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RESUMO GERAL

Os estudos sobre alelopatia t€m sido fundamentais para o entendimento dos processos pelos quais
as plantas influenciam a sua vizinhanca pela liberacao de substancias do metabolismo secundério,
bem como na sua aplicacdo na agricultura, sistemas florestais € manejo de ecossistemas. Diante
disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial alelopatico do extrato aquoso de raizes, frutos,
folhas jovens e maduras de Sapindus saponaria L. (sabdo-de-soldado) na germinagao de didsporos e
na morfologia de plantulas de hortalicas (Lactuca sativa L. e Allium cepa L.) e de espécies daninhas
(Echinochloa crus-galli (L.) Link e Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell). Além disso,
avaliou-se por meio do fracionamento biodirigido, a atividade alelopatica de diferentes fragdes dos
extratos de folhas jovens de Sapindus saponaria no crescimento de coledptilos de trigo (Titicum
aestivum L.). O extrato aquoso foi preparado na propor¢cdo de 100 g de material vegetal seco ou
fresco para 1000 mL de dgua destilada, produzindo-se o extrato considerado concentrado (10%). A
partir deste, foram feitas diluicdes em dgua destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%. Os extratos evidenciaram
potencialidades alelopdticas que variaram de acordo com a espécie receptora. O efeito inibitério
sobre o processo de germinagdo dos didsporos e morfologia das plantulas alvo foi concentragio-
dependente. O extrato de folhas jovens foi o que exerceu maior efeito inibitério na germinabilidade,
enquanto os extratos do fruto e das folhas jovens foram os que mais inibiram o desenvolvimento das
plantulas. A andlise quimica das folhas jovens de Sapindus saponaria, permitiu concluir que a
fracdo de acetato de etila apresentou maior atividade alelopética sobre os coledptilos de trigo e que

nela podem ser encontrados os compostos organicos responsdveis por essa inibi¢ao.

Palavras-chave: alelopatia, sabao-de-soldado, germinacao, crescimento.
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ABSTRACT
ALLELOPATHIC POTENTIAL OF SAPINDUS SAPONARIA L. (SAPINDACEAE)

Studies on allelopathy have been important in understanding the processes by which plants
influence their neighborhood by releasing substances of secondary metabolism and its application in
agriculture, forestry systems and ecosystem management. The objective of this study was to
evaluate the allelopathic potential of aqueous extract of root, fruit, young and senesced leaves of
Sapindus saponaria L. (soapberry) on the germination of seeds and morphology of seedlings
vegetables (Lactuca sativa L. and Allium cepa L.) and weed (Echinochloa crus-galli (L.) Link and
Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell). Moreover, was evaluated by fractionation biodirigido,
the allelopathic activity of different fractions of extracts from young leaves of Sapindus saponaria
on the growth of wheat coleoptile (Titicum aestivum L.). The aqueous extract was prepared using
100 g of plant dried or fresh material + 1000 mL of distilled water, resulting in the concentrated
extract (10%). The dilutions were made with distilled water to 7,5; 5,0 and 2,5%. The extracts
showed allelopathic potential changing according to the receiver species. The inhibitory effect on
the process of germination of the seeds and seedling morphology receptor was concentration-
dependent. The leaf extract caused greater inhibitory effect on germination, while the extracts of the
fruit and young leaves were the most inhibited seedling development. Chemical analysis of young
leaves of Sapindus saponaria, showed that the fraction of ethyl acetate showed higher allelopathic
activity on the wheat coleoptile and that it can be found on the compounds responsible for this

inhibition.

Key-words: allelopathy, soapberry, germination, growth.

13



INTRODUCAO GERAL

O termo alelopatia foi cunhado por Molisch (1937) e significa do grego allelon = miituo,
pathos = prejuizo. O conceito descreve a influéncia de um individuo sobre o outro, seja
prejudicando ou favorecendo o segundo, e sugere que o efeito € realizado por biomoléculas
produzidas por uma planta e lancadas no ambiente, seja na fase aquosa do solo ou substrato, seja
por substancias gasosas volatilizadas no ar que cerca as plantas terrestres (Rizvi et al., 1999).

No entanto, € importante que se faca a distincao entre os eventos da alelopatia e competicao,
que sdo considerados processos opostos, uma vez que a competicdo acontece pela retirada ou
reducgdo de fatores (como agua, luz, nutrientes) e a alelopatia ocorre pela introducao ou liberacao de
elementos no ambiente (Ferreira & Aqiiila, 2000). Havendo duividas entre os conceitos, Muller
(1969), sugere o termo interferéncia, que € o efeito de uma planta sobre a outra, incluindo ambos os
eventos.

A liberacdo dessas substancias quimicas para o meio, denominadas aleloquimicos, pode
ocorrer de varias maneiras. Entre as rotas de liberagcao incluem-se a volatiliza¢do pelas partes aéreas
da planta; a lixivia¢do das superficies do vegetal através da chuva, orvalho e neblina; a exsudacao
pelas raizes; a decomposicao de residuos vegetais e a lixivia de serapilheira (Whittaker & Feeny
1971; Chou, 1986; Anaya, 1999).

Os aleloquimicos podem apresentar acao direta ou indireta sobre a planta alvo. Alteracdes
nas propriedades e caracteristicas nutricionais e, também nas populacdes de organismos que
habitam o solo sdo consideradas como efeitos indiretos. Os efeitos diretos, por sua vez, sio mais
estudados e compreendem alteragdes celulares e metabdlicas, incluindo modificacdes no
funcionamento de membranas, na absor¢do de nutrientes e de dgua, na atividade fotossintética e
respiratéria (Rizvi et al., 1992; Reigosa et al., 1999). Entretanto, as funcdes mais prejudicadas sdo
divisdo celular, sintese organica, interacdo com hormonios, efeito sobre enzimas, metabolismo
respiratdrio, abertura estomdtica, fotossintese € mudangas no metabolismo lipidico (Rezende et al.,
2002). As saponinas, os taninos e os flavondides estdo entre os aleloquimicos comumente citados
como responsaveis por causarem efeitos diretos e indiretos, podendo ser liberados em condig¢des
naturais, ja que sdo hidrossoluveis (Ferreira & Aqiiila 2000; Maraschin-Silva & Agqiiila, 2006).

Para provar a existéncia da interagdo alelopatica deve-se considerar trés componentes: (1)
ecoldgico — uma demonstragdo que o composto atua na natureza; (2) quimico — isolar, identificar e
caracterizar os aleloquimicos envolvidos; e (3) fisiolégico — identificacio dos mecanismos de
interferéncia a nivel bioquimico, fisioldgico, celular e molecular (Inderjit & Weston, 2000). Para
esse tipo de estudo, os bioensaios sdo ferramentas muito uteis para que se possa acompanhar a

atividade dos aleloquimicos durante sua extracdo, purificacdo e identificacdo. Além disso, os
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bioensaios realizados em laboratério sdo importantes para demonstrar as possiveis interferéncias de
compostos quimicos em ambientes naturais (Inderjit & Dakshini, 1995).

Para avancos em termos tecnoldgicos e possibilidade de aplicacdo dos resultados, é
necessdrio identificar as fragdes e/ou aleloquimicos responsdveis pela atividade alelopética, bem
como identificar quais destes compostos possuem potencial de uso como reguladores de
crescimento e herbicidas (Romero et al., 2005).

O Brasil apresenta uma enorme biodiversidade e, nesta, hd certamente vias metabdlicas e/ou
substancias desconhecidas. A evolu¢do natural dessas substincias deve ter selecionado rotas ou
substancias do metabolismo secunddrio que ofereceram vantagens evolutivas ou adaptativas de
algumas espécies no convivio com outras plantas (Reigosa et al.,1999).

Embora de escopo amplo, as investigacdes cientificas em alelopatia t€m se concentrado
principalmente nas interagdes entre espécies vegetais cultivadas e na prospeccdo de novas
moléculas com propriedades herbicidas. No ambito das ciéncias florestais e da ecologia, persiste a
escassez de conhecimentos relativos ao comportamento alelopatico de espécies arbdreas nativas,
ameacadas ou ndo de extin¢do e, aquelas com potencial para utilizacdo em reflorestamentos,

plantios mistos, sistemas agroflorestais e agrossilvopastoris (Anaya, 1999; Carmo et al., 2007).

Producao de metabdlitos secundarios em plantas

As plantas desenvolveram ao longo da evolucdo e por meio da selecdo natural, meios de
defesa contra herbivoros, patdgenos e fatores ambientais de estresse e, mecanismos sinalizadores
para atrair polinizadores e dispersores (Wink, 2003). Alguns desses eventos, por muito tempo
desconhecidos por suas fung¢des, resultam da acdo de compostos organicos de baixo peso molecular
originados pelo metabolismo primdrio do carbono nos vegetais (Hadacek, 2002), conhecidos como
metabolitos secundérios (Taiz & Zeiger, 2004). Eles possuem fun¢des importantes como: suporte
estrutural fornecido pela lignina; protecao contra a radiagdo ultravioleta e a atragdo de polinizadores
e dispersores pelos pigmentos flavonodides; protecdo contra herbivoria e agentes patogénicos e
atuacdo na interacdo planta-planta (Wink, 2003; Taiz & Zeiger, 2004).

Nos vegetais, os aleloquimicos podem ser encontrados nas folhas, caules, raizes, frutos,
flores, cascas e sementes (Weir et al., 2004), porém a quantidade e as vias pelas quais s@o
sintetizados diferem de espécie para espécie (Friedman, 1995). No solo, podem combinar-se de
varias maneiras e, embora nao se conheca todas as funcdes e substancias, as que se conhecem
podem interferir fortemente no metabolismo de outros organismos (Pifia-Rodrigues & Lopes,
2001). A producao de metabdlitos secunddrios nos vegetais € influenciada por diversos fatores

como temperatura, umidade, indice de precipitacao, radiacdo, sazonalidade e estdgio de maturacgdo.
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A variagdo sazonal engloba alteracdes bruscas na temperatura e umidade do solo, provocando
desvios de rotas biossintéticas de metabdlitos primdrios e secunddrios (Taiz & Zeiger, 2004).

A interferéncia alelopética dificilmente é provocada por um udnico fator isolado, mas a unido
e acdo sinérgica conjunta de varias destas substiancias somadas as condi¢des ambientais. Torna-se
dificil identificar qual composto quimico especifico produz o efeito alelopatico, visto que um
mesmo organismo produz diversos aleloquimicos e desencadeiam diversas interagdes. Os
metabolitos secundarios podem ser separados em grupos quimicos que variam de acordo com o
pesquisador. Whittaker & Feeny (1971) agrupam em cinco: &cidos fendlicos, flavondides,
terpendides, esterdides e alcaldides. Enquanto, Rice (1974) separa em quinze categorias, agrupadas
conforme as similaridades quimicas. E finalmente para Putnam (1985), os compostos sdo: gases
toxicos, dcidos organicos e aldeidos, dcidos aromaticos, lactonas simples insaturadas, terpendides,
esterdis, quinonas, flavondides, taninos, alcaldides, coumarinas e diversos, sendo que as principais
rotas biossintéticas desses compostos sdo a via do acetato e ou do 4cido chiquimico (Souza Filho et
al., 2002). A via do acetato produz 4cidos organicos, alcodis de cadeia linear, aldeidos e cetonas e, a
via do &cido chiquimico tem como produtos taninos hidrolizdveis, dcido gdlico, aminoacidos

aromaticos, além de outros (Einhellig, 1996).

Alelopatia e ecologia

A distribuicdo espacial das plantas no ambiente pode ser afetada pelo fendmeno alelopético
ou pela competicdo, no entanto € dificil mensurar ambos os efeitos. Portanto, essas interagdes
representam importante papel na dinamica e reprodutividade do ecossistema (Sadnchez-Moreiras et
al., 2003).

Nas ultimas décadas, a funcdo da alelopatia em ecossistemas naturais e manejados tem
despertado o interesse de muitos pesquisadores. A alelopatia é reconhecida como um evento
ecolégico que influencia na sucessdo vegetal primdria e secunddria (Reigosa et al., 1999); na
formacdo de comunidades vegetais, na dindmica entre diferentes formacdes (Rizvi et al., 1992); na
dominancia de certas espécies vegetais (Reigosa et al., 1999) e na agricultura (Chou, 1999).

Espécies vegetais dominantes, isto é, presentes em alta densidade e que formam
comunidades homogéneas, influenciam as condi¢des do solo e da vegetacao sob o dossel através de
meios diretos como sombreamento, umidade e disponibilidade de nutrientes, porém, as
caracteristicas do hdbitat podem ser determinadas, também, pela alelopatia (Melkania, 1992).
Segundo Whittaker & Feeny (1971), espécies dominantes podem, por supressao alelopéatica, invadir
comunidades vegetais pré-existentes e retardar sua substituicdo por outras plantas. Os efeitos
quimicos causados no solo por plantas dominantes limitam o estabelecimento de outras espécies

tanto nas comunidades em processo de sucessdo quanto naquelas em climax. J4 foi relatado que
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algumas espécies pioneiras dificultam o estabelecimento de outros vegetais sob suas copas, sendo
possivel a ocorréncia de alelopatia (Jacobi & Ferreira, 1991; Fontes, 1999; Maraschin-Silva &
Aquila, 2005).

A distribui¢do da vegetacdo num determinado local, ndo € tdo aleatéria com se pensava.
Além de fatores de competi¢do por nutrientes, luz, entre outros, hd uma interferéncia das plantas
vizinhas por substincias quimicas liberadas no meio (Rizvi, 1999). Essa interacdo alelopdtica,
responsavel pelo estabelecimento e sobrevivéncia de certas espécies no ambiente, é feita por um
mecanismo de “defesa e ataque” das plantas, que vem sendo adquirido ao longo de um processo

evolutivo (Nishimura & Mizutani, 1995).

Interacoes alelopaticas em agroecossistemas

Alelopatia desempenha um importante papel no agroecossistema conduzindo a uma vasta
gama de interagOes entre as culturas, plantas daninhas e arvores. Geralmente, essas interacdes sao
deletérias para a planta receptora, mas também podem proporcionar uma vantagem seletiva para o
doador. No agroecossistema, ela provoca problema de doencga no solo ou causa a autotoxidade que
afeta negativamente as culturas e, consequentemente, a sua produtividade (Kohli et al., 2006).

Além das plantas daninhas e das culturas, as arvores sdo também uma parte integrante da
agricultura intensiva e extensiva no ambito de diversos programas agroflorestais. Varios estudos
mostram que esta pritica aumenta a produtividade, melhora a qualidade do solo, o microclima, a
ciclagem de nutrientes, conserva o solo, controla as plantas daninhas e gera uma maior
sustentabilidade global (Young, 1994), embora um ndmero de interagdes negativas (incluindo
alelopdticas) também foi reconhecido (Rao et al., 1997; Kohli et al., 2000). Rizvi et al. (1999)
mostram uma lista de mais de 80 drvores cultivadas sob programa de sistema agroflorestal que
exibem alelopatia. Algumas destas espécies sdo: Acacia spp., Albizzia lebbeck L., Eucalyptus spp.,
Grewia optiva J.R. Drumm. ex Burret, Glircidia sepium (Jacq.) Steud, Leucaena leucocephala
Lam., Moringa oleifera Lam. e Populus Deltoides Marsh (Kohli et al., 1998; Rizvi et al., 1999,
Singh et al., 2001).

Na maior parte dos casos, a serrapilheira interfere no crescimento e estabelecimento das
plantas cultivadas vizinhas. Infelizmente, muito pouco tem sido feito para compreender as
implicagdes alelopdticas em sistemas agroflorestais, embora seja um importante fator na
determinacdo do sucesso das arvores. No entanto, se devidamente entendida a natureza das
substancias quimicas envolvidas, tais mecanismos podem ser eficazmente explorados para aumentar
a produtividade agricola através do manejo das culturas de plantas daninhas, nematéides, patégenos

e insetos (Kohli et al., 1998; Rizvi et al., 1999).
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Na verdade, esta pratica pode ser vista como uma ferramenta importante na sustentabilidade
agricola. Neste sentido, uma série de estratégias como adubacdo verde e utilizacdo direta dos
aleloquimicos como herbicidas e pesticidas naturais visam o manejo de plantas daninhas. A
purificagdo dos aleloquimicos e/ou seus derivados pode ser usados diretamente como novos

produtos agroquimicos para este manejo sustentavel (Kohli et al., 2006).

Alelopatia e controle de plantas daninhas

O controle de plantas daninhas € uma pratica de grande importancia para a obtengdo de altos
rendimentos em qualquer exploragdo agricola e tdo antiga quanto a prépria agricultura. Sao
definidas como espécies que crescem onde nao sdo desejadas, ou seja, grupo de plantas que crescem
espontaneamente em solos agricolas e em outras dreas de interesse do homem (Lorenzi, 2000;
Mauli et al., 2009).

As plantas daninhas sdo componentes ecologicamente importantes dos agroecossistemas e
apesar da sua remog¢do em grande escala, elas continuam a evoluir, 0 que representa ameaca as
culturas (Kohli et al., 2006). Essas pragas co-evoluiram de plantas cultivadas, no entanto elas t€ém
um nuimero de caracteristicas fisiol6gicas, agrondmicas e reprodutivas, que as tornam dominantes
em comparacao as outras plantas (Kohli et al., 2004). No agroecossistemas, elas competem com os
recursos das espécies vegetais, reduzem os rendimentos e, deterioram a qualidade da cultura, o que
resulta em enormes perdas financeiras. Cerca de 12% do total da perda de colheitas tem sido
atribuida as plantas daninhas (Anaya, 1999) que também sdo conhecidas por possuir propriedades
alelopdticas e, portanto, afetam negativamente as culturas (Kohli et al. 1998; Weston & Duke,
2003). Qasem & Foy (2001) relataram que aproximadamente 240 plantas daninhas tém efeito
alelopético.

A incidéncia de plantas daninhas em culturas agronomicas de interesse econdmico
representa sério problema devido a competi¢do por nutrientes e luz, o que exige a adogdo de
medidas de controle que, por sua vez, podem representar 20 a 25% do custo total de producao
(Anaya, 1999). Essas medidas de controle passam, muitas vezes, pelo uso de defensivos agricolas
que t€m sido condenados pelo impacto ambiental que produzem. Uma alternativa a esses produtos
sd0 0s compostos naturais, substancias do metabolismo secundério das plantas.

A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao uso de herbicidas,
inseticidas e nematicidas (defensivos agricolas). A maioria dessas substiancias provém do
metabolismo secundério, porque na evolu¢do das plantas, elas representaram alguma vantagem
contra a acdo de microrganismos, virus, insetos, predadores e outros patdgenos, sejam inibindo a
acdo destes ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das plantas (Waller, 1999). Assim, a

vegetacdo de uma determinada drea pode ter um modelo de sucessdo condicionado as plantas pré-
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existentes e as substancias quimicas que elas liberaram no meio. Da mesma forma, no manejo
agricola, florestal e na horticultura, a ocupagdo prévia da drea pode ter significativa influéncia sobre
os cultivos que estdo sendo instalados (Ferreira & Agiiila, 2000).

A busca por principios ativos para a formulacdo de herbicidas e pesticidas baseados em
produtos naturais estd aumentando gradativamente. A vantagem é que produtos dessa natureza sao
parcialmente soliveis em dgua, exibem bioatividade em baixas concentracdes (Vyvyan, 2002;
Maraschin-Silva & Agqiiila, 2006) e ndo afetam a saide humana. Das centenas de aleloquimicos
identificados, o modo de acdo € conhecido para poucos, mas muitos deles agem de forma diferente
em relacdo aos herbicidas sintéticos, abrindo novas possibilidades, principalmente no controle

bioldgico de plantas daninhas resistentes a esses produtos (Vyvyan, 2002).

Sapindus saponaria L.

Sapindus saponaria L. (Figura 1), pertencente a familia Sapindaceae, conhecida
popularmente por saboneteiro, sabdo-de-macaco, jequitinhacu, fruta-de-sabdo e sabao-de-soldado, é
uma 4rvore nativa, pioneira, perenifélia ou semidecidua, helidfita, de pequeno porte (até 8m),
utilizada em paisagismo e em modelos de recuperacdo de areas degradadas, em margens de rios
(Albiero, 2001). No Brasil, ocorre desde o Para até o Rio Grande do Sul, com distribui¢ao regular
nos estados das regides Norte, Nordeste e Centro Oeste. Encontra-se habitualmente em locais
umidos, nas florestas pluvial e semidecidua. Apresenta copa densa e perfeitamente globosa. As
folhas s@o compostas imparipenadas com sete foliolos glabros de 10- 16cm de comprimento por 3-4
cm de largura. Suas flores sdo brancas, dispostas em paniculas. Os frutos sdo multiglobosos,
amarelados quando maduros e com sementes globulosas ndo ariladas, pretas e duras (Figura 1). A
dispersdo € barocdrica e zoocorica por morcegos frugivoros (Lorenzi, 1992).

A espécie € conhecida ndo apenas pela utilizacdo da madeira, mas também pela presenca de
saponinas, um surfactante natural encontrado nas sementes e nos frutos. A madeira §é
moderadamente pesada, dura, compacta, de baixa durabilidade natural, sendo empregada na
construgdo civil. Os seus frutos sdo utilizados pela populacdo como sabao, no banho e no combate a
ulceras, feridas na pele e inflamacdes (Albiero et al., 2001; Pelegrini, et al., 2008).

Sapindus saponaria tem sido muito pesquisada pela presenca de saponinas, por possuirem
propriedades tensoativas como também para uso farmacolégico, pois estes compostos, classificados
como triterpendides, apresentam atividade antiulcerativa e antineopldsica. As sementes, por
conterem Oleo, sdo utilizadas como inseticidas (Guarim Neto et al., 2000; Porras & Lopez-Avila,
2009). Uma das teorias mais aceita para explicar a alta concentragdo de saponinas em muitas
espécies de plantas € que estas funcionariam como protecdo ao ataque de patdgenos, sejam estes

fungos, bactérias ou virus (Murgu, 2002; Sparg et al., 2004).
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Em func¢do disso, levantou-se as seguintes hipoteses: (1) extratos aquosos de diferentes
orgdos de Sapindus saponaria poderiam interferir no processo de germina¢do e na morfologia das
plantulas Echinochloa crus-galli e Ipomoea grandifolia, possibilitando, assim, o controle destas
espécies daninhas; (2) além disso, essa interferéncia poderia ter cardter ecoldgico, considerando o
efeito desses extratos sobre o desenvolvimento das hortalicas, espécies bioindicadoras e, (3) os
extratos oriundos de 6rgdos mais jovens, como as folhas jovens, poderiam exercer maior efeito
alelopdtico sobre as plantas vizinhas, uma vez que tecidos jovens, geralmente, possuem elevada

taxa biossintética de metabdlitos secundarios.

Figura 1. Sapindus saponaria L. e seus respectivos frutos e raizes (Fonte: Grisi, 2008).
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CAPITULO1

POTENCIAL ALELOPATICO DO EXTRATO AQUOSO DE SAPINDUS SAPONARIA L.
NA GERMINACAO DE DIASPOROS E NA MORFOLOGIA DE PLANTULAS DE
LACTUCA SATIVA L.E ALLIUM CEPA L.
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RESUMO - A alelopatia tem sido reconhecida como um importante processo ecoldgico que
influencia a dominancia e a sucessdo das plantas, afetando desta forma a formagao das comunidades
e a produtividade de culturas. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial alelopético do extrato
aquoso de frutos, raizes, folhas jovens e maduras de Sapindus saponaria L. (sabao-de-soldado) na
germinacdo de didsporos e na morfologia de plantulas de Lactuca sativa L. (alface) e Allium cepa L.
(cebola). O extrato aquoso foi preparado na propor¢do de 100 g de material vegetal para 1000 mL
de dgua destilada, produzindo-se o extrato considerado concentrado (10%). A partir deste, foram
feitas diluicoes em dgua destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%. Os extratos aquosos de folhas jovens e
raizes foram os que provocaram maior € menor inibicdo na germinacdo dos didsporos de alface e
cebola, respectivamente. No entanto, os extratos de folhas jovens e do fruto causaram elevado
indice de anormalidade e maior inibicdo no crescimento da parte aérea e da raiz das plantulas

receptoras. A plantula de alface se mostrou mais sensivel ao efeito dos extratos do que a de cebola.

Palavras-chave: alelopatia, sabdo-de-soldado, alface, cebola.

ABSTRACT - (Allelopathic potential of Sapindus saponaria L. aqueous extracts on the seed
germination and morphology of seedlings of Lactuca sativa L. and Allium cepa L.). Allelopathy has
been recognized as an important ecological process that affects the abundance and succession of
plants, thus affecting the formation of communities and productivity of crops. The aim of this study
was to evaluate the allelopathic potential of aqueous extract of fruits, roots, young and senesced
leaves of Sapindus saponaria L. on the germination of seeds and morphology of seedlings of
Lactuca sativa L. (lettuce) and Allium cepa L. (onion). The aqueous extract was prepared in the
proportion of 100 g of plant material + 1000 mL of distilled water, resulting in the concentrated
extract (10%). The dilutions were made with distilled water to 7,5; 5,0 and 2,5%. The aqueous
extracts of young leaves and roots were the ones that caused major and minor inhibition on the
germination of the seeds of lettuce and onion, respectively. However, extracts of young leaves and
fruit have caused a high rate of abnormalities and inhibited the growth of shoot and root of

seedlings receiving. The seedling of lettuce was more sensitive to the effect of extracts of the onion.

