,13 mg/ml observa-se uma reducdo na quais as médias diferem entre si e do
controle. A partir de 6,25 mg/ml o desenvolvimento do hipocotilo € inibido por completo.
Para o tempo 60 min as concentracbes 0,39; 0,78 e 1,56 mg/ml apresentaram médias
diferentes do controle, e as demais concentra¢des inibiram o desenvolvimento da parte
aérea totalmente. No tempo de 120 min 0 mesmo raciocinio do tempo 60 min foi observado
(Tabela 12).

TABELA 10 - Médias do percentual de germinacdo (G) obtidas de sementes de alface
submetidas a diferentes tempos de extracdo e concentracdes do extrato de

cumaru.
Concentracoes Tempos de extracio
(mg/ml) P ¢
30 min 60 min 120 min
0 94 a A 90aA 93a A
0,19 95aA 9% a A 95a A
0,39 85aA 93a A 91a A
0,78 89aA 87aA 92a A
1,56 64b A 23bB 77 a A
3,13 25CcA 18 bc A 31b A
6,25 0dA OcA 14 bc A
12,5 0dA OcA OcA
25 0OdA OcA OcA
50 0dA OcA OcA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentracfes e mailsculas aos métodos de extracao.
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Na comparacdo dos trés tempos para 0 comprimento da parte aérea verifica-se que o
melhor tempo para as concentragdes 0,19 e 0,39 mg/mL foi o de 30 min de extracdo com o
menor valor obtido. Ja para 0,78 mg/mL 30 e 120 min nédo diferiram, sendo que para as
demais concentragfes, o0s trés métodos de extragdo apresentaram comportamento
semelhante.

Como ja visto o modo de preparo, 0 método de aplicacdo e a concentracdo dos
compostos vegetais sdo fatores decisivos na obtencdo de resultados promissores, pois
principios ativos sdo instaveis e se distribuem de forma heterogénea na planta, foi o que
mostrou os resultados do ensaio 2, nos quais o0 tempo de extragdo e a concentracao tiveram
comportamentos diferentes em relacdo as variaveis avaliadas, bem como reporta Oliveira,
et al., (2002) em seu trabalho que mostra a presenca de inibidores de germinacao de alface
em extratos de jatoba do cerrado, em grau que variou com o solvente e com a parte da

planta utilizada.

TABELA 11 - Médias (mm) do comprimento da radicula (CR) de plantulas de alface
submetidas a diferentes tempos de extracdo e concentragcdes do extrato de

cumaru.
Cozﬁgfrﬁgaes Tempos de extracao

30 min 60 min 120 min
0 25aB 39aA 37aA
0,19 15b A 19b A 19b A
0,39 10 bc A 11cA 12cA

0,78 7CcA 6cdA 6cdA
1,56 0dA 4dA 4dA
3,13 0dA 2dA 5d A
6,25 0dA 0dA 1dA
12,5 0dA 0dA 0dA
25 0dA 0dA 0dA
50 0dA 0dA 0dA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentragdes e maitsculas aos métodos de extracgao.
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Os resultados do ensaio 2 revelaram uma diferenca de atuacdo dos extratos que
pode ser devido a uma maior precisdo da plantula em detectar os efeitos do aleloquimico,
pois estes foram sempre maiores sobre a fase pds-germinacao e principalmente sobre o seu
desenvolvimento.

Jacobi e Ferreira (1991) e Correa (1996) também observaram em seus experimentos
que a parte aérea e as raizes apresentaram respostas diferentes ao aleloquimicos,
demonstrando que os mesmos afetam mais o desenvolvimento e/ou crescimento do que a

germinacao.

TABELA 12 - Médias (mm) do comprimento da parte aérea (CPA) obtidos de plantulas de
alface submetidas a diferentes tempos de extracdo e concentragbes do
extrato de cumaru.

Concentracdes Tempos de extracéo
(mg/ml) : : :
30 min 60 min 120 min
0 34aA 34aA 34aA
0,19 13bC 38aA 26 ab B
0,39 9chbB 26b A 20b A
0,78 6cbB 22b A 10cB
1,56 7chb A 10cd A 2cd A
3,13 3CA 0dA 0dA
6,25 OcA 0dA 0dA
12,5 OcA 0dA 0dA
25 OcA 0dA 0dA
50 OcA 0dA 0dA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentracfes e mailsculas aos métodos de extracao.

O efeito alelopatico de caules e folhas de Andira humilis na germinagdo de sementes
e no crescimento de plantulas de rabanete e alface foi avaliado, e para os experimentos
foram preparados extratos aquosos de caules e folhas de A. humilis nas concentragdes de 0,
4, 8, 12 e 16% (p/v), chegando-se a conclusdo de que as alteragcbes na germinacdo e no
crescimento de alface e rabanete sdo ocasionadas pelo potencial alelopatico de Andira
humilis (PERIOTTO et al., 2004).
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Os extratos volateis de 6leos essenciais de canela, alecrim-pimenta, capim-citronela
e alfavaca-cravo evidenciaram potencialidades alelopaticas na germinacdo e comprimento
das raizes de plantulas de alface, efeitos que variaram de acordo com a concentracdo do
6leo. O extrato volatil de 6leo de jaborandi estimula o crescimento da radicula e nédo
provoca inibicdo da germinagdo de sementes de alface, caracterizando-se como de efeito
alelopatico benéfico (ALVES, et al., 2004).

Kitou (1999), estudando espécies do género Acécia testou Acacia pubescens para
potencialidades alelopaticas e conclui que esta inibiu a germinacdo de sementes de Lactuca
sativa.

Costa e Pifia-Rodrigues (1997) também constataram o potencial inibitorio das folhas
de sabia sobre a germinacdo das sementes de Lactuca sativa L. Também outras espécies
pioneiras como Miconia albicans Trian e Leucaena leucocephala L., empregadas na
recuperacdo de &reas degradadas, apresentaram potencial alelopatico de inibicdo da
germinacdo de sementes e crescimento inicial de plantulas de espécies agricolas.

Embora seja assumido, com freqliéncia, que a resposta de sementes e plantulas a
extratos vegetais deva ser alelopética, é importante destacar que nos extratos aquosos ha a
possibilidade de os resultados inibitorios refletirem apenas, ou em parte, efeitos puramente
osmaticos ja tendo sido enfatizado que se deve medir ou considerar o potencial osmético do
extrato, pois pode haver neles substancias como aglcares, aminoécidos e acidos organicos
que influem no pH e sdo osmoticamente ativos e essa atividade pode mascarar o efeito
alelopatico (WARDLE et al., 1992). Dessa forma, foram medidos o pH e o potencial
osmatico do extrato, e estdo apresentados na Tabela 1, em anexo.

Coons et al. (1990) avaliando dez cultivares de alface, a 20°C e 25°C, todas
apresentaram 100% de germinacdo quando submetidas a potenciais de até - 0,9 Mpa. Por
outro lado, a 30°C, houve um decréscimo significativo na germinacdo a - 0,6 MPa, e a
35°C ocorreu apenas 6% de germinacdo. Potenciais osméticos entre -0,2 e -0,3 MPa, que
permitam a germinacao e a estratificacdo entre os lotes de sementes, possivelmente podem
ser usados para avaliar o vigor de sementes de alface (FRANZIN et al., 2004).

Considerando que os valores dos potencias do extrato aquoso de sementes de
cumaru, nos diferentes tratamentos variaram entre -0,1 e -0,2 MPa, pode-se inferir de

acordo com a literatura, que estes valores ndo influenciaram negativamente a germinacéo
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das sementes e o desenvolvimento das pléantulas de alface testadas, entdo conseqlientemente
especula-se que o potencial osmético do extrato ndo tenha interferido nos resultados.

Na literatura, as informacdes disponiveis a respeito dos efeitos do pH sobre a
germinagdo de sementes e o desenvolvimento de plantulas sdo basicamente referentes as
espécies de regibes temperadas. De qualquer modo, esses dados indicam que tanto a
germinacdo como o desenvolvimento sdo afetados negativamente, em condicdes de
extrema acidez ou extrema alcalinidade (SOUZA FILHO, et al. 1996).

Levando em consideracdo que os valores do pH do extrato nos diferentes
tratamentos, variaram entre 7 e 9, e que estes valores provavelmente estdo fora de extrema
acidez ou extrema alcalinidade, em que poderiam afetar negativamente a germinacgéo e o
desenvolvimento de plantulas da espécie teste (alface), entdo é provavel que o pH do
extrato ndo tenha influenciado os resultados.

