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A - Alelopatia
Historico

O primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no
desenvolvimento de outras plantas vizinhas foi descrito por Theophrastus (300 A.C.)
um discipulo de Aristoteles, que prop6s que a leguminosa Cicer arietinum exauria o
solo. Em 1832, o botanico De Candolle sugeriu que o cansaco da terra na agricultura
era decorrente de exudatos liberados pelas plantas da propria cultura (Rice, 1984).

Lee e Monsi (1963) citados por Almeida (1988) referem-se a um documento
japonés de autoria de Banzan Kumazawa, escrito a cerca de 300 anos, no qual
descreve que a chuva e o orvalho arrastavam para o solo produtos quimicos
contidos nas folhas de pinheiro (Pinus densiflora), os quais prejudicavam as culturas
localizadas embaixo da copa destas arvores.

Hoy e Stickney (1881) citados por Chou (1999) reportaram que uma espécie
de nogueira afetava o crescimento de plantas situadas ao seu redor. Schreiner e
Reed (1907; 1908) também citados por Chou (1999) identificaram no solo um &cido
organico que era liberado pelas raizes de plantas que inibiam o crescimento de

algumas culturas.

Conceito

Somente em 1937, o pesquisador aleméo Hans Molisch estudou o efeito do
etileno no crescimento das plantas e cunhou a palavra “alelopatia”, proveniente da
unido de duas palavras gregas "allelon" e "pathos”, que significam respectivamente
"muatuo” e "prejuizo”. Apesar do significado etimolégico da palavra alelopatia, Molisch
define que o termo engloba tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais entre uma
planta e outra (Einhellig, 1995).

Rice (1974) na primeira edicdo de seu livro, “Allelopathy”, limita o termo
alelopatia como sendo apenas uma interacao prejudicial. Putnan e Duke (1978)
consideram que o termo alelopatia talvez seja tecnicamente errbneo, uma vez que
significaria somente 'prejuizo matuo'. No entanto, Rice (1984) na segunda edicao de
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seu livro com o mesmo titulo, revisou seu conceito e abrangeu a definicao original do
termo, o qual inclui também o efeito benéfico.

Ao termo alelopatia ainda vem sendo acrescidos conceitos como 0s criados
por Grummer (1955) citado por Einhellig (1995) que sugerem uma classificacdo de
interacdes de acordo com a natureza dos agentes doador e receptor das
substancias quimicas, propondo entdo os termos: antibidtico — para substancias
produzidas por microrganismos e que afetam outros microrganismos; marasminos —
para 0s compostos produzidos por plantas superiores e que atuam em
microrganismos; fitocidas — para os elaborados por microrganismos e que atuam nas
plantas e colinos — quando o doador e o receptor sédo plantas.

Recentemente, Fuerst e Putnan (1983) reclassificaram estes termos em:
fitoinibidores — como sendo as substancias alelopaticas produzidas por plantas
superiores e que inibem outras plantas (substituindo colino) e saproinibidores — as
de origem microbiana e toxicas para plantas superiores (substituindo fitocidas).

Em 1969 Muller criou o termo interferéncia — englobando coletivamente todas
as interagbes que se desencadeiam entre os individuos de uma comunidade,
reunindo os termos de alelopatia e competicao (Einhellig, 1995). Por se tratar de um
termo muito amplo, Scczepanski (1977) o dividiu em trés tipos distintos: alelospolia —
ou competicdo, onde organismos provocam a retirada ou reducdo de fatores do
ambiente, como agua, luz, nutrientes; alelomedi¢édo — ou interferéncia indireta, onde
as alteracdes sdo causadas no ambiente por organismos, com reflexos nos seres
vizinhos, como a escolha alimentar seletiva de um herbivoro; e alelopatia —
interferéncia causada por substancias quimicas produzidas por certos individuos e
gue no ambiente afetam outros individuos da comunidade (Pires e Oliveira, 2001).

Em 1971 Wittaker e Feeny cunharam o termo aleloquimico (allelochemics)
como sendo agentes quimicos de importancia essencial para a adaptacdo de
espécies e organizacdo das comunidades. Chou e Waller (1983) usaram
aleloguimica (allelochemicals) para descrever todas interacfes bioguimicas entre
organismos tanto inter quanto intra-especificamente (Chou, 1999).

Putnan e Duke (1978) introduziram ao conceito de alelopatia, os termos de
‘planta doadora’, como aquela que libera substancias quimicas e interfere na
germinacéao e/ou crescimento de outra planta, que seria a 'planta receptora’.

Recentemente, Miller (1996) classificou o efeito alelopatico em dois tipos:
autotoxicidade, que ocorre quando plantas de uma espécie liberam compostos

guimicos que interferem na germinacdo e/ou crescimento de plantas da mesma
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espécie; e heterotoxicidade, quando uma planta produz substancias que séo toxicas
para germinagao e/ou crescimento de plantas de outras espécies.

O processo de autotoxicidade vem sendo observado tanto em ambientes
naturais como em ecossistemas manipulados, causando inimeras implicacfes, tanto
ecolégicas como econémicas, como declinio de producdes agricolas e problemas na
regeneracao de algumas areas naturais.

Segundo Singh et al. (1999) as espécies que possuem 0 mecanismo de
autotoxicidade podem regular suas populacdes no espaco e no tempo, evitando
competicdo intra-especifica, favorecendo sua propria perpetuacdo e tendo uma
melhor distribuicdo geogréafica. No entanto, ndo ha evidéncia que estas espécies
sejam favorecidas pela selecdo natural. Varias espécies de coniferas sdo exemplos
de espécies que possuem o0 mecanismo de autotoxicidade.

Para Seigler (1996) o processo de autotoxicidade tem a fungdo positiva de
manter espacamento entre individuos para prevenir o desenvolvimento de
predadores, de bactérias ou fungos patogénicos, assim como promover a

polinizacdo cruzada entre individuos.

Competicdo = Alelopatia

Em uma comunidade natural diversos mecanismos ecologicos acontecem
concomitantemente, e devido a complexidade que envolve estes mecanismos torna-
se dificil distingui-los. Este fato, ndo é diferente quanto aos processos de alelopatia e
competicdo, tanto que alguns autores preferem defini-los conjuntamente através do
termo "interferéncia”.

No entanto, € importante distinguir os processos de alelopatia e de
competicdo, que sdo considerados mecanismos opostos, uma vez que a competicdo
acontece pela retirada ou reducdo de fatores (como &gua, luz, nutrientes), e a
alelopatia acontece pela introducao ou liberacdo de elementos no ambiente.

Fuerst e Putnam (1983), Liu e Lovett (1993) e Weidenhamer (1996), Inderjit,
(1997), Inderjit e Mallik (2002) véem desenvolvendo trabalhos que propdem
metodologias que possam diferenciar ou separar os processos de alelopatia e

competicéo.
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Natureza dos compostos alelopaticos

Harborne (1997) sugere que o0s metabdlitos secundarios tem funcao
defensiva, ajudando o crescimento da planta que os produz. E ainda, que estes
compostos, possuem funcdo ecoldgica de defender a planta contra herbivoros.
Atuam também como atrativos para polinizadores, ferorménio, além da acéo
alelopética, (Harborne, 1991).

Os compostos quimicos que possuem atividade alelopéatica sdo produtos
secundéarios produzidos pelas plantas e sdo chamados de aleloquimicos,
substancias alelopaticas, fitotoxinas ou apenas produtos secundarios.

Os aleloguimicos estao presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo
folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caule, e sementes (Putnan e Tang, 1986). Para
Friedman (1995) todos os oOrgdos da planta tém potencial para armazenar
aleloquimicos, mas a quantidade e o caminho pelos quais sdo emitidos difere de
espécie para espécie.

Um dos principais questionamentos na alelopatia € se os aleloquimicos séo
produzidos pela planta com funcdo especifica ou se sdo simples subprodutos do
metabolismo celular das plantas. Autores citados por Pires e Oliveira (2001) como
Muller e Whittaker defendem que as substancias com atividade alelopatica se
encontram em maior quantidade nos vacuolos das células das plantas onde ficariam
depositadas a fim de evitar sua propria autotoxicidade. Swain, citado por Pires e
Oliveira (2001) também defende que os aleloquimicos sdo produzidos com funcéo
especifica e assim, sua sintese obedece a leis definidas geneticamente.

Rice (1984) prop6s um agrupamento dos compostos quimicos que possuem
atividade alelopaticas em (14) categorias, de acordo com suas préprias vias de
sintese. Estes compostos incluem as principais classes de quinonas, fendis, acidos
cindmicos, cumarinas, flavondides, taninos, terpenos, esteréides, alcaldides, entre
outras.

Fischer (1991) demonstrou que a acao alelopéatica muitas vezes, deriva dos
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Fato comprovado também por outros
autores como Halligan (1975), Asakawa et al. (1980), Bhatt e Sabata (1989), Fischer
et al. (1989 e 1990), Hiradate (1999), Macias et al. (2000), Nishimura et al., (2000) e
Goto et al., (2001).
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Além dos estudos com terpenos, ja foram descritas outras classes de
compostos secundarios com atividade alelopatica como os fenéis (McPherson et al.,
1971; Tang e Young, 1982; Pellissier, 1994; Inderjit, 1996; Huang et al., 2000;
Quayyum et al., 2000; Olofsdotter, 2002; Singh et al., 2003), alcalbéides (Wu et al.,
1997; Aerts et al., 1991), taninos (Rice e Pancholy, 1974; Rawat et al.,1998), entre

outros.

Liberac&o dos aleloquimicos

Os aleloquimicos podem ser liberados no ambiente através de processos
ecologicos como, a volatilizacdo, a lixiviacdo, exudacao radicular e a decomposicao
de residuos de plantas no solo (Rice, 1984).

A volatiizacdo € comum em plantas aromaticas e o0s aleloquimicos
volatilizados séo de dificil detec¢do ou identificacdo. Geralmente, destacam-se o0s
terpenos, etileno, entre outros. Estes compostos podem ser facilmente liberados
pelas folhas ou outras partes da planta e podem afetar diretamente o crescimento ou
desenvolvimento de plantas que se encontram préximas. Segundo Durigan e
Almeida (1993) diversas espécies de Salvia, Eucalyptus e Artemisia elaboram
produtos volateis téxicos como o canfeno, dipenteno, a-pineno e b-pineno que
inibem o desenvolvimento de outras plantas.

Segundo Souza (1988) citado por Corréa (1996) as fitotoxinas volateis podem
ser absorvidas diretamente pela cuticula das plantas vizinhas, na forma de vapores
ou serem condensadas pelo orvalho. Ao chegaram ao solo podem ser absorvidas
pelas raizes, adsorvidas pelas particulas e/ou se dissolverem no solo.

O processo de lixiviacdo consiste na remocdo de substancias quimicas das
plantas vizinhas pela acdo da agua através da chuva, orvalho ou neblina. No solo
estas substancias podem sofrer degradagao ou agdo de microrganismos.

A exudacao radicular tem sido pouco estudada, mas € muito importante
especialmente quando associada ao efeito de microrganismos no solo, que podem
ter efeito direto com as raizes de outras plantas ou simplesmente ficar acumulada no
solo. (Robson, 1972 citado por Reigosa et al., 1999).

O processo de decomposicdo de produtos vegetais € decorrente do
rompimento de tecidos de células ou extravasamento de contetddo celular. No

entanto, a atividade destes produtos no solo é normalmente transitéria, uma vez que
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esta sujeita a adsorcao pelos colbides, degradacéo, inativagcdo ou transformacao
pelos microrganismos (Almeida, 1988).

Além da atividade proveniente de compostos simplesmente liberados pelas
plantas, os quais ndo sofrem qualquer transformacéo, sempre ha a possibilidade de
microrganismos modificarem compostos ndo toxicos para toxicos, como no caso da
‘amedalina’ em residuos de péssego (Rice, 1984). Também para o mesmo autor, é
possivel que microrganismos sintetizem inibidores, como na producao da substancia
‘patulina’ pelo microrganismo Penicillium urticae que cresce em residuo de palha de
trigo (Triticum aestivum). Essas mudangas podem acrescentar uma nova forma de

atuacao dos aleloquimicos de uma planta.

Atuacéao dos aleloquimicos

A acdo de varios aleloquimicos esté envolvida na inibicdo e modificagdo do
crescimento ou desenvolvimento das plantas. Os aleloquimicos podem ser seletivos
em suas acoes e as plantas podem ser seletivas em suas respostas, por este motivo
torna-se dificil sintetizar o modo de acdo destes compostos, (Seigler, 1996). No
entanto, alguns autores (Rice, 1984; Einhelling, 1986; Inderjit e Dakshini, 1995;
Chou, 1999; Reigosa et al., 1999) listaram inUmeros mecanismos de acdo dos
aleloquimicos, que afetam varios processos fisiolégicos das plantas, como por
exemplo, os processos de respiracao, fotossintese, atividade enzimatica, relagdes
hidricas, abertura dos estdmatos, nivel de fitormoénio, disponibilidade de mineral, e
ainda, a divisado e alongamento celular, estrutura e a permeabilidade de membranas
e paredes das células.

Einhellig (1986 e 1995) propde um modelo hipotético para explicar a agdo dos
aleloquimicos fendlicos nas plantas. Segundo este autor, o0 modelo pode ser
aplicado aos demais aleloquimicos e sintetiza o0 modo de atuacdo destas
substancias nas plantas. De acordo com este modelo, a atuacao dos aleloquimicos
comeca com as alteragbes nas membranas celulares, o que consequentemente
acarretaria alteracdes na disponibilidade de agua e ions, seguido das fun¢des dos
estbmatos, com mudancas nas taxas de respiracdo e de fotossintese, além da
sintese protéica e de pigmentos. Todas estas mudancas afetariam diretamente a
divisdo celular culminando na inibicdo do desenvolvimento e crescimento das

plantas. Segundo Einhellig, no entanto, € preciso mais trabalhos que comprovem
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certamente qual a sequéncia da acdo dos aleloquimicos nas plantas diante da
grande variabilidade dos compostos alelopaticos.

Para Einhelling (1996) a inibicdo tipicamente alelopatica resulta da acao
combinada de grupos de aleloquimicos que, coletivamente, interferem em varios
processos fisiologicos. Entretanto, muitos trabalhos propdem o isolamento do
aleloquimico e o estudo sobre sua atuacdo direta nas plantas. Cameron e Julian
(citados por Einhellig, 1995) acharam que 50 puM de &cido cindmico e ferulico
reduziram a sintese protéica em plantulas de alface. Monoterpenos volateis,
principalmente o cineole e a canfora reduziram a divisdo celular e resultaram no
aumento do diametro das células radiculares, provocando uma desorganizacao no
nacleo celular de vérias espécies (Gross, 1975).

A maioria dos trabalhos relata que os compostos alelopaticos agem como
inibidores da germinacdo e do crescimento (Juan Jiménez-Osornio et al., 1996;
Viles e Reese, 1996; Rawat et al., 1998; Vacarini et al., 1999). Porém, alguns
trabalhos demonstraram que estes compostos podem atuar como promotores de
crescimento (Hasegawa citado por Yamada et al., 1996, Yamada et al., 1995 e
Yokotani-Tomita et al., 1998). Aparentemente, a maior parte, se ndo todos o0s
compostos organicos que sao inibitérios em alguma concentragdo, sdo estimulantes

em menores concentracdes (Rice, 1984).

Fatores gque alteram aliberacéo dos aleloquimicos

A producdo de aleloquimicos pelas plantas pode ser regulada por fatores
como a temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de agua, nutrientes,
textura do solo e microrganismos, (Chou, 1986), além da radiacdo ultravioleta,
doencas e ataque de insetos (Einhelling, 1996).

Einhelling (1996) enfatiza, através de um modelo triangular, que condicfes
ambientais (ou seja, estresse) modificam a taxa de producdo dos aleloquimicos, e
podem aumentar a concentracdo destes compostos, e assim proporcionar uma
maior inibicdo nas plantas receptoras, 0 que se caracteriza por um importante
mecanismo de defesa das plantas.

Rice (1984) observou que dias longos aumentam a concentracdo de acidos
fendlicos e terpenos em muitas espécies de plantas. Observou também que a

deficiéncia de diversos minerais (boro, célcio, magnésio, fosforo, nitrogénio ou
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enxofre) causou um aumento da concentracdo de acido clorogénico e escopoletina
em muitas plantas.

Hall et al. (1982) observaram que Helianthus annuus produziu maior
guantidade de &cido clorogénico quando em condi¢cdes de baixa disponibilidade
nutricional. Kong et al., (2002) também verificou que o efeito alelopéatico de Ageratum
conyzoides sobre varias outras espécies foi aumentado quando estas foram

colocadas em condic¢des de estresse de nutrientes e competigéo.