Key words: allelopathy, soapberry, lettuce, onion.
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1. Introducao

Os vegetais liberam no ambiente diversos metabdlitos secundarios que podem influenciar no
desenvolvimento da vegetacdo adjacente e este fendmeno de interferéncia € denominado alelopatia,
conforme discutido por Rice (1984). A liberagdo dessas substancias quimicas para o meio ambiente,
denominadas aleloquimicos, pode ocorrer de vdrias maneiras. Entre as rotas de liberacdo estdo
incluidas a volatilizacdo de substincias pela parte aérea das plantas; a lixiviagdo das superficies do
vegetal pela chuva, orvalho e neblina; a exsudacdo pelas raizes; a decomposi¢ao de residuos
vegetais e a lixivia da serrapilheira (Whittaker & Feeny, 1971; Chou, 1986; Anaya, 1999). A
decomposi¢cdo de residuos vegetais destaca-se como a fonte de aleloquimicos mais importante;
entretanto, esse processo de liberacdo ndo € uniforme, variando conforme o ecossistema (Reigosa et
al., 1999).

Os aleloquimicos podem ser liberados no ambiente por uma variedade de processos
(Bonanomi et al., 2006), estando presentes em todos os O6rgdos da planta, incluindo folhas, flores,
frutos, raizes, caules e sementes (Putnam & Tang, 1986; Gatti et al., 2004), e diferindo quanto a
quantidade e as vias pelas quais sdo sintetizados, de espécie para espécie (Friedman, 1995). A
alelopatia € reconhecida como um processo ecoldgico importante em ecossistemas naturais e
manejados, influenciando na sucessdo vegetal primdria e secunddria, na estrutura, composi¢do e
dinamica de comunidades vegetais nativas ou cultivadas (Chou, 1986; Rizvi et al., 1992; Reigosa et
al., 1999; Scrivanti et al., 2003).

Sapindus saponaria L. (sabdo-de-soldado) é um representante arbéreo de Sapindaceae,
nativa, de distribui¢do regular nos estados das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Encontra-se
habitualmente em locais imidos, sendo espécie pioneira utilizada em paisagismo e em modelos de
recuperagao de areas degradadas (Albiero et al., 2001). A composi¢ao fitoquimica da espécie é bem
conhecida, por apresentar propriedades farmacéuticas e cosméticas importantes (Albiero et al.,
2001); porém, poucos trabalhos referem-se ao seu potencial alelopatico. O conhecimento das
potencialidades aleloquimicas de uma espécie pode contribuir para questdes relacionadas ao manejo
em reflorestamentos mistos e na recomposicao de matas, onde se procura a diversidade de espécies
e rapida cobertura do solo (Roger et al., 2007).

Para a constatacdo do efeito alelopatico das espécies, o procedimento inicial consiste na
técnica do bioensaio, que emprega material bioldgico como indicador da acdo da substancia em
estudo (Inderjit & Dakshini, 1995; Pires et al., 2001). Nessa técnica os fatores competitivos podem
ser limitados e as condicdes experimentais controladas (Khanh, et al., 2006), como temperatura, luz

e disponibilidade hidrica.
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Esse tipo de bioensaio tem sido muito criticado na literatura (Weidenhamer, 1996); porém, é
por meio dele que se torna possivel responder perguntas especificas sobre o potencial alelopético
das espécies. Por exemplo, essa técnica permite identificar a presenga de fitotoxinas em diferentes
partes da planta (localizagdo), as concentracdes dos compostos toxicos, as espécies vulneraveis, os
efeitos morfoldgicos sobre as plantulas e os processos fisiolégicos que inibem o crescimento
(Einhellig, 2002; Inderjit & Nilsen, 2003).

A resisténcia ou tolerancia aos metabdlitos secunddrios € uma caracteristica espécie-
especifica, existindo aquelas mais sensiveis como Lactuca sativa L. (alface) e Lycopersicon
esculentum Miller (tomate), consideradas plantas indicadoras de atividade alelopética. Para que seja
indicada como planta teste, a espécie deve apresentar germinacdo rapida e uniforme e um grau de
sensibilidade que permita expressar os resultados sob baixas concentracdes das substancias
alelopaticas (Gabor & Veatch, 1981; Ferreira & Aquila, 2000).

Apesar das cipselas (sensu Marzinek et al., 2008) de alface serem amplamente utilizadas em
testes de alelopatia (Gatti et al., 2004; Maraschin-Silva & Aquila, 2006; Franca et al., 2008), as
sementes de cebola (Allium cepa L.) também tém sido usadas em bioensaios para testar o efeito de
aleloquimicos, por serem geneticamente mais homogéneas, germinarem uniformemente e por serem
facilmente adquiridas no comércio. Além disso, essas sementes ja foram testadas em bioensaios de
germinagdo e crescimento sob efeito de extrato aquoso de folha de espinheira-santa (Maytenus
ilicifolia MART. EX REISS.), com resultados bastante satisfatérios (Souza et al., 2005).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico do extrato
aquoso das raizes, frutos, folhas jovens e maduras de Sapindus saponaria (sabao-de-soldado) na
germinacdo de didsporos € na morfologia de plantulas de alface (Lactuca sativa) e de cebola

(Allium cepa).

2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Ecofisiologia Vegetal, da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia (MG) e de Ecofisiologia de Sementes, da
Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos (SP).

2.1. Preparacao dos extratos
Para avaliar o potencial alelopatico de Sapindus saponaria, o material vegetal (raiz, fruto,
folha jovem e madura) foi coletado no municipio de Sao Carlos, SP (22° 02° S e 47° 52° W). A

7z

regido € caracterizada pelo tipo climitico Aw, segundo o sistema de classificacio de Koppen
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(1948), considerado tropical de altitude com inverno seco (abril a setembro) e verdo chuvoso
(outubro a margo).

Os frutos (coloragdo amarelo translicido), as folhas jovens (coloracdo verde-clara e textura
membrandcea) e as folhas maduras (coloragdo verde-escura e textura coridcea) foram coletadas
diretamente de 10 arvores, enquanto as raizes foram coletadas de apenas duas. A coleta das folhas
jovens ocorreu em maio, as raizes e os frutos em julho e as folhas maduras em novembro de 2008.
A retirada das partes subterranea (raiz) e aérea (folhas e frutos) ocorreu com o auxilio do enxadao e
da tesoura de poda, respectivamente.

As folhas e raizes foram secas a 40 °C durante 72 horas (Ferreira et al., 2007) e trituradas em
moinho industrial, para a obtencdo do material vegetal seco (pd). Os frutos foram pesados e
triturados em um liquidificador industrial durante cinco minutos, resultando no material vegetal
fresco.

O extrato aquoso foi preparado na propor¢ao de 100 g de material vegetal seco ou fresco
para 1000 mL de 4gua destilada, produzindo-se o extrato 10%, considerado concentrado. O extrato
permaneceu por 30 minutos em repouso a 4 °C e em seguida foi filtrado a vécuo, utilizando-se uma
bomba elétrica acoplada a um funil de Buchner forrado internamente com papel de filtro (Gatti et
al., 2004). O extrato resultante foi recolhido em um béquer e, a partir desse extrato concentrado,

foram feitas diluicdes em dgua destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%.

2.2. Potencial osmético e pH dos extratos
2.2.1.pH
O pH foi medido com o auxilio do pHmetro Analion, modelo PM608. Essa medi¢do foi
realizada com os extratos dos diferentes 6rgios de Sapindus saponaria em sua maior concentragao

(10%), sendo mantidos a 25°C.

2.2.2. Potencial osmoético

A medicao da concentracdo molar, expressa em mOsm/Kg, foi realizada com um osmdmetro
automatico (uOsmotte, modelo 5004), utilizando-se 50uL. de cada extrato concentrado mantidos a
temperatura de 25°C.

Os valores da concentracdo molar foram convertidos para pressao osmotica (25 °C) pela
conversdao de mOsm/Kg para MPa, segundo a equagdo 1.1 citada por Larcher (2000):

10sm/Kg = 0,00832 X Tps . (eq. 1.1)

onde:

Tabs: temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.
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2.3. Teste de germinacao de diasporos

As quatro concentragdes obtidas a partir dos extratos de raizes, frutos, folhas jovens e
maduras foram aplicadas nas cipselas de Lactuca sativa (Asteraceae, alface), cultivar Grand rapids
e nas sementes de Allium cepa (Alliaceae, cebola), cultivar Baia periforme, para avaliagdao do
processo de germinagdo, em comparagao com a aplicacao de dgua destilada (tratamento controle).

Foram utilizadas quatro repeticdes de 30 didsporos, distribuidos em placas de Petri forradas
com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL do extrato ou dgua, sendo cobertas por
uma pelicula plastica e posteriormente tampadas. O experimento foi instalado em camara de
germinacdo a 25 °C, sob luz fluorescente branca constante e irradiancia média de 12,26 + 6,49 umol
m? s, conforme recomendacdes de Povh et al. (2007) e Iganci et al. (2006). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. As leituras foram realizadas a cada 12 horas durante os

sete primeiros dias e em intervalos de 24 horas, até a estabilizacdo da germinacdo, adotando-se a

protrusdo de qualquer parte do embrido como critério de germinagdo (Labouriau, 1983).

2.3.1. Caracteristicas avaliadas

Foi avaliado o tempo inicial () e final (#) de germinacdo dos didsporos, expressos em
horas. O tempo final foi determinado apds a estabilizagdo dos eventos; por seguranca, apds a ultima
germinagdo, o experimento continuou sendo avaliado por tempo igual ao maior intervalo entre dois
registros (Ferreira, 2007).

Foram ainda calculadas as medidas de germinabilidade, freqiiéncia relativa de germinacao,
tempo e velocidade média de germinacgdo, velocidade de germinacdo de Maguire, coeficiente de
variacdo do tempo, incerteza e sincronia (Ranal & Santana, 2006), cujas expressdes matematicas
seguem abaixo:

a) germinabilidade ou porcentagem de germinacao (G), expressa pela equacao 1.2:

2.
G ==— 100, (eq. 1.2)
n

onde:
n;. ndmero de didsporos que germinam no tempo #;;
n: ndimero total de didsporos.
b) freqiiéncia relativa de germinacao (f;), expressa por:

ni

fi= (eq. 1.3)

em que:

n;: numero de didsporos germinados no dia i;
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k : altimo dia de observacao.

¢) tempo médio de germinacao (; ), calculado pela expressao proposta por Labouriau (1983):

= S (eq. 1.4)

em que:
t;: tempo entre o inicio do experimento e a iésima observagao (horas);

n;. nimero de didsporos que germinam no tempo ¢;;

k : Gltimo tempo de germinac¢do dos didsporos.

d) coeficiente de variacao do tempo (CV,), proposto por Ranal & Santana (2006), que mede o grau
de dispersdo da germinacao ao redor do tempo médio, sendo calculado a partir do tempo médio e do

desvio padrao do tempo, usando a expressao:
CV,= (s,/)100, (eq. 1.5)
onde:
s; . desvio padrdo do tempo;
¢ tempo médio de germinacao.

O desvio padrio do tempo foi calculado pela expressdo: s, = 4/s; , onde: s’ : variancia do

tempo de germinacao, calculada pela expressao:

k B}
D on -1’
5=t (eq. 1.6)

Zn[—l

i=1
onde:
t tempo médio de germinacao;
t; tempo entre o inicio do experimento e a i-ésima (dia) observacgao;
n;: nimero de didsporos que germinam no tempo #;;
k : dltimo tempo de germinacdo dos didsporos.

e) velocidade média de germinacao (1_/ ) (Labouriau, 1983), calculada como:

VvV =

, (eq. 1.7)

~ | —

onde:

¢t : tempo médio de germinacao.
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f) velocidade de germinaciao (VG), proposta por Maguire (1962), é uma ferramenta para avaliar o
vigor das sementes, cuja expressdo matemadtica que associa nimero de didsporos germinados e
tempo ¢é dada por:

VG numero de didsporos germinados .4 nimero de didsporos germinados

dias até a primeira contagem dias até a dltima contagem
(eq. 1.8)
g) incerteza (), proposta por Labouriau & Valadares (1976) para analisar a incerteza associada a

distribuicdo da freqii€ncia relativa de germinacdo como,

K

==Y flog, f, (eq. 1.9)

i=1
k
Sendo f, = n, Zni, onde:
i=1
[ freqiiéncia relativa de germinagao;
n;: nimero de didsporos germinados no dia i;
k: ultimo dia de observagao.

h) sincronia (Z) do processo de germinacdo (Ranal & Santana, 2006), calculada pela expressao:

Z=>C,,/N, (eq. 1.10)

Sendo, C, , = n,(n, =1)/2 e N=) n,(> n,—1)/2, onde:
C, ,: combinagdo de didsporos germinados no tempo i, dois a dois;

n;- numero de didsporos germinados no tempo i.

2.3.2. Experimento com PEG
Para avaliar o efeito osmotico dos extratos obtidos, foi realizado um bioensaio de
germinacdo com didsporos de Lactuca sativa e Allium cepa, em solucdes de polietilenoglicol 6000
(PEG 6000) a -0,2 e -0,3 MPa, além do controle (0 MPa), segundo recomendagdes de Villela et al..
(1991). O experimento foi realizado utilizando-se a mesma metodologia descrita para o bioensaio

de germinagao.

2.4. Morfologia de plantulas
Na andlise da morfologia de plantulas de alface e cebola foram utilizados didsporos pré-
geminados, com 3 mm de raiz, transferidos para caixas de pléstico transparente (21,0 x 14,3 x 6,0
cm) contendo como substrato papel de filtro umedecido com 15 mL de dgua, extratos de raizes,

frutos, folhas jovens e maduras nas concentracdes utilizadas no teste de germinagdo. As caixas
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foram mantidas em camara de germinacao a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas e irradiancia média
de 13,38 + 7,96 umol m? s, sendo utilizadas quatro repeti¢cdes de 20 plantulas. O delineamento
adotado foi inteiramente casualizado. Sete dias apds o transplantio foram avaliados o comprimento
da parte aérea, da raiz primdria, a massa da matéria seca e a presenca de anomalias. O comprimento
da parte aérea (do colo até o meristema caulinar) e da raiz priméria (do colo até o meristema
radicular) foi medido a partir de uma amostra aleatéria de 10 plantulas por repeti¢do, utilizando-se
paquimetro.

As plantulas foram classificadas em normais e anormais, de acordo com as especificagdes de
Brasil (1992), onde foram consideradas anormais aquelas que ndo mostraram potencial para
continuar o seu desenvolvimento, com o sistema radicular ou a parte aérea apodrecidos, necrosados,
ausentes ou totalmente atrofiados; também foram incluidas na classificacdo as plantulas mortas.

Depois de realizadas as classificagdes e as medidas biométricas, as 20 plantulas foram
colocadas em sacos de papel e inseridas em estufa a 70 °C, durante 48 horas. A cada 24 horas o
material vegetal foi retirado e mantido em um dessecador para ser avaliado em balanga analitica de

precisdo, até massa constante.

2.5. Anadlise estatistica

Os dados obtidos para cada uma das caracteristicas avaliadas foram submetidos aos testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene). Quando essas duas pressuposicdes foram
atendidas, foi aplicada a andlise de varidancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia. A falta de normalidade ou homogeneidade (ou ambas) levou a realizacdo de testes
nao-paramétricos, Kruskal-Wallis, seguido de Dunn para comparagdes bindrias, a 0,01 de
significancia.

Procedeu-se a regressao linear, quadratica ou exponencial quando o resultado da ANOVA
foi significativo. O ajuste do modelo foi testado a 0,05 de significancia e avaliado pelo seu
coeficiente de determinacdo (R); porém, em situagdes onde ndo foi possivel o ajuste dos modelos
(R? inferior a 70%), os valores foram inseridos em uma tabela, sem representacao grifica. Para as
varidveis que nao apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos os resultados foram
representados em figuras, com seus respectivos desvios padrao.

As equagdes das regressoes lineares foram submetidas ao teste do paralelismo (teste F) para
verificar a hipdtese de nulidade, testando-se se as inclinacdes das equacdes sdo estatisticamente
iguais, conforme descrito por Rohlf & Sokal (1969).

Foi realizada a andlise conjunta dos dados de germinabilidade e velocidade média de
germinacdo referentes aos quatro 6rgaos da espécie Sapindus saponaria, uma vez que a razao entre

0 maior e o menor quadrado médio residual ndo foi superior a sete (Pimentel-Gomes, 1990).
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3. Resultados e Discussao
3.1. Teste de germinacao e analise morfolégica das plantulas

3.1.1. Folhas maduras

O extrato de folhas maduras de Sapindus saponaria inibiu significativamente a germinacao
dos didsporos de alface e cebola, para a maioria das medidas avaliadas. Observou-se decréscimo
linear na germinabilidade (2,23 e 4,23% para cada adicdo de 0,01 mg mL" de extrato, para os
didsporos de alface e cebola, respectivamente), na velocidade média de germinacdo (0,00079 horas’
! para alface e 0,00049 horas™' para cebola para cada 0,01 mg mL" de extrato) e na velocidade de
germinagdo de Maguire (0,04738 sementes horas™ para alface e 0,02784 sementes horas” para
cebola, para cada 0,01 mg mL™" de extrato) (Figura 1). Como conseqiiéncia disto, houve aumento
linear no tempo médio de germinacdo (2,79 e 3,51 horas para cada 0,01 mg mL™ de extrato, para os
didsporos de alface e cebola, respectivamente) e redugdo linear no coeficiente de variagao do tempo
para as cipselas de alface (3,75% para cada 0,01 mg mL"' de extrato), indicando na concentracio de
10%, para essa espécie, pequena dispersdo ao redor do tempo médio de germinacdo (Figura 1). O
tempo final de germinagdo das sementes de cebola foi maior na concentracdo 5% (186 horas); no
entanto, seus valores ndo se ajustaram aos modelos de regressdao (Tabela 3). Para as sementes de
cebola, a incerteza sofreu aumento linear de 0,066 bits, para cada 0,01 mg mL ! de extrato, enquanto
a sincronia foi reduzida linearmente em 0,0135 para alface e 0,017 para cebola, para cada 0,01 mg
mL" de extrato, mostrando, assim, na concentracio 10%, falta de sobreposi¢do da germinacdo dos
didsporos no tempo (Figura 1). Essa assincronia pode ser confirmada pelo grafico de freqiiéncia
relativa de germinagdo, pois enquanto no tratamento controle cerca de 45% (alface) e 50% (cebola)
dos didsporos germinaram em um tunico intervalo (24 e 48 horas, respectivamente), na concentracao
de 10% apenas 23% (alface) e 18% (cebola) dos didsporos germinaram (72 e 96 horas,

respectivamente) (Figura 2).
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Figura 1. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinacdo, coeficiente de
varia¢ao do tempo, velocidade média de germinacdo, velocidade de germinacdo, incerteza
e sincronia do processo de germinacdo de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Allium
cepa (cebola) submetidos a acdo do extrato de folhas maduras de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.
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Figura 2. Freqiiéncia relativa de germinacao de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa

(cebola) submetidos a acdo do extrato de folhas maduras de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.

Comparando as linhas de tendéncias das regressdes lineares, notou-se que para a
porcentagem de germinagdo, velocidade média e velocidade de germinacdo de Maguire dos
didsporos submetidos ao efeito do extrato de folhas maduras, os maiores decrementos ocorreram
para as sementes de cebola. Porém, para o tempo médio de germinagdo e sincronia, as duas espécies
apresentaram comportamentos similares (Figura 1, Tabela 1).

Para as varidveis analisadas no processo de germinacdo que nao apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos, sob acdo dos extratos de folhas maduras, as regressdes nao
puderam ser aplicadas e os valores encontram-se na figura 1 e tabelas 2 e 3. Dentre estes valores, a
andlise estatistica ndo detectou diferencas significativas para o tempo inicial e final de germinacao
dos didsporos de cebola e alface, respectivamente, uma vez que estes apresentaram desvio padrao
muito alto (Figuras 1 e Tabelas 2 e 3). Esta informagao indica a alta variabilidade presente nesses
didsporos e a importancia de se realizar outros testes como a andlise morfoldgica das plantulas para

detectar o efeito aleloquimico de extratos testados.
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Pode-se observar que vdrias varidveis do processo de germinagdo foram afetadas pelos
compostos do extrato de folhas maduras de Sapindus saponaria. Como citado por Ferreira &
Borghetti (2004), muitas vezes o efeito alelopatico ndo é apenas sobre a germinabilidade, mas
também, sobre a velocidade de germinacdo ou outras caracteristicas do processo.

Os extratos aquosos oriundos de folhas de varias espécies arbdéreas como Aristolochia
esperanzae O. Kuntze (papo-de-peru) (Gatti et al., 2004), Parthenium hysterophorus L. (losna-
branca) (Wakjira, et al., 2006), Bauhinia candicans Benth. (pata-de-vaca) e Luehea divaricata Mart.
et. Zucc. (acoita-cavalo) (Souza et al., 2005), também exerceram efeito inibitério sobre a
germinacdo das cipselas de alface, confirmando o motivo desta espécie ser considerada
bioindicadora de atividade alelopatica.

As cipselas de alface sdao amplamente utilizadas em testes de alelopatia e s@o conhecidas
pela sua sensibilidade aos extratos vegetais que, por sua vez, ttm o potencial de inibir ndo s6 a
germinabilidade, mas também de diminuir o tempo médio e o indice de velocidade de germinacao
(IVG), apresentando inibi¢do dose-dependente (Souza et al., 2005; Povh et al., 2007; Wandscheer &
Pastorini, 2008).

Na andlise morfolégica das plantulas submetidas a acdo do extrato de folhas maduras de
Sapindus saponaria em diferentes concentracdes, a porcentagem de plantulas normais de alface e
cebola variou de 96,25% (controle) para 0% (concentracdo 10%) e de 95% (controle) para 1,25%
(concentragdo 10%), respectivamente (Figuras 3 e 4). Para ambas as espécies, a maior quantidade
de plantulas mortas foi registrada na concentracao 10% (13,75% para alface e 21,25% para cebola).
As plantulas de alface e cebola apresentaram menores comprimentos da parte aérea (9,13 mm para
alface e 12,11 mm para cebola) nas concentracoes 7,66 e 10%, respectivamente. O menor
comprimento da raiz (3,57 mm para alface e 2,39 mm para cebola) foi registrado nas concentra¢des
7,59 e 10% para as plantulas de alface e cebola, respectivamente (Figuras 3 e 4). A massa da
matéria seca das plantulas das duas espécies ndao apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos (Figura 5).

Os extratos de folhas provenientes de outras plantas doadoras, como a magnoélia (Magnolia
grandiflora L.) e o eucalipto-vermelho (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.), também influenciaram
o crescimento das plantulas de alface e cebola, reduzindo principalmente o comprimento radicular,
com efeitos inibitérios concentracdo-dependente (Moradshahi et al., 2003; Abdelgaleil &

Hashinaga, 2007).
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de Allium cepa (cebola) submetidas a acdo do extrato de folhas maduras de Sapindus
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Figura 5. Massa da matéria seca das plantulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola)

submetidas a acdo do extrato de folhas maduras de Sapindus saponaria em diferentes
concentracoes.

3.1.2. Folhas jovens
O extrato aquoso das folhas jovens de Sapindus saponaria exerceu intenso efeito alelopatico
sobre o processo de germinacdo dos didsporos de alface e cebola. A inibi¢do desse extrato foi
acentuada sobre a alface, sendo que a partir da concentracdo 7,5% nenhuma cipsela germinou

(Figura 6). Essa baixa freqiiéncia relativa de germinagdo das cipselas de alface também pode ser
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observada na figura 7. O tempo final de germinacdo das sementes de cebola apresentou valor
maximo estimado de 169 horas na concentracdo 4,11% e uma redugdo linear na germinabilidade
(8% para cada adi¢do de 0,01 mg mL™" de extrato). Além disso, o coeficiente de varia¢do do tempo
(12,13%), a incerteza (0,73 bits) e a velocidade de germinacdo das sementes de cebola (0,02666
sementes horas’l) foram menores na concentragdo 10%, indicando, assim, germinagdo tardia e
maior homogeneidade das sementes germinadas nesta concentracdo (Figura 6). Para as varidveis
que ndo foram citadas, ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes (Figura 6 e Tabelas
2e3).

Com relacdo a freqiiéncia relativa de germinagao, observou-se em relagdo ao controle, que o
processo de germinagdo das sementes de cebola submetidas ao efeito do extrato aquoso de folhas
jovens foi mais espalhado no tempo, apresentando maior quantidade de picos (Figura 7).

Os extratos de folhas de Machaerium acutifolium, na concentragao 10%, também inibiram
100% a porcentagem de germinacdo das sementes de alface em relacdo ao controle, enquanto nas
concentracoes 2 e 4%, nao houve diferencas significativas entre suas médias (Povh et al., 2007).

A idade e o desenvolvimento da planta, bem como os diferentes 6rgios vegetais, sdo de
considerdvel importancia e podem influenciar a quantidade total de metabdlitos produzidos (Jenks
et al., 1996; Gobbo-Neto & Lopes, 2007). A maior quantidade de antraquinonas nas folhas de
Rheum undulatum L. foi observada na primavera (abril), seguida por queda continua durante o
verdo, com as menores quantidades registradas em setembro (Paneitz & Westendorf, 1999). Tal
padrao sazonal pode refletir o trade-off entre o desenvolvimento da planta e sua defesa (Waterman

& Mole, 1989; Izhaki, 2002).
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Figura 6. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinacdo, coeficiente de
variac¢ao do tempo, velocidade média de germinacdo, velocidade de germinacdo, incerteza
e sincronia do processo de germinacdo de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Allium
cepa (cebola) submetidos a acdo do extrato de folhas jovens de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.

39



0,5 0,5

- °
-1 s, ~
.“g!” 04 | Controle .g 04 - Concentracao 2,5 %
£
3 <
8 ,g
=
E £
12 36 60 84 108 132 156 192 240 12 36 60 84 108 132 156 192 240
Horas Horas
o 051 e 05+
’% Concentracéo 5% ’% Concentracio 7,5 %
£ 044 £ 04
& & 03
D D
= = <
8 s 02~ &
<9 <9 N ’0’ .
] £ K .
3 S 01 - AN >
g g Do .
E N oL L 000,
4 OO -0 8- U888 8- 8- 0 8- 80000
12 36 60 84 108 132 156 192 240 12 36 60 84 108 132 156 192 240
Horas Horas
o 0,5 4
s, Concentracio 10 %
g 04 -
gﬂ 03 | —=a— Alface
Q
= ---¢--- Cebola
& 02 @ %
=
(5 ‘, NS ~
= 0,1 - O 000
g 0 fﬂmmm

12 36 60 84 108 132 156 192 240
Horas

Figura 7. Freqiiéncia relativa de germinacao de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa

(cebola) submetidos a agdo do extrato de folhas jovens de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.