Os efeitos visiveis dos aleloquimicos sobre as plantulas é somente uma sinalizagdo
secundaria de mudancas anteriores. Assim, o0s estudos sobre o efeito destes sobre a
germinacdo ou o desenvolvimento da planta sdo manifestacdes secundarias de efeitos
ocorridos a nivel molecular e celular inicialmente sobre estes mecanismos. Estas alteragdes
podem ser pontuais, mas, como 0 metabolismo consiste numa série de reagGes com varios
controles do tipo “feedback”, rotas inteiras podem ser alteradas, mudando processos
(FERREIRA & AQUILA, 2000).

Os mecanismos de acdo dos aleloquimicos estdo relacionados a processos
fisiologicos na planta. No entanto, os efeitos desses compostos ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. As informagdes sobre como as substancias alelopaticas atuam
nas plantas ainda sdo poucas. Uma das grandes dificuldades que se apresenta € que essas
substancias afetam mais de uma funcgdo, dependendo de sua concentracdo e forma de
translocacéo, e provocam efeitos secundarios dificeis de distinguir dos principais. A grande
diversidade dos compostos que causam alelopatia indica diferentes mecanismos de acéo e,
em muitos casos, sua fitotoxicidade pode originar-se mais de um rompimento celular
generalizado do que de um mecanismo especifico (EINHELLIG, 1995).

Os compostos alelopaticos podem afetar processos, tais como a germinagao das
sementes e o crescimento das plantulas, a assimilacdo de nutrientes, a fotossintese, a

respiracdo, a sintese de proteina, a atividade de varias enzimas e a perda de nutrientes pelos
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efeitos na permeabilidade da membrana celular, sendo alguns efeitos mais importantes do
que outros e o centro de acao destas se localizar na membrana plasmatica provocando uma
interrupcdo da maioria do restante dos processos que estdo conectados, interligados e
interdependentes, entre estes a respiracdo e absor¢do de dgua (DURIGAN & ALMEIDA,
1993; RODRIGUES, et al., 1993; EINHELLIG, 1995). Muitas substancias apontadas como
alelopaticas estdo também relacionadas com funcdes de protecdo ou defesa das plantas
contra o ataque de microrganismos e inseto. (SANTAMARIA, 1999).

A inibicdo do crescimento da pléantula ap6s a germinacdo, sob o ponto de vista
ecoldgico, € um mecanismo mais eficiente de selecdo do que evitar a germinacdo do
competidor. Isto porque a descendéncia seria eliminada por morte dos individuos,
desaparecendo o DNA competidor, ou, nos casos menos severos, por um retardamento do
crescimento ou de germinacgdo. Neste Ultimo caso, os resultados ontogénicos sdo similares,
pois se o0 desenvolvimento das outras espécies é prejudicado, a espécie favorecida pode
estabelecer sua prole, evitando a pressdo maior de competicdo (JACOBI & FERREIRA,
1991). Isto vem salientar a importancia dos promissores resultados obtidos com o extrato,
pois este foi eficiente tanto na inibicdo da germinacdo como no desenvolvimento e/ou
crescimento das plantulas de alface.

Segundo Matos (2004), as sementes de cumaru (Amburana cearensis S.) possuem
em sua constituicdo quimica cumarina e 6-hidroxicumarina (LEAL,1995), sendo o
constituinte quimico ativo que esta presente em maior quantidade, podendo ser a
responsavel pelos efeitos alelopaticos da espécie. Porém, sequndo Bezerra et al. (2001), que
obteve resultados semelhantes sobre a fitotoxicidade do extrato de cumaru para alface, ndo
€ somente a cumarina a responsavel pela acdo alelopatica do extrato, ja que um extrato
aquoso bruto é constituido por muitos compostos quimicos de diferentes classes que podem
agir conjuntamente, explicitando assim a potencial utilizacdo do proprio extrato como
bioherbicida.

Com base neste raciocinio, foi que se realizou a extragdo quimica do extrato de
cumaru, com cloroférmio (CHCI3) e acetato de etila (AcOEt), e a extracdo da cumarina
pura utilizacdo em bioensaios, com o intuito de verificar se a cumarina € a responsavel pela

atividade alelopética do extrato.
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O ensaio 3, substancias quimicas x concentracdo, teve suas concentraces
escolhidas com base no rendimento real do extrato que foi de 60 %, sendo este 0 material
utilizado para a extracdo das fracdes e da cumarina pura.

A andlise de variancia dos dados de germinacdo, comprimentos da radicula e da
plantulas de alface encontram-se na Tabela 13. Observa-se que houve diferenca
significativa para o fator concentracdo nas variaveis comprimentos da radicula e da parte
aérea. Para o percentual de germinacdo todos os fatores, inclusive a interagdo, tiveram

efeitos significativos.

TABELA 13 - Andlise de variancia dos dados de germinacdo (G), comprimento da
radicula (CR) e comprimento da parte aérea (CPA), obtidos de sementes e
plantulas de alface submetidas a diferentes substancias quimicas e
concentragdes do extrato de cumaru.

Quadrado médio

Causas de Variagao ok G CR CPA
Substancias (S) 2 356,68** 6,33" 0,0252"
Concentrac6es (C) 3 23593,96** 2063,88** 3661,01**
SxC 6 174,30** 10,77™ 0,0252"
Residuo 36 14,49 9,40 1,13
CV (%) 12,72 35,49 12,19

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

As médias obtidas para o percentual de germinacdo dentro da substancia
cloroférmio, evidenciam que todas as concentracdes interferiram na capacidade
germinativa das sementes de alface, pois apresentaram médias baixas e diferentes entre si e
em relagdo ao controle (Tabela 14). O mesmo comportamento foi observado para as
substancias acetato e cumarina pura. Quando se compara as substancias testadas conclui-se
que houve diferenca apenas para a concentracéo 0,12 mg/mL, nas demais concentracdes as

médias sdo idénticas.
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TABELA 14 — Médias do percentual de (G), obtidas de sementes de alface submetidas a
diferentes substancias quimicas e concentragdes do extrato de cumaru.

B Substancias quimicas
Concentrac@es (mg/ml)

Cloroférmio Acetato Cumarina
0 % aA 97a A 9% aA
0,12 31bA 12bB 4bB
0,23 13cA 9b A 2bA
0,46 0dA 2bA ObA

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas se referem as concentragdes e maiusculas aos métodos de extragao.

Para o comprimento da radicula, Tabela 15, observa-se que as concentra¢cdes nao
diferem entre si, mas somente do controle. O mesmo se deduz quando se compara as trés
substancias para esta variavel, ou seja, as substancias apresentam a mesma fitotoxicidade
para o desenvolvimento das plantulas de alface, o que nos leva a crer que ambas sdo muito
eficientes.

TABELA 15 — Médias (mm) do comprimento da radicula (CR), obtidas de plantulas de
alface, submetidas a diferentes substancias quimicas e concentra¢Ges do
extrato de cumaru.

Concentracdes Substancias quimicas o
_ i Médias

(mg/ml) Cloroférmio Acetato Cumarina
0 28 28 29 28 a
0,12 2 2 2 2b
0,23 2 2 2 2b
0,46 0 2 0 1b

Médias 8a 9a 8a

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

As médias para o comprimento da parte aérea podem ser observadas na Tabela 16.
Observa-se que as substancias testadas ndo diferirdo entre si. As concentracfes avaliadas

também ndo diferem entre si, mas diferem do controle, revelando a total inibicdo do
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desenvolvimento da parte aérea das plantulas de alface, devido as propriedades alelopéticas
das substancias testados.

As sementes ndo germinadas de todos os tratamentos foram avaliadas quanto a
viabilidade das mesmas, repicando-se as sementes nao germinadas para Placas de Petri com
agua destilada por mais sete dias em condi¢des ideais. Verificou se para as fracdes
cloroformio e acetato, que a concentracdo 0,12 mg/ml ndo matou apenas inibiu a
germinacdo, pois durante o teste as sementes germinaram e se desenvolveram
normalmente. Na concentracdo 0,23 mg/ml as plantulas tiveram desenvolvimento anormal,
com crescimento retardado. A concentracdo 0,46 mg/ml, possibilitou a germinacao,

protusdo da radicula.

TABELA 17 - Médias (mm) do comprimento da parte aérea (CPA), obtidas de plantulas de
alface submetidas a diferentes substancias quimicas e concentra¢Bes do
extrato de cumaru.