Comunidades naturais

A influéncia dos processos alelopaticos em ecossistemas naturais iniciou-se
com o estudo de Booth (1941) citado por Almeida (1988) sobre a regeneracao de
terrenos agricolas abandonados, onde o autor observou que o0 processo de
regeneracdo consistia de quatro fases: ervas pioneiras, gramineas anuais,
gramineas perenes e savana. O desaparecimento rapido das plantas do primeiro
para o segundo estadio de desenvolvimento era devido a producao, pelas espécies
pioneiras, de substancias alelopaticas de toxicidade inter e intraespecifica.

Outro exemplo classico de atuacdo dos aleloquimicos sobre comunidades
naturais foi realizado por Muller (1966) citado por Rice (1984), onde eram formadas
vastas areas de Salvia leucophylla e Artemisia californica impedindo o
estabelecimento de outras espécies a uma distancia de dois metros, e somente a
partir de seis a dez metros a vegetacao normal voltava a se estabelecer.

Jackson e Willemsen (1976) em seus trabalhos com Ambrosia artemisiifolia
indicaram que as mudancas vegetacionais de sucessao, do primeiro para o segundo
estagio, poderiam estar associadas parcialmente com atividade alelopética através
dos compostos encontrados como os acidos fendlicos, incluindo o caféico e o
clorogénico.

Segundo Chou (1986 e 1999) a alelopatia tem sido reconhecida como um
importante mecanismo ecoldgico, que influencia a dominancia e sucessao de
plantas, formacdo de comunidades, vegetacédo climax e manejo.

Esta interacdo alelopética, responsavel pelo estabelecimento e sobrevivéncia
de certas espécies no meio ambiente, é feita através de um mecanismo de defesa e
ataque das plantas, que vem sendo adquirido ao longo de um processo de evolucao
(Nishimura e Mizutani, 1995).
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Seigler (1996) sugere que o processo de coevolucdo possa ter relacdo com
0s compostos metabdlicos pela habilidade de algumas plantas conseguirem se
desintoxicar ou metaboliza-los.

Segundo Durigan e Almeida (1993) a influéncia na composi¢cédo especifica e
guantitativa das comunidades floristicas, tanto no espaco quanto no tempo,
acontece pela existéncia de uma enorme variedade de aleloguimicos que podem
favorecer ou prejudicar certas espécies. Segundo Reigosa et al. (1999) a sucesséao
pode ser afetada pela alelopatia, permitindo a permanéncia de espécies pioneiras
gragas a liberacado de aleloquimicos.

Outra atuacao dos aleloquimicos, que também pode influenciar a composicéo
natural das comunidades foi descrita por Einhellig (1995), o qual sugere que o fato
de certas sementes permanecerem viaveis por muitos anos no solo pode estar
associado a presenca de aleloquimicos nas cascas ou em outros tecidos destas
sementes e atraves deles, consigam deter a agcao microbiana e sua deterioragao.

Peres et al. (1998) também sugerem que a liberacdo de aleloquimicos por
uma espécie doadora pode alterar as estratégias de germinacdo de uma espécie
receptora, uma vez que este aleloquimico pode quebrar a dorméncia das sementes
gue permaneceriam no banco de sementes no solo para germinagao posterior. Este
caso foi comprovado, por estes autores, estudando o efeito alelopatico de extratos
obtidos de Gleichenia pectinata em trés esta¢gdes do ano, e utilizados na germinacao
de Clidemia hirta, onde a porcentagem de germinacdo destas sementes foi
estatisticamente maior que o controle utilizando extratos obtidos de materiais

coletados na primavera e no outono.

Sistemas Agricolas

Na agricultura, ha anos se conhece o problema do “cansaco da terra” e a ele
era inferido apenas a infertilidade da mesma ou a competicdo entre espeécies.
Recentemente, estudos comprovam que a esse problema estd associado muitas
vezes 0 processo alelopético.

O primeiro trabalho cientifico a comprovar a atividade alelopética nas culturas
foi o de Schreiner e Sullivan (1969, citados por Almeida, 1988) quando
demonstraram que a reducdo do desenvolvimento no cultivo de feijdes middos

(Vigna ungiculata) era devido a uma substancia quimica produzida pela prépria
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espécie, pois uma vez retirada do solo, apés diversas culturas, o feijao voltava a se
desenvolver normalmente.

A partir deste e outros trabalhos, os estudos vem se intensificando na
agricultura, com relagdo a alelopatia e principalmente, com a atividade alelopética
das ervas daninhas (Young e Bartholomew, 1981; Coelho, 1986; Vidal 1986), das
culturas ou espécies sobre as ervas daninhas (Magalhées e Franco, 1962; Almeida e
Rodrigues, 1985; Rodrigues, et al. 1992), alelopatia entre culturas (Peters et al.,
1982; Almeida e Rodrigues, 1985), e outros estudos direcionados para as producdes
agricolas (autores citados por Almeida, 1988 e Rodrigues et al., 1992).

Santos et al. (2002) estudaram o efeito de cascas de arroz e café sobre o
desenvolvimento de caruru-da-mancha (Amaranthus viridis), uma planta infestante
das lavouras cafeeiras, e observaram que cascas de arroz propiciaram uma
diminuicdo na velocidade e porcentagem de emergéncia, enquanto que as cascas
de café proporcionaram um estimulo no crescimento das plantulas, e a medida que a
concentracdo deste extrato aumentou, a velocidade de emergéncia também foi
aumentada, identificando que a presenca das cascas de café pode induzir o
aumento da infestacao pelo caruruw-da-mancha.

Vaccarini e Bonetto (2000) indicam que a acdo seletiva de alguns
aleloguimicos, como o ‘witanolides’ extraido da espécie lochroma australe,
possibilita a utilizacdo destes compostos como herbicidas naturais contra espécies
de ervas daninhas, uma vez que esta substancia por exemplo, néo inibiu a
germinacao e o crescimento de Lactuca sativa e reduziu o crescimento de Sorghum
hapelense e Chenopodium album.

Além disso, muitos estudos estdo sendo realizados na tentativa de diminuir o
uso de herbicidas comerciais através da alelopatia com o manejo de ervas daninhas,
através da rotacao de culturas, sistemas adequados de semeadura entre espécies e
entre safras, adubacéo verde, além de sistemas agroecoldgicos (Baruah et al., 1994;
Weston, 1996; Chou et al., 1998; Rodrigues e Rodrigues, 1999; Wu et al., 2000;
Khan et al., 2002; Kato-Noguchi, 2003).

Rizvi et al. (1999) enfatiza a importancia de sistemas agroflorestais (uso de
associacfes de espécies arboreas com a agricultura) para o uso sustentavel da terra
e 0 aumento da produtividade agricola. Nestas associacfes, o conhecimento das
potencialidades alelopaticas é de essencial importancia para o sucesso dos sistemas
agroflorestais. O mesmo autor lista aproximadamente 80 espécies consideradas

agroflorestais (AF) com potencialidades alelopaticas, espécies com potencial contra
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patdgenos de culturas e insetos, além de aleloquimicos ja isolados que combatem
espécies de ervas daninhas.

Métodos utilizados em pesquisa sobre aleopatia

Testes bioldgicos

Para constatar a acao alelopatica os bioensaios tém uma grande importancia,
pois através deles se consegue controlar alguns parametros (temperatura,
disponibilidade de agua, etc.) para investigar os mecanismos que estéo interagindo.

A germinacdo de sementes € o parametro mais utilizado nos bioensaios de
alelopatia (Rice, 1984). Nestes testes de germinacdo deve ser considerado o
numero de sementes por parcela, onde o namero ideal pode impedir que ocorra o
processo de contaminacdo entre as sementes em desenvolvimento, além de impedir
também o processo de competicdo quando em desenvolvimento (Brasil, 1992). Além
disso, Weidenhamer (1996) reporta que os resultados de alelopatia sao
influenciados pelo niumero de sementes, pois isso implica na relacdo de volume
disponibilizado para cada uma delas.

A resposta do crescimento das plantulas € bastante utilizada para também
provar os efeitos alelopaticos em laboratério, e assim ajudar a conhecer as
caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas que envolvem os mecanismos de acao
alelopatica. O alongamento da radicula foi apontado por alguns autores, como sendo
um dos indicativos mais sensiveis nas respostas de crescimento de plantulas
receptoras (Jacobi e Ferreira, 1991; Souza Filho et al., 1997; Miré et al., 1998;
Fagioli et al, 2000).

Segundo Souza (citado por Abreu, 1997 em comunicacdo pessoal) sdo de
essencial importancia as medi¢cdes de pH e potencial osmético dos extratos nos
bioensaios de alelopatia. Para 0 mesmo autor, o potencial osmoético pode atrasar,
reduzir ou mesmo impedir a germinacdo das sementes e também afetar o
estabelecimento das plantulas, quando em altas concentracdes. Segundo Rutherford
e Powrie (1993) baixos valores de potenciais osmoéticos, associados a valores de pH
préximos do neutro, sdo ideais para a germinacéo de sementes.

Souza Filho et al. (1996 e 1999) e Mir6 et al. (1998) realizaram testes

biolégicos, paralelamente aos ensaios de alelopatia, com solu¢cdes de potenciais
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osmoéticos conhecidos com o intuito de discriminar a interferéncia do potencial
osmatico na inibicdo puramente alelopética. Estes autores utilizaram o Polietinoglicol
(PEG-6000) para preparar as solu¢cdes com potenciais osmoticos conhecidos.

Segundo Lowrey et al. citados por Pires et al., (2001) apds os bioensaios, a
extracdo dos compostos secundarios € imprescindivel para a identificacdo e
guantificacdo dos alelopaticos, no qual se utiliza técnica analitica elaborada.

Para Inderjit e Dakshini (1995) a utilizacdo de solventes organicos, diferente
da 4gua deve ser evitada, por ndo serem encontrados naturalmente interagindo nos
processos alelopéticos. Além disso, em condi¢cdes de campo, um grande namero de
compostos organicos também pode ser lixiviado no solo ou decomposto por
microrganismos, sendo assim necessario cuidado com o0s experimentos que se
realizam em laboratorios (Rodrigues et al., 1992).

Os resultados obtidos nos experimentos devem ser inseridos num contexto
mais geral para que nao se crie uma distancia muito grande entre 0s ensaios

laboratoriais e o ambiente natural (Inderjit e Dakshini, 1995).

Analise quimica

Cromatografia

De modo geral, as técnicas cromatograficas sdo aplicadas na quimica, na
bioquimica, na pesquisa cientifica e na indastria. A cromatografia € amplamente
utilizada para separacao, identificacdo ou quantificacdo de substancias quimicas.

A cromatografia € um processo fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes
entre duas fases que se encontram em contato intimo, sendo que uma das fases
permanece estaciondria (fase estacionaria) e outra se move através dela (fase
movel) (Collins et al., 1990).

Existe uma variedade de tipos de cromatografia, sendo sua classificacao feita
através da técnica utilizada (planar ou em coluna), do mecanismo de separacao
envolvido (adsorgéo, particao, troca idnica, bioafinidade ou excluséo), dos diferentes
tipos de fases utilizadas (referente aos diversos tipos e estado fisico das fases
estacionéria e movel), além do método de introducdo da amostra e seu subsequente

desenvolvimento (eluicdo, deslocamento e analise frontal).
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PREPARACAO DA AMOSTRA

Um tratamento prévio adequado da amostra pode economizar muito esforgo
nas diferentes etapas de isolamento. Quando a amostra vem de uma planta que
contém elementos préprios que podem interferir no processo de purificacdo, um
passo simples pode eliminar a maior parte do material ndo desejado (Hostettmann et
al., 2003).

Existem diferentes métodos de preparacdo que antecedem 0 processo
cromatografico, sendo que a extracao liquido-liquido (ou particdo entre solventes), €
a forma mais comum de preparacdo da amostra. A extracdo dos solutos € feita pela
particdo da amostra entre dois liquidos imisciveis, sendo normalmente um aquoso e
outro organico. Os compostos s6 serdo extraidos pela fase organica se possuirem a
necessaria lipofilicidade para serem extraidos pelo solvente organico. (Cass e
Degani, 2001).

Para grandes volumes sao utilizados funis de separacéo apropriados para a
extracdo liquido-liqguido. (Cass e Degani, 2001). Quando se utiliza este método
combinado com testes biolégicos obtém-se rapidamente fragdes enriquecidas com o

componente desejado (Hostettmann et al., 2003).

CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

A Cromatografia de Camada Delgada (CCD) € uma cromatografia do tipo
planar e consiste na separacdo dos componentes de uma mistura através da
migracao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana (Lopes, 1990).

O processo de separacdo da CCD esta fundamentado principalmente no
fendbmeno da adsorcéo. Entretanto pode ocorrer também pelo processo de particao
ou troca idnica.

Existe uma grande variedade de tipos de adsorventes para fins
cromatograficos e entre os mais utilizados estdo os de silica (SiO;), alumina,
celulose e poliamida. No entanto, o adsorvente de silica (acido salicilico amorfo) é

seguramente um dos adsorventes mais utilizados em cromatografia por adsorgao.
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De modo geral, a silica é empregada na separacdo de compostos lipofilicos
como aldeidos, cetonas, fendis, acidos graxos, aminoacidos, alcalbides e esterdides
(Lopes, 1990).

Existem algumas formas diferentes de desenvolvimento (movimento
diferencial dos compostos de uma amostra, ao serem deslocados pela fase movel,
em funcdo de sua direcdo) de um cromatograma. A cromatografia de camada
delgada com desenvolvimento ascendente (realizada de baixo para cima) é o
meétodo mais utilizado e pode ser considerado como uma técnica padréo.

Geralmente, inicia-se um trabalho de cromatografia com o desenvolvimento
unidimensional e ascendente, com fase movel e adsorvente puro, podendo haver
modificagbes dependendo dos primeiros resultados obtidos.

As cromatoplacas (placas com as substancias separadas), apos o
desenvolvimento, sdo secas e reveladas. A revelagdo consiste em tornar visivel as
substancias incolores presentes na amostra e pode ser realizada através de
meétodos fisicos (luz ultravioleta), quimicos (vapores de iodo, vanilina, tricloreto de
antiménio, etc...) e biologicos (através de reacdes enzimaticas ou bacterianas).

A cromatografia de camada delgada possui a vantagem de ser uma técnica
de facil compreensédo, execucdo e baixo custo, além de conseguir separacdes em

breve espaco de tempo, tem versatilidade e grande reprodutividade.

CROMATOGRAFIA POR ADSORCAO

A cromatografia por adsorcéo é a cromatografia na qual se usa uma coluna
recheada com um sdlido (fase estacionéria) e uma fase mével liquida, onde a sorcéo
isotérmica (adsorcéo) refere-se a um aumento da concentracdo do material (que
estd em excesso na fase movel) entre as superficies das fases mével e estacionaria.
(Vichenewski, 1990).

Empiricamente, esta cromatografia em coluna (adsorcdo) pode ser
primeiramente escolhida porque é tecnicamente mais simples, ndo exigindo
instrumentacdo muito aperfeicoada.

A coluna cromatografica € constituida por um tubo de vidro em posicéo
vertical, sua extremidade superior é aberta e a inferior € afilada terminando em uma
torneira, que permitira o controle da vazdo da fase mével. Na parte superior da

coluna adapta-se um recipiente como reservatorio da fase movel e abaixo da
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torneira colocam-se recipientes ou frascos coletores de eluentes, onde seu tamanho
dependera do volume a ser coletado.

Os adsorventes (fase estacionaria) devem ser escolhidos levando em
consideracéo sua forca de adsorver, onde as substancias eluirdo da coluna segundo
sua a polaridade. As substancias que podem ser utilizadas como adsorventes
podem ser a alumina, a silica gel, o silicato de magnésio ou carvao ativo.

A funcdo da fase movel na cromatografia por adsorcdo tem o sentido de
realizar a funcédo de solvente propriamente dita, ou seja, considerar as relacdes de
solubilidade dos compostos da mistura a ser cromatografada. Além disso, possui a
funcdo de realizar o desenvolvimento dos componentes da mistura na coluna ou
dessorver (libertar uma substancia adsorvida) estes componentes do adsorvente, e
assim sao, ditos eluentes (Vichenewski, 1990).

Os eluentes (fase movel) sdo selecionados de acordo com o seu poder de
eluicdo, isto €, aumento de habilidade de dessorver as substancias. Esta habilidade
estd relacionada com a polaridade dos eluentes. Sendo assim, para facilitar e
agilizar o processo de dessorcao € necessario que se utilize uma série gradual de
eluentes segundo seu grau de polaridade.

A fase movel (eluentes), quando estd passando através do adsorvente na
coluna, arrasta consigo componentes da amostra que esta sendo cromatografada. A
velocidade de movimento descendente de um componente depende de sua
adsorcdo pela fase estacionaria, sendo mais rapidamente arrastado quanto mais
fracamente o componente estiver adsorvido (Vichenewski, 1990).

Para ocorrer uma completa separacédo, a fase mével deve ser fracamente
adsorvida pela fase estacionaria, ndo ser afetada quimicamente e possibilitar
realmente o desenvolvimento da corrida cromatografica.