A auséncia de plantulas normais de alface, submetidas a acao do extrato aquoso de folhas
jovens de Sapindus saponaria, pode ser notada a partir da concentragdao 2,5%; enquanto para a
cebola, a partir da concentracdo 5% (Figuras 8 € 9). Além disso, notou-se aumento linear de 6,05%
para cada adi¢dao de 0,01 mg mL" de extrato na porcentagem de plantulas mortas de alface e, na
concentracdo 12,55%, o maximo estimado de plantulas mortas de cebola foi de 91,32% (Figuras 8 e
9). O menor comprimento da parte aérea foi observado para as plantulas de alface (0 mm) e cebola
(5,67 mm) nas concentragdes 7,30 e 7,59%, respectivamente. O comprimento radicular estimado foi
nulo (0 mm) nas concentragdes 6,95% (alface) e 7,09% (cebola) (Figuras 8 € 9). A massa da matéria
seca das plantulas de alface apresentou média minima na concentra¢do estimada de 7,06% (28,67

mg), enquanto para a cebola ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes (Figura 10).
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Figura 10. Massa da matéria seca das plantulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola)

N ~

submetidas a acdo do extrato de folhas jovens de Sapindus saponaria em diferentes
concentracoes.

Resultados semelhantes foram observados por Medeiros & Luchesi (1993), em que, na
concentragcdo 25% de extrato de ervilha (Vicia sativa L.), ocorreu a protrusdo radicular; porém, com
deformacdo no hipocétilo e ndo desenvolvimento dos pélos absorventes na alface. Com o aumento

da concentragdo, os danos observados foram mais severos, havendo inibi¢do total da protrusdo da

radicula.
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Com relacdo a morfologia das plantulas de cebola, hd registros que os extratos de frondes
verdes de Dicranopteris flexuosa (Schrad.) Underw. e Sticherus penniger (Mart) Copel. ndo
interferiram, significativamente, no comprimento médio da radicula (Miiller, et al., 2007), enquanto
o extrato de folhas de Helianthus annuus L. estimularam este crescimento radicular (Macias et al.,

1998).

3.1.3. Frutos

O fruto de Sapindus saponaria também exerceu efeito significativo sobre o processo de
germinacdo das hortaligas. O inicio da germinagdo das cipselas de alface variou entre 24 e 33 horas,
nas diferentes concentragdes (Figura 12) e o tempo final de germinacdo das sementes de cebola foi
menor no tratamento controle e nas concentragdes 7,5 e 10% (Tabela 3). Para as cipselas de alface,
houve decréscimo linear na germinabilidade (1,77% para cada adi¢do de 0,01 mg mL™" de extrato),
na velocidade média de germinacdo (0,00076 horas™ para cada 0,01 mg mL"' de extrato) e na
velocidade de germinacio de Maguire (0,0364 sementes horas™ para cada 0,01 mg mL™ de extrato)
e, em contrapartida, ocorreu aumento linear no tempo médio de germinac¢do (2,33 horas para cada
0,01 mg mL" de extrato) (Figura 12). As sementes de cebola apresentaram valores minimos de
germinabilidade (53,75 %) na concentragdao 7,44% e acréscimo linear de 1,69 horas para cada
adicdo de 0,01 mg mL" de extrato, no tempo médio de germinacdo. Em decorréncia disso, a menor
média estimada para a velocidade média (0,0124 horas™) e velocidade de germinagdo de Maguire
(0,2195 sementes horas"l) das sementes de cebola, ocorreu nas concentracoes 7,14 e 7,60%,
respectivamente (Figura 12). De acordo com o teste-F, pode-se dizer que as linhas de tendéncias
das regressodes lineares do tempo médio de germinagdo apresentaram as mesmas taxas de
incrementos para as duas espécies-alvo (Tabela 1). Os valores referentes ao coeficiente de variacao
do tempo das sementes de cebola ndo apresentaram ajuste linear ou quadratico, indicando aumentos
e declinios variados, dependendo da concentragdo, com menores médias no controle e nas
concentracoes 7,5 e 10% (Tabela 3). A incerteza do processo de germinacdo das cipselas de alface
apresentou maior indice (2,81 bits) na concentracdo estimada de 7,25% e sincronia minima (0,13)
na concentracao estimada de 9%, enquanto para as sementes de cebola houve decréscimo linear na

sincronia do processo de germinagdo de 0,01241 para cada 0,01 mg mL™" de extrato (Figura 12).
Essa assincronia na germinabilidade pode ser notada pela freqiiéncia relativa de germinagao
dos didsporos de alface e cebola, pois enquanto € observada no controle alta freqiiéncia em um
unico intervalo (37% para alface e 40% para cebola), nas diferentes concentragdes essa germinacao
¢ espalhada no tempo (Figura 11). As varidveis que ndo foram citadas acima nao apresentaram

diferencas significativas entre as concentracdes (Figura 12 e Tabelas 2 e 3).

42



Os frutos da Sapindus saponaria apresentam multiplas atividades bioldgicas como agdo
moluscicida, atividade piscicida, antiinflamatdria, analgésica, expectorante, antioxidante, antiviral,
antibacteriana e antifungica (Murgu, 2002; Sparg et al., 2004). Além disso, exercem efeito
alelopdtico sobre a germinacdo de sementes e alteragcdes morfoldgicas nas plantulas de alface e
cebola.

Frutos maduros de Solanum freqiientemente contém glicoalcaldides que possuem multiplos
efeitos ecoldgicos, tais como inibicdo da germinacdo, efeitos laxativos sobre os mamiferos e
dissuasao dos herbivoros (Cipollini, 2000). Wink (1999) afirma que as multiplas fungdes dos
metabolitos secundérios sdo comuns e nio contradizem o seu papel principal de defesa quimica e
sinalizacdo. Além disso, ele argumenta que a selecdo natural favorecerd aqueles metabdlitos que

possuem multiplas funcoes.
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Figura 11. Freqiiéncia relativa de germinagdo de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa

(cebola) submetidos a acdo do extrato de fruto de Sapindus saponaria em diferentes
concentracoes.
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Figura 12. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinacdo, coeficiente de
variacdo do tempo, velocidade média de germinacdo, velocidade de germinagdo,
incerteza e sincronia do processo de germinagcdo de didsporos de Lactuca sativa
(alface) e Allium cepa (cebola) submetidos a acdo do extrato de fruto de Sapindus
saponaria em diferentes concentracoes.
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Como no extrato de folhas jovens, a porcentagem de plantulas normais de alface e cebola,
submetidas a acdo do extrato aquoso de frutos de Sapindus saponaria, foi nula a partir da
concentracdo 2,5% e 5%, respectivamente. No entanto, para ambas as espécies, na concentracao
10% nenhuma plantula sobreviveu, mostrando, assim, a eficiéncia desse extrato em alterar a
morfologia e inibir o desenvolvimento das plantulas (Figuras 13 e 14). Com isso, o comprimento
da parte aérea e da raiz primdria das plantulas de alface foi nulo a partir das concentracdes
estimadas de 7,79 e 7,58%, respectivamente. Para as plantulas de cebola, verificou-se decréscimo
linear no comprimento da parte aérea de 3,839 mm para cada adicdo de 0,01 mg mL™' de extrato e,
no comprimento radicular valores nulos a partir da concentracio estimada de 7,09% (Figuras 13 e
14). A massa da matéria seca das plantulas de alface e cebola ndo apresentou diferencga significativa

entre as diferentes concentragdes (Figura 15).
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Figura 13. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da

raiz de Lactuca sativa (alface) submetidas a acdo do extrato de frutos de Sapindus
saponaria em diferentes concentracoes.
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Figura 14. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da

raiz de Allium cepa (cebola) submetidas a acdo do extrato de frutos de Sapindus
saponaria em diferentes concentracdes.
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Figura 15. Massa da matéria seca das plantulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola)
submetidas a acdo do extrato de frutos de Sapindus saponaria em diferentes
concentracoes.

Os extratos de frutos de Solanum lycocarpum St.Hil. (lobeira) também reduziram a
germinabilidade das sementes e causaram necrose na raiz, auséncia de pélos radiculares e formacao
de raizes secunddrias sobre as plantulas de Sesamum indicum L (gergelim) (Oliveira et al., 2004).
No entanto, os resultados diferiram de Gatti et al. (2004), uma vez que os extratos aquosos dos
frutos de Aristolochia esperanzae nao influenciaram significativamente o processo germinativo das
sementes de alface, em nenhuma das concentracdes testadas.

E importante salientar que nos testes realizados com o extrato do fruto de Sapindus
saponaria, houve alta incidéncia de fungos, o que pode ter contribuido para a inibi¢dao dos didsporos
no processo de germinacdo e pelo ndo desenvolvimento de suas plantulas. Isto pode estar
relacionado com a grande quantidade de acticares presentes no fruto e por esse extrato ser oriundo

do material fresco.

3.1.4. Raizes

As varidveis referentes ao processo de germinagdo das cipselas de alface submetidas a ac¢do
do extrato aquoso da raiz de Sapindus saponaria nao apresentaram diferencgas significativas entre os
tratamentos, excec¢do feita ao coeficiente de variacdo do tempo, em que houve maior dispersdao ao
redor do tempo médio de germinacdo (71%) na concentracdo 5% (Figura 16 e Tabela 2). Pode-se
dizer, entdo, que o extrato da raiz ndo exerceu efeito alelopatico sobre a germinacao das cipselas de
alface.

O efeito do extrato da raiz foi significativo para algumas varidveis no processo de
germinacdo das sementes de cebola; porém, seus valores ndo se ajustaram aos modelos de
regressao, sendo apresentados apenas na tabela 3. O maior tempo final (219 horas), tempo médio de
germinacdo (86,49%) e coeficiente de variacdo do tempo (53,34%) foram registrados na
concentracdo 5%. Em conseqiiéncia disso, nessa mesma concentracdo, foi observada a menor

velocidade média (0,0117 horas™) e velocidade de germinagdo de Maguire (0,3625 sementes horas”
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1) (Tabela 3). Isso indica que em altas concentragdes desse extrato o efeito inibitério foi atenuado.

Da mesma forma, ndo foi encontrada diferenca entre os tratamentos, na distribui¢do da freqiiéncia

relativa de germinacdo dos didsporos das hortalicas (Figura 17).

E importante enfatizar a necessidade de se avaliar diversas varidveis no teste de germinacao,

pois apesar de ndo ter ocorrido diferencas na germinabilidade dos didsporos de alface e cebola

quando submetidas ao efeito do extrato de raiz, constatou-se que os aleloquimicos atuaram na

velocidade, no tempo médio de germinagao e no coeficiente de variacao do tempo.
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Figura 16. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinagdo, coeficiente de
variacdo do tempo, velocidade média de germinacdo, velocidade de germinagdo, incerteza
e sincronia do processo de germinacdo de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Allium
cepa (cebola) submetidos a acdo do extrato de raiz de Sapindus saponaria em diferentes

concentracoes.

47



0,6 - 0,6 -

=] zg ~
Ig" 0,5 - Controle §“ 0,5 - Concentracio 2,5 %
Bt
£ o
3 3
£ £
<9 <9
<§ <5
= =
g g
= <]
12 36 60 84 108 132 156 180 228 276 12 36 60 84 108 132 156 180 228 276
Horas Horas
0,6 - 0,6
E i e )
§“ 0,5 - Concentragio 5% §“ 0,5 - Concentracio 7,5 %
£ £
) )
D D
< <
8 8
<9 <9
= =
<« <«
= =
g g
=] =]
12 36 60 84 108 132 156 180 228 276 12 36 60 84 108 132 156 180 228 276
Horas Horas

o 06

lg‘ 0,5 Concentracido 10 %

£ 04 o

% 03 S —a— Alface
o 0,3 - .

: <> ---0- - - Cebola
S 0.2

£

E 0,1

g ]

B 0 -

12 36 60 84 108 132 156 180 228 276
Horas

Figura 17. Freqiiéncia relativa de germinagdo de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa
(cebola) submetidos a acdo do extrato de raiz de Sapindus saponaria em diferentes
concentracoes.

A porcentagem de plantulas normais de alface e cebola submetidas a agao do extrato da raiz
de Sapindus saponaria variou de 97,5% (controle) para 1,25% (concentracdo 10%) e de 97,5%
(controle) para 30% (concentracdo 10%), respectivamente. As plantulas mortas de cebola sofreram
aumento linear de 4,625% para cada 0,01 mg mL" de extrato, enquanto para a alface a maior
porcentagem foi de 8,75% na concentracdo 10% (Figuras 18 e 19). O comprimento da parte aérea
das plantulas de alface foi minimo (2,90 mm) na concentracdo 7,7% e, para a cebola, houve reducao
linear de 6,613 mm para cada 0,01 mg mL™" de extrato. O menor comprimento radicular para as
plantulas de alface (0,62 mm) e cebola (0,61 mm) foi nas concentracdes estimadas de 7,27 e 7,31%,
respectivamente (Figuras 18 e 19). A massa da matéria seca da alface ndo apresentou diferenga
significativa entre os tratamentos, enquanto para a cebola a massa minima (51,81 mg) foi na

concentracdo estimada de 3,76% (Figura 20).
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Figura 18. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da
raiz de Lactuca sativa submetidas a acdo do extrato de raiz de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.

120 A 45
¢ Plintulas normais (3) * Comprimento da parte aérea (y)
100 4 o Plantulas mortas (y') 40
* 35 o Comprimento da raiz (y')
80 30
g 25 y =429-6,613x
® 604 y =118,0 - 15,75x g R2 =90,90%
20
R*=89,84%
40 | ‘ y'=-5.375+ 4,625 15
R2=28621% . \y' =19,86 - 5,265x + 0,360x* -
20 o 10 R?=91,85%
e o
L 5
0p——====-0— T T ! 0 T T T :
0,0 2,5 5,0 75 10,0 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
Concentracio % (p/v) Concentracio % (p/v)

Figura 19. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da
raiz de de Allium cepa submetidas a acdo do extrato de raiz de Sapindus saponaria em
diferentes concentragdes.
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Figura 20. Massa da matéria seca das plantulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola)
submetidas a a¢cao do extrato de raiz de Sapindus saponaria em diferentes concentracgoes.

Pode-se dizer, entdo, que o maior efeito inibitério dos aleloquimicos do extrato da raiz de
Sapindus saponaria ocorreu sobre o alongamento da raiz e da parte aérea, do que na germinacao
dos didsporos de alface e cebola.

Alguns trabalhos também registraram que os extratos aquosos oriundos de raizes nao

exerceram efeitos inibitorios significativos sobre a germinacdo das sementes de alface e cebola
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(Bradow & Connick, 1987; Marchi et al., 2008); porém, inibiram o comprimento radicular das
plantulas alvos (Wandscheer & Pastorini, 2008).

Os compostos organicos das raizes das plantas s@o liberados na rizosfera por decomposicao,
secre¢do de mucilagem ou exsudacdo de compostos (Einhellig, 1995; Kuzyakov & Domanski,
2000). Compostos derivados da raiz t€ém a capacidade de regular a comunidade microbiana, as
propriedades quimicas e fisicas do solo e de afetar o crescimento das espécies de plantas vizinhas
(Bertin et al., 2003; Walker et al., 2003; Ens et al., 2009). Além disso, os fatores bidticos e abidticos
do solo também t€m o potencial de determinar a persisténcia e a transformagdo quimica desses
compostos (Cheng, 1995; Inderjit 2001).

As interagdes entre as plantas sdo expressas pela competicao por dgua, luz, nutrientes, por
interferéncias quimicas e/ou parasitismo. Exsudatos radiculares tém enorme potencial na modulacao
desses trés processos, uma vez que esses podem desempenhar papel-chave na liberacdo dos

aleloquimicos, regulando as interacdes quimicas (Oliveros-Bastidas et al., 2009).
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Tabela 1. Teste-F para comparar os coeficientes angulares das regressoes lineares, oriundas do teste
de germinacdo de didsporos de Lactuca sativa (alface) e Alium cepa (cebola) submetidos a
acdo dos extratos de folhas maduras e frutos de Sapindus saponaria.

Variaveis (unidades) Equagao F.alculado Inferéncia’
Folhas maduras

Os coeficientes angulares para
=91,834 —2,2333 L
G (%) g, 103,67 — 4.23x x 18,507*  as duas espécies diferem entre
si.

y = 46,3158 + 2,7982x Os coeficientes angulares para

t(h) = 66.92 + 3.518x 1,32 as duas espécies nao diferem
y=00 ’ entre si.
Os coeficientes angulares para
- =0,02114 - 0,00079x .
7 (hh y,_ ’ ’ 11,85*%  as duas espécies diferem entre
y’=0,01474 — 0,000496x n
_ Os coeficientes angulares para
VG (semente h™') z,: %’1239_8 6 é)é(;éézsi%x 44,66*  as duas espécies diferem entre
’ ’ Si.
_ Os coeficientes angulares para
Z Y= %’224;9151 :(()),(())llf;ix 2,22™  as duas espécies ndo diferem
y="5 ’ entre si.
Frutos
_ Os coeficientes angulares para
t(h) y =45,54 +2,3376x 3,03™  as duas espécies ndo diferem

y’'=63,36 + 1,6968x .
entre si.

G: germinabilidade; T: tempo médio de germinacdo; ¥: velocidade média de germinagio; VG: velocidade de germinacio
(Maguire); Z: sincronia. 1Ho: B; — B, =0, onde B, e B, sdo os parAmetros dos coeficientes angulares das equagdes. ™:
valores ndo diferem significativamente. *: valores diferem significativamente (F.,icy1ado > Frabelado)-
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Tabela 2. Germinagdo das cipselas de Lactuca sativa (alface) submetidas a acdo dos extratos de folhas maduras, frutos e raizes de Sapindus saponaria em diferentes concentracdes.

(Zsfé%?:) Controle 2.5% 5.0% 7.5% 10,0% WP T )EStathtica ) )
Folha madura
Ti (h) 24,00 £ 0,00 a 24,00 £0,00 a 30,00 £6,93 a 27,00 £6,00 a 30,00 +£6,93 a 0,8883 (0,025) 21,000 (0,0001) 5,067 (0,2805)
Tf (h) 150,00+ 30,20 a 201,00 £ 94,68 a 129,00 + 24,74 a 162,00 + 68,23 a 138,00 20,78 a 0,8755 (0,014) 2,309 (0,1056) 1,011 (0,4327)
1 (bit) 2,2820+£0,2934a  2,4062 +0,2883 a 2,6463 +0,1910 a 2,6877 £0,4658 a 2,8721 £0,2185a 0,9777 (0,8851) 2,441 (0,0921) 2,587 (0,0794)
Folha jovem
Ti (h) 15,00 £ 6,00 a 24,00 £0,00 a 48,00 £16,97 b - - 0,8861 (0,1461) 24,967 (0,0007) 7,286 (0,01)
'Tf (h) 186,00 £ 60,00 b 111,00 £ 24,74 ab 60,00 +33,94 a - - 0,8248 (0,0285) 1,746 (0,2426) 6,313 (0,0271)
1 (h) 50,18 +222a 54,15+8,07a 54,00 £2545 a - - 0,9682 (0,8641) 25,894 (0,0006) 0,151 (0,8628)
CVt (%) 76,22 + 18,64 b 47,68 £8,15b 16,67 £ 0,00 a --- --- 0,9112 (0,2764) 1,013 (0,4108) 15,79 (0,0025)
V(' 0,0200 £0,0009 a  0,0188 £0,0027 a 0,0208 £ 10,0098 a - - 0,9608 (0,7828) 36,527 (0,0002) 0,182 (0,8375)
1 (bit) 2,6492 £0,1650b  2,5817 £0,4766 b 1,5850 £ 0,0000 a - - 0,9902 (0,9963) 36,348 (0,0002) 4,418 (0,0109)
Y4 0,1620 £0,0311 a2 0,1694 £ 0,0671 a --- --- --- 0,9793 (0,9596) 1,943 (0,2128) 0,039 (0,8492)
Fruto
Tf (h) 117,00+ 31,56 a 141,00 £ 15,10 a 183,00 +£70,23 a 153,00 £51,26 a 153,00 £35,83 a 0,8718 (0,0119) 1,916 (0,16) 1,253 (0,3312)
CVt (%) 54,49 £8,50 a 57,11+£730a 66,74+ 1143 a 5448 £15,55 a 49,32 +9,10a 0,9335 (0,1899) 0,727 (0,5869) 1,419 (0,2754)
G (%) 91,67+430a 89,17 £5,00 a 89,17 £5,00 a 85,00 4,30 l:alz 84,17 £10,32 a 0,9397 (0,2479) 1,402 (0,2808) 1,026 (0,4255)
Ti (h) 21,00 £ 6,00 a 24,00 £0,00 a 24,00 £0,00 a 24,00 £0,00 a 24,00 £ 0,00 a 0,5089 (0,0001) 9,000 (0,0006) 4,000 (0,406)
ITf(h) 144,00+ 35,33 a 99,00 £ 6,00 a 171,00 £52,19 a 111,00 £31,56 a 123,00 £ 46,35 a 0,9077 (0,06) 4,421 (0,0147) 2,246 (0,1128)
i (h) 4596 £523 a 4345+3,00a 4926 +6,35a 4949 +6,35a 47,51 +9,28 a 0,9374 (0,2248) 1,077 (0,4025) 0,547 (0,7041)
CVt (%) 67,26 + 9,68 ab 50,04 £20,91 a 71,67 £10,43 b 52,11 £8,11 ab 4722 +11,95a 0,9413 (0,2657) 1,815 (0,1784) 5,628 (4,15)
¥ 0,0220 £0,0028 a  0,0231 £0,0016 a 0,0207 £0,0033 a 0,0204 £0,0024 a  0,0216 £0,0036a  0,9797 (0,9144) 0,665 (0,6259) 0,565 (0,692)
VG (semente h'')  0,8084 +£0,0759a  0,7565 +0,0671 a 0,7370 £0,0821 a 0,6464 £0,0295a 0,6370 £0,1374a  0,9367 (0,2188) 2,076 (0,1349) 2,95 (0,0554)
1 (bit) 2,3285 £0,3363a  2,3311 £0,1161 a 2,3697 +0,4039 a 2,4864 +£0,1820a 2,0964 +£0,5490a  0,9711 (0,7682) 1,318 (0,3084) 0,643 (0,640)
Y4 0,2375 £0,0701 a  0,2155 £0,0172 a 0,2082 £ 00,0729 a 0,1832 £0,0219a 0,2889 £0,1526 a  0,8989 (0,0403) 2,67 (0,0731) 0,924 (0,4756)

Médias seguidas por letras iguais na linha néio diferem entre si pelos testes de Tukey ou Dunn a 0,05 de probabilidade; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; valores em negrito indicam que os residuos
seguem distribuicdo normal (P > 0,01); 'F: estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as variancias (P > 0,01); 2F: estatistica do teste de Snedecor; valores em negrito
indicam diferenca significativa entre as concentra¢cdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito indicam diferenca significativa entre as concentragdes (P < 0,05); P:
probabilidade. ' Dados transformados em raiz (x) para realizacdo das andlises estatisticas, dados apresentados representam valores originais.
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Tabela 3. Germinacgdo das sementes de Allium cepa (cebola) submetidas a acdo dos extratos de folhas maduras e jovens, frutos e raizes de Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.