Concentracfes Substancias quimicas o
_ : Médias
(mg/ml) Cloroférmio Acetato Cumarina

0 35 35 35 35a
0,12 0 0 0 Ob
0,23 0 0 0 Ob
0,46 0 0 0 Ob

Médias 9a 9a 9a 9

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A cumarina nas concentracdes de 0,12 e 0,23 mg/ml, apesar de permitir a
germinacdo, o desenvolvimento foi anormal. Enquanto, que para a concentragéo 0,46 mg/
as sementes morreram. Concluindo-se que as substancias analisadas sao fitotoxica e pode
inibir tanto a germinacdo quanto o desenvolvimento de plantulas de alface em pequenas
concentragoes.

Uma classe de compostos secundarios com propriedades alelopaticas que se destaca
é a classe dos compostos fendlicos. Devido a diversidade quimica e funcional, os
compostos fenolicos tém grande interesse dos pesquisadores em diversas areas, como

biologia, quimica, medicina, ecologia e agricultura. Estes podem agir na planta na protecdo
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constitutiva contra pragas e doencas, funcionar como moléculas sinais e atuar como
compostos alelopaticos (SIQUEIRA et al.; 1991).

Dentre os compostos fendlicos a classe das cumarinas (1,2 — benzopirona) presentes
em muitas plantas estdo incluidas na lista de substancias que tém efeito fitorregulador,
podendo alterar o balango hormonal do AlA, ABA e giberelinas, inibindo ou estimulando

na inducdo do crescimento em determinadas concentragdes (SAMPIETRO, 2001).

3.4 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam que o método de extracdo mais eficiente
foi @ maceracao.

O tempo de extracdo que revelou os resultados mais promissores foi o de 30 min.

As concentracdes mais fitotoxicas para a alface foram: 3,13; 6,25; 12,5; 25 e 50
mg/mL

A substancia quimica mais potente foi a cumarina pura para todas as concentragdes
avaliadas.

Os efeitos alelopaticos se manifestaram através inibicdo da germinagdo das

sementes ou da reducdo do desenvolvimento e do crescimento das plantulas de alface.
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4. CAPITULO?2

Efeito alelopético do extrato aquoso de sementes de cumaru (Amburana cearensis
S.) sobre a germinagéao de sementes, desenvolvimento e crescimento de plantulas

de picédo-preto.

4.1 INTRODUCAO

O termo alelopatia define um fenémeno quimico ecolégico no qual metabdlitos
secundarios produzidos por uma espécie vegetal séo liberados e interferem na germinacao e
no desenvolvimento de outras plantas num mesmo ambiente. Num sentido amplo, os
efeitos alelopéticos se referem tanto a inibi¢cdo quanto ao estimulo do desenvolvimento.
(HARBORNE, 1988).

Conquanto muito se tenha avancado em relacdo ao entendimento dos aspectos
basicos que regem o fenémeno alelopatia, pouco se sabe a respeito dos mecanismos que
regulam o padrdo de producdo e de distribuicdo dos aleloquimicos na planta, bem como
sobre os fatores que interferem nos resultados. As informacgdes disponiveis implicam que
substancias quimicas com atividade alelopatica estdo presentes em todos os Orgaos das
plantas, como folhas, rizomas, sementes e raizes, entre outros. Entretanto, a distribuicdo das
substancias ndo é uniforme, havendo variagdes em funcdo da espécie e do 6rgdo da planta
analisado (HEDGE & MILLER, 1990).

Essas substancias alelopaticas estdo implicadas numa grande diversidade de feitos
nas plantas. Esses efeitos incluem atraso ou inibicdo completa da germinacdo de sementes,
crescimento paralisado, injaria no sistema radicular, clorose, murcha e morte das plantas
(SOUSA FILHO & ALVES, 2002).
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No entanto, segundo Lorenzi (1984), a acdo alelopatica é mais ou menos especifica,
ou seja, cada planta, tanto viva quanto em decomposicédo, exerce inibicdo apenas sobre
determinadas espécies de plantas daninhas ou plantas cultivadas.

A presenca de plantas infestantes nas culturas sempre é uma preocupacdo dos
agricultores, atribuindo-se os prejuizos por elas provocados por competicdo e problemas
fitossanitarios. Uma das espécies que se destaca entre as plantas infestantes é picao-preto
(Bidens pilosa L.). Esta espécie é originaria da América do Sul, se encontra atualmente
disseminada em quase todo o territorio brasileiro, sua maior concentragdo é verificada nas
areas agricolas do centro-sul, onde constitui uma das piores plantas daninhas a infestar
culturas anuais, sendo apontada como tal em mais de 40 paises (KISSMANN, 1991).

Plantas infestantes podem ser controladas pelo crescimento de outras plantas
capazes de exudar aleloquimicos ou pela incorporacdo de residuos de plantas com alto teor
de aleloguimicos no solo. O potencial de controle de plantas daninhas por plantas
medicinais com propriedades alelopaticos ainda é pouco explorado. Para o aproveitamento
dessa caracteristica, faz-se necessario o conhecimento da especificidade das relacbes
alelopaticas entre estas, sendo este um dos fatores que podem auxiliar como alternativa no
controle das plantas infestantes.

As plantas medicinais Achillea millefolium, Cymbopogon citratus, Aristolochia
triangularis, Artemisia absinthium and Baccharis trimera foram apontadas por Cruz et al.,
(2000) como potenciais no controle do picdo-preto.

A pesquisa teve como objetivo determinar o efeito alelopatico do extrato aquoso de
semente de cumaru e da cumarina pura extraida deste extrato, em diferentes concentracdes
sobre a germinacdo de sementes, o desenvolvimento e o crescimento de plantulas de picao-

preto.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local e data dos experimentos
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Analise de Sementes do
Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal do Ceara,

em Fortaleza-CE, no més de marco de 2005.

4.2.2 Materiais biologicos

Para a conducdo dos experimentos foram utilizadas sementes de cumaru (Amburana
cearensis S.) coletadas e adquiridas comercialmente na cidade de Fortaleza-CE, safra 2004
e sementes de picdo-preto (Bidens pilosa L.), coletadas em setembro de 2004, no horto do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici, Fortaleza-
CE.

4.2.3 Preparo das sementes

As sementes de picdo-preto foram beneficiadas no soprador tipo Suth Dakota para a
retirada de sementes chochas e deterioradas. Posteriormente, as sementes selecionadas
foram desinfetadas com hipoclorito de sodio 1% (v/v) durante quinze minutos sendo secas

com papel de filtro e imediatamente utilizadas nos ensaios biol6gicos.

4.2.4 Preparo de solugdes
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As sementes de cumaru foram moidas em moinho elétrico até obtencdo de uma
farinha de granulacéo fina, em torno de 40 mesh, armazenada em recipiente de plastico no
refrigerador a temperatura de 16° C, para posterior utilizacao.

A extracdo da farinha foi realizada pelo método da maceracdo, onde a solugdo de
farinha com 4gua destilada na proporc¢éo de 1:20 (p/v) ficou sob agitacdo constante por 30
min, a temperatura de 26° C, logo apds, sendo submetida a filtragdo em filtro de papel para
utilizacdo imediata nos ensaios. A partir da solucdo (50 mg/mL) foram realizadas as
diluigbes: 25, 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,19 mg/mL, totalizando 10 tratamentos
com o controle (zero mg/ml, agua destilada).

4.2.5 Extracao da Cumarina

Sementes moidas de cumaru (1,5 Kg) foram extraidas com hexano (1,8 L) a
temperatura ambiente (25-30° C) durante 24 h (3x). Apés evaporacgdo do solvente, gerou-se
um extrato liquido amarelo denominado ACS-H (56,4 g) contendo um precipitado, o qual
foi separado da fase oleosa por filtragdo simples, resultando na obtencdo de 23,4 g de um
solido amorfo branco. Uma aliquota de 1g deste sélido foi purificada através de
recristalizacdo em &gua fervente (50 mL), obtendo-se 240,5 mg de ACS-1 (cristais
incolores, pf. 67,8-68,7° C). ACS- 1 teve sua estrutura elucidada por diferentes métodos
espectroscopicos (RMN 'H e 3C, IV, EM), sendo caracterizada como a cumarina (1)

Figura 3 do anexo.

4.2.6 Tratamentos
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O experimento constou de nove concentragdes (50, 25, 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78;
0,39 e 0,19 mg/ml) do extrato aquoso de sementes de cumaru, dez tratamentos, incluindo o
controle, dispostos em um delineamento inteiramente casualizado. Cada tratamento constou
de 100 sementes, divididas em quatro repeticbes de 25 sementes. Foram realizados trés
ensaios, um avaliando a inibicdo da germinacdo das sementes e o desenvolvimento das
plantulas de picdo-preto, outro avaliando a influéncia do extrato aquoso sobre o
crescimento das plantulas de picdo-preto e o terceiro e Ultimo, para avaliar o efeito da
cumarina pura, sobre a germinacdo das sementes e o desenvolvimento das plantulas de
picéo-preto.