A partir da passagem gradual dos eluentes, sdo coletadas fracbes que
contem diferentes componentes da mistura, que foram arrastados pelos eluentes,
seguidas pela afinidade da polaridade entre o eluente e a substancia arrastada. As

substancias eluiréo da coluna segundo a sua polaridade.

CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO

A cromatografia por exclusdo promove uma distribuicdo seletiva e dindmica

das moléculas do soluto entre duas fases liquidas separadas, e dependentes de
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uma estrutura estacionaria contendo poros de tamanho controlado (Rothschild,
1990).

A fase estacionaria € constituida por um recheio ou gel que é formado por
macromoléculas que possuem ligagBes cruzadas, com afinidade pelos solventes,
mas que neles sao insollveis.

O espaco entre as particulas € ocupado pelo liquido que flui pelo material,
levando ou ndo, as substancias a serem separadas. O carater da fase estacionéria
controla o movimento das substancias, variando suas velocidades e assim
promovendo a separacao (Rothschild, 1990).

De modo geral, existe uma correlacdo entre o volume no qual a substancia é
eluida e seu tamanho molecular (ou massa molecular). O funcionamento da
cromatografia por exclusdo pode ser explicado pelo deslocamento primeiramente
das moléculas grandes, ou seja, com maior peso molecular, seguidas entdo, por
moléculas de menor peso molecular (Rothschild, 1990).

Os tipos de géis mais utilizados sdo os de dextrano (Sephadex), de
poliacrilamida (bio-gel) e de agar e agarose. Os géis devem obedecer algumas
caracteristicas como estabilidade, baixo teor de ions, além de conter particulas de
tamanho e distribuicéo controlados.

A cromatografia em gel de exclusdo, tal como sephadex, € utilizada

frequentemente como uma etapa de pré-purificacdo (Hostettman et al., 2003).
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B - TESTES PRELIMINARES: ALELOPATIA DE ESPECIES COLETADAS EM

AREAS DE CERRADO

Introducao

O cerrado possui uma grande rigueza de espécies vegetais, muitas delas
consideradas endémicas (Eiten, 1990 citado por Silva, 1997). A vegetacdo do
cerrado brasileiro esta classificada como uma das mais ricas e ameacadas do
mundo (Mittermeyer et al. citado por Felfili, 2002). Esta ameaca é decorrente da
intensa ocupacao destas areas pela invasao urbana e pela agricultura.

O estado de Sao Paulo, até o inicio do século XX, mantinha intocada boa
parte de sua cobertura vegetal original, dentre as vegetacdes, o cerrado ocupava a
maior area, correspondendo a 14% da area do estado (Séo Paulo, 1997 citado por
Durigan, 2002).

Hoje restam pequenos fragmentos que, segundo Kronka et al., (1998)
correspondem a 2.379 km?, ou seja, menos de 1% da superficie do Estado, sendo
gue desta area, pequena parte se encontra protegida na forma de unidades de
conservagao.

Diante da rapida reducédo das areas de cerrado, essencialmente no estado de
Sado Paulo, é de grande importancia o estudo referente a diversidade de espécies
presente neste bioma.

Kronka et al. (1998) propfe o0 estabelecimento de uma politica de
reflorestamento das areas de cerrado do estado de S&o Paulo, através de
alternativas como as de repovoamento pelo banco de sementes e replantio de
espécies nativas que ja sdo cultivadas.

Sendo assim, além do conhecimento das espécies do cerrado, a informacéo
sobre as interacdes ecoldgicas nestas areas também €& muito importante. E entre
estas se destaca o processo das relacdes alelopaticas, uma vez que podem interferir
no estabelecimento e inibicdo da germinacdo ou crescimento de individuos intra ou
interespecificamente.

Borghetti e Pessoa (1997) estudaram o processo de alelopatia de uma
espécie comum nos cerrados, a lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil) e concluiram

gue esta espécie possui atividade autotdoxica sobre seus individuos e sobre a
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germinacao de uma outra espécie, o cosmos (Cosmos sulphureus). Esta inibicdo se
da através de compostos quimicos presentes nas sementes de lobeira. Os autores
indicam que estas substancias sdo eventualmente lixiviadas para o meio e atuam
negativamente na germinagdo e desenvolvimento de outras espécies, alterando a
dominancia do banco de sementes e/ou de plantulas do ambiente.

Considerando a necessidade de estudos em areas de cerrado, foi realizado
um teste preliminar com algumas espécies, para verificar suas possiveis atividades
alelopaticas sobre a germinacao de alface e rabanete. As espécies utilizadas foram
Anemopaegna arvensis, Aristolochia esperanzae, Baccharis dracunculifolia,
Casearia sylvestris, Drymis brasiliensis, Memora peregrina, Ocotea odorifera,
Palicourea rigida, Peritassa campestris. A partir dos resultados obtidos, optouse
pela escolha de duas espécies que foram estudadas mais detalhadamente nos

préximos capitulos.

Consideracdes sobre as espécies

Anemopaegna arvensis (Veel) Stellfeld. (Bignoniaceae)
Subarbusto de até 60 cm. Folhas opostas, compostas trifoliadas, curto-
pecioladas a sésseis, limbo com 0,3 a 10 cm de comprimento e 0,1 a 1,8 cm de
largura, linear a eliptico linear. Flores zigomorfas, célice gamosépalo, corola creme

com tubo amarelo. Conhecida popularmente por Catuaba. (Almeida, et al., 1998).

Aristolochia esperanzae O. Ktze. (Aristolochiaceae)

Planta herbacea, rastejante ou trepadeira, com folhas alternadas
membranosas orbiculares-reniformes, glabras, flor com perianto formando um
grande papo encimado por tubo bilabiado, de cor marron-avermelhados mesclados
com outras cores mais claras. A flor exala odor de carne podre que atrai insetos.
Conhecida popularmente por papo-de-peru, cachimbo-de turco, milhomens e
jarrinha (Ferri, 1969).
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Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae)

Planta perene, arbustiva, muito ramificada, ramos pilosos. Folhas alternadas,
sem peciolo, membranaceas, uninérveas, lanceoladas, densamente pontuada de
glandulas, medindo 1,0 a 3,0 cm de comprimento e 3,0 a 5,0 cm de largura.
Inflorescéncias axilares, em capitulos contendo flores femininas ou contendo flores

de ambos os sexos. Chamada popularmente por alecrim-do-campo. (Lorenzi, 1998).

Casearia sylvestris Sw. (Flacourtiaceae)

Arbusto ou arvore hermafrodita de até 10 m, muito ramificada, possuindo
ramos cilindricos e lenticelados. Possui folhas alternadas, simples, pecioladas, limbo
cartaceo, apice agudo a rostrado, nervura sulcada na face ventral e elevada na
dorsal, nervuras secundarias de até cinco pares. As flores medem cerca de 2 mm de
comprimento. Recebe nome popular de guacatonga (Almeida et al., 1998). Segundo
Backes e Irgang (2002) é uma espécie pioneira e importante na regeneracdo de
ecossistemas, seus frutos sédo consumidos pela avifauna, a suas flores sao visitadas
por insetos, principalmente por abelhas, considerada uma das poucas espécies
meliferas do inverno. Para os mesmos autores, esta espécie € conhecida também

por cha-de-bugre, erva-de-bugre, carvalinho e porangaba.

Drymis brasiliensis Miers. (Winteraceae)

Altura de 4 a 8 m, com tronco de 30 a 40 cm de diametro. Folhas simples,
glabras, de coloracédo verde mais clara na face inferior, medindo de 8 a 12 cm de
comprimento e de 2 a 3 cm de largura. Conhecida popularmente por casca-d’anta,
cataia ou canela amarga. (Lorenzi, 2002). Segundo Backes e Irgang (2002) € uma

espécie pioneira distribuida em quase todo territorio brasileiro.

Memora peregrina (Miers) Sandwith. (Bignoniaceae)

Planta perene, arbustiva, lenhosa chega a medir 1 metro de comprimento,
possui caule glabro estriado e com muitas lenticelas. As folhas desta espécie séo
opostas e compostas com 5 a 7 foliolos lanceolados subcoridceos e glabros em
ambas as faces, estes medem de 5.5 a 7.5 cm de comprimento por 1.0 a 2.5 cm de
largura. Inflorescéncia constituida de muitas flores amarelas vistosas com corola
tubulosa de aproximadamente 5.0 cm (Urbanetz, 2002).
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Ocotea odorifera (Vell) Rohwer. (Lauraceae)

Arvore de 15 a 25 m de altura, com tronco de 50 a 70 cm de diametro. Copa
densa e arredondada. folhas de 7 a 14 cm de comprimento. Todas as partes da
planta apresentam cheiro caracteristico pela presenca de 6leo essencial, o safrol.
Popularmente conhecida por canela-sassafras, sassafras, sassafras-amarelo, canela
parda, canela cheirosa (Lorenzi, 2002). Segundo Backes e Irgang (2002) o safrol é
um oleo volatil, que foi muito extraido para utilizacdo na perfumaria e fabricacao de
inseticidas e herbicidas. Segundo os mesmos autores, esta espécie € frutifera para
macacos, passaros e roedores, possuindo importancia também em projetos de

regeneracgao.

Palicourea rigida H. B. & K. (Rubiaceae)

Arbusto pequeno com ramos aéreos partindo de uma base subterranea, com
folhas duras, coriaceas, grandes, de nervura saliente na face inferior. Possui folhas
opostas, sendo que a face superior € verde escura e inferior verde amarelada, as
flores sdo amarelas, pequenas e tubulosas. Conhecida popularmente por

douradinha ou gritadeira. (Ferri, 1969).

Peritassa campestris (Cambess) A.C. Smith (Hipocrataeceae)

Arbusto baixo e lenhoso, que possui casca lisa, folnas quase sempre
alternadas com formato lanceolado-oblongas ou elipticas e textura coriacea,
medindo até 15 cm de comprimento. As flores desta espécie sdo esverdeadas, e
seus frutos sédo do tipo drupa de cor amarelo-alaranjado e sdo comestiveis. (Corréa,
1984).
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Materiais e Métodos

Preparacao dos Extratos

O material vegetal das espécies, com excecdo da Aristolochia esperanzae,
foi coletado nas areas de cerrado pertencentes a Universidade Federal de Séo
Carlos, no més de abril de 2002.

O material vegetal foi coletado e mantido congelado até a realizacdo dos
experimentos. Os extratos aquosos das plantas foram realizados utilizando-se folha
das espécies para os bioensaios de germinacgao.

Para a obtencdo dos extratos, os materiais vegetais foram primeiramente
pesados, picados e em seguida, triturados com o auxilio de um liquidificador
industrial durante cinco minutos, e deixados descansar durante 30 minutos.
Decorrido este periodo, o extrato foi filtrado em filtro de pano e em seguida utilizou
se uma bomba elétrica a vacuo acoplada a um funil de Buchner recoberto com papel
de filtro quantitativo para uma segunda filtragem. O material filtrado foi recolhido em
um frasco e depois utilizado.

Todos os extratos foram feitos obedecendo a proporcao de 100 g de material
vegetal para 300 mL de agua destilada, sendo este considerado o extrato bruto, com
100% de concentracao.

Nos biensaios de germinacédo foram utilizadas sementes de alface (Lactuca
sativa L, cultivar Grand rapids) e de rabanete (Raphanus sativus L, cultivar Crimson
gigante). As sementes foram doadas pela empresa “Hortec Sementes Ltda”, com
validade de junho de 2005 para as sementes de alface e de junho de 2004 para

rabanete.

Rendimento

De cada extrato calculou-se o rendimento utilizado nos experimentos de
germinacdo. Para tal, antes de adicionar cada extrato nas placas de Petri as folhas
de papel de filtro foram pesadas (Peso 1). Apoés ter adicionado 5 mL dos extratos nas
placas e evaporados durante 12 horas, os papéis de filtro foram novamente pesados

(Peso Il), em balanga analitica de precisdo (mg) (Aquila, 2000). A diferenca entre as
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pesagens (Peso Il - Peso 1) dividido pelo volume utilizado mostra o rendimento de
cada extrato (mg/ml), ou seja, quanto de material vegetal proveniente dos extratos
foi necessario para inibir a germinacdo de 30 sementes de alface ou rabanete. O
rendimento total de cada extrato foi calculado através da média aritmética de quatro
repeticoes.

Bioensaio de Germinacao

Para este experimento foram utilizados extratos de folha de todas as espécies
citadas, na concentracdo de 100%, além da montagem de placas com agua
destilada, que foi considerada o grupo controle.

Por se tratar de um teste preliminar, optou-se apenas pela coleta de folhas
das espécies, pois segundo Moreira (citado por Paranhos, 1999), a concentracdo de
aleloguimicos € maior nas folhas, seguido do caule, das flores e por ultimo das
raizes. Uma vez aparecendo atividade alelopatica nas folhas das espécies
estudadas, pode-se fazer um estudo mais detalhado para confirmar se esta atividade
também aparece nos demais 6rgaos.

Em cada placa foi colocado 5 mL dos extratos vegetais em duas folhas de
papel de filtro que forravam as placas de Petri de 9 cm de diametro. Em seguida, as
placas contendo os papéis de filtro, umedecidos com extrato, foram secos em capela
com exaustor durante 12 horas. Decorrido este periodo, o papel de filtro foi
reumedecido com 4,5 mL de agua destilada.

Os experimentos foram conduzidos com quatro repeticoes de 30 sementes de
alface ou rabanete por placa de Petri, mantidos em camara climatizada (Estufa BOD)
a 24°C, na auséncia de luz. As sementes receberam luz apenas durante as
contagens que foram realizadas em intervalos de 12 horas durante os sete primeiros
dias e em intervalos de 24 horas até totalizar 10 dias ap0s a semeadura.

Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de
protrusé@o radicular (Brasil, 1992). A porcentagem (G) e a velocidade (V) e tempo
meédio (t) de germinacédo foram calculadas segundo as formulas (eq. 1.1, 1.2 e 1.3

respectivamente) citadas em Labouriau e Valadares (1976):
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- Porcentagem de germinacao
G (%) = (N/A) x 100 eq. 1.1
onde:

G = porcentagem de germinacéo
N = nimero de sementes germinadas
A = namero total de sementes colocadas para germinar

- Velocidade de germinacao
V=1 eq. 1.2
onde:

V = velocidade média de germinacao (dias )
t = tempo médio de germinacao

onde:
t = Sni.ti/ Sn eqg. 1.3

onde: nj= numero de sementes germinadas por dia
ti= tempo de incubacéo (12 h / 24 h)

Andlise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro

repeticdes para cada tratamento. Os valores de porcentagem foram transformados

em arco seno («/% ) (Labouriau, 1983). A comparacédo das médias foi feita através
do teste de Tukey a 5% de probabilidade, com a utilizagdo do software ‘Graph Pad
In Stat'.

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Extratos

a) pH

As leituras de pH e potencial osmotico foram realizadas com os extratos de
Anemopargna arvensis, Aristolochia esperanzae, Bacharis dracunculifolia, Casearia
sylvestris, Drymis brasiliensis, Memora peregrina, Ocotea odorifera, Palicourea
rigida, Peritassa campestris que foram utilizados no bioensaio de germinacéo. Todos

0s extratos obedeceram a proporcao de 100 g de material vegetal + 300 mL de 4gua
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destilada. A leitura do pH de cada extrato utilizado no bioensaio foi medido com o

auxilio do pHmetro.

b) Potencial osmotico

A medicdo da concentracdo molar foi realizada com um osmometro
(mOsmotte, modelo 5004 automatic osmometer) onde foram utilizados 50 m de cada
extrato mantido a temperatura de 24°C e as medidas foram expressas em
mOsm/Kg.

Os valores de concentracdo molar foram convertidos para pressao osmatica a
24°C através da conversao de mOsm/Kg para MPa (equacéo 1.4, citada por Larcher,
2000):

1 Osmol/Kg = 0,00832 " Taps MPa eq.1.4

onde:

Tabs - Temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.

c¢) Experimento com PEG

Para a determinacdo dos efeitos do potencial osmatico, realizouse um
experimento utilizando soluc¢des de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) com diferentes
valores de potencial osmético: 0, -0.2, -0.3 e -0.4 MPa, segundo especificacdes de
Villela (1991). Neste experimento foram colocadas para germinar 30 sementes de

alface e rabanete para cada repeticdo e mantidas a 24°C.
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Resultados e Discussao

Rendimento

Diante dos valores obtidos de rendimento dos extratos das espécies
estudadas, pode-se observar que o extrato de C. sylvestris apresentou maior valor
(48.1 mg/mL), seguido do extrato de P. campestris (38.3 mg/mL). Os demais
apresentaram rendimento variando entre 18 e 30 mg/mL. (Figura 1). Estes valores
sdo relativamente baixos, se comparados com os obtidos por Aquila (2000), que
variaram entre 98 e 192 mg/mL. No entanto, mesmo apresentando baixo rendimento

estes extratos apresentaram atividade alelopatica.
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Figura 1 - Valores médios de quantidade de material vegetal obtido de 5 mL dos extratos de folhas de
Anemopargna arvensis (Ane), Aristolochia esperanzae (Ari), Bacharis dracunculifolia (Bac), Casearia
sylvestris (Cae), Drymis brasiliensis (Dry), Memora peregrina (Mem), Ocotea odorifera (Oco),
Palicourea rigida (Pal), Peritassa campestris (Per). Média de quatro repeticdes.
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Bioensaio de Germinacdo

Diante dos resultados de germinacao de alface (Figura 2) e rabanete (Figura
3) em meio contendo o0s extratos aquosos de A. arvensis, A. esperanzae, B
dracunculifolia, C. sylvestris, D. brasiliensis, M. peregrina, O. odorifera, P. rigida, P.
campestris, pode-se observar que todos reduziram e atrasaram a germinacao das
sementes de alface.