Variaveis Estatistica
(unidades) Controle 2.5% 5,0% 7,5% 10,0% WP = P 7 P) H(P)
Folha madura
Ti (h) 39,00 £ 6,00 a 4500+ 11,49 a 4500+ 11,49 a 42,00 £ 12,00 a 36,00 = 19,60 a 0,9373 (0,2246) 0,505 (0,7326) 0,37 (0,8266)
Tf (h) 135,00 £ 6,00 a 168,00 + 19,60 ab 186,00 + 12,00 b 147,00 + 24,74 ab 171,00 + 28,35 ab 0,9347 (0,2004) 2,264 (0,1106) 4,155 (0,0184)
CVt (%) 29,80 +7,33 a 37,29 +6,40a 39,11 +4,78 a 29,63 +6,28 a 34,36 £ 10,73 a 0,9029 (0,0483) 0,591 (0,6741) 1,355 (0,2958)
Folha jovem
Ti (h) 42,00 +6,93 a 54,00 £20,78 a 57,00 £ 6,00 a 66,00 £22,98 a 78,00 28,57 a 0,9502 (0,3819) 3,514 (0,0325) 1,955 (0,1535)
t (h) 76,26 2,80 a 91,19+15,93 a 95,10 £ 10,46 a 104,61 £5,22 a 91,75+22,28 a 0,9484 (0,3551) 3,808 (0,0249) 2,331 (0,1032)
V') 0,0131 £0,0001 a 0,0112 £0,0017 a 0,0106 +0,0013 a 0,0096 +0,0004 a 0,0114 £0,0026 a  0,9662 (0,6699) 5,025 (0,009) 8,067 (0,0892)
V4 0,1816 £0,0278 a 0,1503 +£0,0332 a 0,1302 +0,0460 a 0,1364 +£0,0475 a 0,0833 +£0,1667a 00,8028 (0,0006) 4,433 (0,0145) 5,246 (0,263)
Fruto
Ti (h) 36,00 £9,80 a 39,00+ 11,49 a 42,00 £ 12,00 a 45,00+ 15,10 a 4500+ 11,49 a 0,9404 (0,2556) 0,254 (0,903) 0,418 (0,7931)
Tf (h) 102,00 £31,75a 159,00 + 15,10 ab 150,00 + 39,80 ab 114,00 £1549 a 132,00 £21,91 a 0,9706 (0,7572) 1,015 (0,4311) 3,214 (0,043)
CVt (%) 25,05+7,76 a 39,29 + 3,66 ab 36,13 = 14,67 ab 23,35+249a 27,15+533a 0,9295 (0,1599) 2,251 (0,1122) 3,101 (0,0479)
I (bit) 1,8808 +0,3462a 2,3567 +£0,1105 a 2,1847 +0,3814 a 2,2318 +0,1558 a 2,3766 £0,1874a  0,9632 (0,6096) 1,935 (0,1568) 2,355 (0,1007)
Raiz
G (%) 93,33 £6,08 a 98,33+192a 85,83 11,98 a 90,83 £8,33 a 91,67+333a 0,9577 (0,5063) 2,843 (0,0615) 1,537 (0,242)
Ti (h) 27,00+11,49 a 45,00 +6,00 a 45,00 £ 6,00 a 45,00 £ 15,10 a 39,00 £6,00 a 0,9213 (0,1109) 1,295 (0,316) 2,615 (0,0772)
Tf (h) 132,00 £2592 a 132,00 £30,98 a 219,00 +£40,84 b 195,00 £ 26,61 ab 171,00 £ 24,74 ab 0,9353 (0,206) 0,841 (0,5206) 6,401 (0,0033)
i (h) 66,37 £581 a 64,98 £0,72 a 86,49 +11,50b 77,47 £6,22 ab 77,04 £5.81 ab 0,9831 (0,9538) 2,025 (0,1424) 6,609 (0,0028)
CVt (%) 34,42 + 8,45 ab 27,06 £529 a 53,34 +10,17 b 43,01 £10,64 ab 36,32 7,76 ab 0,9542 (0,445) 0,565 (0,6917) 5,215 (0,0078)
¥ (Y 0,0152 £0,0013a 0,0154 £0,0002 a 0,0117 £0,0016 b 0,0130 £0,0011 ab  0,0130 £0,0009 ab  0,9768 (0,8701) 2,43 (0,0932) 7,647 (0,0014)
VG (semente h')  0,4805 +£0,0357a 0,4786 +£0,0122 a 0,3625 +£0,0617 b 0,4006 +0,0648 ab  0,3946 +0,0255 ab  0,9782 (0,8918) 2,001 (0,1461) 5,644 (0,0056)
I (bit) 2,3302 +£0,4218 a  1,9905 +0,1004 a 2,4572 +£0,4708 a 2,3009 +0,2738 a 2,2950 £0,3052a  0,9386 (0,2364) 1,203 (0,3503) 1,023 (0,4269)
Z 0,2496 £0,0789a 0,2672 +0,0327 a 0,2101 +0,0891 a 0,2451 +0,0400 a 0,2433 £0,0566 a  0,9437 (0,2935) 0,782 (0,5545) 0,428 (0,7863)

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey ou Dunn a 0,05 de probabilidade; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; valores em negrito indicam que os residuos seguem
distribuicdo normal (P > 0,01); 'F: estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as varidncias (P > 0,01); 2F: estatistica do teste de Snedecor; valores em negrito indicam
diferenca significativa entre as concentragdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito indicam diferenca significativa entre concentracdes (P < 0,05); P: probabilidade.
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Tabela 4. Massa da matéria seca proveniente do teste de crescimento de plantulas de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola) submetidas a acdo dos extratos de folhas
maduras e jovens, frutos e raizes de Sapindus saponaria em diferentes concentracdes.

L. Estatistica
Espécie Controle 2,5% 5,0% 7,5% 10,0% W(P) = P) b P) HP)
Folha madura
Alface 18,25 +20,67a  7,88+8,63a 782+7/75a 7,68 £7,56 a 7,60 2,64 a 0,8394 (0,0029) 3,077 (0,049) 2,629 (0,6218)
Cebola 68,22 £9,29 a 50,00 £2327a  60,62+533a 71,75 +2,10a 49,82+536a 0,8417 (0,0032) 4,464 (0,0142) 12,014 (0,0172)
Folha jovem
ICebola 5590 +£4,51 a 55,47 £2,60 a 6590 +26,25a 5847+x647a 5892+7,60a 0,8014 (0,0006) 4,383 (0,0152) 0,871 (0,9286)
Fruto
Alface 13,02+1,93a 8,22+287a 7,37 +3,32a 6,91 +7.29a 7,26 +1,30 a 0,9599 (0,5459) 5,956 (0,0045) 6,581 (0,1597)
Cebola 47,76 £4,52 a 44,61 +736a 49,22 +1,56a 42,84 +554a 3984+432a 0,9583 (0,5172) 0,662 (0,6282) 2,25 (0,1123)
Raiz
Alface 31,80 £4,66 a 20,50 £6,11 a 21,67+1237a 26,72+558a 28,15+728a 0,9479 (0,3486) 5,339 (0,0071) 5,865 (0,2094)

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey ou Dunn a 0,05 de probabilidade; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; valores em negrito indicam que
os residuos seguem distribui¢do normal (P > 0,01); 'F: estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as variancias (P > 0,01); 2F. estatistica do teste de
Snedecor; valores em negrito indicam diferenca significativa entre as concentragdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito indicam diferenca
significativa entre as concentragdes (P < 0,05); P: probabilidade. ' Dados transformados em raiz (x) para realizagéio das andlises estatisticas, dados apresentados representam valores originais.
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3.2. Analise conjunta
3.2.1. Teste de germinacao

Por meio da anélise conjunta pode-se comparar os resultados obtidos a partir dos diferentes
orgaos da espécie Sapindus saponaria. O extrato de folhas jovens foi o que provocou maior efeito
inibitério na germinabilidade dos didsporos de alface e cebola; enquanto o menor efeito foi
observado sob a acdo do extrato da raiz (Figura 21). A maior velocidade média de germinacao foi
registrada no extrato da raiz, para as cipselas de alface, e nos extratos de fruto e raizes, para as
sementes de cebola. As espécies obtiveram comportamentos similares entre si, na germinabilidade,
quando submetidas a acdo dos extratos de folhas maduras e raizes. As cipselas de alface
apresentaram, para todos os extratos analisados, maior velocidade média de germinacdo, mostrando

que estas germinam de forma mais rdpida e em menor tempo, do que as sementes de cebola (Figura

21).
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Figura 21. Germinabilidade e velocidade média de germinacdo dos didsporos de Lactuca sativa
(alface) e Allium cepa (cebola) submetidos a ac@o dos extratos de folha jovem, folha
madura, fruto e raiz de Sapindus saponaria. Médias seguidas pelas mesmas letras
maiudsculas para os 6rgdos e mintsculas para as espécies, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 0,05 de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdao da
média.

Resultados similares foram registrados para o extrato de folhas de Mikania micrantha Kunth
(guaco) sobre a porcentagem e velocidade de germinagdo das sementes de Lagerstroemia indica L.
(flor-de-merenda) e Robinia pseudoacacia L. (falsa-acicia), na qual este efeito alelopatico foi
superior ao extrato da raiz (Wu et al., 2009). O extrato de folhas de Aristolochia esperanzae
também provocou maior inibi¢cao na germinagdo de cipselas de alface do que os extratos de raizes e
frutos (Gatti et al., 2004). O comportamento diferenciado entre as espécies-alvo (alface e cebola)
também foi observado por Peres et al. (2004) trabalhando com espécies de Pteridaceae.

A sintese e o acimulo de metabdlitos secundarios em plantas sdo regulados no espago e no

tempo (Wink & Schimmer, 1999). Além disso, sdo afetados por fatores abidticos, como a
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intensidade de luz, minerais do solo, estresse osmotico (seca e salinidade) e sazonalidade
(Waterman & Mole, 1989). Assim, os fatores ambientais abidticos que condicionam a produg¢do dos
aleloquimicos podem influenciar as intera¢des das plantas com seu meio bidtico (Waterman &
Mole, 1994).

De acordo com Nascimento et al. (2007), os extratos aquosos de folhas jovens de Pouteria
torta (Mart.) Radlk. (guapeva) se mostraram mais potentes em inibir a germinagdo e o crescimento
de plantulas de alface do que extratos de folhas maduras. O maior efeito inibitério das folhas jovens
com relacdo as folhas maduras também foram relatados por Marchi et al. (2008). Esses autores
concluiram que tecidos mais velhos, por possuirem maior producdo de biomassa, nem sempre
exercem efeito alelopdtico sobre as espécies circundantes, apresentando, assim, baixa concentracao
de aleloquimicos.

Assim, a diferenca dos efeitos alelopaticos entre os extratos de folhas, frutos e raizes pode
estar relacionada com as diferentes concentragdes dos aleloquimicos, composi¢do quimica variada,

ou alcalinidade diferenciada entre os extratos (Dorning & Cipollini 2006; Batish et al., 2007).

3.2.2. Analise morfolégica das plantulas

Na andlise conjunta referente ao efeito dos diferentes extratos sobre a morfologia das
plantulas, notou-se inibicdo de 100% das plantulas normais de alface quando submetidas ao efeito
dos extratos de folhas jovens e do fruto, enquanto para a cebola a maior inibi¢do (96%) foi pelo
fruto. A massa da matéria seca das plantulas das hortalicas sofreu maior efeito inibitério pelo
extrato de folhas maduras (57% para alface e 15% para cebola), enquanto os extratos do fruto e das
folhas jovens foram os que mais inibiram o crescimento da parte aérea e da raiz das plantulas, para
ambas as espécies. No geral, neste teste, a plantula de alface se mostrou mais sensivel ao efeito dos
extratos do que a cebola (Figura 22).

O efeito téxico causado em raizes de alface submetidas a extratos aquosos de algumas
espécies da familia Gleicheniaceae, visualizado pela redu¢do de tamanho e necrose, é semelhante ao
dano provocado por detergentes naturais, tais como as saponinas (Soares & Vieira, 2000). Essas
substancias estdo presentes nos extratos de frutos de Sapindus saponaria, como relatado por
Pelegrini et al. (2008), e atuam reduzindo a taxa respiratéria, devido a menor difusdo do oxigénio
através do tegumento, inibindo a germinagdo e o crescimento dessa planta (Marchaim et al., 1974;

Maraschin-Silva & Aquila, 2005).
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Figura 22. Porcentagem de inibicdo ou estimulo, em relacdo ao controle, de plantulas normais,
massa da matéria seca, comprimento da parte aérea e da raiz de plantulas de Lactuca
sativa (alface) e Allium cepa (cebola) submetidas a acao dos extratos de folha jovem,
folha madura, fruto e raiz de Sapindus saponaria.

A capacidade dos extratos de Sapindus saponaria de inibir o desenvolvimento do sistema
radicular de outras espécies é um aspecto ecolégico importante, uma vez que com a redugdo na
pressdao competitiva da planta, isto favorecerd o estabelecimento de domindncia da espécie
(Medeiros & Luchesi, 1993; Peres et al., 1998; Ferreira & Aquila, 2000 e Prates et al., 2000).
Segundo Rodrigues et al. (1992), os compostos alelopéticos inibidores da germinacgdo e crescimento
influenciam diretamente na emissao da raiz das plantas, pois esses interferem na divisdo celular, na
permeabilidade das membranas e na ativagao de enzimas.

O efeito alelopatico dos orgaos reprodutivos (flores e frutos) de Lantana camara L.
(cambard) sobre a producdo de matéria seca, crescimento das plantulas e germinagdo das sementes
de rabanete e alface, foi mais forte do que os extratos dos 6rgdos vegetativos (folhas). Como a
espécie € perene, grandes quantidades de aleloquimicos foram produzidos em suas flores e frutos,

tornando a espécie mais competitiva (Zhang et al., 2009).
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Wang et al. (2004) constataram que o extrato de folhas de Mikania micrantha exerceu maior
efeito alelopatico sobre o comprimento radicular das espécies-alvo do que o extrato de raiz. Os
resultados diferem dos registrados por Wu et al. (2009), na qual verificaram que o extrato da raiz de
Mikania micrantha teve maior efeito alelopatico sobre a morfologia das raizes de Lagerstroemia
indica e Robinia pseudoacacia.

Cada 6rgao da planta pode contribuir para os efeitos alelopaticos. No entanto, as folhas e
raizes sdao normalmente as principais fontes de compostos (Wu et al., 2009). Porém, as folhas
verdes possuem mais metabdlitos secundérios do que a raiz (Dorning & Cipollini, 2006), por isso os
compostos alelopaticos encontrados em folhas exercem maiores efeitos sobre as espécies-alvo
(Turk et al., 2005; Wakjira et al., 2005; Sun et al., 2006).

Assim, a atividade alelopatica depende da concentragdo dos extratos, das espécies receptoras
e do estdgio de maturacdo dos 6rgaos e dos tecidos da planta a partir da qual os produtos quimicos
foram extraidos (Batish et al., 2006). Pode-se dizer, entdo, que o extrato aquoso de Sapindus
saponaria pode fornecer uma vantagem competitiva para a espécie na rizosfera, pois as suas

substancias alelopaticas podem acarretar a inibicdo no crescimento das espécies de plantas vizinhas.

3.3. Potencial osmético e pH dos extratos

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de folhas maduras, folhas jovens,
frutos e raizes de Sapindus saponaria, os valores de pH variaram de 6,21 (folhas jovens) a 6,61
(frutos), verificando-se reduzida variacdo entre os valores (Tabela 5). Considerando-se que a
germinacdo e o desenvolvimento de plantulas sdo afetados negativamente em condi¢des de extrema
acidez ou extrema alcalinidade (Souza Filho et al., 1996), pode-se dizer que o pH desses extratos
nao interferiu nesses processos.

O controle do pH e da concentra¢do molar de extratos brutos é fundamental, pois pode haver
neles substancias osmoticamente ativas como acticares, aminoacidos, entre outros, que influenciam
a concentracdo ionica (Ferreira & Borguetti, 2004), podendo assim interferir nos resultados de
germinagdo e crescimento das plantas.

Os valores de potencial osmoético apresentaram alta variacdo entre os 6rgaos de Sapindus
saponaria, com valores de -0,18; -0,20; -0,26 e -0,32 MPa para os extratos de frutos, raizes, folhas
maduras e folhas jovens, respectivamente (Tabela 5). Nota-se que o menor valor obtido foi para o
extrato de folhas jovens e o maior para o extrato de fruto.

Quando colocadas para germinar em solugdes de PEG-6000, as cipselas de alface
germinaram, em média, 89, 86 e 82% nos potenciais de 0, -0,2 e -0,3 MPa, respectivamente,
enquanto para a cebola 90, 89 e 86% das sementes germinaram nesses potenciais. Considerando-se

que solucdes com potencial osmético de -0,3 MPa ndo interferiram significativamente na
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germinabilidade dos didsporos de alface e cebola, pode-se inferir que a redu¢do na porcentagem de
germinacdo tenha acontecido, principalmente, pela presenca de substancias alelopaticas encontradas

em todos os extratos, uma vez que seus potenciais osmoéticos ndo ultrapassaram este valor.

Tabela 5. Potencial osmético e pH dos extratos aquosos de maior concentracao, obtidos de folhas
maduras, folhas jovens, frutos e raizes de Sapindus saponaria.

Orgio vegetal pH Concentra¢do molar (mOsm) Potencial osmético (MPa)
Folhas maduras 6,55 103 -0,26
Folhas jovens 6,21 128 -0,32
Frutos 6,61 71 -0,18
Raizes 6,25 81 -0,20

Esses resultados estdo de acordo com Gatti et al. (2004), que encontraram valores de
potencial osmético variando de -0,13 (raiz) a -0,35 MPa (folhas) para os extratos de caule, raiz, flor,
fruto e folha de Aristolochia esperanzae. Os autores consideraram que solucdes de até -0,2 MPa nao

interferem na germinagao de didsporos de Lactuca sativa € Raphanus sativus.

4. Conclusoes

v Os extratos de Sapindus saponaria evidenciaram potencialidades alelopdticas que variaram
de acordo com a espécie receptora. O efeito inibitério sobre o processo de germinacdo dos
didsporos e morfologia das plantulas de alface e cebola foi concentracao-dependente.

v' Os extratos aquosos de folhas jovens e raizes foram os que provocaram maior € menor
inibicdo na germinacdo dos didsporos de alface e cebola, respectivamente.

v' Os extratos de folhas jovens e do fruto causaram elevado indice de anormalidade e maior
inibicdo no crescimento da parte aérea e da raiz das plantulas de alface e cebola. A plantula
de alface se mostrou mais sensivel ao efeito dos extratos do que a de cebola.

v' A atividade alelopdtica depende da concentragdo dos extratos, das espécies receptoras, do
estdgio de maturacdo dos 6rgdos e dos tecidos da planta a partir da qual os produtos

quimicos sdo extraidos.
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CAPITULO II

POTENCIAL ALELOPATICO DO EXTRATO AQUOSO DE SAPINDUS SAPONARIA L.
NO CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS.
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RESUMO - Espécies arboreas com atividade alelopdtica podem desempenhar papel crucial na
estabilidade dos sistemas agroflorestais, em especial pela possibilidade de exercer um controle na
infestacdo por plantas daninhas. O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial alelopético do
extrato aquoso de frutos, raizes, folhas jovens e maduras de Sapindus saponaria L. (sabao-de-
soldado) na germinacdo de sementes e na morfologia de plantulas de capim-arroz (Echinochloa
crus-galli L.) e corda-de-viola (Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell), comparando seu efeito
com o herbicida nicosulfuron. O extrato aquoso foi preparado na proporcdo de 100 g de material
vegetal para 1000 mL de dgua destilada, produzindo-se o extrato considerado concentrado (10%). A
partir deste, foram feitas dilui¢des em dgua destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%. O efeito inibitério sobre
o processo de germinacao das sementes e morfologia das plantulas de capim-arroz e corda-de-viola
foi concentracdo-dependente. O extrato de folhas jovens exerceu maior efeito inibitério na
germinabilidade das sementes das duas espécies de plantas daninhas, enquanto os extratos do fruto
e das folhas jovens foram os que mais inibiram o desenvolvimento das plantulas, principalmente de
corda-de-viola. Essas inibi¢Oes, decorrentes da aplicacdo dos extratos sobre a morfologia das
plantulas, foram similares ao efeito produzido pelo herbicida, mostrando a eficiéncia da espécie

arborea, Sapindus saponaria, no controle dessas plantas daninhas.

Palavras-chave: alelopatia, capim-arroz, corda-de-viola, sabao-de-soldado.

ABSTRACT (Allelopathic potential of Sapindus saponaria L. aqueous extract in the control of
weeds) — Tree species with allelopathic activity may play crucial role in the stability of agroforestry
systems, in particular the possibility to control the infestation by weeds. The objective of this study
was to evaluate the allelopathic potential of aqueous extract of fruits, roots, young and senesced
leaves of Sapindus saponaria L. on the seed germination and morphology of seedlings of barnyard
grass (Echinochloa crus-galli L.) and morningglory (Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell),
comparing its effect with the herbicide nicossulfuron. The aqueous extract was prepared using 100
g of plant material + 1000 mL of distilled water, resulting in the concentrated extract (10%). The
dilutions were made with distilled water to 7,5; 5,0 and 2,5%. The inhibitory effect on the process
of seed germination and seedling morphology of barnyardgrass and morningglory was
concentration-dependent. The extract of young leaves had greater inhibitory effect on germination
of two weed species, while the extracts of the fruit and young leaves were the most inhibited
seedling development, especially the morningglory. These inhibitions arising from the application
of the extracts on the morphology of the seedlings were similar to the effect produced by the

herbicide, showing the efficiency of tree species, Sapindus saponaria to control these weeds.

Key words: allelopathy, barnyard grass, morningglory, soapberry.
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1. Introducao

Devido a grande expansdo agricola, o Brasil se tornou o maior consumidor de agrotoxicos
do mundo e, segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, 2009), o pais responde
pelo uso de 84% dos produtos em toda a América Latina. Do total, os herbicidas representam cerca
de 45% das vendas, os inseticidas 29% e os fungicidas 21%, porém, a utilizacdo em larga escala de
agrotoxicos tem trazido uma série de problemas ambientais, com impactos significativos na biota e
riscos eminentes a0 homem (Peres & Moreira, 2007). Em funcao disso, a busca por herbicidas
naturais que nao apresentem os inconvenientes dos herbicidas sintéticos € de fundamental
importancia (Souza Filho et al., 2006).

Dentre os herbicidas utilizados no controle de Echinochloa crus-galli (L.) Link (Poaceae,
capim-arroz) e de Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell (Convolvulaceae, corda-de-viola),
destaca-se o nicosulfuron. Trata-se de um herbicida pds-emergente seletivo, de acdo sist€émica e de
baixa toxicidade, recomendado para controle de gramineas e algumas espécies de dicotiledoneas.
Atua na inibi¢do da sintese da enzima acetolactato sintase (ALS) e os sintomas de sua atuagdo sao
caracterizados por clorose foliar, necrose e reducao do crescimento (Rodrigues & Almeida, 2005).

Na tentativa de diminuir o uso de herbicidas comerciais, muitas técnicas estdo sendo
aplicadas, dentre elas o manejo de plantas daninhas por meio da rotacdo de culturas, sistemas
adequados de semeadura entre espécies e entre-safras, adubacdo verde, além de sistemas
agroecoldgicos (Chou et al., 1998; Khan et al., 2002; Kato-Noguchi, 2003). Todos esses modelos de
cultivo sdo afetados, de alguma forma, pelas relagcdes alelopaticas entre as espécies envolvidas.

Os estudos sobre alelopatia t€ém sido fundamentais para o entendimento dos processos pelos
quais as plantas influenciam a sua vizinhanga pela liberacdo de substincias do metabolismo
secundario, bem como na sua aplicagao na agricultura, sistemas florestais e manejo de ecossistemas
(Romero et al., 2005). O termo alelopatia descreve a influéncia de um individuo sobre o outro, seja
prejudicando ou favorecendo o segundo e sugere que o efeito é realizado por biomoléculas
denominadas aleloquimicos, produzidas por uma planta e lancadas no ambiente, seja na fase aquosa
do solo ou substrato, seja por substancias gasosas volatilizadas no ar que cerca as plantas vizinhas
(Rizvi et al., 1999).

Substancias alelopdticas podem ser liberadas por uma variedade de processos (Bonanomi et
al., 2006) e essas estdo presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas, flores, frutos,
raizes, caules e sementes (Putnam & Tang, 1986; Gatti et al., 2004). Entretanto, a distribui¢do das
substancias ndo ¢ uniforme, havendo variacdoes em fungdo da espécie e do 6rgao da planta (Hedge
& Miller, 1990; Rao, 1990). Os principais fatores que podem alterar a taxa de producdo de

aleloquimicos sdo a sazonalidade, o ritmo circadiano e o estigio de maturacdo. Geralmente, os
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tecidos mais jovens possuem taxa biossintética de metabdlitos secundarios mais elevada; porém,
nota-se freqiientemente uma correlacdo inversa entre alta atividade metabdlica e produgdo de
aleloquimicos, isto é, hd decréscimo na producdo de metabdlitos secundarios (notadamente
derivados fendlicos) em periodos de crescimento tecidual rapido (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Por meio dos aleloquimicos, as plantas podem regular a comunidade de microrganismos do
solo em suas proximidades, controlar a herbivoria, estimular os beneficios simbidticos, mudar as
propriedades fisicas e quimicas do ambiente circundante e inibir diretamente o crescimento das
espécies de plantas competidoras que podem interferir negativamente na cultura, causando prejuizos
econdmicos a atividade agricola (Pedrol et al., 2006). Esses compostos tém importante papel na
determinagdo da diversidade, dominancia, sucessdo da vegetacdo natural e na produtividade de
plantas dos agroecossistemas (Chou, 1999; Young & Bush, 2009).

Em é&reas tropicais, onde predominam solos de baixa fertilidade e acidez elevada, ha
crescente interesse pelos sistemas agroflorestais como alternativa para a exploracio agricola. Esses
sistemas tém se mostrado mais equilibrados, do ponto de vista ambiental e da sustentabilidade, que
aqueles baseados no monocultivo, tradicionalmente utilizados. Espécies arbdéreas com atividade
alelopdtica podem desempenhar papel crucial na estabilidade dos sistemas agroflorestais, em
especial pela possibilidade de exercer controle na infestacao das plantas daninhas (Souza Filho &
Alves, 1998).

Sapindus saponaria (sabiao-de-soldado) € um representante arbéreo de Sapindaceae, nativa,
de distribuicdo regular nos estados das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Encontra-se
habitualmente em locais imidos, sendo espécie pioneira utilizada em paisagismo e em modelos de
recuperacdo de dreas degradadas (Albiero et al., 2001). A sua composicdo fitoquimica ¢ bem
conhecida, apresentando grande diversidade de compostos quimicos, como saponinas € taninos
(Guarim Neto et al., 2000); porém, poucos trabalhos referem-se ao potencial alelopatico da espécie.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico do
extrato aquoso de raizes, frutos, folhas jovens e maduras de Sapindus saponaria na germinacdo de
sementes € na morfologia de plantulas de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Ipomoea
grandifolia (corda-de-viola), comparando seu efeito com o herbicida nicosulfuron, utilizado no

controle de ambas.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Ecofisiologia Vegetal, da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia (MG) e de Ecofisiologia de Sementes, da
Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos (SP).

2.1. Preparacao dos extratos

Para avaliar o potencial alelopatico de Sapindus saponaria, o material vegetal (raiz, fruto,
folha jovem e madura) foi coletado no municipio de Sao Carlos, SP (22° 02* S e 47° 52° W). A
regido € caracterizada pelo tipo climitico Aw, segundo o sistema de classificacio de Koppen
(1948), considerado tropical de altitude com inverno seco (abril a setembro) e verdo chuvoso
(outubro a marco).

Os frutos (coloracao amarelo translicido), as folhas jovens (coloragdo verde-clara e textura
membranicea) e as folhas maduras (coloracdo verde-escura e textura coridcea) foram coletados
diretamente de 10 drvores, enquanto as raizes foram coletadas de apenas duas. A coleta das folhas
jovens ocorreu em maio, das raizes e frutos em julho e das folhas maduras em novembro de 2008. A
retirada das partes subterranea (raiz) e aérea (folhas e frutos) ocorreu com o auxilio do enxadao e da
tesoura de poda, respectivamente.