Para a avaliacdo da inibicdo da germinacdo de sementes e do desenvolvimento das
plantulas de picdo-preto, trés discos de papel de filtro foram postos em placas de Petri 9 cm
de didmetro e, em seguida, embebidas, com 4,5 ml de solucdo dos extratos ou de &gua
destilada (2,5 o peso do papel: 1 da solugdo ou agua). Logo apds, 25 sementes selecionadas
de picdo-preto foram distribuidas nas placas, as quais foram acondicionadas em camara de
germinacdo com temperatura regulada a 30 - 25° C alternada e fotoperiodo de 8 horas de
luz e 16 horas de escuro, por sete dias. Este procedimento foi utilizado nos trés
experimentos.

Para a avaliacdo da inibicdo do crescimento das plantulas, as sementes de picéo-
preto foram postas para germinar em placas de Petri de 9 cm de didmetro com trés discos
de papel de filtro, embebidos, com 4,5 mL de agua destilada acondicionadas em camara de
germinacdo com temperatura regulada a 30°- 25° C alternada e fotoperiodo de 8 horas de
luz e 16 horas de escuro, por dois dias. Logo ap6s este periodo, 60 plantulas (quatro
repeticbes de 15) de radicula com aproximadamente 5 mm, foram transferidas para placas
de Petri com as solucBes referentes aos tratamentos, retornando-as de imediato para a

camara, por quatro dias de incubagéo.

4.2.7 Variaveis analisadas
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Para os ensaios 1 e 3 as varidveis foram: porcentagem de germinagdo, do
comprimento da radicula e da parte aérea. E para o0 ensaio 2 as variaveis foram:

comprimento da radicula e da parte aérea.

4.2.8 Analise estatistica

As variaveis foram submetidas a analise de variancia utilizando software de Sistema
de Analise de Variancia para Dados Balanceados SISVAR (FERREIRA, 1999). As médias

dos dados foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise de variancia dos dados, percentual de germinagdo, comprimento da
radicula e da parte aérea, referente a inibicdo da germinacdo de sementes e do
desenvolvimento das plantulas de picdo-preto, ensaio 1, encontra-se na Tabela 1. Observa-
se que houve diferenca significativa do tratamento concentracdes para as variaveis
analisadas.

A germinacdo nas concentracfes de 3,13 e 6,25 mg/mL foi totalmente inibida. Das
concentrag@es 0,19 a 0,78 mg/mL todas as variaveis foram bastante reduzidas, diferindo do
controle. Na concentragdo 1,56 houve pouca germinagdo e apenas a protusao da radicula.
Nas concentragcdes maiores 12,5; 25 e 50 mg/mL apesar de ter apresentado um aumentado
no percentual de germinacdo, houve apenas a protusdo da radicula até 5 mm e um minimo

desenvolvimento da parte aérea. Tabela 2.
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TABELA 1 - Analise de variancia dos dados de germinacdo (G), comprimento da radicula
(CR) e comprimento da parte aérea (CPA), obtidos de sementes e plantulas
de picdo-preto submetidas a diferentes concentra¢des do extrato de cumaru.

Quadrado médio

Causas de Variacao GL
G CR CPA
Concentracoes 9 4018,17** 53,67** 209,65**
Residuo 30 258,53 1,71 1,32
CV (%) 45,81 31,45 26,60

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

A partir da concentracdo 1,56 mg/mL as sementes ndo germinadas foram repicadas
em placas de Petri com agua destilada, para verificar se estavam mortas. Entre 1,56 e 12,5

mg/mL as plantulas conseguiram se desenvolver normalmente (Tabela 2).

TABELA 2 — Médias dos dados de percentual de germinagdo (G), comprimentos (mm) da
radicula (CR) e da parte aérea (CPA), obtidas de sementes e plantulas de
picdo-preto submetidas a diferentes concentragdes do extrato de cumaru.

Concentragdes G (%) CPA (mm) CR (mm)
(mg/ml)

0 86 a 23 a 13 a
0,19 46 b 7b 7b
0,39 33bc 3cd 4cd
0,78 13c 1d 3cd
1,56 5c¢ 0d 2de
3,13 Oc 0d Oe
6,25 Oc 0d Oe
12,5 33bc 1d 5bc

25 8la 5c¢h 5bc

50 54ab 0d S5bc

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Na concentracdo de 25 mg/mL houve um desenvolvimento anormal das plantulas. E
na maior concentracdo de 50 mg/mL ocorreu a morte das sementes ndo havendo nenhuma
germinacdo ou desenvolvimento.

Referente a inibicdo do crescimento de plantulas de picdo-preto, ensaio 2, a analise
de variancia dos dados, comprimento da radicula e da parte aérea, é apresentada na Tabela
3. Observa-se que houve diferenca significativa no tratamento nas duas variaveis
analisadas.

Avaliando a inibicdo do crescimento das plantulas de picdo-preto para o
comprimento da radicula pela taxa de reducdo no crescimento em relagdo ao controle,
perceber-se que as maiores reducdes foram para as concentracfes 0,39; 0,78; 1,56 e 50
mg/mL (Tabela 4). Para o comprimento da parte aérea as concentracGes de 0,39 a 25

mg/mL foram as que apresentaram as maiores taxas de reducéo.

TABELA 3 - Andlise de variancia dos dados comprimento da radicula (CR) e
comprimento da parte aérea (CPA), obtidos de plantulas de picéo-preto
submetidas a diferentes concentracGes do extrato de cumaru.

Quadrado médio

Causas de Variagao GL

CR CPA
ConcentracOes 9 14,60** 117,88**
Residuo 30 1,82 1,77
CV (%) 15,30 12,51

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

Valendo ressaltar que em todos os tratamentos o extrato provocou efeitos
fitotoxicos, em maior ou menor intensidade, pois todas as médias diferiram do controle.
Além disso, pode-se perceber que o crescimento da parte aérea foi bem mais afetado que o
crescimento da radicula. Atentando para o fato de que em todas as concentracdes as
plantulas apresentaram tecidos moles, amarelados e com necrose terminal nas radiculas e

plumulas (Tabela 4).
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TABELA 4 — Médias (mm) dos comprimentos da parte aérea (CPA) e da radicula (CR) e
taxa de reducdo, obtidas de plantulas de picdo-preto submetidas a diferentes
concentracOes do extrato de cumaru.

ConcentracOes CPA (mm) % de Reducéo CR (mm) % de Reducao
(mg/ml)
0 24 a 13a
0,19 15b 36 8bc 33
0,39 11cd 51 7bc 43
0,78 8de 65 6¢C 49
1,56 6e 74 6¢C 52
3,13 6e 73 8bc 33
6,25 6e 75 10ab 22
12,5 8e 67 10ab 22
25 10cd 59 9b 28
50 13cd 46 5c¢ 60

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Comparando o ensaio 1 com o 2, a inibicdo da germinacdo de sementes e do
crescimento de plantulas, constata-se que o desenvolvimento das plantulas de alface, apds a
germinacdo das sementes expostas ao extrato, foi mais sensivel do que o crescimento das
plantulas. Levando a crer que o extrato € mais fitotoxico para o desenvolvimento das
plantulas do que para a germinacao.

Os efeitos alelopaticos foram observados tanto sobre a germinagdo quanto sobre o
desenvolvimento e o crescimento das plantulas. O efeito é mais drastico sobre o
desenvolvimento e o crescimento do que sobre a germinacgdo. Resultados similares ja foram
encontrados anteriormente (LUCKESI & MEDEIROS, 1993; SOUZA FILHO & ALVES,
2000; SOUZA FILHO, et al., 1997).

O fator concentracdo exerceu influencia sobre os resultados sendo diferencial, bem
como para Almeida (1991), que reportado em seu trabalho o efeito alelopatico de folha e
fruto de eucalipto (Eucaliptus saligna) e de farelo de mamona (Ricinus communis) sobre a
germinacao e o desenvolvimento de plantas infestantes, no qual as concentrac6es 10 e 15 %
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do extrato de folhas de eucalipto inibiram a germinacédo do caruru gigante, e a concentracéo
mais alta, reduziu a emergéncia de capim-carrapicho. Assim como Pifia-Rodrigues & Lopes
(2001), também concluiram que a concentracdo tem influencia marcante dentro dos
trabalhos com alelopatia.