Os extratos que mais inibiram a germinacdo foram o extrato de B.
dracunculifolia seguido pelo extrato de A. esperanzae, onde foram encontrados 0s
menores valores de porcentagem de germinacao, 3,74 e 27,2%, respectivamente.
Os extratos que mais atrasaram a germinacdo das sementes de alface também

foram os de B. dracunculifolia seguido pelo extrato de A. esperanzae (Figura 2).
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Figura 2 - Valores médios de porcentagem e velocidade de germinacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa) submetidas a acdo dos extratos A. arvensis, A. esperanzae, B. dracunculifolia, C.
sylvestris, D. brasiliensis, M. peregrina, O. odorifera, P. rigida, P. campestris na maior concentracao
(100%), mais o controle (0%). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as
concentragfes e minlsculas para os 6rgdos ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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A partir da Figura 3 pode-se observar que todos os extratos diminuiram a
porcentagem e reduziram a velocidade de germinacdo das sementes de rabanete,
guando comparadas com o grupo controle. O extrato que mais inibiu a germinacéo
de rabanete foi o de B. dracunculifolia seguido dos extratos de D. brasiliensis e O.
odorifera. Os extratos que mais atrasaram a germinacdo de sementes de rabanete

foram os de M. peregrina, seguido de O. odorifera (Figura 3).
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Figura 3 - Valores médios de porcentagem e velocidade de germinacdo de sementes de rabanete
(Raphanus sativus) submetidas a ac¢do dos extratos A. arvensis (Ane), A. esperanzae (Ari), B.
dracunculifolia (Bac), C. sylvestris (Cae), D. brasiliensis (Dry), M. peregrina (Mem), O. odorifera (Oco),
P. rigida (Pal), P. campestris (Per) na maior concentracdo (100%), mais o controle (0%). Médias
seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as concentragdes e mindsculas para os 6rgdos nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Extratos

a) pH

Para o0s extratos das espécies Anemopargna arvensis, Aristolochia
esperanzae, Bacharis dracunculifolia, Casearia sylvestris, Drymis brasiliensis,
Memora peregrina, Ocotea odorifera, Palicourea rigida, Peritassa campestris foram
medidos o pH e seus valores variaram entre 3,6 e 5,83.

Os extratos de A. arvensis, A. esperanzae, B. dracunculifolia, C. sylvestris, D.
brasiliensis, M. peregrina, O. odorifera, P. rigida, P. campestris apresentaram
respectivamente valores 5.83, 5.1, 4.5, 4.25, 3.6, 5.2, 5.2, 4.2, 5.3 de pH.

Pode-se notar que a maioria dos extratos apresentou baixa acidez, com pH
variando entre 5.1 e 5.83. Foram encontrados ainda extratos com pH um pouco mais
acido para as espécies: D. brasiliensis, B. dracunculifolia, C. sylvestris, P. rigida.

As medidas de pH encontradas por Abreu (1997) variaram entre 6.0 e 5.2
para extratos provenientes de folhas de angico-vermelho (Anadenanthera peregrina)
utilizados na germinacdo de alface (Lactuca sativa) e canafistula (Peltophorum
dubium). Souza Filho et al. (1997) obtiveram valores de pH variando entre 5.23 e
5.74 para extratos da parte aérea de Leucaena leucocephala, Stylosanthes

guianensis e Calopogonium mucunoides.

b) Potencial osmotico

Os valores de potencial osmaético obtidos para A. arvensis, A. esperanzae,
C. sylvestris, D. brasiliensis, M. peregrina, O. odorifera, P. rigida, P. campestris
correspondem respectivamente a 114, 157, 103, 134, 134, 106, 107, 124 mOsm/Kg.
Desta forma, os valores variaram entre 103 e 157 mOsm/Kg, o que corresponde a
-0.25 e -0.38 MPa, respectivamente para as espécies C. sylvestris e A. esperanzae.

Do extrato de B. dracunculifolia ndo foi possivel realizar a leitura do potencial
osmoético, mesmo sendo submetido a leitura por diversas vezes, pois o aparelho ndo
conseguia congelar a substancia para realizar o procedimento necessario para a

leitura. Possivelmente, o extrato possui alguma substancia ou caracteristica fisica
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gue impossibilitou a leitura no aparelho, sendo necessario um estudo mais

aprofundado para o esclarecimento de tal fato.

c¢) Experimento com PEG 6000

Quando colocadas para germinar em solucées de PEG-6000, as sementes
de alface e rabanete responderam diferentemente uma da outra. Depois de trés dias
em que as sementes foram colocadas para germinar, observouse que todas as
sementes de rabanete germinaram em todos o0s potenciais osmoticos. No entanto,
100% das sementes de alface germinaram apenas nos potenciais de 0 (controle) e
-0.2 MPa. Nas solugbes de -0.3 e -0.4 MPa germinaram 33 e 20% das sementes,
respectivamente. Este resultado se manteve até o 7° dia apdés a montagem do

experimento.

Os potenciais osmoticos obtidos para os extratos das espécies estudadas
variaram de -0.25 a -0.38 MPa. Considerando que solugcdes com potenciais
osmoticos abaixo de -0.4 MPa nao interferem significativamente na germinacao das
sementes de rabanete, pode-se inferir que a redugéo na velocidade e porcentagem
de germinacdo destas sementes (Figura 3) tenha acontecido pela presenca de
atividade alelopéatica em todos 0s extratos, uma vez que seus potenciais osmoticos
nao ultrapassaram este valor.

Em relacdo as sementes de alface, além da atividade alelopatica pode ter
ocorrido também a interferéncia do potencial osmético dos extratos, uma vez que
todos apresentaram valores menores que -0.2 MPa, a partir do qual ndo houve

germinacao de todas as sementes nas solu¢cdes de PEG-6000.
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Conclusao

A partir dos resultados obtidos neste teste preliminar, pode-se concluir que:

Os extratos aquosos das folhas das espécies Anemopaegna arvensis,
Aristolochia esperanzae, Bacharis dracunculifolia, Casearia sylvestris, Drymis
brasiliensis, Memora peregrina, Ocotea odorifera, Palicourea rigida, Peritassa
campestris podem apresentar atividade alelopéatica ha germinacao das sementes de
alface e rabanete.

Dentre 0s extratos que mais diminuiram e atrasaram a germinacao de alface
e rabanete, encontram-se os de B. dracunculifolia, A. esperanzae, D. brasiliensis, M.
peregrina, O. odorifera.

A partir das conclusdes obtidas, optouse pelas espécies de Aristolochia
esperanzae e Ocotea odorifera para o desenvolvimento dos demais experimentos e
estudar mais detalhadamente a atividade alelopatica destas espécies. Nao foram
escolhidas as espécies B. dracunculifolia e M. peregrina devido a baixa
disponibilidade de material vegetal. Além disto, a espécie D. brasiliensis ja havia sido

estudada e comprovada sua atividade alelopatica por Gorla e Perez (1997).
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CapPiTuLO 2

ATIVIDADE ALELOPATICA DE EXTRATOS AQUOSOS DE
Aristolochia esperanzae O. KTz NA GERMINACAOE
CRESCIMENTO DE Lactuca Sativa L. E Raphanus sativus L.

“Nao sei onde estou indo,
mas sei que estou no meu caminho”

Raul Seixas
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Resumo

(Atividade alelopatica de extratos aquosos de Aristolochia esperanzae O.
Ktze na germinacdo e crescimento de Lactuca sativa L. e Raphanus sativus L.). O
objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos de extratos aquosos de diferentes
orgados de Aristolochia esperanzae na germinacdo e crescimento de alface e
rabanete. Todos os extratos preparados obedeceram a proporcdo de 100g de
material vegetal para 300 mL de agua destilada, que produziu o extrato considerado
100% concentrado. A partir deste, foram feitas diluicdes com a4gua destilada para 75,
50 e 25%. Nos testes de germinacéo foram avaliados os efeitos dos extratos obtidos
de folha, caule, raiz, fruto e flor a 100, 75, 50 e 25% Para o teste de crescimento
foram utilizados extratos de folha, caule e raiz na concentracdo de 100 e 50%. Nos
testes de germinacao foram utilizadas quatro repeticdes de 30 sementes distribuidas
em placas de Petri forradas com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 5 mL
dos referidos extratos, secas durante 12 horas e reumedecidas com 4,5 mL de agua
destilada. No primeiro teste avaliou-se a porcentagem e velocidade de germinacéo
das sementes. No teste de crescimento, as sementes foram previamente
germinadas (2-4 mm de radicula) e depois transferidas para caixas plasticas
contendo os substratos papel de filtro e fibra de coco umedecidos com os
respectivos extratos. Avaliou-se a altura das plantulas, o comprimento radicular, a
massa seca das plantulas, e a presenca de anormalidades nas plantulas. Os testes
foram mantidos a temperatura constante de 27°C. Através dos resultados obtidos
pode-se concluir que os extratos de folha foram os que mais afetaram a
porcentagem de germinagao e que todos os extratos e as diferentes concentragdes
retardaram a germinacao de sementes de alface e de rabanete. Quanto ao teste de
crescimento pode-se verificar que o0s extratos de caule e raiz causaram
anormalidades nas plantulas. As plantulas crescidas no substrato papel de filtro
apresentaram maior inibicdo do crescimento, em relacdo aquelas crescidas no
substrato fibra de coco. A concentracdo dos extratos foi a principal responsavel pelo

estimulo ou inibicdo causada no crescimento das plantulas de alface e rabanete.

Palavras-chave - alelopatia, Aristolochia, alface, rabanete.
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Abstract

(Allelopathic activity of aqueous extracts of Aristolochia esperanzae O. Ktze
in the germination and growth of Lactuca sativa L. and Raphanus sativus L.). The
objective of this work was analyze the effects of aqueous extracts of Aristolochia
esperanzae organs in the germination and early growth of lettuce and radish. All the
prepared extracts obeyed the ratio of 100g of plant material + 300 mL of distilled
water to produce an extract 100% concentrated. This extract was diluted with distilled
water to produce final concentrations of 75, 50 and 25%. In the germination tests the
extracts of leaf, stem, root, fruit and flower, with concentration of 100, 75, 50, 25%
were evaluated. In the seedlings growth, extracts of leaf, stem and root were used in
the concentration of 100 and 50%. In the germination tests, four replicates of 30
seeds were distributed in Petri dishes with two filter paper moistened with 5 mL of the
extracts, dried during 12 hours and moistened again with 4,5 mL of distilled water. In
the first test, the rate and germination percentage was evaluated. In the growth test,
the seeds were previously germinated (2-4mm root length) and transferred to plastic
boxes containing the filter paper or coconut fiber, moistened with the extracts. The
aerial part height, root length, dry mass and the presence of abnormalities in the
seedlings were evaluated. Both tests were maintained at constant temperature
(27°C). The obtained results showed that the leaf extracts affected strongly the
germination percentage and all the extracts, in different concentrations, delayed the
germination of lettuce and radish seeds. In the growth test could be verified that the
stem and root extracts caused abnormalities in the seedlings. The seedlings grown in
filter paper presented bigger growth inhibition in relation to seedlings from coconut
fiber. The extract concentration was the main responsible for the incentive or

inhibition caused on lettuce and radish seedlings growth.

Key words - allelopathy, Aristolochia, lettuce, radish.
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Introducao

Rice (1984) definiu o termo alelopatia como o efeito prejudicial e/ou benéfico
entre todos os tipos de plantas através de interacdes quimicas, incluindo os
microrganismos.

Os compostos quimicos que possuem atividade alelopatica sao produtos do
metabolismo secundario das plantas, chamados de aleloquimicos, substancias
alelopaticas, fitotoxinas ou apenas produtos ou metabdlitos secundarios. Estas
substancias estdo presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas,
flores, frutos, raizes, rizomas, caules e sementes (Putnam e Tang, 1986).

A acdo dos varios aleloquimicos estd envolvida na inibicdo e em
modificacbes nos padrdes de crescimento ou desenvolvimento das plantas. Os
aleloquimicos podem ser seletivos em suas ac¢fes e as plantas podem ser seletivas
em suas respostas, por este motivo torna-se dificil sintetizar o modo de acéo destes
compostos (Seigler, 1996). No entanto, varios autores listaram inUmeros
mecanismos de acdo dos aleloquimicos, que afetam varios processos fisiol6gicos
das plantas (Rice, 1984; Einhelling, 1986; Putnam e Tang, 1986; Inderjit e Dakshini,
1995; Chou, 1999; Reigosa, et al., 1999).

A producédo de aleloquimicos pelas plantas pode ser regulada por diversos
fatores como a temperatura, a intensidade luminosa, a disponibilidade de agua e
nutrientes, textura do solo e microrganismos presentes (Chou, 1986). Einhelling
(1996) comenta sobre a influéncia de outros fatores como a da radiacao ultravioleta,
doencas e ataque de insetos, enfatizando que estas condicdes modificam
diretamente a taxa de producdo dos aleloquimicos. Além disso, os fatores
relacionados a estresse podem aumentar a atividade biologica referente aos
aleloguimicos.

Segundo Einhelling (1996) a inibicdo tipicamente alelopética, resulta da acdo
combinada de grupos de aleloquimicos que, coletivamente, interferem em varios
processos fisioldgicos.

Diante da variedade da atuacdo dos compostos secundarios, principalmente
na acgdo alelopética, Bagchi et al. (1997) consideram os aleloquimicos como um
recurso para o desenvolvimento de herbicidas naturais ou de um estimulante para o

crescimento de algumas plantas. A maioria dos trabalhos relata que os efeitos dos
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compostos alelopaticos se relacionam aos processos fisiologicos da planta receptora
e de maneira geral, agem como inibidores da germinagédo e do crescimento (Juan
Jiménez-Osornio et al., 1996, Viles e Reese, 1996; Rawat et al., 1998; Vaccarini et
al.,, 1999). Porém, alguns trabalhos demonstraram que estes compostos podem
atuar como promotores de crescimento (Hasegawa in Yamada et al., 1996; Yamada
et al.,, 1995; Yokotani-Tomita et al., 1998). Aparentemente, a maior parte, se néo
todos os compostos organicos que sao inibitérios em alguma concentra¢do, sdo
estimulantes quando presentes em menores concentracées, (Rice, 1984).

Segundo Chou (1986 e 1999) a alelopatia tem sido reconhecida como um
importante mecanismo ecologico, que influencia a dominancia e a sucessao das
plantas, formacdo de comunidades, vegetacdo climax, manejo e produtividade de
culturas. Esta interacdo alelopatica, 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 de
evolucédo (Nishimura e Mizutani, 1995). Além disso, para Reigosa et al. (1999) a
sucessao pode ser afetada pela alelopatia, permitindo a permanéncia de espécies
como pioneiras gracas a liberacéo de aleloquimicos.

Muitos estudos estdo sendo realizados na tentativa de diminuir o uso de
herbicidas comerciais através da alelopatia com 0 manejo e o controle das ervas
daninhas, por meio da rotacdo de culturas, sistemas adequados de semeadura entre
espécies e entre safras, além de sistemas agroecolégicos. (Durigan e Almeida,
1993; Baruah et al., 1994; Weston, 1996; Chou et al., 1998; Wu et al., 2000; Khan et
al., 2002; Kato-Noguchi, 2003).

Para constatar a acdo alelopética os bioensaios tém grande importancia, pois
através deles se consegue controlar alguns parametros, como temperatura,
disponibilidade de 4gua, e investigar os mecanismos que estéo interagindo.

Alguns trabalhos evidenciam a presenca de terpenos, diterpenos, lignina,
acido aristoloquio, entre outras substancias do metabolismo secundéario em espécies
de Aristolochia, incluindo a esperanzae. (Priestap, et al., 1971; Lopes et al., 1987,
Lopes e Bolzani, 1988; Lopes et al., 1988).
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Consideracoes sobre a espécie

Aristolochia esperanzae O. Ktze, espécie pertencente a familia
Aristolochiaceae, planta herbacea, rastejante ou trepadeira, com folhas alternadas
membranosas orbiculares-reniformes, glabras, estipulas amplas, flor zigomorfa com
perianto formando um grande papo encimado por tubo bilabiado, totalmente
pintalgada em tons marron-avermelhados mesclados com outras cores mais claras
(Figuras 4 e 5). No interior do tubo encontram-se numerosos pélos. A flor exala odor
de carne podre que atrai insetos, possui frutos capsulares septicida 6-valvares
(Figura 6). Conhecida popularmente por papo-de-peru, cachimbo-de turco, mil-
homens e jarrinha (Ferri, 1969).