As folhas e raizes foram secas a 40 °C durante 72 horas (Ferreira et al., 2007) e trituradas em
moinho industrial para a obten¢do do material vegetal seco (pd). Os frutos foram pesados e
triturados em um liquidificador industrial durante cinco minutos, resultando no material vegetal
fresco.

O extrato aquoso foi preparado na propor¢do de 100 g de material vegetal seco ou fresco
para 1000 mL de 4gua destilada, produzindo-se o extrato 10%, considerado concentrado. O extrato
permaneceu em repouso durante 30 minutos a 4 °C e, em seguida foi filtrado a véacuo, utilizando-se
uma bomba elétrica acoplada a um funil de Buchner forrado internamente com papel de filtro (Gatti
et al., 2004). O extrato resultante foi recolhido em um béquer e, a partir desse extrato concentrado,

foram feitas diluicdes em agua destilada para 7,5; 5,0 e 2,5%.

2.2. Potencial osmético e pH dos extratos
2.2.1. pH
O pH foi medido com o auxilio do pHmetro Analion, modelo PM608. Essa medi¢do foi
realizada com os extratos dos diferentes drgdos de Sapindus saponaria em sua maior concentragao

(10%), sendo mantidos a 25°C.
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2.2.2. Potencial osmético

A medicao da concentracdo molar, expressa em mOsm/Kg, foi realizada com um osmdmetro
automético (uLOsmotte, modelo 5004), utilizando-se S0uL de cada extrato concentrado, mantidos a
temperatura de 25°C.

Os valores da concentracdo molar foram convertidos para pressao osmética (25 °C) pela
conversdao de mOsm/Kg para MPa, segundo a equagdo 1.1 citada por Larcher (2000):

10sm/Kg = 0,00832 X Taps (eq. 1.1)

onde:

Tabs: temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.

2.3. Teste de germinacao de sementes

As quatro concentragdes obtidas a partir dos extratos de raizes, frutos, folhas jovens e
maduras foram aplicadas nas sementes de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Ipomoea
grandifolia (corda-de-viola) para avaliacdo do processo de germinagdo, em comparacdo com a
aplicacdo de 4gua destilada (tratamento controle). As sementes de Ipomoea grandifolia foram
escarificadas em 4cido sulftirico concentrado durante cinco minutos e, em seguida, lavadas em dgua
corrente (Azania et al., 2003). Essa metodologia foi empregada com objetivo de padronizar os
resultados obtidos em testes de germinagdo.

Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 30 sementes, distribuidas em placas de Petri forradas
com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL do extrato ou dgua, sendo cobertas por
uma pelicula de plastico transparente e posteriormente tampadas. O experimento foi instalado em
camara de germinacao a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas escuro e irradiancia média
de 12,26 + 6,49 pmol m> s, conforme recomendacdes de Concengo et al. (2008) e Mauli et al.
(2009). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As leituras foram realizadas a
cada 12 horas durante os sete primeiros dias e em intervalos de 24 horas, até a estabilizacdo da
germinacgdo, adotando-se a protrusdo de qualquer parte do embrido como critério de germinacao

(Labouriau, 1983).

2.3.1. Caracteristicas avaliadas
Foi avaliado o tempo inicial (#) e final (#) de germinagdo das sementes, expressos em horas.
O tempo final foi determinado apds a estabilizacdo dos eventos; por seguranga, apds a ultima
germinacdo, o experimento continuou sendo avaliado por tempo igual ao maior intervalo entre dois
registros (Ferreira, 2007).
Foram ainda calculadas as medidas de germinabilidade, freqiiéncia relativa de germinacao,

tempo e velocidade média de germinacgdo, velocidade de germinacdo de Maguire, coeficiente de
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variacdo do tempo, incerteza e sincronia (Ranal & Santana, 2006), cujas expressdes matematicas
seguem abaixo:
a) germinabilidade ou porcentagem de germinacao (G), expressa pela equacgio 1.2:
G=& 100, (eq. 1.2)
n
onde:
n;. ndmero de sementes que germinam no tempo ¢;;
n: nimero total de sementes.

b) freqiiéncia relativa de germinacao (f;), expressa por:

fi= —, (eq. 1.3)

em que:
n;: numero de sementes germinadas no dia i;

k : dltimo dia de observacao.

¢) tempo médio de germinacao (; ), calculado pela expressao proposta por Labouriau (1983):

= (eq. 1.4)

em que:
t;: tempo entre o inicio do experimento e a iésima observacao (horas);

n;: nimero de sementes que germinam no tempo #;;

k : Gltimo tempo de germinacdo das sementes.

d) coeficiente de variacao do tempo (CV,), proposto por Ranal & Santana (2006), que mede o grau
de dispersdo da germinacdo ao redor do tempo médio, sendo calculado a partir do tempo médio e do

desvio padrao do tempo, usando a expressao:

CV,= (s,/)100, (eq. 1.5)
onde:
s; . desvio padrao do tempo;
¢ tempo médio de germinacao.
O desvio padrio do tempo foi calculado pela expressdo: s, = 4/s’ , onde: s : variancia do

tempo de germinacao, calculada pela expressao:
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si=H (eq. 1.6)

onde:

¢ tempo médio de germinacao;

t; tempo entre o inicio do experimento e a i-ésima (dia) observagao;
n;: nimero de sementes que germinam no tempo #;;

k : dltimo tempo de germinacdo das sementes.

e) velocidade média de germinacéao (\_z ) (Labouriau, 1983), calculada como:

v = , (eq. 1.7)

~ | —

onde:

¢ tempo médio de germinacao.

f) velocidade de germinaciao (VG), proposta por Maguire (1962), é uma ferramenta para avaliar o
vigor das sementes, cuja expressdo matemadtica que associa nimero de sementes germinadas e

tempo ¢é dada por:

VG numero de sementes germinadas 4 numero de sementes germinadas
dias até a primeira contagem dias até a ultima contagem

(eq. 1.8)

g) incerteza (), proposta por Labouriau & Valadares (1976) para analisar a incerteza associada a

distribuicdo da freqii€ncia relativa de germinacdo como,

K

I = —Zfilong,., (eq. 1.9)

i=1

k
Sendo f, = n, Zni, onde:
i=1
[ freqiiéncia relativa de germinagao;
n;: nimero de sementes germinadas no dia i;

k: ultimo dia de observagao.

h) sincronia (Z) do processo de germinacdo (Ranal & Santana, 2006), calculada pela expressao:
Z=3C,,/N, (eq. 1.10)
Sendo, C, , = n,(n,=1)/2 e N=) n,(D n,—1)/2, onde:

C, ,: combinagdo de sementes germinadas no tempo i, dois a dois;
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n;- numero de sementes germinadas no tempo i.

2.3.2. Experimento com PEG
Para avaliar o efeito osmotico dos extratos obtidos, foi realizado um bioensaio de
germinacdo com sementes de Echinochloa crus-galli e Ipomoea grandifolia em solugdes de
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) a -0,2 e -0,3 MPa, além do controle (0 MPa), segundo
recomendacdes de Villela et al.. (1991). O experimento foi realizado utilizando-se a mesma

metodologia descrita para o bioensaio de germinagao.

2.4. Morfologia de plantulas

Na anélise da morfologia de plantulas de capim-arroz e corda-de-viola foram utilizadas
sementes pré-germinadas, com 3 mm de raiz, transferidas para caixas de plastico transparente (21,0
x 14,3 x 6,0 cm) contendo como substrato papel de filtro umedecido com 15 mL de dgua, extratos
de raizes, frutos, folhas jovens e maduras ou solucdo do herbicida nicosulfuron (1,25 L ha™) nas
mesmas concentragdes utilizadas no teste de germinagdo. As caixas foram mantidas em camara de
germinacdo a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas e irradiancia média de 13,38 + 7,96 umol m> s'l,
sendo utilizadas quatro repeticdes de 20 plantulas. O delineamento adotado foi inteiramente
casualizado. Sete dias apds o transplantio foram avaliados o comprimento da parte aérea, da raiz
primdria, a massa da matéria seca e a presenca de anomalias. O comprimento da parte aérea (do
colo até o meristema caulinar) e da raiz primdria (do colo até o meristema radicular) foi medido a
partir de uma amostra aleatéria de 10 plantulas por repeticao, utilizando-se paquimetro.

As plantulas foram classificadas em normais e anormais, de acordo com as especificacdes de
Brasil (1992), onde foram consideradas anormais aquelas que ndo mostraram potencial para
continuar o seu desenvolvimento, com o sistema radicular ou a parte aérea apodrecidos, necrosados,
ausentes ou totalmente atrofiados; também foram incluidas na classificag¢do as plantulas mortas.

Depois de realizadas as classificagcdes e as medidas biométricas, as 20 plantulas foram
colocadas em sacos de papel e inseridas em estufa a 70°C, durante 48 horas. A cada 24 horas o
material vegetal foi retirado e mantido em um dessecador para ser avaliado em balanga analitica de

precisao, até massa constante.

2.5. Analise estatistica
Os dados obtidos para cada uma das caracteristicas avaliadas foram submetidos aos testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene). Quando essas duas pressuposicdes foram
atendidas, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey a 0,05 de

significancia. A falta de normalidade ou homogeneidade (ou ambas) levou a realizacdo de testes
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nao-paramétricos, Kruskal-Wallis, seguido de Dunn para comparagdes bindrias, a 0,01 de
significancia.

Procedeu-se a regressdo linear, quadratica ou exponencial quando o resultado da ANOVA
foi significativo. O ajuste do modelo foi testado a 0,05 de significancia e avaliado pelo seu
coeficiente de determinacdo (R?); porém, em situacdes onde ndo foi possivel o ajuste dos modelos
(R? inferior a 70%), os valores foram inseridos em uma tabela, sem representacao grifica. Para as
varidveis que ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos os resultados foram
representados em figuras, com seus respectivos desvios padrao.

As equacdes das regressoes lineares foram submetidas ao teste do paralelismo (teste F) para
verificar a hipdtese de nulidade, testando-se se as inclinacdes das equacdes sdo estatisticamente
iguais, conforme descrito por Rohlf & Sokal (1969).

Foi realizada a andlise conjunta dos dados de germinabilidade e velocidade média de
germinacdo referentes aos quatro 6rgaos da espécie Sapindus saponaria, uma vez que a razao entre

0 maior e o menor quadrado médio residual ndo foi superior a sete (Pimentel-Gomes, 1990).

3. Resultados e Discussao

3.1. Teste de germinacao e analise morfolégica das plantulas

3.1.1. Folhas maduras e jovens

O extrato de folhas maduras de Sapindus saponaria inibiu significativamente a germinacao
das sementes de capim-arroz e corda-de-viola, efeito este encontrado para a maior parte das
medidas avaliadas (Figura 2).

Para o extrato de folhas maduras, observou-se aumento linear no tempo inicial (1,08 horas
para cada adi¢do de 0,01 mg mL" de extrato, para as sementes de capim-arroz) e no tempo médio
de germinacdo (1,39 e 1,21 horas para cada adi¢do de 0,01 mg mL™"' de extrato, para as sementes de
capim-arroz e corda-de-viola, respectivamente) (Figura 2). Como conseqiiéncia disto, houve
decréscimo linear na velocidade média de germinacdo (0,0003 horas™ para o capim-arroz e 0,0023
horas™ para a corda-de-viola, para cada 0,01 mg mL" de extrato) e na velocidade de germinacdo de
Maguire (0,0216 sementes hora™ para o capim-arroz e 0,1063 sementes horas™ para a corda-de-
viola, para cada 0,01 mg mL" de extrato). Comparando as linhas de tendéncias das regressoes
lineares, notou-se que para o tempo médio de germinacdo as duas espécies apresentaram as mesmas
taxas de incrementos, enquanto para a velocidade média e velocidade de germinagdo os

decrementos diferiram entre as espécies, sendo as maiores reducdes apresentadas pelas sementes de
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corda-de-viola (Tabela 1). O tempo inicial de germinacdo das sementes de corda-de-viola
apresentou acréscimos somente a partir da concentragdo de 7,5%. A germinabilidade das sementes
de capim-arroz foi reduzida linearmente em 2,26%, para cada adi¢do de 0,01 mg mL"! de extrato,
enquanto o coeficiente de variacdo do tempo, apresentou regressao quadratica, com o valor minimo
estimado de 25,46% na concentracdo de 10% (Figura 2), indicando que as poucas sementes
germinadas nesta concentragcdo tinham caracteristicas fisioldgicas semelhantes.

A freqiiéncia relativa de germinacdo para ambas as espécies foi similar entre as diferentes
concentracdes do extrato de folhas maduras. Porém, notou-se freqiiéncia superior da corda-de-viola
(0,66) em relacdo ao capim-arroz (0,32), indicando que em média 66 e 32% das sementes
germinaram, respectivamente, em um unico intervalo de tempo (Figura 1). Além disso, o tempo
médio de germinacdo das sementes de corda-de-viola foi menor (24 horas) do que para as sementes
de capim-arroz (65 horas) (Figura 1). Esta maior uniformidade e sincronia no processo de
germinacdo das sementes de corda-de-viola pode estar relacionada com a escarificacdo a que estas

foram submetidas.
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Figura 1. Freqiiéncia relativa de germinacao de sementes de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e
Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a a¢do do extrato de folhas maduras de
Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.
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Figura 2. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinagdo, coeficiente de
variacao do tempo, velocidade média de germinacdo, velocidade de germinagdo, incerteza
e sincronia do processo de germinacdo de sementes de Echinochloa crus-galli (capim-
arroz) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do extrato de folhas
maduras de Sapindus saponaria em diferentes concentracgoes.
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O efeito inibitério do extrato de folhas jovens de Sapindus saponaria no processo de
germinacdo foi bem acentuado, principalmente para sementes de corda-de-viola. Verificou-se
decréscimo linear na germinabilidade (7,53% para o capim-arroz e 7,94% para a corda-de-viola,
para cada 0,01 mg mL™"' de extrato, respectivamente) e no coeficiente de variacdo do tempo (2,04%
para capim-arroz e 5,77% para corda-de-viola para cada 0,01 mg mL" de extrato), indicando na
concentracdo de 10%, pequena dispersdo ao redor do tempo médio de germinacdo (Figura 4). Essa
homogeneidade das sementes pode ser confirmada pela baixa incerteza apresentada nessa
concentracdo, verificando-se que os aleloquimicos podem atuar na selecdo das sementes mais
vigorosas. Houve diminuicao linear também, para a velocidade média de germinacgado (0,0039 horas
! para cada 0,01 mg mL™" de extrato, para as sementes de corda-de-viola), velocidade de germinagio
de Maguire (0,0382 sementes horas™ para o capim-arroz e 0,1739 sementes horas™ para a corda-de-
viola, para cada 0,01 mg mL"! de extrato), incerteza (0,0540 bits para cada 0,01 mg mL"! de extrato,
para as sementes de capim-arroz) e para a sincronia (0,0360 para cada 0,01 mg mL" de extrato para
as sementes de corda-de-viola) (Figura 4). Para as sementes de capim-arroz, a sincronia apresentou
regressdo quadratica, com o valor maximo estimado de 0,2295, na concentracio de 3,6% (Figura 4).
A incerteza do processo de germinagdo das sementes de corda-de-viola apresentou maior valor
(1,927 bits) na concentracdo de 5,5% (Figura 4). Para ambas as espécies alvo, a sincronia do
processo de germinacdo apresentou valores baixos e proximos de zero, na concentracdo 10% do
extrato de folhas jovens de Sapindus saponaria, indicando falta de sobreposicao da germinacao das
sementes no tempo. As duas espécies de plantas daninhas apresentaram decrementos similares na
germinabilidade; porém, para o coeficiente de variacio do tempo e para a velocidade de
germinagdo, os maiores decréscimos ocorreram para sementes de corda-de-viola (Tabela 1).

Essa perda de sincronia foi observada na germinacao das sementes de corda-de-viola (Figura
3), pois enquanto no tratamento controle cerca de 73% das sementes germinaram em um Unico
intervalo de tempo (12 horas), na concentracdo de 10% do extrato de folhas jovens apenas 28% das
sementes germinaram (108 horas). Essa germinacdo espalhada no tempo, demonstra
heterogeneidade na resposta das sementes dessa espécie ao aleloquimico.

Para as varidveis analisadas no processo de germinacdo que nao apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos, sob acdo dos extratos de folhas jovens e maduras, as regressoes
ndo puderam ser aplicadas e os valores encontram-se nas figuras 2 e 4 e nas tabelas 2 e 3. Dentre
estes valores, a andlise estatistica ndo detectou diferencas significativas para o tempo final de
germinacdo e coeficiente de variacao do tempo das sementes de capim-arroz e corda-de-viola, uma
vez que estas apresentaram desvio padrdo muito alto. Esta informag¢do indica a alta variabilidade
presente nessas sementes e a importancia de se realizar outros testes como a andlise morfolégica das

plantulas.
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Em geral, os trabalhos que avaliam o processo germinativo baseiam-se principalmente no
calculo da germinabilidade, velocidade e tempo médio de germinacdo, o que pode dificultar a
comparagdo dos resultados e a deteccdo dos aleloquimicos atuantes. Por este motivo, torna-se
importante a andlise de outras varidveis, como o coeficiente de variagdo do tempo, a incerteza, a

sincronia e a frequéncia relativa de germinacao.
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Figura 3. Freqiiéncia relativa de germinacao de sementes de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e
Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a a¢do do extrato de folhas jovens de
Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.

79



90 250

2 75 2 200
g g
g 60 I £ 150
g 45 I 3
z & 100
[~ 30 { =
= g 50
£ 15 o ) 5
H 0 T T T T 1 0 T T T T 1
0.0 2.5 5,0 75 10,0 0,0 25 50 75 10,0
Concentracio % (p/v) Concentragio % (p/v)
100 g 100
< y'= 96,67 - 7,94x g
¥ 80 ) . 80
3 R>=89,47% 3 ¢ 3
g 60 % 2 60
= v 2
2 S £ 3
g 40 y = 88,67 - 7,53x g£E % ¢
é 20 R*=9585% £ 20 g
S
S & &
0 + T T T 1 ﬁ 0 - T T T 1
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 0,0 2,5 5,0 7.5 10,0
Concentracao % (p/v) Concentracio % (p/v)
90 -
E o y'= 89,024 - 5,77x - 0060 o
S 75 ~ 2_ E
§, ~ R™=87.05% Z | y'=0,05077 - 0,003955x
S S 0045 ~ ;
£ y =33.53-2,047x 0 3 o . R=9L74%
22 4 R? = 87.63% ~ 0 g 0030 o
T & E ’ o
& E 30 < o
s 3 = T~
£ 15 S 0015 % x - « g
g 2
S 0 | ‘ ‘ | 2 0,000 ‘ ‘ ‘ ‘
0.0 25 50 73 100 0,0 25 50 75 10,0
Concentracio % (V) Concentracio % (p/v)
2,00
g y'=1,5718 - 0,173940x 3,00 y =2,398 - 0,054x
£7 150 R®=97,25% 250 R =77,20%
: § o 0,4254 - 0,038209 g >
g = 1,00 o y=044-0. * € 150
2 g ~_ R*=98,66% =
- 0.50 © g 100 y '= 1,080 + 0,308x - 0,028x*
g 0, _
,~§ g 2 050 R2 = 94,10%
; 0,00 - : : ‘ > 0,00 + \ \ \ 1
0,0 2,5 50 75 10,0 0,0 2.5 5.0 7.5 10,0

Concentracio % (p/v) Concentraciio % (p/v)
0,90
y'=0,530 - 0,036x

0,75 R%2=95,10%

0,60
2 y =0,1927 + 0,0203x -0,0028x*
g 04 — R®=83,77%
= ——
Z 030 o — o
v \
0,15 ¢ \’\\3
0,00 4 ‘ : : )
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0
Concentracio % (p/v)
¢ Capim-aroz (y) o Corda-de-viola (y")

Figura 4. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinagdo, coeficiente de
variacdo do tempo, velocidade média de germinagdo, velocidade de germinagdo,
incerteza e sincronia do processo de germinacao de sementes de Echinochloa crus-galli
(capim-arroz) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do extrato de
folhas jovens de Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.
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Resultados similares de inibicdo no processo de germinagdo para as sementes de capim-
arroz foram registrados com a utiliza¢do de extratos aquosos de folhas de Oryza sativa L. (arroz)
(Chung & Ahn, 2000), de Secale cereale L. (centeio) (Burgos & Talbert, 2000), de Dicranopteris
linearis (Burm.f.) Underw (Chong & Ismail, 2006) e de Amaranthus hypochondriacus L. (caruru)
(Tejeda-Sartorius & Rodriguez-Gonzalez, 2008). Para as sementes de corda-de-viola submetidas
aos extratos de losna-brava (Artemisia vulgaris L.), também houve diminuicdo significativa na
porcentagem de germinagdo, indicando que vdrias fases de desenvolvimento podem sofrer
interferéncia alelopdtica (Almeida, 1988). Esses dados revelam a alta concentracdo de
aleloquimicos presentes nas folhas das plantas doadoras.

Na avaliacdo morfoldgica das plantulas submetidas a agdo do extrato de folhas maduras de
Sapindus saponaria em diferentes concentracdes, a porcentagem de plantulas normais de capim-
arroz e corda-de-viola variou de 96,25% (controle) a 21,25% (concentracao 10%) e de 87,5%
(controle) a 0% (concentragao 10%), respectivamente (Figuras 5 e 6). Os valores referentes ao
comprimento da parte aérea e da raiz primdria apresentaram ajuste exponencial e quadratico. As
plantulas de capim-arroz e de corda-de-viola apresentaram menores comprimentos da parte aérea
(34,29 mm para capim-arroz e 8,64 mm para corda-de-viola) no controle e na concentragdo de
7,64%, respectivamente, enquanto o comprimento da raiz apresentou valores minimos (6,88 mm
para capim-arroz e 2,82 mm para corda-de-viola) nas concentragdes estimadas de 10 e 7,42% para
as plantulas de capim-arroz e corda-de-viola, respectivamente (Figuras 5 e 6). A massa da matéria

seca das plantulas daninhas nao diferiu significativamente entre os tratamentos (Figura 7).

120 -+ 60
l - Comprimento da parte aérea (y)
100 P 4 Plantulas normais (y) 50 § o Comprimento da raiz (y)
O Plantulas mortas -
80 4 40 - ¥ R
® E 4
% y = 94,429 + 4,607x -1,1857x 307 y = 35,44 + 2,14x - 0,220%°
R2 =70,0%
40 R? = 99,06% 20 ?
y' = 45,75¢ 1974
20 1 109 RP-9617%
0 o o = o ] 0 w w w w
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 0,0 2,5 5.0 7.5 10,0
Concentracio % (p/v) Concentrac¢io % (p/v)

Figura 5. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da raiz
de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) submetidas a acdo do extrato de folhas maduras
de Sapindus saponaria em diferentes concentracdes.
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Figura 6. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da raiz
de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do extrato de folhas maduras
de Sapindus saponaria em diferentes concentracdes.
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Figura 7. Massa da matéria seca de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Ipomoea grandifolia
(corda-de-viola) submetidas a a¢dao do extrato de folhas maduras de Sapindus saponaria
em diferentes concentracoes.

O efeito dos extratos das folhas jovens de Sapindus saponaria na morfologia das plantulas
de espécies daninhas encontra-se nas figuras 8 e 9. A porcentagem de plantulas normais de capim-
arroz e de corda-de-viola variou de 100% (controle) a 27,50% (concentracdo 10%) e de 90%
(controle) a 0% (concentracdo 10%), respectivamente (Figuras 8 e 9). A porcentagem de plantulas
mortas de corda-de-viola variou de 0% (controle) para 30% (concentragdo 10%) (Figura 9). Os
valores referentes ao comprimento da parte aérea e da raiz primdria apresentaram ajuste quadratico.
Foi registrado para as plantulas de capim-arroz, maior comprimento da parte aérea (34 mm) na
concentracdo estimada de 0,21%; enquanto para as plantulas de corda-de-viola o comprimento
minimo (11,49 mm) foi encontrado na concentracdo de 8,32%. O comprimento da raiz primdria das
plantulas de capim-arroz e corda-de-viola apresentou menores valores (0,36 mm para capim-arroz e
0 mm para corda-de-viola) nas concentragdes estimadas de 7,32% e 7,17%, respectivamente

(Figuras 8 € 9).

82



120 - 70 3 . Comprimento da parte aérea (y)

100 4 & Plantulas normais (y) 60 1\ 0 Comprimento da raiz (y")
\
\, " 2
80 O  Plantulas mortas 50 4 \\i' =62,55-16,98x + 1,159x
2 — R
. 40 | N R? = 94,90% y = 33,995 + 0,0778x -0,188x>
601 E o e R?=90,27%
y =102,5 - 7,65x 30 4 ’
i 2
40 R®=98,72% 20 | o s
20 + 10 - \U\ o
o
0 o o ] & E 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 0,0 2,5 5,0 7.5 10,0
Concentracio % (p/v) Concentracio % (p/v)

Figura 8. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da
raiz de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) submetidas a acdo do extrato de folhas
jovens de Sapindus saponaria em diferentes concentracoes.
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Figura 9. Massa da matéria seca, porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento
da parte aérea e da raiz de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do
extrato de folhas jovens de Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.

As plantulas de capim-arroz, submetidas ao efeito dos extratos de folhas jovens,
apresentaram maior massa da matéria seca nas concentracdes 2,5 (35,06 mg) e 10% (36,46 mg)
(Tabela 4); no entanto, estes valores nao se ajustaram aos modelos de regressdo. A massa da matéria
seca das plantulas de corda-de-viola ndo diferiram estatisticamente entre as concentracdes (Figura
9). Com isso, pode-se dizer que essa avaliacdo nao gera dados precisos, uma vez que essas espécies

produzem pouca massa da matéria seca.