Ferreira e Aquila (2000) apontam que a germinagdo é menos sensivel aos
aleloquimicos do que o crescimento da plantula, pois as substancias alelopaticas podem
induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas
mais comuns. Alteracbes no padrdo de germinacdo podem resultar em efeitos sobre: a
permeabilidade de membranas, a transcricdo e traducdo do DNA, o funcionamento dos
mensageiros secundarios, a respiracao por sequestro de fendis, a conformacéo de enzimas e
de receptores, ou ainda, pela combinacdo destes fatores. A assimilacdo de nutrientes, a
fotossintese, a respiracao, a sintese de proteina, a atividade de vérias enzimas e a perda de
nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana celular, podem ser outros
exemplos da atuacdo dos compostos alelopaticos.

A inibicdo do crescimento da plantula apds a germinacdo, sob o ponto de vista
ecologico, € um mecanismo mais eficiente de selecdo do que evitar a germinagdo do
competidor. Isto porque a descendéncia seria eliminada por morte dos individuos,
desaparecendo o DNA competidor, ou, nos casos menos severos, por um retardamento do
crescimento ou de germinacdo. Neste ultimo caso, 0s resultados ontogénicos sdo similares,
pois se o desenvolvimento das outras espécies é prejudicado, a espécie favorecida pode
estabelecer sua prole, evitando a pressdo maior de competicdo (JACOBI & FERREIRA,
1991). Isto vem salientar a importancia dos promissores resultados obtidos com o extrato,
pois este foi eficiente tanto na inibicdo da germinacdo como no desenvolvimento e/ou
crescimento das plantulas da espécie infestante picdo-preto.

O controle do pH e da concentragcdo osmdtica dos extratos brutos € fundamental,
pois pode haver neles substancias como aglcares, aminoacidos e acidos organicos que
influem no pH e sdo osmoticamente ativos e essa atividade pode mascarar o efeito
alelopatico. Dessa forma, foram medidos o pH e o potencial osmotico em todos o0s
tratamentos (Tabela 1 em anexo).

Os trabalhos de pesquisa nos quais sdo analisados os efeitos do pH sobre a

germinacdo de sementes e 0 desenvolvimento de plantas invasoras sdo bastante limitados e,
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basicamente, referem-se as espécies temperadas, com poucas informacdes disponiveis com
relacdo as espécies de invasoras que ocorrem em areas de outras pastagens. Entretanto, as
informacBes mostram que tanto a germinacdo como o desenvolvimento de plantas, sdo
afetados negativamente apenas em condigdes em que 0 meio ou é extremamente &cido ou
extremamente alcalino (BATRA & KUMAR, 1993).

Levando em consideracdo que os valores do pH do extrato nas diferentes
concentracOes variaram entre 7 e 9, e que estes valores provavelmente estdo fora da faixa,
extremamente acido ou extremamente alcalino, em que poderiam afetar negativamente a
germinacdo e o desenvolvimento de plantulas da espécie receptora, é provavel que o pH do
extrato ndo tenha influenciado nos resultados.

Potenciais osméticos entre -0,2 e -0,3 MPa, que permitam a germinacdo e a
estratificacdo entre os lotes de sementes, possivelmente podem ser usados para avaliar o
vigor de sementes de alface (FRANZIN, et al., 2004). Considerando que os valores dos
potencias do extrato nas diferentes concentracGes variaram entre -0,1 e -0,2, especula-se
que estes ndo influenciem negativamente a germinacgéo e o desenvolvimento de plantulas de
alface espécie-teste, e consequlientemente da espécie receptora em questdo, o picdo-preto .

Os mecanismos de acdo dos aleloquimicos estdo relacionados a processos
fisiolégicos na planta. No entanto, os efeitos desses compostos ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. As informacGes sobre como as substancias alelopéaticas atuam
nas plantas ainda sdo poucas. Uma das grandes dificuldades que se apresenta € que essas
substancias afetam mais de uma funcdo e provocam efeitos secundarios dificeis de
distinguir dos principais. 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 (EINHELLIG,
1995).

H& varios compostos tem sido atribuido o papel de substancias inibidoras.
Compostos do metabolismo secundario como, fendis, cumarinas, lactonas insaturadas,
poliacetilenos, flavondides, taninos, terpendides e esterdides (RICE, 1984).

Teixeira et al.; (2004), concluiu através de experimentos que a Crotalaria juncea ,
entre seis plantas de cobertura, reduziu a germinacdo da alface e do picdo-preto, em
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consequéncia de seus efeitos alelopaticos. A mucuna-preta reduziu o indice de velocidade
de emergéncia do picdo.

Os oOleos essenciais de canela, alecrim pimenta e capim citronela inibem a
germinacdo de sementes e o crescimento da raiz de plantulas de picdo-preto (ALVES,
2004).

Cruz et al., (2002), verificou que extratos aquosos na concentracdo de 20 % p/v, das
plantas medicinais capim limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e arruda (Ruta
graveolens L.), provocaram redugdo da germinacdo de picdo-preto.

Souza et al., (1998), concluiram que extratos aquosos na concentracéo de 10 % p/v,
das plantas medicinais capim limdo e vetiver (Vetiveria zizanoides L.) inibiram
significativamente a germinacdo de sementes de mentrasto (Ageratum conyzoides L.) e de
picdo-preto, ndo afetando a germinacao das sementes de algodéo e milho.

A andlise de variancia dos dados, porcentagem de germinagdo, comprimentos da
radicula e da parte aérea para a cumarina pura, em quatro diferentes concentragdes,
encontra-se na Tabela 5. Observa-se que houve diferenca significativa para as variaveis

analisadas.

TABELA 5 - Analise de variancia dos dados de germinacdo (G), comprimento da radicula
(CR) e comprimento da parte aérea (CPA), obtidos de sementes e plantulas
de picdo-preto submetidas a diferentes concentracdes de cumarina pura.

Quadrado médio

Causas de Variacao GL
G CR CPA
Concentracoes 4 5916,80** 207,37** 475,31*%*
Residuo 15 20,27 0,01 0,32
CV (%) 26,17 3,59 3,70

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

Os resultados da avaliacdo da inibicdo da germinacdo das sementes e do
desenvolvimento das plantulas de picdo-preto pela cumarina pura (Tabela 6) revelam que

esta inibiu em 100 % a germinacdo, e conseqlientemente o comprimento da radicula e da
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parte aérea, 0 que demonstra ser a cumarina pura uma potente substancia quimica com
propriedades alelopaticas que age em pequenas concentragoes.

As sementes de picdo-preto ndo germinadas devido a presenca de cumarina pura
foram repicadas para placas de Petri com &gua destilada para verificar se estavam mortas ou
ndo. Nas concentracOes de 0,12 e 0,23 mg/mL as plantulas se desenvolveram normalmente.
Ja na concentragdo 0,46 mg/mL houve um desenvolvimento anormal, bem com na
concentracdo de 0,92 mg/mL na qual houve apenas a protusdo da radicula e do hipocétilo
estes medindo 3 mm.

Dentre os metabolitos secundarios com potencial alelopatico, os derivados fenélicos
se destacam pela sua capacidade de interferir no desenvolvimento vegetal. Essas
substancias sdo notaveis pela sua capacidade de interferir com a atividade de fitormonios,
formando complexos com giberelinas, exibindo a¢do antagonista com o &cido abscisico ou
inibindo as AIlAS-oxidase, aumentando assim a agdo das auxinas. Mesmo pequenas
mudancas no metabolismo dos fendis podem interromper muitos processos que sao

essenciais para o crescimento e desenvolvimento normais da planta (SAMPIETRO, 2001).

TABELA 6 — Médias dos dados, porcentagem de germinagdo (G), comprimentos (mm) da
radicula (CR) e da parte aérea (CPA), obtidas de sementes e plantulas de
picdo-preto submetidas a diferentes concentragdes de cumarina pura.

Concentragdes G (%) CR (mm) CPA (mm)
(mg/ml)
0 86 a 16 a 24 a
0,12 Ob Ob Ob
0,23 Ob Ob Ob
0,46 Ob Ob Ob
0,92 Ob Ob Ob

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Dentre os compostos fenolicos a classe das cumarinas (1,2 — benzopirona) é
bastante lembrada e, muitas pesquisas evidenciam que as cumarinas tém varias atividades

bioldgicas, entre elas, estdo atividades anti-neoplésica, efeito narcético, hemostatico,
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sedativo, espasmalitico, anticoagulante, analgésico, regulador hormonal e vaso dilatador
(BORGES, 1987).