Aristolochia esperanzae O. Kuntze € uma espécie pioneira e considerada

Figura 5 - Folha da Aristolochia esperanzae. (Foto: Ortolan, R.L.).
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Figura 6 - Detalhe do fruto da Aristolochia esperanzae (aberto a esquerda e fechado a direita).(Foto:
Ortolan, R.L.)

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade alelopética de diferentes
concentracOes de extratos de folha, caule, e raiz, fruto e flor de Aristolochia
esperanzae na germinagcdo e no crescimento de alface (actuca sativa L.) e de
rabanete (Raphanus sativus L.).

Além disso, avaliou-se a possibilidade de utilizacdo do papel de filtro e da
fibora de coco como substratos para avaliacdo do crescimento de plantulas, sob a
acao dos extratos aquosos.
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Materiais e Métodos

Preparacao dos Extratos

Para a avaliacdo do potencial alelopéatico de Aristolochia esperanzae O.
Kuntze foi coletado material vegetal de populacfes desta espécie presentes em
areas pertencentes ao campus da Universidade Federal de Sédo Carlos.

O material vegetal foi coletado em maio de 2002 e mantido congelado até a
realizacdo dos experimentos. Os extratos aquosos da planta foram feitos utilizando-
se folha, caule, raiz, fruto e flor para os bioensaios de germinacdo. Em virtude dos
obtidos nos testes de germinacdo e da disponibilidade de material, optou-se em
utilizar apenas extratos de folha, caule e raiz para os testes de crescimento.

Para a obtencdo dos extratos, 0os materiais vegetais foram primeiramente
pesados, picados e em seguida, triturados com o auxilio de um liquidificador
industrial durante cinco minutos, e deixados descansar durante 30 minutos.
Decorrido este periodo, o extrato foi filtrado em filtro de pano e em seguida utilizow
se uma bomba elétrica a vacuo acoplada a um funil de Buchner recoberto com papel
de filtro quantitativo para uma segunda filtragem. O material filtrado foi recolhido em
um frasco Kitazato e imediatamente utilizado.

Todos os extratos foram feitos obedecendo a proporcdo de 100 g de material
vegetal para 300 mL de agua destilada, sendo este considerado o extrato bruto
(100% de concentragdo). A partir deste, foram feitas diluicbes com agua destilada
para 75, 50 e 25 %. O efeito destas quatro concentracdes foi comparado com o da

agua destilada, considerada como controle (0%).

Rendimento

Calculou-se o rendimento de cada extrato de A. esperanzae nas
concentracdes utilizadas nos experimentos de germinacdo. Para tal, antes de
adicionar cada extrato nas placas de Petri as folhas de papel de filtro foram pesadas
(Peso I). Apos ter adicionado 5 mL dos extratos nas placas e evaporados durante 12
horas, os papéis de filtro foram novamente pesados (Peso Il), em balanca analitica

de precisao (mg) (Aquila, 2000).
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A diferenca entre as pesagens (Peso Il - Peso 1) dividido pelo volume utilizado
mostra o rendimento de cada extrato (mg/ml), ou seja, quanto de material vegetal
proveniente dos extratos foi necessario para inibir a germinacao de 30 sementes de
alface ou rabanete. O rendimento total de cada extrato foi calculado através da

média aritmética de quatro repeticdes.

Bioensaio de Germinacao

Nos biensaios de germinacéo foram utilizadas sementes de alface (Lactuca
sativa L, cultivar Grand rapids) e de rabanete (Raphanus sativus L, cultivar Crimson
gigante). As sementes foram doadas pela empresa “Hortec Sementes Ltda”, com
validade de junho de 2005 para as sementes de alface e de junho de 2004 para
rabanete.

Para este experimento foram utilizados extratos de folha, caule, raiz, fruto e
flor em quatro concentragdes (25, 50, 75 e 100%) mais o grupo controle. Foram
colocados 5 mL dos extratos em duas folhas de papel de filtro que forravam as
placas de Petri de 9 cm de diametro. As placas contendo os papéis de filtro,
umedecidos com extrato, foram secos em capela com exaustor durante 12 horas.
Decorrido este periodo, o papel de filtro foi reumedecido com 4,5 mL de agua
destilada.

Os experimentos foram conduzidos com quatro repeticoes de 30 sementes de
alface ou rabanete por placa de Petri, mantidos em camara climatizada (Estufa BOD)
a 24°C, na auséncia de luz. As sementes apenas receberam luz durante as
contagens que foram realizadas em intervalos de 12 horas durante os sete primeiros
dias e em intervalos de 24 horas até totalizar 10 dias apds a semeadura. Foram
consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de protrusao
radicular (Brasil, 1992). A porcentagem (G), a velocidade (V) e o tempo médio (t) de
germinacdo foram calculados segundo as férmulas (equacdo 2.1, 2.2, 2.3

respectivamente) a seguir, citadas em Labouriau e Valadares (1976):

- Porcentagem de germinacao
G (%) = (N/A) x 100 eq.2.1
onde:
G = porcentagem de germinacao

N = nimero de sementes germinadas
A = namero total de sementes colocadas para germinar
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- Velocidade de germinacao
V=1h eq. 2.2
onde:

V = velocidade média de germinacéo (dias ™)
t = tempo médio de germinacao

onde:
t = Sni.t;/ Sn; eg. 2.3

onde: nj= numero de sementes germinadas por dia
ti= tempo de incubacédo (12 h/ 24 h)

Andlise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro

repeticoes para cada tratamento. Os valores de porcentagem foram transformados

em arco seno («/% ) (Labouriau, 1983). A comparagdo das médias foi feita através

do teste de Tukey a 5% de probabilidade, com a utilizagéo do software ‘Prism’.

Bioensaio de Crescimento

Nos biensaios de crescimento foram utilizadas sementes de alface (Lactuca
sativa L, cultivar Grand rapids) e de rabanete (Raphanus sativus L, cultivar Crimson
gigante).

Neste experimento utilizouse extrato de folha, caule e raiz de Aristolochia
esperanzae nas concentragbes de 100% (100g de material vegetal para 300 mL de
agua destilada) e a partir desta concentracdo fez-se diluicbes com agua destilada
para 50%, que foram comparadas com o controle (agua destilada).

Os experimentos foram realizados em caixas plésticas transparentes (11 x 29
x 9,5 cm) contendo dois tipos de substratos: papel de filtro e fibra de coco (substrato
doado pela empresa “Amafibra - Fibras e Substratos Agricolas da Amazonia - Grupo
Socdco”, composto de fibras do mesocarpo da casca de coco - Cocus nucifera).

Cada caixa continha quatro repeticdes de 10 sementes em cada uma. Os extratos
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foram colocados em contato com o substrato 12 horas antes da montagem do
experimento para haver melhor absorcgao.

No substrato papel de filtro foram utilizadas duas folhas umedecidas com 38
mL de extrato e no substrato de fibra de coco foram colocadas 140 g de fibra por
caixa, umedecida com 650 mL. As sementes (alface e rabanete) foram previamente
germinadas a 24°C, em placas de Petri, forradas com duas folhas de papel de filtro
umedecidas com 4,5 mL de agua. Decorridas 45 horas, as sementes germinadas
(apresentando entre 2 a 4 mm de radicula) foram transplantadas para as caixas
plasticas, contendo os substratos umedecidos com extratos de folha, caule e raiz a
0, 50 e 100%. As caixas foram mantidas em camara climatizada (Estufa BOD) a
24°C, com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacfOes foram realizadas no 7° dia apds a semeadura, com medicdes
da altura da planta (mm) e comprimento da raiz (mm). Tanto a medida da altura das
plantas quanto o comprimento radicular sdo parametros biométricos descritos por

Benincasa (1988), onde:

Altura da planta— considerada a distancia do colo da planta até o seu apice.
Comprimento radicular — (comprimento da raiz principal) - distancia definida

do colo da planta até o 4pice meristematico do sistema radicular.

As plantulas foram classificadas em normais ou anormais, de acordo com as
especificacdes de Brasil (1992), onde sao consideradas anormais aquelas que néo
mostram potencial para continuar o seu desenvolvimento e ndo sao consideradas
anormais plantulas com pequenos defeitos como dano limitado ou pequeno
retardamento no crescimento no sistema radicular. Assim, neste trabalho, foram
consideradas anormais as plantulas com o sistemas radicular ou aéreo apodrecidos,
ausentes, totalmente atrofiados, ou em alguns casos, quando houve mortalidade das
plantulas.

Depois de realizadas as medidas biométricas, as plantulas consideradas normais
foram separadas das anormais e colocadas em sacos de papel, mantidos em estufa
a 80°C durante 48 horas até a estabilizacdo do peso. Decorrido este periodo o
material vegetal foi mantido em dessecador para serem pesados em balanca
analitica de precisdo (com quatro casas decimais), obtendo-se assim os valores de

massa seca total das plantulas (mg).
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Anélise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes para cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas duas a duas, com o uso do teste

de Duncan a 5% de probabilidade, com a utilizagao do software ‘Statistic 6'.

Andlise Quimica

Preparacéo do extrato

O extrato de folha de Aristolochia esperanzae utilizado na analise quimica foi
preparado obedecendo a proporcédo de 100 g de material vegetal batido com 300 mL
de agua destilada. Esta mesma proporcdo foi utilizada nos experimentos de
germinagéo e crescimento, sendo considerada a concentragédo de 100%.

O extrato foi feito utilizando-se folhas de A. esperanzae, que foram mantidas
congeladas até e realizagcdo do mesmo. As folhas foram pesadas, picadas e batidas
durante cinco minutos, em seguida este extrato foi deixado descansar durante 30
minutos. Depois o extrato foi filtrado em filtro de pano e de papel, com metodologia
descrita anteriormente.

A analise quimica foi realizada apenas com as folhas de A. esperanzae
devido aos resultados obtidos nos bioensaios de germinagdo, onde houve inibicao
da germinagcédo das sementes de alface e rabanete utilizando este extrato em sua

maior concentracao.

Particdo Liquido-Liquido

Depois do processo de filtragem do extrato foi realizado o primeiro
fracionamento. Em um funil de separacao (h =35 cm e f = 12 cm) contendo 100 mL
do extrato aquoso de folhas de A. esperanzae foram passados trés solventes em
ordem crescente de polaridade: hexano, acetato de etila e h-butanol. Neste funil
foram passados 20 mL de cada solvente e esse processo foi repetido por trés vezes,
totalizando a utilizacdo de 60 mL de cada solvente. Apés a colocacdo de cada

solvente com o extrato, agitou-se levemente o funil para uma melhor extragdo. Em
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seguida, a mistura foi deixada decantar até a separacao de duas fases: do solvente
e do extrato aquoso.

ApoOs as trés passagens, as fases obtidas de cada solvente (hexano, acetato
de etila ou h-butanol) foram reunidas. Assim, as fragBes obtidas da particao liquido-
liquido foram as de hexano, acetato de etila e h-butanol. Estas fracfes apresentam
polaridade similares as dos solventes utilizados para obter cada uma delas.

Aléem das trés fracBes citadas anteriormente, obteve-se também a fase
contendo o restante do extrato de A. esperanzae (chamada de fracdo aquosa). As
quatro fracbes foram secas, e para os extratos de hexano, acetato de etila e h-
butanol foi utilizada a seguinte metodologia: a eles foi adicionado sulfato de sédio
anidro para retirar a agua que possivelmente estivesse contida. Em seguida, estes
extratos foram colocados em balGes e acoplados a um evaporador (Blchi - Modelo
rotavapor R) em temperatura de 35 a 40°C para os solventes hexano e acetato de
etila, e 40 a 45 °C para o h-butanol, realizando-se assim a total secagem dos
extratos, que depois foram transferidos para vidros.

O extrato aquoso foi seco com auxilio do aparelho “Speed-vac” na
temperatura de 102°C, onde foi mantido durante 40 horas para secagem total,
depois transferido para um vidro.

Depois de secas, foram utilizados 20 mg de cada uma das quatro fracdes
diluidos em 5 mL do solvente correspondente. Em seguida, estas solu¢des foram
colocadas em placas de Petri contendo duas folhas de papel de fitro. Estas placas
foram deixadas secar durante 12 horas e depois foi montado o teste de germinacao
com 30 sementes de alface. O experimento foi mantido em temperatura constante
de 24 °C. Concomitantemente, foram montadas placas controle, contendo agua
(controle 1) e uma mistura dos solventes (controle 2) obedecendo a mesma
metodologia.

Através deste experimento pode-se determinar qual fracdo apresentava o0s
possiveis compostos aleloquimicos responsaveis pela inibicdo da germinacéo. Além
de determinar qual a faixa de polaridade da substancia aleloquimica.

O extrato com atividade alelopatica foi submetido a um fracionamento
cromatografico a vacuo, utilizando em silica comum como fase estacionaria. Utilizow
se uma seérie de eluentes em ordem crescente de polaridade: hexano +
diclorometano (1:1), diclorometano, diclorometano + acetato de etila de etila (9:1),

diclorometano + acetato de etila (1:1), acetato de etila, acetato de etila + metanol
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(9:1), acetato de etila + metanol (1:1), metanol, metanol + agua destilada (9:1),
metanol + agua destilada (8:2). O esquema simplifica e resume a metodologia
utilizada (Figura 7).

Este procedimento rendeu um total de nove fracbes (nomeadas de A a I) que
foram secas e submetidas ao teste de germinacdo com sementes de alface,
utilizando mesma metodologia descrita para os bioensaios de germinacédo. Dentre as
nove fracOes testadas apenas uma apresentou atividade biologica significativa, ou
seja, inibiu a germinacéo das sementes.

A fim de estabelecer a quantidade minima necessaria desta fracdo para inibir
a germinacao. Neste ensaio utilizou-se 5, 10 e 15 mg da fracdo para o teste de
germinacdo com sementes de alface.

A fracdo com atividade foi entdo submetida a um novo fracionamento
cromatografico por exclusdo, utlizando-se como fase estacionaria o polimero
“Sephadex” e como eluente o metanol (coluna de h =58 cm e f = 3 cm). Deste
fracionamento, obtiveram-se 72 fracbes (respectivamente numeradas), que foram
monitoradas por cromatografia de camada delgada analitica e a partir de suas
similaridades foram reunidas obtendo-se assim nove sub-fracdes (Figura 7).

As sub-fracbes obtidas foram submetidas ao teste de germinacdo com
sementes de alface. Devido a baixa disponibilidade de material vegetal, foram
utilizados pequenos beckeres como suporte para a realizacdo do ensaio e papéis de
filtro de 2.2 cm de diametro onde foram dispostas quatro sementes e as sub-fracdes.
A preparagéo do extrato consistiu na diluicdo de 1 mg de cada sub-fracdo em 0.25
mL de solventes como o diclometano e metanol. Assim a concentracdo obtida de
cada sub-fracdo foi de 4mg/mL. Mesmo sendo utilizada uma pequena massa de
cada sub-fracdo néo foi possivel a realizacdo deste bioensaio com todas as fracdes.

Dentre as fracdes testadas, uma apresentou atividade biologica significativa,
ou seja, inibiu a germinacdo das sementes de alface. Esta fracdo foi submetida a
ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) para a indicar a classe dos

compostos responsaveis por esta inibicdo (Figura 7).
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Fracionamento 1 - Parti¢do liquido-liquido - Em um funil de separacéo contendo 100 mL do extrato aquoso de

folhas de A. esperanzae e solventes ordem crescente de polaridade: hexano, acetato de etila e h-butanol.
Fracionamento 2 - Fracionamento cromatogréafico a vacuo, utilizando em silica comum como fase estacionaria.

Sistema de eluentes em ordem crescente de polaridade: (A) hexano + diclorometano [1:1], (B) diclorometano,
(C) diclorometano + acetato de etila de etila [9:1], (D) diclorometano + acetato de etila [1:1], (E) acetato de
etila, (F) acetato de etila + metanol [9:1], (G) acetato de etila + metanol [1:1], (H) metanol, (I) metanol + 4gua

destilada [9:1], (I) metanol + agua destilada [8:2].

Fracionamento 3 - Fracionamento cromatografico por exclusdo, utilizando sephadex como fase estacionaria.

Sistema isocratico de eluicéo, utilizando o metanol como eluente.
RMN *H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
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Figura 7 - Esquema sintetizando os fracionamentos utilizados no extrato aquoso de folhas de A.

esperanzae.
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Cromatografia de Camada Delgada Analitica

A cromatografia de camada delgada analitica serviu para monitorar 0s
fracionamentos e para dar suporte a reunido das fracdes. Ela foi Gtil também para
verificar a similaridade das substancias com os solventes. O desenvolvimento
cromatogréfico procedeuse, sempre que realizado, de forma ascendente e
unidimensional, com placas ou papéis simples de silica (@3.2 x 4.0 cm) e com
solventes orgéanicos.