83



Os valores referentes a porcentagem de plantulas mortas, os quais nido apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos sob acdo do extrato de folhas maduras e jovens,
encontram-se nas respectivas figuras e na tabela 4.

Poucos trabalhos utilizam a andlise de regressdao para avaliar o efeito alelopdtico na
germinacdo das sementes e morfologia das plantulas (Gatti et al., 2004; Macias-Rubalcava et al.,
2008). No entanto, devido ao seu carater preditivo, esta é uma ferramenta util para tratamentos que
sd0 quantitativos.

Os extratos provenientes das folhas de diversas plantas doadoras também inibiram o
crescimento da raiz e da parte aérea das plantulas de capim-arroz, sendo que o aumento da
concentracdo dos extratos elevou esta taxa de inibicdo (Macias-Rubalcava et al., 2008; Kato-
Noguchi et al., 2009).

Pode-se dizer que a emergéncia da plantula e seu crescimento sio as fases mais sensiveis na
ontogénese do individuo (Blum, 1999). Segundo Jacobi & Ferreira (1991), a inibi¢do do
crescimento da plantula apds a germinacdo, sob o ponto de vista ecoldgico, ¢ um processo de
selecdo mais eficiente no controle da populacdo do que evitar a germinagdo das sementes da planta

daninha porque o banco de sementes é exaurido.

3.1.2. Fruto

O extrato do fruto de Sapindus saponaria exerceu efeito alelopatico sobre as sementes das
plantas daninhas. Verificou-se acréscimo linear no tempo inicial (1,92 horas para cada adi¢ao de
0,01 mg mL"' de extrato, para as sementes de capim-arroz) e no tempo médio de germinacio (1,75
horas para o capim-arroz e 1,53 horas para a corda-de-viola, para cada 0,01 mg mL" de extrato)
(Figura 11). Para as sementes de corda-de-viola, o tempo inicial de germinagdo foi de 12 horas até
na concentracdo 7,5%, variando para 21 horas na concentracdo 10%. Em contrapartida, houve
reducdo linear na germinabilidade (1,53 horas para cada 0,01 mg mL™" de extrato, para as sementes
de capim-arroz), na velocidade média (0,0003 horas™' para o capim-arroz e 0,0024 horas™ para a
corda-de-viola, para cada 0,01 mg mL" de extrato) e na velocidade de germinacio de Maguire
(0,0151 e 0,0951 sementes horas™! para cada 0,01 mg mL"! de extrato, para as sementes de capim-
arroz e corda-de-viola, respectivamente), indicando reducao e atraso na germinacao das sementes na
concentracdo 10% (Figura 11). Os valores referentes a germinabilidade das sementes de corda-de-
viola ndo apresentaram ajustes aos modelos de regressdo; porém, na concentracdo 10% foi
registrada a menor porcentagem de germinacdo dessas sementes (47,5%) (Tabela 3). As demais
varidveis que nao foram relatadas, ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos

(Figura 11; Tabelas 2 e 3).
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Comparando as linhas de tendéncias das regressdes lineares, observou-se que para o tempo
médio de germinacdo, as duas espécies apresentaram as mesmas taxas de incrementos, enquanto
para a velocidade média e velocidade de germinacdo de Maguire os decrementos foram maiores
para as sementes de capim-arroz submetidas a acdo dos extratos de frutos de Sapindus saponaria
(Tabela 1).

As sementes de corda-de-viola apresentaram alta frequéncia relativa de germinacdo num
mesmo intervalo de tempo em todas as concentracdes e, uma superioridade em relagcdo a frequéncia

das sementes de capim-arroz (Figura 10).
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Figura 10. Freqii€ncia relativa de germinacdo de sementes de Echinochloa crus-galli (capim-arroz)
e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acao do extrato de frutos de Sapindus
saponaria em diferentes concentracoes.
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Figura 11. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinagdo, coeficiente de
variacdo do tempo, velocidade média de germinagdo, velocidade de germinagdo,
incerteza e sincronia do processo de germinacao de sementes de Echinochloa crus-galli
(capim-arroz) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do extrato de
frutos de Sapindus saponaria em diferentes concentracoes.
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O efeito do extrato dos frutos de Sapindus saponaria foi bastante expressivo sobre a
morfologia das plantulas das espécies daninhas. As plantulas normais de capim-arroz variaram de
98,75% (controle) a 6,25% (concentragdao 10%), enquanto para a corda-de-viola essa variacdo foi de
90% (controle) a 0% (a partir da concentragdo 5%) (Figuras 12 e 13). Constatou-se aumento, em
relacdo ao controle, de 6,25 e 8,75% (concentracdo 10%) de plantulas mortas de capim-arroz e
corda-de-viola, respectivamente. O comprimento da parte aérea das plantulas de capim-arroz, sofreu
decréscimo linear de 2,248 mm, para cada 0,01 mg mL"! de extrato; enquanto para a corda-de-viola
o0 menor comprimento (14,77 mm) ocorreu na concentragdao estimada de 8,40%. As plantulas de
capim-arroz e corda-de-viola apresentaram valores minimos (0 mm) no comprimento da raiz, nas
concentracoes estimadas de 7,12 e 7,19%, respectivamente (Figuras 12 e 13). Nao foram registradas
diferencas significativas, entre as concentragdes, para a massa da matéria seca das plantulas

daninhas (Figura 14).
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Figura 12. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da
raiz de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) submetidas a acdo do extrato de frutos de
Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.
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Figura 13. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da

raiz de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do extrato de frutos de
Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.

87



200 @ Capim-arroz O Corda-de-viola

i ?
= 150 a
=0
g l
g 100
3
3
= 50
*
= { 3
0 T T T T 1
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0

Concentracio % (p/v)

Figura 14. Massa da matéria seca de plantulas de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Ipomoea
grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acio do extrato de frutos de Sapindus saponaria
em diferentes concentracoes.

Estudos de Pelegrini et al. (2008) registraram a presenga de varios metabolitos secundarios,
como saponinas, nos frutos da Sapindus saponaria; que podem estar associados aos efeitos
alelopdticos da espécie. As saponinas podem apresentar processos de acdo indiretos ou diretos. Os
efeitos indiretos incluem alteracdes nas propriedades e status nutricional do solo, bem como nas
populacdes e/ou atividades de microorganismos. Quanto aos efeitos diretos, que sdo mais
estudados, incluem alteragdes no metabolismo vegetal, podendo afetar as caracteristicas citoldgicas,
os fitormoOnios, as membranas, a germinacdo, a absor¢do mineral, a respiracdo, a atividade
enzimatica, a divisao celular, entre outros (Rice, 1984; Rizvi et al., 1992).

Essa espécie arbdérea pode ser considerada como uma importante fonte para obtencdo dessas
substancias, ja que esta drvore se encontra em grande parte do pais e produz quantidade abundante
de frutos com alto teor de saponinas. Uma das teorias mais aceitas para explicar a alta concentracdo
de saponinas em muitas espécies de plantas € que estas funcionariam como protecdo ao ataque de
patégenos, sejam estes fungos, bactérias ou virus (Murgu, 2002).

Porém, € importante salientar que nos testes realizados com o extrato do fruto de Sapindus
saponaria, notou-se alta incidéncia de fungos, o que pode ter contribuido para a inibi¢do das
sementes no processo de germinacdo e pelo ndo desenvolvimento de suas plantulas. Isto pode estar
relacionado com a grande quantidade de acticares presentes no fruto e por esse extrato ser oriundo

do material fresco.

3.1.3. Raiz

O extrato da raiz de Sapindus saponaria ndo interferiu fortemente no processo de
germinacdo das sementes de plantas daninhas. Os valores referentes ao tempo final de germinacao
das sementes de capim-arroz ndo se ajustaram aos modelos de regressdo, no entanto, nas

concentracoes 5 e 7,5% foram relatados os maiores tempos (159 horas) (Tabela 2). Para as sementes
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de capim-arroz, o extrato interferiu apenas no tempo médio e na velocidade média de germinagao,
provocando, respectivamente, acréscimo linear de 1,60 horas e decréscimo linear de 0,0002 horas'l,
para cada adi¢do de 0,01 mg mL™' de extrato (Figura 15). Observando-se a frequéncia relativa de
germinacdo das sementes de capim-arroz, verificou-se que este processo foi mais espalhado no
tempo, na concentragdo 10% (Figura 16).

O efeito do extrato da raiz, para as sementes de corda-de-viola, foi evidente somente para a
velocidade de germinacdo de Maguire com reducdo linear de 0,0388 sementes horas™, para cada
0,01 mg mL" de extrato (Figura 15). Esta reducdo na velocidade de germinacdo das sementes de
corda-de-viola pode ser confirmada pela distribuicdo da frequéncia relativa de germinagdo, pois
enquanto no controle o maior pico registrado foi nas 12 primeiras horas (0,64), na concentracao
10% ocorreu no intervalo de 24 horas (0,50) (Figura 16). As demais varidveis nio apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 15, Tabelas 2 e 3). Desta forma, € importante
enfatizar a importancia de se analisar o maior niimero possivel de varidveis para detecter a acdo dos

aleloquimicos.
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Figura 15. Tempo inicial e final, germinabilidade, tempo médio de germinacdo, coeficiente de
variacdo do tempo, velocidade média de germinagdo, velocidade de germinagao,
incerteza e sincronia do processo de germinacao de sementes de Echinochloa crus-galli
(capim-arroz) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do extrato de

raizes de Sapindus saponaria

em diferentes concentracoes.
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Figura 16. Freqiiéncia relativa de germinacdo de sementes de Echinochloa crus-galli (capim-arroz)
e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acao do extrato de raizes de Sapindus
saponaria em diferentes concentracoes.

O efeito do extrato da raiz de Sapindus saponaria foi mais significativo sobre a morfologia
das plantulas das espécies daninhas estudadas. As plantulas normais de capim-arroz e de corda-de-
viola variaram, respectivamente, de 100% (controle) a 42,5% (concentracio 10%) e de 90%
(controle) a 0% (concentragao 10%). Para ambas as espécies receptoras, a porcentagem de plantulas
mortas ndo diferiu significativamente entre os tratamentos (Figuras 17 e 18; Tabela 4). O
comprimento da parte aérea das plantulas de capim-arroz (28,17 mm) e de corda-de-viola (9,88
mm) foi menor na concentragdo 10 e 6,96%, respectivamente. O comprimento da raiz foi minimo
na concentragdo 7,44% (3,44 mm) para o capim-arroz e na concentracao 7,08% (1,82 mm) para a
corda-de-viola (Figura 17 e 18). Nao houve diferenca estatistica da massa da matéria seca das
plantulas de capim-arroz, entre as concentragdes (Tabela 4); porém, para a corda-de-viola foi

estimada menor massa (127,31 mg) na concentracdo 6,17% (Figura 19).
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Figura 17. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da
raiz de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) submetidas a a¢do do extrato de raizes de
Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.
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Figura 18. Porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas, comprimento da parte aérea e da
raiz de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a a¢do do extrato de raizes de
Sapindus saponaria em diferentes concentragdes.
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Figura 19. Massa da matéria seca de plantulas de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) e
Echinochloa crus-galli (capim-arroz) submetidas a acdo do extrato de raizes de Sapindus
saponaria em diferentes concentracoes.

Desde o final dos anos 90, a caracterizagdo funcional dos exsudatos radiculares tem
despertado grande interesse, tanto do ponto de vista fisioldgico como quimico. O papel biolégico
dos exsudatos € a chave para compreender a capacidade de adaptagdo da planta, sob certas

condi¢des e, do ponto de vista da alelopatia (Oliveros-Bastidas et al., 2009).
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Alguns trabalhos confirmam o baixo efeito alelopético das raizes sobre a germinacdo das

sementes de espécies daninhas (Rosa et al., 2008). No entanto, durante o desenvolvimento das

plantulas, o respectivo extrato, provoca alteracdes morfoldgicas bastante expressivas (Herndndez-

Terrones et al., 2007), principalmente no crescimento da raiz (Carmo et al., 2007).

3.1.4. Herbicida

Observou-se no desenvolvimento das plantulas de capim-arroz e de corda-de-viola que o

herbicida nicosulfuron produziu decréscimo significativo nas varidveis avaliadas em relagdo ao

controle, com excecdo das plantulas mortas. Para as duas espécies, o herbicida reduziu a massa da

matéria seca (capim-arroz), a porcentagem de plantulas normais, o comprimento da parte aérea e da

raiz primdria, independente da concentracao de herbicida aplicada (Figura 20).
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Figura 20. Massa da matéria seca, porcentagem de plantulas normais, plantulas mortas,
comprimento da parte aérea e da raiz de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) e
Echinochloa crus-galli (capim-arroz) submetidas a acao do herbicida nicosulfuron em

diferentes concentragdes.
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O herbicida nicosulfuron demonstrou também ser eficiente no controle de arroz-vermelho
(Oryza sativa L.); no entanto, a eficiéncia do produto mostrou-se dependente da dose utilizada
(Fontana et al., 2007).

As sulfoniluréias atuam sobre a acetolactato sintase (ALS), que catalisa a primeira reacao na
biossintese de aminoacidos ramificados, valina, leucina e isoleucina (Anderson, 1998). Seus
sintomas, em plantas sensiveis, sdo caracterizados por clorose foliar, necrose e redug¢do do
crescimento. A seletividade das plantas a sulfoniluréias é conferida pelas diferentes taxas de
metabolizacdo e pela velocidade de absorcdo e translocagdo do produto. Espécies tolerantes
metabolizam rapidamente estes herbicidas, transformando-os em formas inativas por meio do
sistema citocromo P450 monoxigenase, em reacgdes de hidroxilacdo e glicosilacdo (Brow, 1990).
Dos herbicidas deste grupo quimico, o nicosulfuron € utilizado principalmente em aplicagdes pos-

emergentes, com enfoque no controle de gramineas e algumas espécies de dicotiledoneas

(Rodrigues & Almeida, 2005).
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Tabela 1. Teste-F para comparar os coeficientes angulares das regressdes lineares, oriundas do
teste de germinagcdo de sementes de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Ipomoea
grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo dos extratos de folhas maduras, folhas
jovens e frutos de Sapindus saponaria.

T B T ~ A -1
Variaveis (unidades) Equagao Feaculado Inferéncia
Folhas maduras

y =58,94 + 1,392x

Os coeficientes angulares para

t(h) v'= 18,417 + 1,216x 0,8366 as duas es;;e;lctlreess?ao diferem
Os coeficientes angulares para
el y =0,0169 - 0,0003x « L
v(h) y'=0,0549 — 0,0023x 52,76 as duas espem:is diferem entre
Os coeficientes angulares para
1 y =0,4913 - 0,0216x " L
VG (semente h™) y'= 17909 — 0.1063x 77,64 as duas espec1seis diferem entre
Folhas jovens
y= 88,67 —7,53x ~ Os coeficientes angulares para
G (%) y = 96:67 3 7”9 Ax 0,1534™ a5 duas espécies ndo diferem
entre si.
Os coeficientes angulares para
y=33,53 -2,047x « L
CV, (%) v’ =89.024 — 5.77x 11,98 as duas espem:is diferem entre
y=0,4254 — 0,0382x Os coeficientes angulares para
-1 — Y - Y sk £y :
VG (semente h™) v’ =1.5718 — 0,1739x 99,01 as duas espec1seis diferem entre
Frutos
] y = 64.93 + 1,7546x Os coeficientes angulares para
t(h) = 17.897 + 1,5339x 0,5727 as duas esp:;lilrzssrilao diferem
_ Os coeficientes angulares para
¥ (hh y =0,015319 - 0,00032x 46,96%  as duas espécies diferem entre

y’: 0,054175 - 0,002481X S1

Os coeficientes angulares para
, s duas espécies difer re
93,04* as dua écies diferem ent
si.

y =0,403517 - 0,015185x

B
VG (semente h™) 5 1's353_0,095189x

t: tempo médio de germinacdo; V: velocidade média de germinacgio; VG: velocidade de germinacdo (Maguire); G:
germinabilidade; CV;: coeficiente de variacdo do tempo. 1HO: B, —B,=0, onde B, e B, sdo os pardmetros dos coeficientes
angulares das equagdes. ™: valores ndo diferem significativamente. *: valores diferem significativamente (Fegcutado >

Ftabelado) .
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Tabela 2. Germinacdo de sementes de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) submetidas a acdo dos extratos de folhas maduras e jovens, frutos e raizes de Sapindus saponaria em

diferentes concentracoes.

(Zsfézgee‘s) Controle 2.5% 5,0% 7,5% 10,0% T TE )ES‘a‘fStica P T
Folha madura
Tf (h) 159,00+ 26,61 a 111,00 £20,49 a 120,00 £32,50 a 129,00 +£43,13 a 114,00 £ 1549 a 0,9179 (0,095) 1,059 (0,4104) 1,752 (0,1911)
1 (bit) 2,1415+£0,1751 a  2,2424 £0,2024 a  2,4397 £0,1222 a 2,4172 £0,0897 a 2,2320 £0,3501 a 0,952 (0,4086) 1,649 (0,2139) 1,523 (0,2457)
Y4 0,2228 +0,0286 a 0,2177 £0,0319a  0,1806 + 00,0388 a 0,1805 +0,0240 a 0,2038 +0,0572a 0,93 (0,1635) 0,573 (0,6866) 1,109 (0,3885)
Folha jovem
Ti (h) 39,00 £6,00 a 42,00 +6,93 a 48,00 29,80 a 54,00 £ 6,93 a 68,00 13,86 a 0,8072 (0,0007) 3,351 (0,0378) 6,192 (0,1853)
Tf (h) 129,00 + 18,00 a 114,00 £ 15,49 a 120,00 + 13,86 a 96,00 + 13,86 a 96,00 = 12,00 a 0,8604 (0,0072) 2,952 (0,0553) 10,482 (0,0501)
i (h) 6591 +3,56a 69,04 £4,34 a 73,66 £5,61 a 73,08 £3,52 a 80,80 £3,67 a 0,6854 (0,0001) 6,811 (0,0025) 6,957 (0,1382)
¥ 0,0152 £0,0007 a  0,0145 £0,0009a  0,0136 £0,0010 a 0,0137 £0,0007 a 0,0124 £0,0006 a  0,7279 (0,0001) 6,205 (0,0037) 13,243 (0,0798)
Fruto
Tf (h) 144,00+ 60,40 a 108,00 £ 9,80 a 117,00 + 18,00 a 168,00 + 45,96 a 132,00 £48,99 a 0,9338 (0,1929) 2,005 (0,1455) 1,297 (0,3156)
CVt (%) 34,03 £ 13,16 a 26,55 £6,04 a 25,14 +£5,67 a 3446+ 12,89 a 2382 +11,27a 0,9468 (0,3336) 0,976 (0,4495) 0,959 (0,4581)
1 (bit) 2,3044 +£0,3206 a  2,2275+0,1778 a  2,1633 £0,1892 a 2,3529 £0,2589 a 2,1408 £0,2690 a  0,9644 (0,6336) 0,442 (0,7761) 0,529 (0,7165)
Y4 0,1989 +0,0427a 0,2277 £0,0359a 00,2321 £0,0536 a 0,1928 +£0,0377 a 0,2060 +0,0480 a  0,9504 (0,3845) 0,354 (0,8372) 0,632 (0,6472)
Ti (h) 48,00 + 0,00 a 48,00 £0,00 a 48,00 + 0,00 a 48,00 £0,00 a = 48,00 + 0,00 a 0,5439 (0,0001) 0,000 (1,00) 0,000 (0,9999)
Tf (h) 117,00 £20,61ab 111,00+ 6,00ab  159,00+39.65a  159,00+22,71 a 126,00+ 6,93 ab  0,9262 (0,1378) 2,667 (0,0732) 3,7 (0,0274)
G (%) 7583 +3,19a 74,17 13,44 a 74,17 £ 14,24 a 72,50 £5,00 a 70,83 +9,18 a 0,9789 (0,9028) 1,809 (0,1796) 0,144 (0,963)
CVt (%) 30,35+8,81a 2581 +£192a 35,96 £6,79 a 33,12+4,09 a 26,00 £3,27 a 0,9361 (0,2132) 2,936 (0,0561) 2,517 (0,0853)
VG (semente h'') 00,3684 £0,0393a 0,3482+£0,0604a  0,3256 +0,0603 a 0,2877 £0,0136 a 0,2851 £0,0372a 0,986 (0,9774) 1,695 (0,2033) 2,589 (0,0793)
1 (bit) 22647 £03275a 22647+0,1138a  2,5107+0,2330a  2,6541 £0,2490a  2,5964 +0,1955a 0,9695 (0,7353) 0,796 (0,546) 2,459 (0,0904)
z 02101 £0,0596a 0,2015+0,0312a  0,1718 £0,0362a  0,1478 £0,0415a  0,1424 +0,0281a  0,9501 (0,3803) 0,819 (0,5326) 2,242 (0,1133)

Meédias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade; #: tempo inicial; #: tempo final; G: germinabilidade; # tempo médio de germinagdo; CVi:

coeficiente de variagio do tempo de germinacdo; V: velocidade média de germinacio; VG: velocidade de germinagiio; I incerteza; Z: sincronia; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; valores em negrito

indicam que os residuos seguem distribui¢io normal (P > 0,01); 'F: estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as variancias (P > 0,01); °F: estatistica do teste de
Snedecor; valores em negrito indicam diferenca significativa entre as concentragdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito indicam diferenca significativa entre as

concentragdes (P < 0,05); P: probabilidade. ' Dados transformados em raiz (x) para realiza¢do das andlises estatisticas, dados apresentados representam valores originais.
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Tabela 3. Germinag@o de sementes de Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a ag¢do dos extratos de folhas maduras e jovens, frutos e raizes de Sapindus saponaria em

diferentes concentracoes.

(\u’fl‘lré%?:) Controle 25% 5.0% 7.5% 10,0% W g Estatistica P e
Folha madura
Tf (h) 66,00 + 30,20 a 66,00 +20,78 a 81,00 £20,49 a 69,00 £22,71 a 66,00 + 44,36 a 0,9338 (0,1928) 0,933 (0,4715) 0,199 (0,9349)
G (%) 87,5+3,19a 81,67+793 a 80,00 £8,16 a 77,5+5,00 a 75,83 +4,19a 0,9497 (0,3738) 3,791 (0,0253) 2,231 (0,1145)
CVt (%) 66,24 +21,44 a 69,63 +17,10 a 51,79 +£9,77 a 42,18 12,49 a 34,77 £22,03 a 0,9685 (0,7154) 0,51 (0,7292) 3,031 (0,0512)
1 (bit) 1,2326 £0,3221 a  1,2567 £0,2517 a 1,5518 £0,1931 a 1,0865 +£0,2395a 11,1181 £0,1695a 0,978 (0,8892) 0,334 (0,851) 2,334 (0,1029)
Y4 0,5346 £0,1140a  0,4786 +£0,1038 a 0,4048 +0,0617 a 0,5875 £0,1175a 0,4870 £0,0578 a  0,9537 (0,4372) 1,07 (0,4054) 2,070 (0,1357)
Folha jovem
Ti (h) 12,00 £ 0,00 a 12,00 £ 0,00 a 15,00 £ 6,00 a 24,00 +9,80 a 52,00 +£33,33 a 0,7528 (0,0001) 4,049 (0,0202) 5,25 (0,2626)
Tf (h) 78,00 + 48,50 a 138,00 £ 68,93 a 111,00 £57,44 a 96,00 +29,39 a 76,00 + 36,66 a 0,9655 (0,6558) 0,766 (0,5638) 1,409 (0,2787)
t '(h) 17,88 +236 a 29,41 +383a 36,50+7,54a 4559 +£540a 65,00 £25,16 a 0,8099 (0,0008) 4,767 (0,0111) 10,814 (0,287)
Fruto
Tf (h) 63,00 £24,74 a 45,00 £28,35a 69,00 + 18,00 a 78,00 = 12,00 a 63,00+ 11,49 a 0,9474 (0,3409) 2,222 (0,1156) 1,446 (0,2673)
G (%) 79,17 +3,19a 63,33+2,72b 74,17 £3,19 ab 74,17 £ 1,67 ab 475+1287¢ 0,8045 (0,0007) 4,615 (0,0125) 16,231 (0,0027)
CVt (%) 63,61 17,19 a 48,49 15,82 a 52,11 11,02 a 50,53+ 11,73 a 3548 +£5,74a 0,9478 (0,3463) 3,016 (0,052) 2,406 (0,0955)
I (bit) 1,3902 £0,0761 a  1,2472 +0,5007 a 1,6600 £ 0,2031 a 1,3992 £0,2549 a  1,7217 £0,1816 a  0,9161 (0,0879) 2,809 (0,0636) 2,015 (0,1439)
Y4 0,4198 £0,0235a 0,4435 £0,1366 a 0,3758 £0,0912 a 0,4758 £0,1201 a  0,2997 £0,0578 a  0,9698 (0,7413) 3,071 (0,0493) 2,055 (0,1379)
Ti (h) 12,00 £ 0,00 a 12,00 £ 0,00 a 12,00 £ 0,00 a 12,00 £ 0,00 I:alz 12,00 £ 0,00 a 0,5439 (0,0001) 0,000 (0,9999) 0,000 (0,9999)
Tf (h) 69,00+ 11,49 a 54,00 £ 15,49 a 87,00 £37,15a 93,00 £ 66,72 a 45,00 18,00 a 0,8916 (0,029) 3,214 (0,043) 1,301 (0,3139)
G (%) 84,17 £5,00 a 77,50 +9,57 a 80,00 £2,72 a 82,50 +£3,19a 75,00 8,82 a 0,9704 (0,7535) 1,495 (0,2535) 1,290 (0,3178)
t (h) 20,35+1,69a 19,64 £2,38 a 21,08 4,32 a 2351+581a 22,56 £2,20 a 0,9279 (0,149) 1,800 (0,1815) 0,768 (0,5626)
CVt (%) 71,89 347 a 63,52 +16,57 a 78,29 £22,64 a 72,54 +31,22 a 44,03 + 15,68 a 0,9571 (0,4962) 1,601 (0,2254) 1,777 (0,1861)
v 0,0494 £0,0043 a  0,0515 £0,0070 a 0,0489 +0,0098 a 0,0442 £0,0092a 0,0467 £0,0046 a  0,9638 (0,6221) 0,934 (0,4707) 0,753 (0,5713)
I (bit) 1,4463 £0,2227a 1,3780 £0,2229 a 1,4264 £0,3743 a 1,6112 £0,2145a 1,4572£0,1958 a  0,9675 (0,6953) 0,806 (0,5403) 0,476 (0,7528)
Y4 0,4516 £0,1048 a  0,4584 £0,0548 a 0,4354 £0,0963 a 0,3644 £0,0615a 0,3822 £0,0517a  0,9919 (0,9982) 0,568 (0,6896) 1,214 (0,3458)

Médias seguidas por letras iguais na linha néo diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade; - tempo inicial; #: tempo final; G: germinabilidade; ¢ tempo médio de germinagdo; CVi: coeficiente
de variacdo do tempo de germinagdo; v: velocidade média de germinagdo; I: incerteza; Z: sincronia; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; valores em negrito indicam que os residuos seguem distribuicdo
normal (P > 0,01); 'F: estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as variancias (P > 0,01); 2F: estatistica do teste de Snedecor; valores em negrito indicam diferenca

significativa entre as concentracdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito indicam diferenca significativa entre as concentra¢des (P < 0,05); P: probabilidade.