As cumarinas presentes em muitas plantas estdo incluidas na lista de substancias
que tém efeito fitorregulador, podendo alterar o balanco hormonal do AIA, ABA e
giberelinas, inibindo ou estimulando na indugdo do crescimento em determinadas
concentracfes, podendo ainda, atuar em concentracdes relativamente altas inibindo a
transporte de elétrons. (SAMPIETRO, 2001). Segundo Matos (2004), um dos principais
constituintes quimicos das sementes de cumaru (Amburana cearensis) é a cumarina e 6-
hidroxicumarina (LEAL,1995).

4.4 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam a presenca de fitotoxicidade e,
confirmada acgé@o alelopatia promovida pelo extrato aquoso de sementes de cumaru, nas
concentracOes a partir de 0,19 mg/mL, tanto para inibicdo da germinacdo das sementes e do
desenvolvimento quanto para o crescimento das plantulas de picdo-preto. A cumarina pura

inibiu a germinacao das sementes em todas as concentracGes testadas.
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5. CAPITULO 3

Efeito alelopético do extrato aquoso de sementes de cumaru (Amburana cearensis
S.) sobre a germinagéao de sementes, desenvolvimento e crescimento de plantulas

de carrapicho.

5.1 INTRODUCAO

O carrapicho é uma das plantas infestantes mais importantes do Brasil de dificil
controle pelas praticas culturais tradicionais, onde seus espinhos dificultam a acdo dos
trabalhadores. Apresenta infrutescéncia protegida por bracteas rijas e espinescentes que
facilmente se aderem aos pélos de animais e diversos tipos de superficie (KISSMANN,
1991).

Uma alternativa que vem sendo estudada, com o propdsito de se complementar os
métodos tradicionais de controle de plantas infestantes, minimizando o uso excessivo e
indiscriminado de herbicidas, além de outros defensivos sintéticos, € a utilizacdo de plantas
que liberam substancias toxicas a outras plantas (alelopatia), reduzindo ou até mesmo
inibindo totalmente seu desenvolvimento (GOMIDE, 1993).

As substancias alelopaticas ainda se mantém nos tecidos das plantas mesmo depois
de mortas, de onde sdo liberadas por volatilizacdo, se forem produtos volateis, ou por
lixiviagdo, por meio de orvalho e chuva, se forem solGveis na 4gua, sendo arrastadas para o
solo, onde, ao atingirem a concentracdo necessaria, podem influenciar o desenvolvimento
dos microrganismos e das plantas que nele se encontram. Nesse sentido, o efeito alelopatico
pode se pronunciar, tanto durante o ciclo de cultivo, quanto nos cultivos subsequentes
(ALMEIDA, 1991).
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Embora pouco se saiba com exatiddo como esses produtos sdo formados nas células,
sabe se que eles tém suas sinteses a partir da rota do acetato e/ou acido chiquimico
(EINHELLIG, 1995).

Com relagéo as variagdes na alocacdo dessas substancias alelopéticas, na parte aérea
e nas raizes, em funcdo da idade de crescimento, elas ainda ndo foram analisadas.
Aparentemente, 0s compostos alelopaticos, classificados como secundarios, sao
continuamente sintetizados e degradados na célula, com finalidade especifica, e sua sintese
obedece a certos preceitos genéticos (SOUZA FILHO & ALVES, 2002).

Segundo Rodrigues et al., (1992), estes compostos aleloquimicos estdo relacionados
a processos fisiologicos das plantas, agindo como inibidores da germinacéo, pois interferem
na divisdo celular, na permeabilidade da membrana, na ativacdo de enzimas e na producéo
de hormonios pela planta.

Partindo destes pressupostos, objetivaram-se com este trabalho verificar as
potencialidades alelopéticas do extrato aquoso de sementes de cumaru e da cumarina pura
extraida deste extrato, em diferentes concentracdes, sobre a germinacdo de sementes, 0

desenvolvimento e o crescimento de plantulas de carrapicho.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local e data dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Analise de Sementes do
Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal do Ceara,

em Fortaleza-CE, no més de maio de 2005.
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5.2.2 Materiais bioldgicos

Para a conducéo dos experimentos foram utilizadas sementes de cumaru (Amburana
cearensis S.) adquiridas comercialmente na cidade de Fortaleza-CE, safra 2004, coletadas
em Juazeiro do Norte-CE. As sementes de carrapicho foram coletadas em setembro de
2004, no horto do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Ceara, Campus
do Pici, Fortaleza-CE.

5.2.3 Preparo das sementes

A extracdo das sementes dos frutos de carrapicho foi realizada manualmente com o
auxilio de uma lixa. O beneficiamento foi feito no soprador tipo Suth Dakota para a retirada
de sementes chochas e deterioradas. Logo apds, as sementes foram desinfetadas com
hipoclorito de sédio 1% (v/v) durante quinze minutos, sendo posteriormente secas com

papel de filtro e imediatamente utilizadas nos ensaios bioldgicos.

5.2.4 Preparo de solugdes

As sementes de cumaru foram moidas em moinho elétrico para a obtencdo de uma
farinha de granulacdo fina, sendo esta armazenada em recipiente de plastico no refrigerador
a temperatura de 16 °C, para posterior utilizacao.

A extracdo da farinha foi realizada pelo método da maceracdo, onde a mistura de
farinha com 4gua destilada na proporc¢éo de 1:20 (p/v) ficou sob agitacdo constante por 30

min, a temperatura ambiente, logo apos, foi submetida a filtracdo em filtro de papel para
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utilizacdo imediata nos ensaios. A partir da solugédo (50 mg/mL) foram realizadas as
diluicdes: 25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,19 mg/mL, totalizando 10 tratamentos

com o controle (agua destilada).

5.2.5 Extragdo da Cumarina

Um quilo e meio (1,5 Kg) de sementes moidas de cumaru foram extraidas com
hexano (1,8 L) a temperatura ambiente (25-30° C) durante 24 h (3x). Ap0s evaporacao do
solvente, gerou-se um extrato liquido amarelo denominado ACS-H (56,4 g) contendo um
precipitado, o qual foi separado da fase oleosa por filtracdo simples, resultando na obtencéo
de 23,4 g de um sélido amorfo branco. Uma aliquota de 1g deste solido foi purificada
através de recristalizacdo em agua fervente (50 mL), obtendo-se 240,5 mg de ACS-1
(cristais incolores, pf. 67,8-68,7° C). ACS- 1 teve sua estrutura elucidada por diferentes

métodos espectroscopicos (RMN *H e *C, 1V, EM), sendo caracterizada como a cumarina

).

5.2.6 Tratamentos

O experimento constou de nove concentragdes (50, 25, 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78;
0,39 e 0,19 mg/ml) do extrato de sementes de cumaru, totalizando 10 tratamentos incluindo
o controle, dispostos em um delineamento inteiramente casualizado. Cada tratamento
constou de 100 sementes, divididas em quatro repetices de 25 sementes. Foram realizados
trés ensaios, um avaliando a inibicdo da germinacdo das sementes e do desenvolvimento

das plantulas, outro avaliando a influéncia do extrato aquoso sobre o crescimento das

74



plantulas e o terceiro e Ultimo para avaliar o efeito da cumarina pura sobre a germinacédo
das sementes e o desenvolvimento das plantulas de carrapicho.

Para a avaliacdo da inibicdo da germinacdo de sementes e do desenvolvimento das
plantulas de carrapicho, trés discos de papel de filtro foram postos em placas de Petri 9 cm
de didmetro e, em seguida, embebidas, com 4,5 ml de solucdo dos extratos ou de &gua
destilada (2,5 o peso do papel: 1 da solugcdo ou agua). Logo apds, 25 sementes selecionadas
de carrapicho foram distribuidas nas placas, as quais foram acondicionadas em camara de
germinacdo com temperatura regulada a 25° C e fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de
escuro, por sete dias. Este procedimento foi utilizado nos trés ensaios.

Para a avaliacdo da inibicdo do crescimento das plantulas, as sementes de carrapicho
foram postas para germinar em placas de Petri com trés discos de papel de filtro,
embebidos, com 4,5 ml de 4gua destilada acondicionadas em camara de germinacdo com
temperatura regulada a 25° C e fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro, por trés
dias, para uma maior uniformizacdo da germinacdo. Logo apds este periodo, 60 plantulas
(quatro repeticGes de 15) de radicula com aproximadamente 15 mm, foram transferidas
para as placas de Petri com as solucdes referentes aos tratamentos, retornando-as de

imediato para a cAmara, por quatro dias de incubacéo.