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 através da exposicao a vapores de vanilina.

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Extratos

a) pH

O pH de cada extrato utilizado nos bioensaios foi medido com o auxilio do
pHmetro. Esta medicdo foi realizada com os extratos dos diferentes 6rgdos de A.
esperanzae em sua maior concentracao, isto €, 100% (100g de material vegetal +

300 mL de agua destilada).

b) Potencial osmaético

A medicdo de concentracdo molar foi realizada com um osmometro
(mOsmotte, modelo 5004 automatic osmometer) onde foram utilizados 50 m de cada
extrato mantido a temperatura de 24°C, essa medida foi expressa em mOsm/Kg. Os
extratos submetidos & medicdo do potencial osmético foram o0s extratos mais
concentrados (100% de concentracéo) de folha, caule e raiz de A. esperanzae.

Os valores de potencial osméticos foram convertidos da unidade de mOsm/Kg

para MPa, utilizando a equacéao 2.4 citada por Larcher (2000):
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1 Osmol/Kg = 0,00832" Taps MPa eq. 2.4
Onde:

Taps - Temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.

c) Experimento com PEG

Para a determinacdo dos efeitos do potencial osmaético, realizouse um
experimento utilizando solugdes de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) com diferentes
valores de potencial osmético: 0, -0.2, -0.3 e -0.4 MPa, segundo especificacdes de
Villela (1991). Neste experimento foram colocadas para germinar 30 sementes de

alface e rabanete para cada repeticdo, mantidas a 24°C.
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Resultados e Discussao

Rendimento

Quanto aos valores de rendimento de material vegetal para os extratos de A.
esperanzae, pode-se observar que o extrato de folha foi aquele que obteve maior
rendimento, ou seja, 28.5 mg/mL, seguido dos de fruto e flor. Os extratos de raiz e
caule obtiveram valores um pouco inferiores.

Aquila (2000) calculando o rendimento dos extratos de llex paraguariensis
obteve rendimento superior aos encontrados por A. esperanzae, variando entre 98 e
192 mg/mL.

Percebe-se assim que, o aleloquimico e sua atividade, sdo fatores mais
relevantes que a quantidade de material vegetal, pois 30 mg/mL contidos em 5mL de
extratos de A.esperanzae foram necessarios para inibir 100% da germinacao de 30
sementes de Lactuca satica (alface), enquanto que para extratos de folhas da base,
do &pice e jovens de |. paraguariensis obtiveram rendimentos de 150, 153 e 143
mg/mL, no entanto, inibiram 38, 48, e 11% respectivamente a germinacédo de 20

sementes de alface.

- )

E Folh
o —e—Folha
3 —&— Caule
g —aA— Raiz
E —E3—Flor
5 —&—Fruto
c

[

(1'd

25 50 75 100
Concentracao dos Extratos de A. esperanzae

Figura 8 - Valores médios de quantidade de material vegetal obtido de 5 mL dos extratos de folha,
caule, raiz, flor e fruto de Aristolochia esperanzae. Média de quatro repeti¢des.
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Bioensaio de Germinacao

Quando foram comparadas as causas de variacdo, ou seja, orgaos (folha,
caule, raiz, fruto e flor) e concentracdes (0, 25 ,50 ,75 e 100%) foi registrada
interacdo significativa para os dois parametros analisados: porcentagem e
velocidade de germinacgéo. Este comportamento foi registrado tanto para sementes

de alface (Tabela 1) quanto para as sementes de rabanete (Tabela 2).

Tabela 1 — Resultado da analise de variancia para os parametros de porcentagem e velocidade de

germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa) submetidas a acdo dos diferentes extratos
(6rgdos) de Aristolochia esperanzae e diferentes concentracdes.

Porcentagem de germinacédo Velocidade de germinagéo
Causas
da variacao GL Quadrados Valores Quadrados Valores

o Médios de F Médios de F

Orgéos (0) 4 2926,0 59,35 *** 0,01568 65,18 ***
Concentracéo (C) 4 3416,0 69,30 *** 0,1650 692,8 ***
Interacdo Ox C 16 873,6 17,72 **= 0,003263 13,69 **=*
Residuo 75 49,29 0,0002382
CV. 9,5884 7,801

* [ **- 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.

Tabela 2 — Resultado da analise de variancia para os parametros de porcentagem e velocidade de
germinacao de sementes de rabanete (Raphanus sativus) submetidas a acdo dos diferentes extratos
(6rgdos) de Aristolochia esperanzae e diferentes concentracoes.

Porcentagem de germinacéo Velocidade de germinacgéo
Causas
da variacao Quadrados Valores Quadrados Valores

G.L. Médios de F Médios de F

Orgéos (0) 4 476,0 11,52 *** 0,02172 17,39 ***
Concentracéo (C) 4 902,0 21,83 *** 0,1219 97,60 ***
Interacdo OxC 16 121,2 2,932 *** 0,002565 2,054 *
Residuo 75 41,32 0,001249
C.V. 8,7573 15,7208

* [ **- 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.

Os resultados referentes a influéncia alelopatica de A. esperanzae na
germinacdo de alface e rabanete estdo resumidos nas Figuras 9 e 10,
respectivamente.
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Figura 9 - Valores médios de porcentagem e velocidade de germinacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa) submetidas & acdo de diferentes extratos de Aristolochia esperanzae em quatro
concentracdes, mais o controle (0%). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as
concentracées e minuUsculas para os 6rgaos, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Na Figura 9 pode se observar que os extratos de fruto e de flor ndo
influenciaram significativamente o processo germinativo das sementes de alface, em
nenhuma das concentracdes testadas. No entanto, os extratos de folha, caule e raiz
reduziram a porcentagem de germinacdo. Os valores de porcentagem de
germinacado sao diferentes estatisticamente do controle, a partir da concentracéao de
100% para o extrato de caule e 75% para o de raiz. O extrato de folha foi o que
provocou a maior inibicdo na germinacdo de sementes de alface, onde a partir da
concentracdo de 50% foi observada uma reducdo significativa dos valores, em
relacdo ao controle. Esta diferenca torna-se mais acentuada na concentracdo de

75%, e a inibicdo completa da germinac¢éo ocorreu com o extrato 100% concentrado.
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Estes resultados se assemelham aos de Saxena et al. (1996), que observou
gue o aumento da concentragdo dos extratos de Pennisetum glaucum diminuiu as
taxas de germinacao de sementes da propria espécie.

Quanto a velocidade de germinacdo das sementes de alface, pode-se notar
gue todos 0s extratos causaram um atraso no processo germinativo a partir da
concentracdo de 25%. Observou-se entdo, que mesmo os extratos de fruto e flor,
gue ndo alteraram a porcentagem de germinacdo das sementes, atrasaram a
germinacdo das mesmas. Percebeuse que ha uma tendéncia de decréscimo nos
valores de velocidade de germinacdo quando se aumenta a concentracdo dos
extratos, e este fato € bem evidenciado quando se usou extrato concentrado de
folha e de fruto, onde foram registrados os menores valores de velocidade (Fig. 9).

Pind-Rodrigues e Lopes (2001) também observaram que os extratos de
Mimosa caesalpinaefolia ndo afetaram a porcentagem de germinagdo, porém, 0s
mesmos extratos reduziram a velocidade de germinacdo de sementes de ipé-
amarelo (Tabebuia alba).

A Figura 10 apresenta os valores de porcentagem e velocidade de
germinacdo das sementes de rabanete quando mantidas em meio contendo os
extratos de A. esperanzae. O extrato de flor causou inibicdo da porcentagem de
germinacdo apenas na concentracdo de 100%, e o extrato de folha proporcionou
uma reducéo da taxa de germinacdo de sementes de rabanete a partir de 75% de
concentracdo. Os extratos de caule, raiz e fruto ndo influenciaram significativamente
na porcentagem de germinagao das sementes de rabanete.

Quanto a velocidade de germinacdo das sementes de rabanete verificouse
gue todos o0s extratos diminuiram significativamente estes valores, quando
comparados com o0s do grupo controle, e estes decréscimos se acentuam com 0
aumento da concentracdo dos extratos. Os menores valores de velocidade foram
registrados com a utilizacdo dos extratos mais concentrados de flor, fruto e folha
(Figura 10).
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Figura 10 - Valores médios de porcentagem e velocidade de germinacdo de sementes de rabanete
(Raphanus sativus) submetidas a acéo de diferentes extratos de Aristolochia esperanzae em quatro
concentracdes, mais o controle (0%). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as
concentragBes e minasculas para os 6rgdos ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Diante dos resultados obtidos para a germinacado das sementes de alface e
rabanete, na presenca dos extratos de A. esperanzae, observou-se que 0s extratos
de folha foram o0s que proporcionaram maior reducdo na porcentagem de
germinacdo. No entanto, todos o0s outros extratos, provenientes dos diferentes
orgaos de A. esperanzae, diminuiram a velocidade de germinacdo das sementes,
em todas as concentragdes, quando comparadas com o grupo controle (Figs 9 e 10).

Diferencas nas respostas alelopaticas de compostos de diferentes 6rgaos de
uma mesma planta também foram registradas por Juan Jimenez-Osornio et al.
(1996), Delachiave et al. (1999a; 1999b) e Wu et al. (2000). Friedmam (1995) afirma
gue a quantidade de aleloquimicos e sua liberacdo pelos érgdos da planta sao

variacdes que ocorrem de espécie para espécie.
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Bioensaio de Crescimento

Quando foram comparadas todas as causas de variacdo: substrato (fibra de
coco e papel de filtro), anormalidade das plantulas (plantulas anormais e normais),
diferentes 6rgaos (folha, caule e raiz) e concentracfes (0, 50 e 100%) registrou-se
interacdo significativa para todos os parametros estudados (altura das plantulas,
comprimento da raiz e massa seca total). Este resultado foi observado tanto para as

sementes de alface (Tabela 3) quanto para sementes de rabanete (Tabela 4).

Tabela 3 — Resultado da analise de variancia para os parametros parte aérea, comprimento da raiz e massa seca
total das plantulas de alface (Lactuca sativa) submetidas a agdo dos diferentes extratos de Aristotlochia
esperanzae. Foram consideradas como causas de variacdo 0s 6rgdos e as concentragdes dos extratos, a
anormalidade das plantulas e o substrato onde foram crescidas as plantulas.

Parte aérea Comprimento da raiz Peso seco total

Causas da

variagao G.L. Quadrados Valores Quadrados Valores Quadrados Valores

meédios de F médios de F médios de F

Substrato (S) 1 6369,24 1121,71 *** 581,17 77,626 *** 1,09377 99,143 ***
Orgao (0) 2 159,25 28,047 *** 260,91 34,850 *** 0,24482 22,192 ***
Concentragéo (C) 2 911,53 160,533 *** 8411,91 1123,56 *** 4,35543 394,794 ***
Anormalidade (A) 1 5423,71 955,190 *** 4336,99 579,282 *** 4,39252 389,155 ***
InteracdoSxOxCxA 4 236,88 41,718 *** 50,31 6,719 * 0,32697 29,638 ***

*[**. 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.

Tabela 4: Resultado da andlise de variancia para os parametros parte aérea, comprimento da raiz e massa seca
total das plantulas de rabanete (Raphanus sativus) submetidas a acdo dos diferentes extratos de Aristolochia
esperanzae. Foram consideradas como causas de variacdo os 6rgdos e as concentragdes dos extratos, a
anormalidade das plantulas e o substrato onde foram crescidas as plantulas.

Parte aérea Comprimento da raiz Peso seco total

Causas da

variagéo G.L. Quadrados Valores Quadrados Valores Quadrados Valores

médios de F médios de F médios de F

Substrato (S) 1 20363,5 506,555 *** 8017,26 295,969 *** 44,079 40,441 ***
Orgéo (0) 2 76,5 1,903 n/s 826,47 30,510 *** 10,137 9,300 *
Concentragao (C) 2 24314 60,481 *** 22174,29 818,596 *** 127,375 116,864 ***
Anormalidade () 1 24234,4 602,846 *** 9919,33 366,187 *** 188,811 173,230 ***
Interacdo SxOxCx A 4 769,0 19,128 *** 326,76 12,063 *** 15,842 14,535 ***

* [ **. 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.
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Anormalidade

Com relacéo a influéncia alelopatica no crescimento de plantulas de alface e
rabanete foi registrada anormalidade no sistema caulinar onde as plantas
apresentaram-se menores e retorcidas, porém esta anormalidade foi bem mais
evidente no sistema radicular, onde as raizes primarias se apresentaram atrofiadas,
defeituosas (Figuras 12d, 13c e 13d), e em alguns casos, praticamente ausentes
(Figuras 12c e 12e). Algumas plantulas também apresentaram raizes curtas e
desproporcionais em relagéo a outras estruturas da planta (Figuras 12g e 13f).

A Figura 11 contém a porcentagem de plantulas consideradas anormais,
crescidas em papel de filtro e em fibra de coco. Pode-se observar que os extratos de
caule e raiz nas concentractes de 50 e 100%, quando adicionados ao papel de filtro,
provocaram anormalidade em quase todas as plantulas de alface que nele
cresceram. Nota-se ainda, que neste substrato, o extrato de raiz na concentracao de
100%, provocou a morte de todas as plantulas de alface (estas se apresentavam
completamente apodrecidas, impossibilitando a medicdo) (Figura 12f). A
anormalidade das plantulas de alface também foi evidenciada quando se utilizou
como substrato a fibra de coco, porém, apenas no extrato de raiz a 100% de
concentragao (Figuras 11 e 129 ).

Quanto ao percentual de anormalidade encontrado em rabanete (Figura 11)
observa-se que plantulas crescidas em substrato papel de filtro umedecido com os
extratos de caule e raiz, ambos a 100% de concentracdo, causaram anormalidade
em todas as plantulas. Além disto, provocaram a mortalidade de 22,5% e 32,5% das
plantulas, respectivamente. O uso de extrato de raiz, na concentragdo de 50%,
causou anormalidade em mais de 80% das plantulas.

Para as plantulas de rabanete crescidas na fibra de coco, a porcentagem de
anormalidade foi menor do que no papel de filtro, onde os extratos de caule na
concentracdo de 50% e 100% causaram anormalidade em apenas 5 e 17,5 % das
plantulas, respectivamente (Figura 11). O extrato de raiz na concentracdo de 100%
causou anormalidades em e 57,5 % das plantulas (Figuras 11 e 13f).

Anormalidades em plantulas de alface também foram observadas por
Medeiros e Luchesi (1993) com o uso de extratos aquosos de ervilhaca (Vicia sativa)
e por Aquila (2000) com extratos de erva-mate (llex paraguariensis). A presenca de

anormalidade em raizes parece ser um bom parametro para registro de
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anormalidade de plantulas, pois este 6rgao é mais sensivel a acédo alelopatica que a
parte aérea das plantulas (Pires e Oliveira, 2001). A avaliagcdo da anormalidade das
plantulas € um instrumento valioso nos experimentos de alelopatia e a necrose da
radicula é o sintoma mais comum da anormalidade (Ferreira e Aquila, 2000).

Ao analisar o crescimento das plantulas crescidas em papel de filtro e na fibra
de coco, umedecidos em agua (controle), verificou-se que as plantulas apresentaram
desenvolvimento diferenciado. Observouse que as plantulas de alface e rabanete
crescidas em fibra de coco eram mais altas que aquelas crescidas em papel de filtro
(Fig. 3, 4 e Fig. 6, 9). No entanto, estes valores se invertem quando se analisa 0
comprimento radicular, onde as plantulas crescidas em fibra de coco apresentaram
valores significativamente menores do que as que cresceram em papel de filtro (Fig.
3, 4 e Fig. 7, 10). Este fato pode ser explicado pela necessidade de sustentacdo das
plantas no substrato de papel de filtro e pela caracteristica fisica dos substratos,
onde no papel de filtro as raizes estdo livres e na fibra de coco estas tém que
exercer uma pressao de crescimento para penetrarem no substrato.
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Figura 11 - Porcentagem de plantulas anormais de alface (Lactuca sativa) e rabanete (Raphanus
sativus) quando crescidas em papel de filtro e fibra de coco umedecidos com extratos de folha, raiz e
caule de Aristolochia esperanzae em duas concentracdes (50 e 100%). Porcentagem média de
quatro repeticBes de 10 plantulas por tratamento. A area cinza na barra dos extratos de raiz na
concentracdo de 100% para alface, e caule e raiz na concentragéo de 100% para rabanete (em papel
de filtro), correspondem & mortalidade de 100, 22.5 e 32.5% das plantulas, respectivamente.
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Figura 12 - Anormalidade de plantulas de alface (Lactuca sativa) quando crescidas em papel de filtro
ou fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (caule e raiz) e concentragdes (50 e 100%) de
Aristolochia esperanzae. O extrato de folha ndo provocou anormalidade nas plantulas. (Foto: Ortolan,

R.L.).
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Figura 13 - Anormalidade de plantulas de rabanete (Raphanus sativus) quando crescidas em papel de
filtro ou fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (caule e raiz) e concentracdes (50 e 100%)
de Aristolochia esperanzae. O extrato de folha ndo provocou anormalidade nas plantulas. (Foto:
Ortolan, R.L.).
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A partir dos resultados da Figura 14 pode-se verificar que os valores de altura
das plantulas de alface, em geral, foram maiores quando crescidas na fibra de coco,
se comparados com aquelas crescidas em papel de filtro. Na fibra de coco, os
valores de altura das plantulas foram estatisticamente maiores quando foram
utilizados extratos de folha nas concentracdes de 50 e 100% e de caule e raiz na
concentracdo de 50%, quando comparados ao grupo controle, evidenciando assim,
um estimulo no crescimento destas plantulas.