Dados transformados em raiz (x) para realizag@o das andlises estatisticas, dados apresentados representam valores originais.
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Tabela 4. Caracteristicas das plantulas de Echinochloa crus-galli (capim-arroz) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas & a¢do do herbicida e dos extratos de folhas maduras e jovens,
frutos e raizes de Sapindus saponaria em diferentes concentracoes.

., . L. Estatistica
Varidvel (unidade) Espécie Controle 2,5% 5,0% 7,5% 10,0% WP F(P) (P H(P)
Folha madura
Massa seca (mg) Capim-arroz 33,12+8,50a 43,62 +4,06 a 41,22 +6,34 a 39,25+425a 43,65+942 a 0,9478 (0,3475) 0,706 (0,6002) 1,605 (0,2244)
Plantulas mortas (%) Capim-arroz 0,00 £ 0,00 a 0,00 £0,00 a 0,00 £0,00 a 0,00 £0,00 a 3,75+ 4,79 a 0,5846 (0,0001) 13,499 (0,0001) 1,977 (0,74)
Massa seca (mg) Corda-de-viola 16598 £2,70a 156,40 +11,90a 145,62 +13,06a 138,42 +35,61la 127,7+10,34a 0,8697 (0,0108) 2,343 (0,1019) 2,643 (0,075)
Plantulas mortas (%) Corda-de-viola 0,00 £0,00 a 0,00 £0,00 a 250+2.89%a 1,25+2,50 a 3,75+250a 0,9523 (0,4138) 8,748 (0,0007) 4,825 (0,3057)
Folha jovem
Massa seca (mg) Capim-arroz 30,55 +3,71ab 35,06+426a 2329+6,70b 20,42 +3,39b 36,46 £7,39 a 0,9338 (0,1931) 1,924 (0,1586) 7,018 (0,0022)
'Plantulas mortas (%) Capim-arroz 0,00 £ 0,00 a 0,00 £0,00 a 2,50 +5,00 a 1,25+2,50 a 5,00+ 4,08 a 0,8743 (0,0133) 3,290 (0,040) 2,076 (0,1348)
Massa seca (mg) Corda-de-viola 143,86 +7,42a 134,74 +£70,05a 131,11 +17,79a 125,04 5,74 a 129,26 £6,11 a 0,9828 (0,9513) 5,901 (0,0047) 8,386 (0,0784)
Fruto
Massa seca (mg) Capim-arroz 3332+275a 41,31 +240a 28,67+2738a 39,17 +11,18 a 3429+595a 0,9016 (0,0456) 2,74 (0,0681) 2,788 (0,0649)
Massa seca (mg) Corda-de-viola 159,46 £6,50a 157,01 £5,70 a 149,02 £5,58 a 138,52 +9,16 a 149,45 +16,13a  0,8931 (0,031) 2,393 (0,0968) 2,991 (0,0532)
Raiz
Massa seca (mg) Capim-arroz 28,75 +£6,09 a 28,90 +1,86a 3223+233a 33,80+4,13a 26,15+348 a 0,9561 (0,477) 5,207 (0,0078) 7,759 (0,1008)
Plantulas mortas (%) Capim-arroz 0,00 £0,00 a 0,00 £0,00 a 2,50 £5,00 a 2,50+£2,89a 1,25+ 250 a 0,8203 (0,0013) 6,799 (0,0025) 1,261 (0,8679)
Plantulas mortas (%) Corda-de-viola 0,00 £ 0,00 a 0,00 £0,00 a 0,00 £0,00 a 0,00 +£0,00 a 3,75+7,50 a 0,5089 (0,0001) 8,999 (0,0007) 0,062 (0,9995)
Herbicida
'Plantulas mortas (%) Capim-arroz 0,00 +£0,00 a 0,00 £0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 1,25+2,50 a 0,5033 (0,0001) 11,309 (0,0001) 1,065 (0,2345)
Massa seca (mg) Corda-de-viola 160,25 £7,99ab 149,64 £9,64ab 14327 +7,42b 165,19 £3,13 a 142,57 £11,25b 0,931 (0,1703) 2,931 (0,0564) 5,923 (0,0046)
"Plantulas mortas (%) Corda-de-viola 0,00 +0,00 a 0,00 £0,00 a 1,25+2,50a 0,00 £0,00 a 2,50+2.89a 0,9321 (0,3877) 10,811 (0,0002) 3,254 (0,4052)

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; valores em negrito indicam que os residuos seguem distribuicido
normal (P > 0,01); 'F: estatistica do teste de Levene; valores em negrito indicam homogeneidade entre as variancias (P > 0,01); 2F: estatistica do teste de Snedecor; valores em negrito indicam diferenca significativa
entre as concentracdes (ANOVA; P < 0,05); H: estatistica do teste de Kruskal-Wallis, valores em negrito indicam diferenca significativa entre as concentracdes (P < 0,05); P: probabilidade. ' Dados transformados em
raiz (x) para realizacdo das andlises estatisticas, dados apresentados representam valores originais.
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3.2. Analise conjunta
3.2.1. Teste de germinacao

Na andlise conjunta referente ao efeito dos diferentes extratos sobre a germinacdo das
sementes, verificou-se que o extrato de folhas jovens exerceu maior efeito inibitério na
germinabilidade das duas espécies (Figura 21). A velocidade média de germinagao das sementes de
capim-arroz e corda-de-viola foi maior sob acdo do extrato de folhas maduras e da raiz,
respectivamente. Quando observado diferenca significativa entre as espécies, para cada 6rgao,
notou-se que as sementes de corda-de-viola apresentaram maior germinabilidade e velocidade
média de germinagdo, do que as sementes de capim-arroz, isto pode estar relacionado com a

escarificagdo que estas sementes foram submetidas (Figura 21).
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Figura 21. Germinabilidade e velocidade média de germinacao das sementes de Echinochloa crus-

N

galli (capim-arroz) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo dos
extratos de folha jovem, folha madura, fruto e raiz de Sapindus saponaria. Médias
seguidas pelas mesmas letras maitisculas para os 6rgaos e mindsculas para as espécies,
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 0,05% de probabilidade. As barras verticais
representam o erro padrdo.

As saponinas, registradas em frutos de Sapindus saponaria (Pelegrini et al.,2008) sao
substancias derivadas do metabolismo secunddrio das plantas, relacionadas com o sistema de
defesa. Sao encontradas nos tecidos que sdo mais vulnerdveis ao ataque flingico, bacteriano ou
predatdrio dos insetos (Wina et al., 2005).

Assim, o maior efeito alelopético das folhas jovens, sobre a germinabilidade das sementes
de plantas daninhas, pode estar relacionado com a alta concentragcdo de aleloquimicos presente neste
orgdo. Para as espécies de Brachiaria foi relatado que as folhas novas contém mais saponinas do
que as folhas maduras, pois neste periodo de crescimento a graminea estd mais vulnerdvel a
predacao dos herbivoros (Barbosa-Ferreira et al., 2009).

Essas alteragdes no padrio de germinacdo podem ser resultantes de efeitos dos

aleloquimicos sobre a permeabilidade de membranas; na transcricdo e tradu¢do do DNA; no
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funcionamento dos mensageiros secunddrios; na respiracao, por seqiiestro de oxigénio (fendis); na
conformagdo de enzimas e de receptores, ou ainda pela combinacido destes fatores (Ferreira &

Aquila, 2000).

3.2.2. Analise morfolégica das plantulas

Dentre as duas espécies alvo estudadas, as plantulas de corda-de-viola foram as que
sofreram maior efeito inibitério (Figura 22).

O extrato do fruto de Sapindus saponaria foi o que mais inibiu o desenvolvimento das
plantulas normais, o comprimento da parte aérea e da raiz das plantulas de capim-arroz; porém, a
massa da matéria seca destas plantulas sofreu estimulo, em relacdo ao controle, em todos os extratos
analisados, excecdo feita para o extrato de folhas jovens (Figura 22).

O efeito inibitério sobre o comprimento da raiz e na porcentagem de plantulas normais de
corda-de-viola foi acentuado quando submetidas ao extrato de folhas jovens, enquanto o extrato da
raiz e das folhas maduras foram os que mais inibiram, respectivamente, a massa da matéria seca e o

comprimento da parte aérea destas plantulas (Figura 22).
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Figura 22. Porcentagem de inibicdo ou estimulo, em relagdo ao controle, de plantulas normais,
massa da matéria seca, comprimento da parte aérea e da raiz de plantulas Echinochloa
crus-galli (capim-arroz) e Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) submetidas a acdo do
herbicida e dos extratos de folha jovem, folha madura, fruto e raiz de Sapindus
saponaria.
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Pode-se dizer que essas inibicdes decorrentes da aplicagdo dos extratos, citadas
anteriormente, foram similares ao efeito produzido pelo herbicida, mostrando a eficiéncia da
espécie arbdrea no controle das plantas daninhas das espécies estudadas.

A raiz foi o 6rgdo mais sensivel aos agentes alelopaticos, sendo a necrose o sintoma mais
comum (Figura 22). Esta redugcdo no crescimento da raiz € um dos primeiros efeitos dos
aleloquimicos e estd associada a prematura lignificacdo das paredes celulares (Bohm et al., 2006;
Susuki et al., 2008). Alguns autores sugerem que o efeito mais acentuado sobre as raizes € devido
ao contato mais intimo destas com a solucdo de aleloquimicos (Chung et al., 2001). Muitas
fitotoxinas sdo capazes de afetar a morfologia e a anatomia de plantulas, o que pode ser evidenciado
por esse endurecimento e escurecimento de dpices radiculares, fragilidade e aumento de
ramificagdes (Inderjit, 1996).

Os efeitos alelopaticos podem variar conforme o érgao da planta e quanto a sua intensidade,
visto que a ag¢do dos aleloquimicos é condicionada por diversos fatores, tais como concentragao,
temperatura e outras condi¢cdes ambientais. Geralmente, os efeitos causados tendem a ser
dependentes da concentracdo dos aleloquimicos, ou seja, mais acentuados em concentragdes mais
altas (Maraschin-Silva & Agiiila, 2005).

Carmo et al. (2007) observaram que tanto o sistema radicular quanto a parte aérea das
plantulas de sorgo apresentaram reducdo de massa da matéria seca sob os tratamentos com 0s
extratos de folhas e cascas de raizes de canela-sassafrds, quando comparados com as plantulas do
tratamento controle.

O menor efeito inibitério do extrato de raiz em relagdo ao extrato de folhas, também foi
constatado por Rosa et al. (2008), em que o extrato proveniente da folha de gergelim (1,9380 cm)
reduziu mais acentuadamente o comprimento das plantulas de capim-braquidria do que o extrato da
raiz (4,3340 cm). Assim como o extrato aquoso do fruto da leucena apresentou potencial alelopatico
superior ao extrato das folhas, tanto sobre a germinacdo quanto no crescimento da raiz de
canafistula (Peltophorum dubium Spreng) (Scherer et al., 2005).

Em estudo realizado com folhas jovens e/ou préximas aos Orgdos reprodutivos de
Palouwnia tomentosa (kiri), verificou-se que a densidade de tricomas contendo flavondides é maior
do que em folhas maduras (Kobayashi et al., 2008). Pode-se dizer, entao, que durante a senescéncia,
nutrientes presentes nas folhas sio realocados para desenvolver 6rgaos ou tecidos de reserva (Gan
& Amasino, 1997), podendo levar a baixa concentragdo de compostos alelopdticos nas folhas
maduras, o que explica a baixa inibi¢ao causada pelos extratos dessas folhas.

Folhas jovens s@o ricas em nutrientes, apresentando um grande reservatorio de
fotoassimilados e hormoénios vegetais; no entanto, esses recursos podem tornd-las atrativas a

herbivoria e ataques patogénicos. Com base na constatacdo de que muitas espécies defendem seus
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estdgios de desenvolvimento juvenis metabolicamente (Bryant & Julkunen-Tiitto, 1995), pode-se
dizer que hd uma concentracao maior de aleloquimicos em folhas jovens do que em folhas maduras.
Esta estratégia programada de defesa evoluiu para que as folhas jovens fossem protegidas pelos
produtos quimicos para impedir os ataques por herbivoros, microorganismos ou ambos, durante o
seu desenvolvimento ontogénico, independentemente dos efeitos bidticos e abidticos (Liu et al.,
1998).

Desta forma, os resultados mostram que o estigio de maturacdo da folha de Sapindus
saponaria interfere nas suas propriedades alelopdticas e sugerem que a busca de novas substancias
para o controle de plantas daninhas pode ser mais promissora se forem realizadas em tecidos mais
jovens, ou melhor, em tecidos cujo metabolismo secunddrio seja mais intenso.

Carvalho et al. (1996) ressaltam a importancia de estudos e da identificacdo de plantas com
propriedades alelopdticas, tanto na utilizacdo de cultivares agricolas capazes de inibir plantas
daninhas, quanto na determinagdo de praticas culturais e de manejos mais adequados.

Adicionalmente, resultados positivos para alelopatia, obtidos em laboratério, podem ndo se
repetir em condi¢Oes naturais, devido a ocorréncia simultanea de diversos fatores bidticos e
abidticos que podem mascarar este fendmeno. A conclusdo definitiva de que estas espécies sejam

alelopdticas em condicdes naturais estd associada a uma investigacado mais ampla, que inclui outras

abordagens experimentais, principalmente testes em campo.

3.3. Potencial osmético e pH dos extratos

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de folhas maduras, folhas jovens,
frutos e raizes de Sapindus saponaria, os valores de pH variaram de 6,21 (folhas jovens) a 6,61
(frutos), verificando-se reduzida variacdo entre os valores (Tabela 5). Considerando-se que a
germinacdo e o desenvolvimento de plantulas sdo afetados negativamente em condi¢des de extrema
acidez ou extrema alcalinidade (Souza Filho et al., 1996), pode-se dizer que o pH desses extratos
nao interferiu nesses processos.

A avaliacdo do pH e do potencial osmético dos extratos vegetais é fundamental quando se
desconhece sua constituicdo em agucares, aminodcidos, acidos organicos, ions e outras moléculas,
pois valores extremos tanto de pH quanto de potencial osmoético dos extratos podem atuar sobre as
sementes e/ou plantulas e mascarar o efeito alelopético (Ferreira & Aqiiila, 2000).

Os valores de potencial osmoético apresentaram alta variacdo entre os O6rgdos de Sapindus
saponaria, com valores de -0,18; -0,20; -0,26 e -0,32 MPa para os extratos de frutos, raizes, folhas
maduras e folhas jovens, respectivamente (Tabela 5). Nota-se que o menor valor obtido foi para o

extrato de folhas jovens e o maior para o extrato de frutos.
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Quando colocadas para germinar em solugdes de PEG-6000, as sementes de capim-arroz
germinaram, em média, 80% nos potenciais de 0 e -0,2 MPa e 63% nas solugdes de -0,3 MPa. Este
resultado sugere uma possivel interferéncia do potencial osmético do extrato de folhas jovens nos
resultados de germinacdo das sementes de capim-arroz. No entanto, para a corda-de-viola 82, 80 e
79% das sementes germinaram nos potenciais de 0, -0,2 e -0,3 MPa, respectivamente.
Considerando-se que solugdes com potenciais osmoéticos de -0,2, para sementes de capim-arroz, e
de -0,3 MPa, para sementes de corda-de-viola, ndo interfiram significativamente na
germinabilidade, pode-se inferir que a redug¢do na percentagem de germinacdo dessas sementes
tenha acontecido, principalmente, pela presenca de substidncias com atividade alelopdtica nesses

extratos.

Tabela 5. Potencial osmético e pH dos extratos aquosos de maior concentracao, obtidos de folhas
maduras, folhas jovens, frutos e raizes de Sapindus saponaria.

Orgﬁo vegetal pH Concentragdo molar (mOsm) Potencial osmético (MPa)
Folhas maduras 6,55 103 -0,26
Folhas jovens 6,21 128 -0,32
Frutos 6,61 71 -0,18
Raizes 6,25 81 -0,20

4. Conclusoes

v Os extratos de Sapindus saponaria evidenciaram potencialidades alelopdticas que variaram
de acordo com a espécie receptora. O efeito inibitério sobre o processo de germinagao das
sementes e morfologia das plantulas de capim-arroz e corda-de-viola foi concentracio-
dependente.

v' O extrato de folhas jovens exerceu maior efeito inibitério na germinabilidade das duas
espécies de plantas daninhas.

v No desenvolvimento das plantulas de capim-arroz e corda-de-viola, o herbicida nicosulfuron
reduziu a porcentagem de plantulas normais, o comprimento da parte aérea e da raiz
primadria, independente da concentracdo do herbicida.

v Os extratos do fruto e das folhas jovens de Sapindus saponaria foram os que mais inibiram
o desenvolvimento das plantulas, principalmente da espécie de corda-de-viola. A raiz foi o

6rgdo mais sensivel aos agentes alelopdticos, sendo a necrose o sintoma mais comum.
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v As inibi¢bes ocasionadas pelos extratos, sobre a morfologia das plantulas daninhas, foram
similares ao efeito produzido pelo herbicida, mostrando a eficiéncia da espécie arbdérea no
controle destas espécies.

v' O estdgio de maturagdo das folhas de Sapindus saponaria interferiu nas suas propriedades
alelopdticas, uma vez que o extrato oriundo das folhas jovens apresentou maior efeito
inibitério sobre o processo de germinacdo das sementes e desenvolvimento das plantulas

daninhas do que o de folhas maduras.
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CAPITULO III

ESTUDO FITOQUIMICO E ALELOPATICO DAS FOLHAS JOVENS DE SAPINDUS
SAPONARIA L. (SAPINDACEAE)
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RESUMO - Para avangos em termos tecnolégicos e possibilidade de aplicacdo dos resultados, é
necessdrio identificar as fracdes e/ou aleloquimicos responsaveis pelo efeito alelopatico. Em funcao
disso, o objetivo do trabalho consistiu em avaliar, por meio do fracionamento biodirigido, a
atividade alelopatica de diferentes fracdes dos extratos de folhas jovens de Sapindus saponaria L.
no crescimento de coledptilos de trigo (Titicum aestivum L.). As fracdes foram obtidas a partir da
extragdo direta do p6 das folhas jovens, utilizando-se solventes com polaridade crescente; em
seguida, realizou-se o bioensaio com coledptilo de trigo para avaliar o potencial alelopdtico das
fracdes em andlise. A fracdo com maior atividade foi submetida a um fracionamento cromatografico
em coluna e a cromatografia de camada delgada analitica. Obteve-se 129 sub-fra¢des, nas quais
foram reunidas em 10 sub-fragdes e submetidas, novamente, ao teste biologico. A andlise quimica
das folhas jovens de Sapindus saponaria, permitiu concluir que a fracdo de acetato de etila
apresentou maior atividade alelopdtica sobre os coledptilos de trigo e que na sua sub-fragao 6. (57-

70) podem ser encontrados 0s compostos organicos responsaveis por essa inibi¢ao.

Palavras-chave: fracionamento, sabao-de-soldado, Titicum aestivum L.

ABSTRACT - (Phytochemistry and allelophatic study of young leaves of Sapindus saponaria L.
(Sapindaceae)). To advances in technology and the applicability of the results is required to identify
the fractions and / or allelochemicals responsible for the allelopathic effect. The aim of this study
was to evaluate, through the fractioning biodirigido, the allelopathic activity of different fractions
extracts of young leaves of Sapindus saponaria L. the growth of wheat coleoptile (Titicum aestivum
L.). The fractions were obtained from the direct extraction of the powder of young leaves, using
solvents with increasing polarity, and then the coleoptiles of wheat bioassay to evaluate the
allelopathic potential of the fractions analyzed. The fraction with highest activity was subjected to a
fractioning column and chromatographic analysis. Obtained 129 sub-fractions, in which were
collected in 10 sub-fractions and subjected again to the test biological. Chemical analysis of young
leaves of Sapindus saponaria, showed that the fraction of ethyl acetate presented higher allelopathic
activity on the wheat coleoptile and in the sub-fraction 6. (57-70) can be found the compounds

responsible for this inhibition.

Key words: fractioning, soapberry, Titicum aestivum L.
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1. Introducao

Sapindus saponaria L., pertencente a familia Sapindaceae e conhecida vulgarmente por
saboneteira, sabdo-de-macaco, sabao-de-soldado, é uma espécie arbdrea nativa, perenifdlia ou
semidecidua, helidfita, de pequeno porte (at€é 8 m), utilizada em paisagismo e¢ em modelos de
recuperacdo de dreas degradadas. No Brasil, ocorre desde o Pard até o Rio Grande do Sul, nas
florestas pluvial e semidecidua (Tonin, 2005). A espécie € conhecida ndo apenas pela utilizacdo da
madeira, mas também pela presenga de saponinas, um surfactante natural encontrado nas sementes
e nos frutos. A madeira é moderadamente pesada, dura, compacta, de baixa durabilidade natural,
sendo empregada na construcao civil. Os seus frutos sdo utilizados pela populagdo como sabao, no
banho e no combate a ulceras, feridas na pele e inflamagdes (Albiero et al., 2001; Pelegrini, et al.,
2008).

Estudos usando cromatografia a liquido de alta eficiéncia, com detec¢do ultravioleta e
espectrometria de massa, mostraram que os principais glicosideos presentes nesses frutos sao
saponinas (SAP) derivadas dos triterpenos hederagenina e acido oleandlico, e oligoglicosideos de
sesquiterpenos aciclicos (ASOGs). Usando esses métodos de andlise, foram detectados até trinta
SAPs e sessenta e trés ASOGs (Murgu & Rodrigues-Filho, 2006; Pelegrini et al., 2008).

As saponinas possuem atividades diversas como a¢do moluscicida, atividade piscicida,
antiinflamatoria, analgésica, expectorante, antioxidante, antiviral, antibacteriana e antifungica. Uma
das teorias mais aceitas para explicar a alta concentragao de saponinas em muitas espécies de
plantas € que estas funcionariam como protecdo ao ataque de patdgenos, sejam estes fungos,
bactérias ou virus (Murgu, 2002; Sparg et al., 2004).

As plantas produzem diversos compostos organicos, muitos dos quais ndo participam
diretamente de seu desenvolvimento. Essas substancias referidas como metabdlitos secundarios ou
aleloquimicos desempenham um papel fundamental nas suas interacdes de defesa contra
predadores, patégenos e competidores (Croteau et al., 2000). Muitos desses metabdlitos secundarios
apresentam atividades bioldgicas e tém sido utilizados na industria farmacéutica e agroquimica
(Hamburger & Hostetmann, 1991). Dentre as diversas atividades bioldgicas encontradas, hd um
grande estimulo para a procura de substancias que atuam como herbicidas, tendo em vista os sérios
problemas que a incidéncia de plantas daninhas em culturas agronOmicas representa para a
produtividade agricola.

Os efeitos alelopdticos sd@o mediados através de substancias quimicas pertencentes a
diferentes categorias de compostos, tais como fendis, terpenos, alcaldides, poliacetilenos, dcidos

graxos, peptideos, entre outros. Essas substancias podem ser produzidas em qualquer 6rgdo vegetal;
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porém, em concentracdes muito baixas e com caracteristicas intrinsecas a planta, como por
exemplo, espécie e idade (Rivzi & Rivzi 1992).

O processo de acdo das substancias alelopaticas sobre outras plantas ndo € totalmente
conhecido (Rice, 1984). Alguns autores afirmam que os aleloquimicos interferem no metabolismo,
reduzindo a oferta de energia e, conseqiientemente, impedindo o desenvolvimento normal desses
organismos. Pesquisas t€m demonstrado que a interferéncia dos aleloquimicos ocorre com
freqiiéncia na assimilacdo de nutrientes, na inibicdo da fotossintese (Einhellig et al., 1993; Tawaha
et al., 2003; Anaya et al., 2005), na respiracao (Neave & Dawson, 1989), na sintese de proteinas, na
permeabilidade da membrana celular e em atividades enzimadticas, afetando, como conseqiiéncia, o
desenvolvimento da planta (Caldiz & Fernandez, 1999).

Para avancos em termos tecnoldgicos e possibilidade de aplicacdo dos resultados, é
necessario identificar as fragdes e/ou aleloquimicos responsdveis pela atividade alelopética, bem
como identificar quais desses compostos possuem potencial de uso como reguladores de
crescimento e herbicidas (Dayan & Ducke, 2006; Macias et al., 2006). Os avancos em biologia
vegetal tém permitido fornecer explica¢des, em termos bioldgicos e ecoldgicos, sobre a incidéncia
de invasoras e seu ponto dominio sobre espécies de comunidades naturais, bem como a
comunicacao planta — planta na rizosfera (Romero et al., 2005).