5.2.7 Variaveis analisadas

Para os ensaios 1 e 3 as variaveis analisadas foram: porcentagem de germinacéo, do
comprimento da radicula e da parte aérea. Para 0 ensaio 2 as variaveis foram: comprimento

da radicula e da parte aérea.

5.2.8 Analise estatistica
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As variaveis foram submetidas a analise de variancia utilizando software de Sistema
de Analise de Variancia para Dados Balanceados SISVAR (FERREIRA, 1999). As médias

dos dados foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia dos dados, porcentagem de germinacdo, comprimentos da
radicula e da parte, referente a inibicdo da germinacdo de sementes e do desenvolvimento
de plantulas de carrapicho, encontra-se na Tabela 1. Observa-se que houve diferenca

significativa das concentragdes para as variaveis analisadas.

TABELA 1 — Anélise de variancia dos dados de porcentagem de germinacdo (G),
comprimento da radicula (CR) e comprimento da parte aérea (CPA),
obtidos de sementes e plantulas de carrapicho submetidas a diferentes
concentragdes do extrato de cumaru.

Quadrado médio

GL

Causas de Variacao G CR CPA
Concentragoes 9 986,62** 171,83** 153,63**
Residuo 30 84,00 9,36 11,10
CV (%) 80,39 66,99 66,46

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

Como podem ser observadas na Tabela 2, as concentragdes mais fitotoxicas, para a
germinacdo, foram: 3,13; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/ml, as quais inibiram totalmente a
germinacdo das sementes de carrapicho. Entretanto, as demais concentra¢fes também
provocaram reducdo no percentual de germinacdo, diferindo do controle a partir de 0,78

mg/mL, mas ndo entre si, exceto a concentragdo 0,19 mg/ml que obteve um percentual
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maior que o proprio controle evidenciando uma possivel estimulacdo da germinacéo a esta
concentragao.

O comprimento da parte aérea apresentou 0 mesmo comportamento, ou seja, as
concentragfes 0,19 e 0,39 mg/ml ndo diferiram do controle, 0,78 e 1,56 mg/mi
apresentaram uma redugdo mais drastica diferindo bastante do controle, e o restante das
concentracOes inibiram completamente o desenvolvimento do hipocétilo. Para a radicula
todas as concentrac@es diferiram do controle, e a partir de 0,78 mg/ml ndo diferiram entre
si. O extrato ocasionou as plantulas amolecimento, amarelecimento e posterior necrose dos

tecidos das radiculas e das plumulas, em todos os tratamentos.

TABELA 2 — Médias da porcentagem de germinacdo (G), comprimentos (mm) da radicula
(CR) e da parte aérea (CPA), obtidas de sementes e plantulas carrapicho
submetidas a diferentes concentracGes do extrato de cumaru.

Concentracdes G (%) CPA (mm) CR (mm)
(mg/ml)

0 33 ab 16a 19a
0,19 44 a 1lab 11b
0,39 16bc 13a 11b
0,78 12bc 5bc 3¢c
1,56 9¢c 6bc 2¢C
3,13 Oc Oc Oc
6,25 Oc Oc Oc
12,5 Oc Oc Oc

25 Oc Oc Oc

50 Oc Oc Oc

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A andlise de variancia dos dados comprimento da radicula e da parte aérea, referente
a inibicdo do crescimento de plantulas de carrapicho, encontra-se na Tabela 3. Observa-se

que houve diferenca significativa do tratamento para o comprimento da parte aérea.
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TABELA 3 - Anélise de variancia dos dados comprimento da radicula (CR) e
comprimento da parte aérea (CPA), obtidos de plantulas de carrapicho
submetidas a diferentes concentracGes do extrato de cumaru.

Quadrado médio

Causas de Variacao GL CR CPA
ConcentragGes 1 18,54" 44,78**
Residuo 30 12,84 11,83
CV (%) 18,10 17,69

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F

Verifica-se na Tabela 4 que o crescimento das plantulas de carrapicho é menos
sensivel ao extrato do que a propria germinacdo e o posterior desenvolvimento das
plantulas. O que pode ser confirmado pelos baixos valores de reducdo das varidveis
analisadas. Apesar de todas as concentraces terem ocasionado alguma reducdo, para o
comprimento da radicula ndo houve diferenca entre os tratamentos e o controle nem entreos
tratamentos, e para 0 comprimento da parte aérea s6 houve diferenca entre o controle e a
concentracdo de 50 mg/mL.

O desenvolvimento irregular das plantulas de carrapicho, caracteristica marcante em
plantas infestantes, pode ter influenciado nos efeitos fitotoxicos, e causado certa resisténcia
das plantulas ao extrato.

Os efeitos alelopéaticos foram observados tanto sobre a germinagdo quanto sobre o
desenvolvimento das plantulas. O efeito € mais dréstico sobre o desenvolvimento do que
sobre a germinacdo. Resultados similares com outras espécies foram encontrados
anteriormente (LUCKESI & MEDEIROS, 1993; SOUZA FILHO & ALVES, 2000;
SOUZA FILHO, et al., 1997).

O fator concentracdo exerceu influencia sobre os resultados sendo diferencial, bem
como para Almeida (1991), que reportado em seu trabalho o efeito alelopatico de folha e
fruto de eucalipto (Eucaliptus saligna) e de farelo de mamona (Ricinus communis) sobre a
germinacdo e o desenvolvimento de plantas infestantes, no qual as concentrac6es 10 e 15 %
do extrato de folhas de eucalipto inibiram a germinacéo do caruru gigante, e a concentracéo

mais alta, reduziu a emergéncia de capim-carrapicho. Assim como Pifia-Rodrigues e Lopes

78



(2001), também concluiram que a concentracdo tem influencia marcante dentro dos

trabalhos com alelopatia.

TABELA 4 - Médias (mm) dos comprimentos da parte aérea (CPA) e da radicula (CR),
obtidos de plantulas carrapicho submetidas a diferentes concentracdes do
extrato de cumaru.

ConcentracOes CPA (mm) % de Reducéo CR (mm) % de Reducao
(mg/ml)
0 24 a 24 a
0,19 24 a 1 21 a 15
0,39 2lab 15 19a 20
0,78 23ab 8 2la 15
1,56 19ab 24 21la 14
3,13 17ab 31 17a 28
6,25 17ab 30 19a 22
12,5 19ab 23 20a 17
25 16ab 34 16a 33
50 15b 38 19a 22

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Ferreira e Aquila (2000) apontam que a germinacdo € menos sensivel aos
aleloguimicos do que o crescimento da plantula, pois as substancias alelopaticas podem
induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas
mais comuns. Alteracfes no padrdo de germinacdo podem resultar de efeitos sobre: a
permeabilidade de membranas, a transcricdo e traducdo do DNA, o funcionamento dos
mensageiros secundarios, a respiracao por sequestro de fendis, a conformacéo de enzimas e
de receptores, ou ainda, pela combinacdo destes fatores. Ainda pode agir sobre a
assimilacdo de nutrientes, a fotossintese, a respiracdo, a sintese de proteina, a atividade de
varias enzimas e a perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana
celular.

A inibicdo do crescimento da pléntula ap6s a germinacdo, sob o ponto de vista

ecoldgico, € um mecanismo mais eficiente de selecdo do que evitar a germinacdo do
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competidor. Isto porque a descendéncia seria eliminada por morte dos individuos,
desaparecendo o DNA competidor, ou, nos casos menos severos, por um retardamento do
crescimento ou de germinacdo. Neste Ultimo caso, 0s resultados ontogénicos sdo similares,
pois se o desenvolvimento das outras espécies é prejudicado, a espécie favorecida pode
estabelecer sua prole, evitando a presséo maior de competicdo (JACOBI & FERREIRA,
1991). Isto vem salientar a importancia dos promissores resultados obtidos com o extrato,
pois este foi eficiente tanto na inibicdo da germinacdo como no desenvolvimento e no
crescimento das plantulas de carrapicho.

O controle do pH e da concentracdo osmdtica dos extratos brutos € fundamental,
pois pode haver neles substancias como acUcares, aminoacidos e acidos organicos que
influem no pH e sdo osmoticamente ativos e essa atividade pode mascarar o efeito
alelopatico. Dessa forma, foram medidos o ph e o potencial osmético do extrato (Tabela 1,
em anexo).

Os trabalhos de pesquisa nos quais sdo analisados os efeitos do pH sobre a
germinacdo de sementes e 0 desenvolvimento de plantas invasoras sdo bastante limitados e,
basicamente, referem-se as espécies temperadas, com poucas informacdes disponiveis com
relacdo as espécies de invasoras que ocorrem em areas de outras pastagens. Entretanto, as
informacgdes mostram que tanto a germinacdo como o desenvolvimento de plantas sdo
afetados negativamente apenas em condi¢Ges em que 0 meio ou é extremamente acido ou
extremamente alcalino (BATRA & KUMAR, 1993).