Quando se utilizou papel de filtro umedecido com extrato de folha na
concentracdo de 50%, também foi observado aumento na altura das plantulas, se
comparado ao grupo controle. Oposto a este resultado, todos os outros extratos e
concentracOes apresentaram valores que néo diferiram estatisticamente do controle,
com excecao do extrato de caule na concentragcdo de 100% para as plantulas

anormais, o qual provocou uma inibicao significativa (Figura 14).
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Figura 14 - Valores médios da altura de plantulas normais e anormais de alface (actuca sativa)
crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule e raiz)
de Aristolochia esperanzae, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle). Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, quando
comparados conjuntamente os dois substratos. (* = todas plantulas mortas).
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Com relacdo ao comprimento da raiz das plantulas de alface, crescidas na
fibra de coco umedecidas com os extratos de folha, caule e raiz, na concentracdo de
50%, estes apresentaram valores estatisticamente maiores que os do controle,
evidenciando que estes extratos, nesta concentragdo, estimularam o crescimento do
sistema radicular. No entanto, estes mesmos extratoS em concentragdo mais
elevada (100%), passaram a inibir o crescimento das raizes (Figura 15).

As plantulas crescidas no papel de filtro apresentaram valores de
comprimento radicular, em todos 0s extratos e concentracfes, estatisticamente
menores com relagédo ao controle. Resultados semelhantes foram obtidos por Chou

et al. (1998) em plantulas de alface com extratos de Acacia confusa.
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Figura 15 - Valores médios comprimento radicular de plantulas normais e anormais de alface (Lactuca
sativa) crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule
e raiz) de Aristolochia esperanzae, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle - 0%).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, quando comparados conjuntamente os dois substratos. (* = todas plantulas mortas).
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Quanto & massa seca total observa-se que apenas alguns valores,
principalmente os de plantulas normais, ndo diferiram significativamente em relagéo
ao grupo controle, tanto nas plantulas crescidas na fibra de coco quanto nas

crescidas no papel de filtro (Figura 16).
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Figura 16 - Valores médios de massa seca total de plantulas normais e anormais de alface (Lactuca
sativa) crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule
e raiz) de Aristolochia esperanzae, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle - 0%).
Médias seguidas pelas mesmas letras nado diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, quando comparados conjuntamente os dois substratos. (* = todas plantulas mortas).

A Figura 17 evidencia que as plantulas de rabanete crescidas na fibra de coco
apresentaram valores mais elevados de altura, em quase todos os extratos, quando
comparadas com aquelas crescidas no substrato de papel de filtro.

Quando se utilizou a fibra de coco houve um maior crescimento da altura das

plantulas normais de rabanete crescidas sob a influéncia dos extratos de caule e raiz
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nas concentracfes de 50 e 100% (Figura 17). Porém, no caso em que estes extratos
causaram anormalidade (caule 50 e 100% e raiz 100%) seus valores foram
significativamente menores que o controle (Figuras 13 e 17).

As plantulas de rabanete crescidas no papel de filtro umedecidos com
extratos de folha a 50 e 100% de concentracdo e caule (50%) apresentaram um
incremento no crescimento, quando comparadas com o grupo controle. No entanto,
0s extratos de caule a 100% e raiz nas concentracées de 50 e 100% inibiram o
crescimento das plantulas, tanto nas plantulas consideradas normais quanto para

aquelas consideradas anormais (Figura 17).
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Figura 17 - Valores médios da altura das plantulas normais e anormais de rabanete Raphanus
sativus) crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule
e raiz) de Aristolochia esperanzae, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle - 0%).
Médias seguidas pelas mesmas letras nado diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, quando comparados conjuntamente os dois substratos.
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Quando se analisou o comprimento da raiz principal das plantulas de
rabanete crescidas na fibra de coco, o uso de todos os extratos na menor
concentracao (50%) estimulou o crescimento, em comparacao com 0 grupo controle.
Somente os extratos de caule nas duas concentragdes e de raiz na concentracao de
100% inibiram significativamente o crescimento radicular das plantulas de rabanete
consideradas anormais (Figura 18). Vaccarini e Bonetto (2000) também verificaram
gue tanto o aleloquimico, quanto a sua concentragcao, proporcionaram respostas
diferentes em raizes de plantulas de alface. As plantulas de rabanete crescidas em
papel de filtro umedecido com todos o0s extratos apresentaram valores de
comprimento radicular menores que os do controle. Nota-se uma grande diferenca
na resposta proporcionada pelos extratos de folha, se comparada com as de caule e
raiz. Também pode-se notar uma diferenca entre as plantulas normais e anormais

sob influéncia dos extratos de raiz e caule (Figura 18).
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Figura 18 - Valores médios comprimento radicular de plantulas normais e anormais de rabanete
(Raphanus sativus) crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos
(folha, caule e raiz) de Aristolochia esperanzae, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, quando comparados conjuntamente os dois substratos.
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Quanto a massa seca total, para plantulas de rabanete, ndo ha uma tendéncia
de diminuicdo ou de aumento dos valores, quando se comparam os diferentes
extratos e suas concentracdes, com excecao dos valores obtidos para as plantulas
anormais, crescidas na fibra de coco, umedecida com os extratos de caule, onde
foram registrados os menores valores (Figura 19). No entanto, os extratos e uas
concentracdes interferiram no crescimento das plantulas. Isso pode ser explicado
por um investimento diferenciado de matéria organica, ou na raiz ou na parte aérea,
dependendo do extrato ou da concentracédo utilizada.

Segundo Rodrigues et al. (1992) os compostos alelopaticos séo inibidores de
germinacdo e crescimento, pois interferem na divisdo celular, permeabilidade de

membranas e na ativacao de enzimas.
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Figura 19 - Valores médios de massa seca total de plantulas normais e anormais de rabanete
(Raphanus sativus) crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos
(folha, caule e raiz) de Aristolochia esperanzae, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle -
0%). Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, quando comparados conjuntamente os dois substratos.
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Nos resultados obtidos no bioensaio de crescimento destacam-se diferencas
entre as respostas provenientes dos dois substratos testados. Observa-se que a
porcentagem de plantulas anormais foi superior quando se utilizou o papel de filtro.
Em geral, os valores da altura das plantulas foram maiores naquelas crescidas na
fibra de coco. Além disso, notou-se que a inibicdo por compostos aleloquimicos foi
maior quando se utilizou o papel de filtro como substrato.

Pires et al. (2001) aplicaram extrato de leucena (Leucaena leucocephala) em
plantas daninhas e verificaram que o efeito fitotoxico foi menor em solo quando
comparado com o papel de filtro.

Segundo Almeida (1988) e Reigosa et al. (1999) mudancas na atividade de
certos aleloquimicos ocorrem porque estes sofrem degradag¢do por microrganismos
no solo. Neste ambiente, a forca de adsorcdo das micelas pode exercer papel
importante, sequestrando os possiveis aleloquimicos (Inderjit e Dakshini, 1999 in
Ferreira e Aquila, 2000). A textura e a aeracdo do solo também interferem na
atividade dos compostos quimicos (Pires e Oliveira, 2001).

No bioensaio de crescimento observouse que alguns resultados,
provenientes dos extratos em concentragdes menores (50%), apresentaram um
estimulo no crescimento de plantulas de alface e rabanete tanto para a altura das
plantulas quanto para o comprimento da raiz. Segundo Rice (1984) alguns
compostos quimicos, tem atividade alelopatica inibitéria em altas concentracdes e
em menores podem estimular o mesmo processo. Reigosa et al. (1999) explica este
fato, afirmando que os aleloquimicos podem atuar em VArios processos
simultaneamente e ter uma resposta diferenciada para o0 mesmo ou para diferentes
processos dependendo da concentracdo deste composto.

Lovett e Dulfield (1981) e Barbosa et al. (1997) também observaram efeito
estimulante em menores concentracfes e inibitdrio em maiores concentracfes de
aleloguimicos (benzilamina e compostos sintetizados), ambos no sistema radicular
de duas espécies, Linum usitatissimum e Sorgum bicolor, respectivamente.

Ao analisar a resposta das plantulas sob influéncia dos extratos dos diferentes
orgaos de A. esperanzae, observou-se que os extratos de folha foram inibitorios na
germinacdo das sementes, porém os extratos de caule e raiz, em geral, inibiram o
crescimento e causaram anormalidades nas plantulas. Este fato pode ter significado
ecolégico, uma vez que a liberacdo de aleloquimico pelas folhas pode inibir a
germinacao de sementes presentes no solo, e os aleloquimicos da raiz podem inibir

0 crescimento daquelas sementes que conseguiram germinatr.
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Pode-se dizer também que os extratos de A. esperanzae possuem atividade
alelopatica sobre sementes de alface e rabanete, e que possivelmente, esta espécie
possa através desta atividade, influenciar a sucessdo de plantas nos campos
cerrados, ja que esta é uma planta pioneira e se encontra amplamente distribuida
em seu ambiente.

Segundo Reigosa et al. (1999) a sucesséao pode ser afetada pela alelopatia,
permitindo a permanéncia de espécies como pioneiras gracas a liberacdo de
aleloguimicos. Almeida (1988) e Pind-Rodrigues e Lopes (2001) enfatizam esta

relacdo em espécies de gramineas forrageiras.

Anélise quimica

O extrato de folha de Aristolochia esperanzae utilizado na analise quimica foi

submetido a primeira particdo liquido-liquido e pode-se observar que diante das

fracOes obtidas (fracdo hexano, acetato de etila, h-butanol e aquosa) a fracéo

acetato de etila foi aquela que apresentou atividade alelopatica (Figura 20).

Figura 20 - Germinagcédo de sementes de alface (Lactuca sativa) quando colocadas na presencga das
fracdes obtidas do primeiro fracionamento (liquido-liquido): (a) controle; (b) fracdo hexano, (c) acetato
de etila, (d) h-butanol e (e) aquosa. Foto tirada apds sete dias da montagem do experimento. (Foto:
Lima, M.L.S.).
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Pela foto da figura 20 pode-se observar que mesmo depois de sete dias
ap6s da montagem do experimento nenhuma semente de alface havia germinado,
evidenciando assim que esta fracdo pode conter substancias com atividade
alelopética, lembrando que as moléculas presentes nesta fragdo possuem
similaridade (quanto a polaridade) as do solvente utilizado, que foi o0 acetato de etila.

Posteriormente, a fracdo acetato (a que apresentou atividade) foi sumetida a
um segundo fracionamento (cromatografico a vacuo) e através deste fracionamento
coletouse um total de nove fracdes, nomeadas de A a .

As fragcBes H (metanol + 10% de agua) e | (metanol + 20% de agua), por
apresentarem afinidade foram reunidas através da cromatografia de camada
delgada, tornando-se apenas a fracdo H (metanol + 10 e 20% de agua).

As fracOes de A a H foram submetidas ao teste de germinacdo com sementes
de alface, e dentre as nove fragOes testadas apenas uma, a fracdo “E”, apresentou
atividade bioldgica significativa, ou seja, inibiu a germinacdo das sementes. Mesmo
apos dez dias da montagem do experimento a fracdo “E” inibiu a germinacdo das
sementes (Figura 21).

Apos a verificacdo da atividade alelopatica da fracdo “E”, esta foi submetida a
um segundo fracionamento cromatografico, utilizando coluna cromatogréfica de
vidro, como fase estacionaria o polimero sephadex e como eluente o metanol.
Obtiveram-se assim 72 fracbes (respectivamente numeradas), que foram
monitoradas por cromatografia de camada delgada e, a partir de suas similaridades,
foram reunidas obtendo-se 9 sub-frac@es: E. 1-10; E. 11-16; E. 17; E.18-24; E.25-29;
E.30-38; E.39-44; E.45-69; E. 70-72.
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etila)

Db - (Dicloro+ Acetato de etila [1:1]) E - (Acetato de etila - 100%E)

(7 - (Acetatn de etila + Bletandl [1:1]) H - (Metannl + 10 e 20% de Agud

Figura 21 - Germinacdo de sementes de alface (L. sativa) quando colocadas na presenca das fragoes
obtidas do segundo fracionamento (cromatografia por adsorcao, a vacuo): (Ca) Controle - agua; (Cs)
Controle - solventes; e as fragbes: (A) Hexano+ Diclorometano; (B) Diclorometano; (C)
Diclorometano+10% Acetato de etila; (D) Diclorometano+Acetato de etila (1:1); (E) Acetato de etila;
(F) Acetato de etila+10% metanol; (G) Acetato de etila+tmetanol (1:1); (H) Metanol+10% e 20% (de
agua). Foto tirada apds dez dias da montagem do experimento. (Foto: Lima, M.1.S.).
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Das nove sub-fracGes obtidas apenas trés (E. 1-10; E. 11-16; E. 17) foram
submetidas ao teste de germinacdo com sementes de alface, devido a baixa massa
obtida no fracionamento, e a concentracdo obtida para cada uma foi de 4mg/mL.
Dentre as trés, a fracdo E. 11-16 apresentou atividade alelopatica, inibindo
completamente a germinacdo de quatro sementes de alface. Pode-se observar a
diferenca entre ela e as demais fracdes que proporcionaram apenas um atraso no
crescimento se comparado com o controle, no detalhe (Figura 22). Esta foto (Figura
22) foi tirada apdés 10 dias da montagem do experimento. Notouse ainda que
mesmo apds 18 dias a inibicdo da germinacdo das sementes de alface ainda foi
mantida.

Figura 22 - Germinacdo de sementes de alface (L. sativa) quando colocadas na presenca das fracdes
obtidas do terceiro fracionamento (cromatografia por exclusdo): Controles: 4gua e solventes (Ca e Cs,
respectivamente); fracdo E.1-10; fracdo E.11-16; fragdo E17 (com concentra¢do de 4mg/mL). Foto
tirada apés dez dias da montagem do experimento. (Foto: Ortolan, R.L.).
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Através dos dados preliminares de RMN *H, realizado com a fracdo E 11-16,
observou-se uma mistura de compostos orgéanicos, que indicam a presenca de
taninos e triterpenos (Figura 23). Possivelmente, estas classes de compostos sejam
as principais responsaveis pela atividade alelopatica apresentada nos testes
biol6gicos com as sementes de alface.

A fim de se obter a substancia pura desta mistura de compostos, pretende-
se realizar novos fracionamentos a partir da fracéo E 11-16.
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Figura 23 - Espectro de RMN 'H, obtido para a fragdo E 11-16 de Aristolochia esperanzae.

Harborne (1991) cita varios tipos de triterpenos presente nas plantas com
funcbes ecologicas de defesa hormonal, contra herbivoros e nematoides. Fischer
(1991) demonstrou que a acéo alelopatica muitas vezes, deriva dos monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos. Fato que foi comprovado também por outros autores
como Halligan (1975), Asakawa et al. (1980), Bhatt e Sabata (1989), Fischer et al.
(1989 e 1990), Hiradate (1999), Macias et al. (2000), Nishimura et al. (2000) e Goto
et al. (2001).

Priestap, et al. (1971), Lopes et al. (1987), Lopes e Bolzani (1988), Lopes et
al. (1988) também evidenciaram a presenca de terpenos e diterpenos, entre outras
substancias provenientes do metabolismo secundario de espécies de Aristolochia,

incluindo a esperanzae.
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Os taninos possivelmente interfferem no crescimento de bactérias
nitrificantes (Rice e Pancholy, 1974) e podem inativar a b-glucosidase das plantas,
podendo causar inibicdo do crescimento e da germinacdo de sementes (Spencer,
1987 citado por Rawat et al., 1998).

Rawat et al. (1998) observaram que os taninos de Prunus armeniaca
proporcionaram inibicdo de crescimento e da germinacdo de sementes de Triticum
aestivum. Estes autores indicaram que esta inibicdo seja proveniente de alteracdes
em Varios processos metabdlicos das plantas, como a inibicdo da sintese de ATP e

inibicdo de mecanismos de fosforilagcao.

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Extratos

a) pH

As caracteristicas fisico-quimicas obtidas para os extratos de A. esperanzae
variaram de 5.1 a 5.62 para pH e de 54 a 145 mOsm/Kg para potencial osmatico.