A composi¢do fitoquimica do fruto de Sapindus saponaria é conhecida por apresentar
propriedades farmacéuticas importantes (Guarim Neto et al., 2000); porém, poucos trabalhos
referem-se a andlise fitoquimica das folhas e ao potencial alelopdtico da espécie. Além disso,
baseado nos resultados obtidos dos capitulos anteriores, o extrato de folhas jovens foi o que
apresentou maior efeito alelopético sobre a germinagdo de didsporos e morfologia das plantulas de
hortalicas e plantas daninhas.

Com isso, o objetivo do trabalho consistiu em avaliar, por meio do fracionamento
biodirigido, a atividade alelopdtica de diferentes fracdes dos extratos de folhas jovens de Sapindus

saponaria no crescimento de coledptilos de trigo (Titicum aestivum L.).

2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Ecofisiologia de Sementes, da

Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos (SP).

2.1. Obtencao do material vegetal seco
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O material vegetal (folha jovem) foi coletado no municipio de Sdo Carlos, SP (22° 02° S e
47° 52> W), com temperaturas médias entre 15 e 27 °C. A regido € caracterizada pelo tipo climatico
Aw, segundo o sistema de classificagdo de K&ppen (1948), considerado tropical de altitude com
inverno seco (abril a setembro) e verdo chuvoso (outubro a marco). As folhas jovens de Sapindus
saponaria foram coletadas de 10 arvores, em novembro de 2008. O critério utilizado para
identificacdo das folhas jovens foi a coloracdo verde-clara e a textura do tipo membrandacea.

ApOs a coleta, as folhas foram secas a 40 °C, durante 72 horas, e trituradas em moinho

industrial para obtencao do material vegetal seco (po).

2.2. Extraciao quimica

Para a identificacdo das substincias quimicas com atividade alelopdtica, presentes na espécie
selecionada, foi realizada a extracdo direta (ED), com uso do ultra-som. Os extratos foram obtidos a
partir do pé das folhas jovens, utilizando-se diretamente solventes com polaridade crescente.

O extrato bruto foi preparado na propor¢do de 600 g de folhas jovens secas e trituradas para
6000 mL de hexano, mantido em banho de ultra-som durante 30 minutos. Em seguida, esse extrato
foi submetido a filtragem a vdacuo, utilizando-se uma bomba elétrica acoplada a um funil de
Buckner forrado internamente com papel de filtro e depois evaporado no rotavapor sob temperatura
inferior a 40 °C. Esse p6 de folhas jovens, retido no papel de filtro, foi submetido novamente a
extragdo com solvente hexano (6000 mL de hexano).

Ap6s a extragdo com o solvente hexano, o pé das folhas jovens passou pelo mesmo processo
com solventes de maiores polaridades como diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol.

Assim, as fracdes obtidas apos a filtragem e secagem foram a fracdo hexano, diclorometano,

acetato de etila, acetona e metanol.

2.3. Bioensaio

As fragdes obtidas da extracdo com solvente (hexano, diclorometano, acetato de etila,
acetona e metanol) foram submetidas ao teste biolégico com coledptilo de trigo para avaliar seu
potencial alelopatico.

Cariopses de trigo (Titicum aestivum L., cultivar BRS Camboatd) foram distribuidas em
caixas tipo gerbox forradas com duas folhas de papel de filtro, umedecidas com 10 mL dgua, sendo
tampadas e cobertas por papel aluminio. As caixas foram mantidas em camara climatizada (estufa
B.0O.D) a 25 °C no escuro, durante 72 horas. Decorrido esse tempo, as caixas foram conduzidas até
uma sala com luz verde para que os coledptilos das plantulas de trigo fossem selecionados e

cortados utilizando-se uma guilhotina de Van der Weij. Os dpices dos coledptilos foram cortados (2
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mm) e descartados, enquanto o restante foi cortado em 4 mm e utilizado para o bioensaio (Nintsch
& Nitsch, 1956; Macias et al., 2005).

Nesse teste foram utilizados 10 mg de cada fracdo obtida nas extracdes realizadas
anteriormente. A esta quantidade foram adicionados 60 pl de dimetil sulféxido (DMSO) para
melhor solubiliza¢do das fragdes, sendo depois acrescentada solucao tampao (pH de 5,6) de fosfato
de potéssio (250 mL de dgua destilada, 5 g de sacarose, 0,2625 g de acido citrico e 0,725 g de
fosfato de potdssio di-bdsico), de forma a obter dilui¢des de 800, 400 e 200 ppm (Nintsch & Nitsch,
1956). Em tubos de ensaio foram adicionados 2 mL das respectivas solugdes, contendo cinco
coledptilos de trigo, sendo tampados por uma pelicula de pldstico. Além dos tubos contendo as
fracdes, foram feitos dois controles, um positivo com solucido tampdao e DMSO e, outro negativo
com o herbicida nicosulfuron (ingrediente ativo = 40 g L), nas dilui¢des de 800, 400 e 200 ppm
(Macias et al., 2006; Garcia, 2009).

Esses tubos foram mantidos a 25 °C no escuro e sob constante rotagdo (0,25 rpm), sendo
utilizadas trés repeti¢cdes por tratamento (Garcia, 2009). Apds 24 horas, os coledptilos foram
retirados dos tubos e medidos com auxilio do programa de digitalizacdo de imagens (IMAGE-
PRO).

Os dados foram avaliados pela porcentagem de inibicdo ou estimulo em relacdo ao controle

(Macias et al., 2006), segundo a expressao abaixo:

% inibig¢iAo/estimulo = [ (€, =€C)=(C, =Cc)) JIOO ,

(C,—C.)
onde:

C,: comprimento referéncia do coledptilo usado no bioensaio (4 mm);

C,: comprimento médio dos coledptilos, referente aos tratamentos;

C.: comprimento médio dos coledptilos, referente ao controle.

Os resultados foram apresentados em um grafico de colunas, onde o “0” representa a
longitude do controle, enquanto os valores positivos implicam no estimulo da caracteristica
analisada, e os negativos na inibi¢do. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de andlise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey a 0,05 de significincia. As barras verticais

apresentadas nas colunas das figuras representam os seus respectivos desvios padrao.

2.4. Fracionamento

2.4.1. Cromatografia em coluna (CC)
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Foi realizado um teste preliminar para selecionar a mescla a ser utilizada na cromatografia
em coluna. As mesclas testadas em porcentagem foram Hexano/Diclorometano (50 : 50 e 30 : 70);
Hexano/Acetato de etila (90 : 10, 80 : 20, 70 : 30 e 50 : 50); Hexano/Acetona (95 : 5, 90 : 10, 80 :
20, 70 : 30 e 50 : 50) e Hexano/Metanol (80 : 20 e 70 : 30). Assim, a mescla escolhida como fase
moével foi: Hexano/Acetona (80 : 20).

A fracdo com maior atividade foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna,
para a separacdo dos compostos, por polaridade, sob pressdo atmosférica. Foi utilizada silica
comum como fase estaciondria e uma série de eluentes (fase mdvel) em ordem crescente de
polaridade: hexano (100%); hexano + acetona (95% : 5%, 90% : 10%, 80% : 20%, 70% : 30%, 60%
: 40%, 40% : 60, 20% : 80%); acetona (100%) e metanol (100%). A quantidade de solventes

adicionados na coluna encontra-se na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Solventes e suas respectivas quantidades utilizadas no fracionamento cromatografico

em coluna.
Solventes Quantidade (mL)
1- Hexano (100%) 250
2- Hexano / Acetona (95% : 5%) 1400
3- Hexano / Acetona (90% : 10%) 1100
4- Hexano / Acetona (80% : 20%) 1500
5- Hexano / Acetona (70% : 30%) 1000
6- Hexano / Acetona (60% : 40%) 1000
7- Hexano / Acetona (40% : 60%) 1000
8- Hexano / Acetona (20% : 80%) 900
9- Acetona (100%) 500
10- Metanol (100%) 500

Em uma coluna de vidro (altura = 60 cm e didmetro = 12 cm) inseriu-se um pequeno pedaco
de algodao ao fundo, uma camada de areia e silica, que foi umedecida com o solvente de menor
polaridade da fracdo (hexano). Em seguida, adicionou-se a fragao selecionada que foi adsorvida a
forma estaciondria, em uma camada, denominada de “cabeca” (Figura 1).

Apos o preparo da coluna, iniciou-se a elui¢cdo com fases moveis com polaridade crescente,
aumentando-se a proporc¢ao do solvente. Conforme ocorria a adi¢do dos solventes, as sub-fragdes
eram recolhidas em béquers de 5 mL. Ao final da cromatografia, com o intuito de limpar a coluna,
foi utilizado o metanol, sendo recolhido em frasco dnico.

Esse procedimento rendeu 129 sub-fracdes que foram concentradas em rotavapor, sob
temperatura inferior a 40 °C, e reunidas de acordo com observacdo em cromatografia de camada

delgada analitica.
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Figura 1. Esquema da coluna de adsorcdo. a: reservatorio; b: fase mével; c: coluna de vidro; d:
silica comum; e: chumago de algodao; f: frasco coletor; g: amostra (“‘cabec¢a”); h: camada
de areia colocada ap6s a aplicacdo da amostra (Fonte: Collins et al., 1990).

2.4.1. Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

A cromatografia em camada € uma técnica cromatografica utilizada para separar os
componentes puros que fazem parte de uma mescla. A separagdo € realizada mediante a diferenca
entre as forcas de adesdo das moléculas de um dos componentes, a uma fase mével (solvente) e, a
uma fase estaciondria (placa). Essa diferenga se traduz em maior ou menor deslocamento
(mobilidade) de cada componente individual, o qual permite sua separacdo e posterior identificagao.

Assim, a cromatografia de camada delgada analitica serviu para monitorar 0s
fracionamentos e para dar suporte a reunido das fragdes. O desenvolvimento cromatogréfico
procedeu-se, sempre que realizado de forma ascendente e unidimensional, com placas simples de
silica (4,0 x 5,0 cm), 0,25 mm de espessura, com indicadores fluorescentes da marca Alugram Sil
G/UV;s4 € com solventes organicos.

Cada cromatoplaca (placa de silica com as substancias separadas) foi observada sob luz
ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm e revelada com Oleum (solugao de 10
mL de 4cido sulftrico e 200 mL de 4cido acético dissolvidos em 40 mL de dgua destilada), sendo

posteriormente aquecida a 150 °C.
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Ap6s andlise do perfil cromatografico, as 129 sub-fracdes foram reunidas em 10 sub-fracdes
e submetidas ao teste bioldgico com coledptilo de trigo, conforme descrito anteriormente. O

esquema abaixo resume a metodologia aplicada e apresenta os rendimentos resultantes (Figura 2).

Folhas jovens de Sapindus saponaria (600 g de material seco)

Fracionamento 1: ED!

I-Fra¢do Hexano II-Fracao III-Fracio IV-Fracdo Acetona V-Fracao Metanol
4,329 g) Diclorometano Acetato de Etila 4,317 g) (12,647 g)
(6,526 ) I (30259

Fracionamento 2: CC?

A.1-3 B.433 C.34-50 D.51-75 E.76-86 F.87-102 G.103-117 H.118-127 1128  J. 129

CCDA’

1.1-17 2.18-26  3.27-38 4.39-50  5.51-56 6.57-70 7.71-77 8.78-101 9.102-108  10.109-129
(427mg) (225mg) (733 mg) (963 mg) (21,0mg) (197,1mg) (89,8 mg) (84,1 mg) (117.0mg) (2645 mg)

Figura 2. Esquema sintetizando os fracionamentos e respectivos rendimentos a partir do p6 das
folhas jovens de Sapindus saponaria. ' Extracdo direta. > Cromatografia em coluna,
utilizando-se silica comum como fase estaciondria e eluentes em ordem crescente de
polaridade: (A) Hexano (100%); (B) Hexano / Acetona (95%:5%); (C) Hexano /
Acetona (90%:10%); (D) Hexano / Acetona (80%:20%); (E) Hexano / Acetona
(70%:30%); (F) Hexano / Acetona (60%:40%); (G) Hexano / Acetona (40%:60%); (H)
Hexano / Acetona (20%:80%); (I) Acetona (100%); (J) Metanol (100%).
Cromatografia de camada delgada analitica. As fracdes e sub-fracdes em negrito foram
as que apresentaram atividade alelopdtica nos bioensaios.
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3. Resultados e Discussao

As diferentes fragdes obtidas do p6 das folhas jovens de Sapindus saponaria apresentaram
rendimentos variados, conforme mostrado na figura 2. A fracdo com maior polaridade, como o
metanol (12,647 g), apresentou maior rendimento dentre os demais. Isso pode ser decorrente da
presenca de agucares livres, produtos glicosilados e proteinas hidrossoliveis (Chaves-Filho &
Stacciarini-Seraphin, 2001) presentes nas folhas jovens de Sapindus saponaria.

As fracdes que apresentaram efeito inibitério significativo em relacdo ao controle foram o
acetato de etila e a acetona, juntamente com o herbicida (Figura 3 e Tabela 2). Considerando que a
maior inibi¢do registrada do acetato de etila foi de 72% (800 ppm) e da acetona de 54% (400 ppm),
selecionou-se para realizar o fracionamento cromatografico em coluna o extrato de acetato de etila.
Este valor, da fracdo selecionada, foi similar ao efeito do herbicida sobre a elongacdo dos
coledptilos de trigo, que apresentaram na diluicdo de 800 ppm, 72% de inibicdo em relacdo ao
controle.

Na maioria dos tratamentos, ndo foi observada relacio dose-dependente, o que pode ser
explicado pela dificuldade de solubilidade em meio aquoso ou pela maior atividade alelopatica em

menores diluicoes.

0 -

-20 A @ 800 ppm

230 4 * 400 ppm

0200 ppm

40 - -

% de inibicdo

-50 - =
7
-60 - *

270

-80 -

Figura 3. Porcentagem de inibicdo dos extratos de folhas jovens de Sapindus saponaria sobre a
elongacdo dos coledptilos de Titicum aestivum (trigo). As barras verticais representam o
desvio padrdo. (*) Diferenca significativa em relacdo ao controle.
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Tabela 2. Comprimento médio dos coledptilos de Titicum aestivum (trigo) submetidos a acdo do
herbicida e das fragdes do extrato de folhas jovens de Sapindus saponaria em diferentes

diluicoes.
Comprimento (mm)
Tratamento
800 ppm 400 ppm 200 ppm Controle

Hexano 5,86 +1,86a 5,86 +0,99 a 5,32+0,87 a 6,52+046a
Diclorometano 587+1,13a 5,55+0,89 a 5,56 +0,68 a 6,52 +0,46 a
Acetato de etila 4,71 £0,99 b 5,90 + 1,06 ab 546 + 1,11 ab 6,52 +0,46 a
Acetona 6,21 +1,11 ab 5,16 £0,76 b 5,49 £ 0,79 ab 6,52 +0,46 a
Metanol 595+1,27a 5,84+1,35a 5,58+0,83a 6,52+046a
Herbicida 4,71 0,46 b 4,82+0,57D0 491 +0490 6,52+046a

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

Assim, os compostos removidos do pé das folhas jovens de Sapindus saponaria foram
distribuidos entre as fragdes do solvente; porém, a maior atividade bioldgica foi encontrada na
fracdo acetato de etila. Os resultados de Weston et al. (1989) e An et al. (2000) mostram que o
acetato de etila tem sido muitas vezes utilizado para extrair fitotoxinas a partir de residuos vegetais.

As fragdes extraidas com o solvente diclorometano e acetato de etila do extrato do caule da
sucupira-branca (Pterodon emarginatus Vog.) apresentaram maior porcentagem de inibi¢do sobre a
germinacdo de sementes € no desenvolvimento da parte aérea e raiz da planta do capim-colonido
(Panicum maximum L.) (Hernandez-Terrones et al., 2007).

Verificou-se também a influéncia inibitéria da fracdo acetato de etila dos caules e folhas de
Aster lanceolatus Willd sobre a germinacdo e crescimento de Lactuca sativa L. (alface),
independente da concentracio utilizada (Dias, 2005) e do extrato acetato de etila das folhas de
Myrcia guianensis Aubl. (pedra-ume-cad) sobre a germinacdo das sementes da espécie Mimosa
pudica L. (malicia) (Souza Filho et al., 2006).

A fragdo de acetato de etila, que apresentou maior atividade alelopatica, foi submetida a um
segundo fracionamento (cromatografia em coluna), para a separa¢ao dos compostos, por polaridade,
sob pressdao atmosférica. Este procedimento rendeu 129 sub-fracdes que foram monitoradas pela
cromatografia de camada delgada analitica e, a partir de suas similaridades, foram reunidas
obtendo-se 10 sub-fracdes [1 (1-17), 2 (18-26), 3 (27-38), 4 (39-50), 5 (51-56), 6 (57-70), 7 (71-77),
8 (78-101), 9 (102-108) e 10 (109-129)] (Figura 4).

Na figura 4, observa-se que a constituicdo fitoquimica das 10 sub-fragdes avaliadas é
distinta. Além disso, € evidente, pela intensidade da cor das manchas na cromatoplaca, a diferenca

nas concentracdes dos componentes quimicos das amostras.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 4. Cromatografia de camada delgada analitica da fracao acetato de etila das folhas jovens de
Sapindus saponaria, resultando em 10 sub-fracdes: 1 (1-17), 2 (18-26), 3 (27-38), 4 (39-
50), 5 (51-56), 6 (57-70), 7 (71-77), 8 (78-101), 9 (102-108) e 10 (109-129). A fase mével
utilizada foi hexano: acetona (60%:40%).

As 10 sub-fracdes foram submetidas ao teste biolégico com coledptilo de trigo e, dentre
elas, houve inibicdo significativa em relacdo ao controle nas sub-fragdes 4 (800 ppm), 6 (200, 400 e
800 ppm), 7 (200, 400 e 800 ppm), 8 (200 ppm), 9 (200, 400 e 800 ppm) e 10 (200, 400 e 800
ppm). Considerando-se a menor média de comprimento dos coledptilos de trigo, entre as diluicdes,
a sub-fragcdo 6 (5,83 mm) foi a que apresentou maior atividade inibitéria. Além disso, essa inibi¢do
foi similar ao efeito do herbicida (5,50 mm), indicando possivelmente, a presenca de compostos
organicos com atividade alelopdtica nessa sub-fracdo (Figura 5 e Tabela 3).

A sub-fracdo 6, em que se observou maior inibi¢do no crescimento do coledptilo de trigo foi

extraida com a mistura de solvente hexano/acetona (80% : 20%).
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Figura 5. Porcentagem de inibi¢do/estimulo do herbicida e das sub-fracdes obtidas da cromatografia
em coluna e em camada delgada analitica sobre a elongacdo dos coledptilos de Titicum
aestivum (trigo). As barras verticais representam o desvio padrdo. (*) Diferenca
significativa em relag@o ao controle.

Nas sub-fragdoes 8 (5,20 mm), 9 (5,99 mm) e 10 (6,01 mm) notou-se que os menores
comprimentos de coledptilos de trigo foram registrados na dilui¢ao 200 ppm (Tabela 3). Isto pode
indicar maior atividade alelopatica em menores dilui¢des, nas sub-fracdes indicadas.

Carvalho et al. (1996) observaram que o potencial alelopatico de folhas verdes da cana-de-
acucar (Sacharum officinalis) variava em fun¢do da concentragdo das solucdes testadas. Alguns
autores afirmam que a acdo das substancias aleloquimicas ndo é muito especifica, podendo uma
mesma substiancia desempenhar vdrias fung¢des, dependendo de sua concentracdo e forma de
translocacdo (Almeida, 1993).

As folhas jovens, por carecerem de protecdo fisica, como espinhos e tricomas, dependem
muitas vezes da protecdo quimica, pela produ¢cdo de metabdlitos secunddrios, para se defenderem
contra as agressoes do meio, como por exemplo, dos herbivoros. Marchi et al. (2008), estudando o
efeito alelopdtico do extrato do caule de diferentes idades de sorgo, concluiram que o efeito
inibitério diminuia com o aumento da idade, sendo maior no inicio do estdgio de desenvolvimento

das plantas. Porém, em estudos sobre a dinamica dos aleloquimicos produzidos por Parthenium
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hysterophorus L., observou-se que o conteiido de partenina na folha aumentava com a idade, tendo

o maior pico de produgdo antes do inicio da floracdo (Reinhardt et al., 2006). Até na publicacio

classica da alelopatia como o livro do Rice (1984) discute-se sobre a influéncia da idade do 6rgao

da planta e a producao de aleloquimicos, mostrando que para o tabaco (Nicotiana tabacum L.), a

quantidade de 4cido clorogénico diminuiu com a idade da folha.

Tabela 3. Comprimento médio dos coledptilos de Titicum aestivum (trigo) submetidos a ag¢ao do
herbicida e das sub-fragdes provenientes do extrato de folhas jovens de Sapindus
saponaria em diferentes diluicoes.

Comprimento (mm)

Tratamento
800 ppm 400 ppm 200 ppm Controle
1 843+1,.87a 7,74+ 1,12 a 7,34 +0,86 a 7,93 +0,61 a
2 6,69 + 1,01 a 7,81 +1,34a 6,71+1,32a 7,93 £0,61 a
3 6,31 +1,27a 6,59+ 1,51a 6,54+1,20a 7,93 £0,61 a
4 5,32+1,05b 7,00+ 1,32 a 727+1,32a 7,93 £0,61 a
5 6,56 + 1,21 a 7,62+145a 6,67+ 1,34 a 7,93 +0,61 a
6 5,36 £0,80 b 6,00+ 1,39b 6,13+ 0,95 ab 7,93 +0,61 a
7 546 +1,09b 6,69 + 1,39 ab 6,26 + 0,97 ab 7,93 +0,61 a
8 6,96 £ 1,24 a 6,97+1,20a 5,20 £ 0,66 b 7,93 £0,61 a
9 6,57 £ 1,34 ab 6,31 £0,69 ab 5,99 £0,84 b 7,93 £0,61 a
10 7,17 £ 0,99 ab 6,52 £ 1,21 ab 6,01 £0,68 b 7,93 £0,61 a
Herbicida 5,32+0,86 b 5,57+0,77b 5,61 +£0,69b 7,93 +£0,61 a

Meédias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelos testes de Tukey a 0,05 de probabilidade.

Na figura 6, observa-se o efeito alelopatico da fracdo acetato de etila e da sub-fracdo 6 (57-

70) sobre os coledptilos de Titicum aestivum (trigo), quando comparados a a¢do do controle e do

herbicida.
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Controle Sub-fracao 6 (800 ppm)

Acetato de etila (800 ppm) Herbicida (800 ppm)

Figura 6. Comprimento dos coledptilos de Titicum aestivum (trigo) submetidos a acdo do herbicida,
da fracdo acetato de etila e da sub-fracio 6 (57-70), juntamente com o tratamento
controle.

Desta forma, como continuacdo deste trabalho, sugere-se novos fracionamentos a partir da
sub-fragdo 6 (57-70), tanto com a cromatografia em coluna, como a purificacdo com a
cromatografia liquida de alta performance e a realizacdo da ressondncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) para a identificacdo da classe dos compostos responsdveis por esta inibicdo.
Porém, € importante ressaltar que o fracionamento biodirigido é uma ferramenta til e fundamental
para a realiza¢do do isolamento dos compostos ativos.

Esses resultados parecem ser importantes, considerando-se o possivel uso do extrato,
proveniente das folhas jovens de Sapindus saponaria, como um herbicida a ser utilizado em
praticas de agricultura sustentdvel, permitindo que os agricultores utilizem pesticidas naturais contra
as plantas daninhas (Rice, 1984; Narwal, 1994). Além disso, espera-se que a nova substancia a ser
descoberta possua um potencial para a producdo de um novo herbicida capaz de proporcionar uma

aplicagdo agroquimica.
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4. Conclusoes

A andlise quimica das folhas jovens de Sapindus saponaria, permitiu concluir que a fragdo
de acetato de etila apresentou maior atividade alelopatica sobre os coledptilos de trigo e que na sua
sub-fracdo 6. (57-70) podem ser encontrados os compostos organicos responsaveis por essa

inibicao.
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CONCLUSOES GERAIS

v Os extratos de Sapindus saponaria evidenciaram potencialidades alelopdticas que variaram

de acordo com a espécie receptora. O efeito inibitério sobre o processo de germinagdo dos
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didsporos e morfologia das plantulas de alface, cebola, capim-arroz e corda-de-viola foi
concentracdo-dependente.

Os extratos aquosos de folhas jovens e raizes foram os que provocaram maior € menor
inibicdo na germinagdo dos didsporos de alface e cebola, respectivamente. O extrato de
folhas jovens, também exerceu maior efeito inibitério na germinabilidade das duas espécies
de plantas daninhas.

Os extratos de folhas jovens e do fruto causaram elevado indice de anormalidade e maior
inibicdo no crescimento da parte aérea e da raiz das plantulas de alface, cebola, capim-arroz
e corda-de-viola. A raiz foi o 6érgdo mais sensivel aos agentes alelopaticos, sendo a necrose
0 sintoma mais comum.

As inibi¢des ocasionadas pelos extratos sobre a morfologia das plantulas daninhas foram
similares ao efeito produzido pelo herbicida, mostrando a eficiéncia da espécie arbdérea no
controle destas espécies.

O estdgio de maturacao das folhas de Sapindus saponaria interferiu nas suas propriedades
alelopaticas, uma vez que o extrato oriundo das folhas jovens apresentou maior efeito
inibitério sobre o processo de germinacdo dos didsporos e desenvolvimento das plantulas
daninhas e das hortali¢as do que o de folhas maduras.

A partir dos resultados obtidos na andlise quimica das folhas jovens de Sapindus saponaria,
pode-se concluir que a fragdo de acetato de etila apresentou maior atividade alelopética
sobre os coledptilos de trigo e que na sua sub-fracdo 6. (57-70) podem ser encontrados os

compostos organicos responsaveis por essa inibicao.
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