Levando em consideracdo que os valores do pH do extrato nos diferentes
tratamentos variaram entre 7 e 9, e que estes valores provavelmente estdo fora da faixa de
extremamente &cido ou extremamente alcalino em que poderiam afetar negativamente a
germinacdo e o desenvolvimento de plantulas da espécie receptora (carrapicho), acredita-se
que o pH dos tratamentos ndo tenha contribuido para influenciar os resultados.

Potenciais osméticos entre -0,2 e -0,3 MPa, que permitam a germinacdo e a
estratificacdo entre os lotes de sementes, possivelmente podem ser usados para avaliar o
vigor de sementes de alface (FRANZIN et al., 2004). Considerando que os valores dos
potencias dos tratamentos variaram entre -0,1 e -0, 2, especula-se que estes potenciais nao

influenciaram negativamente a germinagdo e o desenvolvimento de plantulas da espécie
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receptora no caso carrapicho, entdo consequentemente supde-se que estes potenciais néo
tenham influenciado os resultados.

Os mecanismos de acdo dos aleloquimicos estdo relacionados a processos
fisiologicos na planta. No entanto, os efeitos desses compostos ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. As informagdes sobre como as substancias alelopaticas atuam
nas plantas ainda sdo poucas. Uma das grandes dificuldades que se apresenta € que essas
substancias afetam mais de uma funcdo e provocam efeitos secundarios dificeis de
distinguir dos principais. A grande diversidade dos compostos que causam alelopatia indica
diferentes mecanismos de agéo e, em muitos casos, sua fitotoxicidade pode originar-se mais
de um rompimento celular generalizado do que de um mecanismo especifico (EINHELLIG,
1995).

Alguns autores afirmam que a acdo das substéncias aleloquimicas ndo é muito
especifica, podendo uma mesma substancia desempenhar varias fungdes, dependendo de
sua concentracdo e forma de translocacdo mais do que de sua composi¢do quimica
(ALMEIDA, 1993).

Existem varios compostos tem sido atribuido o papel de substancias inibidoras.
Compostos do metabolismo secundario como, fenois, cumarinas, lactonas insaturadas,
poliacetilenos, flavonoides, taninos, terpendides e esterdides (RICE, 1984).

A anélise de variancia para os dados, porcentagem de germinagdo, comprimentos da
radicula e da parte aérea, para cumarina pura, encontra-se na Tabela 5. Observa-se que
houve diferenca significativa do tratamento para as variaveis: germinacdo e comprimento

da radicula.

TABELA 5 - Analise de variancia dos dados de germinacéo (G), comprimento da radicula
(CR) e comprimento da parte aérea (CPA), obtidos de sementes de
carrapicho submetidas a diferentes concentracfes de cumarina pura.

Quadrado médio

GL

Causas de Variacdo G CR CPA
Concentragdes 4 746,67** 266,25** 105,00™
Residuo 15 62,22 37,96 32,54
CV (%) 112,69 147,41 217,32

(**) - Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F
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Os dados da Tabela 6 indicam que a cumarina pura inibiu totalmente a germinagéo
das sementes de carrapicho, bem como o posterior desenvolvimento das plantulas. As
sementes de carrapicho ndo germinadas devido a presenca de cumarina pura foram
repicadas para verificar se estavam mortas ou ndo. O resultado foi que a cumarina pura
matou as sementes de carrapicho em todas as concentragdes testadas, mostrando-se uma
substancia altamente fitotoxica inibidora da germinacdo, e que atua em pequenas

concentragoes.

TABELA 6 — Médias da porcentagem de germinacédo (G), comprimentos (mm) da radicula
(CR) e da parte aérea (CPA), obtidos de sementes e plantulas de carrapicho
submetidas a diferentes concentra¢des de cumarina pura.

Concentragdes G (%) CR (mm) CPA (mm)
(mg/ml)
0 28 a 17 a 11a
0,12 Ob Ob Oa
0,23 Ob Ob Oa
0,46 Ob Ob Oa
0,92 Ob Ob Oa

*Medias seguida por letras iguais ndo diferem entre a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Dentre os metabolitos secundarios com potencial alelopatico, os derivados fendlicos
se destacam pela sua capacidade de interferir no desenvolvimento vegetal. Possuem
atividade como fitormonios, formando complexos com giberelinas, exibindo acéo
antagonista com o acido abscisico ou inibindo as AIAS-oxidase, aumentando assim a acéo
das auxinas. Mesmo pequenas mudangas no metabolismo dos fenois podem interromper
muitos processos que Sdo essenciais para 0 crescimento e desenvolvimento normais da
planta (SAMPIETRO, 2001).

Dentre os compostos fenolicos a classe das cumarinas (1,2 — benzopirona) tem sido
bastante estudada e muitas pesquisas evidenciam que estas tém varias atividades bioldgicas,
entre elas, atividades anti-neoplasica, efeito narcotico, hemostatico, sedativo, espasmalitico,
anticoagulante, analgésico, regulador hormonal e vaso dilatador (BORGES, 1987).

As cumarinas presentes em muitas plantas estdo incluidas na lista de substancias

que tém efeito fitorregulador, podendo alterar o balanco hormonal do AIA, ABA e
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giberelinas, inibindo ou estimulando na indugdo do crescimento em determinadas
concentracbes, podendo ainda, atuar em concentracfes relativamente altas inibindo a
transporte de elétrons. (SAMPIETRO, 2001). Segundo Matos (2004), as sementes de
cumaru possuem como um dos principais constituintes quimicos a cumarina e 6-
hidroxicumarina (LEAL, 1995).

5.4 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam a presenca de fitotoxicidade e,
confirmada acdo alelopatia promovida pelo extrato aquoso de sementes de cumaru a partir
de 0,78 mg/ml para a inibicdo da germinagdo das sementes e do desenvolvimento das
plantulas. Porém, este efeito foi bastante reduzido sobre o crescimento de plantulas de
carrapicho. A cumarina pura inibiu a germinacdo das sementes de carrapicho em todas as

concentragOes testadas.
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TABELA 1 - Valores de pH e potencial osmético (MPa) para os extratos obtidos pelos

métodos de extracdo, nas diferentes concentragdes testadas.

CONCENTRACOES METODOS DE EXTRACAO
mg/mL Maceragéo Infusdo Decocgéo

0 6,0 -0,101 6,0 -0,101 6,0 -0,101
0,19 6,6 -0,118 6,4 -0,114 6,6 -0,116
0,39 6,9 -0,118 6,5 -0,114 6,9 -0,116
0,78 7,6 -0,115 6,5 -0,116 7,2 -0,119
1,56 8,2 -0,119 6,7 -0,118 7,7 -0,121
3,13 8,5 -0,125 6,8 -0,120 8,3 -0,125
6,25 8,9 -0,124 7,0 -0,124 8,6 -0,128
12,5 9,0 -0,134 71 -0,136 8,8 -0,138

25 9,1 -0,156 7,2 -0,147 8,9 -0,146

50 9,3 -0,203 7,3 -0,185 9,0 -0,188
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FIGURA 1 — Sementes de cumaru.
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FIGURA 2 - Inibi¢do da germinacdo de sementes (A) e plantulas anormais (B) submetidas
ao extrato aquoso de sementes de cumaru, e plantulas normais (C) controle.
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FIGURA 3 - Inibicdo da germinacdo de sementes e plantulas normais (A) controle,
plantulas anormais e plantulas normais (B) controle de picdo-preto,
submetidas ao extrato aquoso de sementes de cumaru.
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Cumarina (1): solido incolor, p.f. 67,8-68,7 °C ; IV (KBr) vmax 1638; 1647; 1399; 1258;
1176; 1118; 927 cm™; EM (70 eV), m/z:146, 118, 90, 89, 63, 45, 39; RMN *H (CDCls,
300 MHz) 66,42 (1H, d, J=9,5 Hz); 7,29 (2H, m); 7,51 (2H, m); 7,71 (1H, d, J=9,5 Hz);
RMN **C (CDCls;, 75 MHz) §116,9 (C-8); 117,1 (C-3); 119,0 (C-10); 124,6 (C-6); 128,1
(C-5); 132,0 (C-7); 141,6 (C-4); 154,3 (C-9); 160,9 (C-2).
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FIGURA 4 — Caracteristicas fisico-quimicos da cumarina pura.
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