Os extratos de folha, caule, raiz, flor e fruto apresentaram valores de pH de
5.1, 5.23, 5.62, 5.27 e 5.5, respectivamente. Através destas medidas, verifica-se que
ndo houve muita variagdo para os diferentes extratos provenientes dos 6rgaos de A.
esperanzae, podendo-se notar que estes valores indicam baixa acidez, proximos aos
obtidos por Aquila (2000) que encontrou variacdo de pH entre 5.1 e 6.4 para extratos

de llex paraguariensis.
b) Potencial osmético

Para o parametro de potencial osmoético os valores obtidos tiveram uma alta
variacdo entre os extratos provenientes dos diferentes 6rgdos de A. esperanzae,
com os valores: 145, 77, 54, 91 e 107 mOsm/Kg para os extratos de folha, caule,
raiz, flor e fruto, respectivamente. Estes valores convertidos para MPa correspondem
a -0.35, -0.19, -0.13, -0.22 e -0.23 MPa, respectivamente, onde o maior valor foi

obtido para o extrato de folha, e 0 menor para o extrato de raiz.
c) Experimento com PEG

Quando colocadas para germinar em solucdes de PEG-6000, as sementes

de alface e rabanete responderam diferentemente uma da outra. As solucdes de
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PEG-6000 utilizadas foram preparadas com 0s seguintes potenciais osmoticos: 0
(controle), -0.2, -0.3, -0.4 MPa. Depois de trés dias em que as sementes foram
colocadas para germinar, observouse que todas as sementes de rabanete
germinaram em todos 0s potenciais osméticos. No entanto, 100% das sementes de
alface germinaram apenas nos potenciais de 0 (controle) e -0.2 MPa. Na solucao de
-0.3 e -0.4 MPa germinaram 33 e 20% das sementes. Este resultado se manteve até
0 7° dia apds a montagem do experimento.

O potencial osmotico obtido para o extrato da folha de A. esperanzae foi de -
0.35 MPa, este valor sugere uma possivel interferéncia nos resultados de
germinagdo das sementes de alface, no entanto, utilizando fragbes purificadas deste
extrato (como descrito na andlise quimica) a presenca de atividade alelopatica foi
confirmada.

Os potenciais osmoticos obtidos para os demais extratos provenientes dos
outros érgaos (caule, raiz, flor e fruto) de A. esperanzae variaram de -0.13 a -0.23
MPa. Considerando que solu¢des com potenciais osmoticos proximos de -0.2 MPa
nao interferem significativamente na germinagao das sementes de alface e rabanete,
pode-se inferir que a reducdo na velocidade e porcentagem de germinacdo destas
sementes (Figuras 9 e 10) tenha acontecido principalmente pela presenca de
atividade alelopética nestes extratos.

Nos bioensaios de crescimento, as respostas obtidas para os parametros
estudados (parte aérea, comprimento radicular e massa seca) podem ser resultantes
da interacdo de alguns fatores adicionais a atividade alelopatica, como por exemplo,
a 0s potenciais osmoticos dos extratos, além das caracteristicas fisicas e quimicas
dos substratos, que podem interagir com 0s extratos. Segundo (Inderjit e Dakshini,
1999 citados por Ferreira e Aquila, 2000) em solos, a forca de adsorcéo das micelas
pode exercer papel importante, sequestrando os possiveis aleloquimicos. A textura e
a aeracao do solo também interferem na atividade dos compostos quimicos (Pires e
Oliveira, 2001).
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Conclusdes

Diante da metodologia aplicada e dos resultados obtidos utilizando extratos
de Aristolochia esperanzae pode-se inferir que:

Os extratos aquosos de folha foram os que provocaram maior inibicao
da germinacédo das sementes de alface e rabanete.
Todos 0s extratos e concentracdes retardaram a germinacdo de
sementes de alface e rabanete.
Os extratos de caule e raiz (50 e 100%) causaram anormalidade nas
plantulas de alface e rabanete, e em alguns casos, na concentracao de
100%, também provocaram mortalidade.
A utilizac&o da fibra de coco foi mais adequada que o papel de filtro na
avaliacdo do crescimento inicial das plantulas de alface e rabanete,
devido as suas caracteristicas fisicas, proporcionando uma melhor
sustentacao das plantulas.
Com o uso de papel de filtro umedecido com os diferentes extratos
observou-se maior efeito inibitério no crescimento das plantulas, se
comparado com a fibra de coco.
Entre os extratos de maior concentragcéo (100%), o de folha foi o que
menos inibiu o crescimento das plantulas, e na maioria dos casos o de
raiz foi o que mais inibiu.
A concentragcdo dos extratos foi a principal responsavel pelo estimulo
ou inibicdo causada no crescimento das plantulas de alface e rabanete.
Além da atividade alelopatica, em alguns casos, pode ter ocorrido
interferéncia adicional devido as caracteristicas fisico-quimicas (pH e
potencial osmatico) dos extratos e dos substratos.
A partir dos resultados obtidos nas analises quimicas pode-se indicar a
presenca de taninos e triterpenos como responsaveis pela atividade

alelopética desta espécie.

Desta forma pode-se concluir que a espécie A. esperanzae apresentou
atividade alelopética na germinacdo das sementes e crescimento das plantulas de

alface e rabanete.
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CaprPiTuLo 3

ATIVIDADE ALELOPATICA DE EXTRATOS AQUOSOS DE
Ocotea odorifera (VELL) ROHWER NA GERMINACAO E
CRESCIMENTODE Lactuca sativa L. E Raphanus sativus L.

“Posso néo concordar com todas as palavras que tu dizes,
mas defenderei até o fim o teu direito de dizé-las.”
Voltaire
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Resumo

(Atividade alelopatica de extratos aquosos de Ocotea odorifera (Vell) Rohwer
na germinagao e crescimento de Lactuca sativa L. e Raphanus sativus L.). O
objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos de extratos aquosos de diferentes
orgaos de Ocotea odorifera na germinacdo e crescimento de alface e rabanete.
Todos os extratos preparados obedeceram a proporcao de 100g de material vegetal
para 300 mL de agua destilada, que produziu o extrato considerado 100%
concentrado. A partir deste, foram feitas diluicbes com agua destilada para 75, 50 e
25%. Nos testes de germinacao foram avaliados os efeitos dos extratos obtidos de
folha, caule, raiz a 100, 75, 50 e 25% e para o teste de crescimento apenas nas
concentracdes de 100 e 50%. Nos testes de germinacdo foram utilizadas quatro
repeticdes de 30 sementes distribuidas em placas de Petri forradas com duas folhas
de papel de filtro umedecidas com 5 mL dos referidos extratos, secas durante 12
horas e reumedecidas com 4,5 mL de agua destilada. No primeiro teste avaliou-se a
porcentagem e velocidade de germinacédo das sementes. No teste de crescimento,
as sementes foram previamente germinadas (2-4 mm de radicula) e depois
transferidas para caixas plasticas contendo os substratos papel de filtro e fibra de
coco umedecidos com o0s respectivos extratos. Avaliouse a altura das plantulas, o
comprimento radicular, a massa seca das plantulas, e a presenca de anormalidades
nas plantulas. Os testes foram mantidos a temperatura constante de 27°C. Atraves
dos resultados obtidos pode-se concluir que os extratos de folha foram os que mais
afetaram a porcentagem de germinacdo e que todos os extratos e as diferentes
concentracdes retardaram a germinacdo de sementes de alface. As plantulas
crescidas no substrato papel de filtro apresentaram maior inibicdo do crescimento,
em relacdo aquelas crescidas no substrato fibra de coco, e o substrato foi o principal
responsavel pelo estimulo ou inibicdo causada no crescimento das plantulas de

alface e rabanete.

Palavras-chave - alelopatia, Ocotea, alface, rabanete.
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Abstract

(Allelopathic activity of aqueous extracts of Ocotea odorifera (Vell) Rohwer in
the germination and growth of Lactuca sativa L. and Raphanus sativus L.). The
objective of this work was analyze the effects of aqueous extracts of Ocotea odorifera
organs in the germination and early growth of lettuce and radish. All the prepared
extracts obeyed the ratio of 100g of plant material + 300 mL of distilled water to
produce an extract 100% concentrated. This extract was diluted with distilled water to
produce final concentrations of 75, 50 and 25%. In the germination tests the extracts
of leaf, stem, root, with concentration of 100, 75, 50, 25% were evaluated. In the
seedlings growth the concentration of 100 and 50% were used. In the germination
tests, four replicates of 30 seeds were distributed in Petri dishes with two filter paper
moistened with 5 mL of the extracts, dried during 12 hours and moistened again with
4,5 mL of distilled water. In the first test, the rate and germination percentage were
evaluated. In the growth test, the seeds were previously germinated (2-4mm root
length) and transferred to plastic boxes containing the filter paper or coconut fiber,
moistened with the extracts. The aerial part height, root length, dry mass and the
presence of abnormalities in the seedlings were evaluated. Both tests were
maintained at constant temperature (27°C). The obtained results showed that the leaf
extracts affected strongly the germination percentage and all the extracts, in different
concentrations, delayed the germination of lettuce seeds. The seedlings grown in
filter paper presented larger growth inhibition in relation to seedlings from coconut
fiber, and the choice the filter paper or coconut fiber was the main responsible for the

incentive or inhibition caused on lettuce and radish seedlings growth.

Key words - allelopathy, Ocotea, lettuce, radish.
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Introducao

O termo alelopatia foi criado por Molisch em 1937 para designar todo efeito
prejudicial ou benéfico entre uma planta e outra, através de interacdes bioquimicas
(Rice, 1984).

Harborne (1997) sugere que os metabdlicos secundarios tenham funcéo
defensiva, ajudando o crescimento da planta que o emite. E ainda, que estes
compostos possuem funcdo ecologica de defender a planta contra herbivoros,
atuam também como atrativos para polinizadores, ferormdnio, além da acédo
alelopatica, (Harborne, 1991).

Segundo Ferreira e Aquila (2000) o fato da maioria das espécies lenhosas
serem perenes, estando expostas as instabilidades do ambiente por longos
periodos, favorece o desenvolvimento destes metabdlicos secundarios para sua
protecdo contra a maioria dos ataques. Para estes autores, as espécies lenhosas
possuem aspectos bastante importantes quanto a relagdo com a alelopatia, uma vez
gue possuem interacdo continuada, por longo periodo, com a microflora do solo e os
possiveis aleloquimicos, e além disso, estas espécies possuem tempo de
decomposicdo de casca e outros elementos lenhosos, muito mais longo que de
folhas, frutos e flores.

Para que o efeito dos aleloquimicos sejam persistentes e atuantes, estes
compostos devem ser libertados no ambiente em quantidades suficientes, ou
persistirem por algum periodo de tempo no solo ou ser constantemente liberados
para afetar as plantas vizinhas. (Putnam e Tang, 1986).

Uma vez liberados no ambiente, os aleloquimicos podem interferir na
conservacao, dorméncia e germinacdo de sementes, crescimento de plantulas e
vigor vegetativo de plantas adultas por atuarem em fung¢des vitais como respiracao,
divisao celular, nutricdo e reproducéo (Almeida, 1988).

Pela enorme variedade de aleloquimicos existentes, alguns podem com suas
atividades favorecer ou prejudicar certas espécies, influenciando na composicao
especifica e quantitativa das comunidades floristicas, tanto no espaco quanto no
tempo (Durigan e Almeida, 1993).

As substancias alelopaticas podem ser inibidores de germinacdo e do

crescimento, pois interferem na divisdo celular, na permeabilidade de membranas,
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na ativacdo de enzimas e na producdo de horménios nas plantas (Rodrigues et al.,
1992).

A acdo de varios aleloquimicos esta envolvida na inibicdo e modificacédo do
crescimento ou desenvolvimento das plantas (Juan Jiménez-Osornio et al., 1995;
Viles e Reese, 1996; Rawat et al., 1998; Vaccarini et al., 1998). Porém, alguns
trabalhos demonstraram que estes compostos podem atuar como promotores de
crescimento (Hasegawa citado por Yamada et al., 1996, Yamada et al., 1995 e
Yokotani-Tomita et al., 1998).

Assim, o conhecimento dos efeitos alelopaticos de varias substancias € muito
importante para se entender as interacdes entre espécies de plantas tanto em

ecossistemas naturais como nos ecossistemas agricolas. (Rodrigues, et al. 1992).

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi:

a) investigar atividade alelopatica de diferentes concentragfes de extratos de
folha, caule, e raiz, fruto e flor de Ocotea odorifera na germinacdo e no crescimento
de alface (Lactuca sativa L.) e de rabanete (Raphanus sativus L.).

b) avaliar a possibilidade de utilizacdo do papel de filtro e da fibra de coco
como substratos para avaliagdo do crescimento de plantulas, sob a acédo dos

extratos aquosos.
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Consideracdes sobre a espécie

Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer é uma espécie pertencente a familia
Lauraceae. Arvore medindo de 15 a 25 metros de altura, possui uma copa densa a
arredondada, folhas medindo de 7 a 14 cm de comprimento (Figuras 24, 25). Esta
espécie ocorre desde o Sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, na floresta fluvial
atlantica, podendo ser encontrada também nos campos de altitude da Serra da
Mantigueira em Sao Paulo e Minas Gerais e, nas matas de pinhais do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. (Lorenzi, 2002).

Conhecida popularmente por canela-sassafras, sassafras, sassafras-amarelo,
canela parda, canela cheirosa, todas as partes da planta apresentam cheiro
caracteristico pela presenca de 6leo essencial safrol (Lorenzi, 2002). No meio do
século passado a canela-sassafras foi muito explorada para extracdo do “O6leo de
sassafras”. Alguns trabalhos da época como os de Hickey (1948), Gottlieb e
Magalhdes (1960), Mollan (1961a e 1961b) estudaram a composi¢cdo quimica,
variacdes do 6leo de sassafras, além da variacdo da quantidade encontrada nesta
espécie. Sendo assim, Hickey (1948) indicou a presenca de cineole, eugenol, safrol,
entre outros compostos. Mollan (1961b) também indicou em seu trabalho, que o 6leo

obtido da madeira da canela é muito rico em safrol, contendo também canfora.
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s

A Ocotea odorifera € considerada uma espécie, segundo a categoria de
ameaca, rara no Estado do Parana, e em perigo no Estado de Sdo Paulo, este
indice é dado pelas respectivas Secretarias do Meio Ambiente de seus Estados,
sendo assim pertencente a lista da flora ameacada de extingdo do Brasil (Base de
Dados Tropical, 2000). Segundo Backes e Irgang (2002) é uma espécie frutifera
para macacos, passaros e roedores (Figura 26) e possui importancia também em
projetos de regeneracdo e adensamento de vegetacdo secundaria ou floresta

parcialmente destruida.

Figura 24 - Arvore de Ocotea odorifera. (Foto: Ortolan, R.L.).
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Figura 25 - Detalhe das folhas de Ocotea odorifera. (Foto: Ortolan, R.L.).
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Figura 26 - Detalhe dos frutos de Ocotea odorifera. (Foto: Ortolan, R.L.).



Atividade Alelopatica de extratos aquosos de Aristolochia esperanzae O. Ktze e Ocotea odorifera (Vell) Rohwer
na germinagéo e crescimento de sementes de Lactuca sativa L. e Raphanus sativus L. A.B.Gatti

Materiais e Métodos

Preparacao dos Extratos

O material vegetal foi coletado de um individuo de Ocotea odorifera presente
em uma area de cerrado pertencente ao ‘Campus’ da Universidade Federal de Sdo
Carlos.

A coleta foi realizada em maio de 2002 e o material foi mantido congelado até
a realizacdo dos experimentos. Os extratos aquosos da planta foram feitos
utilizando-se folha, caule e raiz para os bioensaios de germinacéo e crescimento.

Para a obtencédo dos extratos, o material vegetal foi primeiramente pesado,
picado e em seguida, triturado com o auxilio de um liquidificador industrial durante
cinco minutos, e deixado em repouso durante 30 minutos. Decorrido este periodo, o
extrato foi filtrado em filtro de pano e em seguida, utilizou-se uma bomba elétrica a
vacuo acoplada a um funil de Buchner recoberto com papel de filtro quantitativo para
uma segunda filtragem. O material filtrado foi coletado em um frasco Kitazato e
imediatamente utilizado.

Todos os extratos foram feitos obedecendo a propor¢édo de 100 g de material
vegetal para 300 mL de agua destilada, sendo este considerado o extrato bruto
(100% de concentragdo). A partir deste, foram feitas diluicbes com agua destilada
para 75, 50 e 25 %. O efeito destas quatro concentracdes foi comparado com o da

agua destilada, considerada como controle (0%).

Rendimento

Calculou-se o rendimento dos extratos de folha, caule e raiz de O.odorifera
nas quatro concentracdes. Para tal, antes de adicionar cada extrato nas placas de
Petri as folhas de papel de filtro foram pesadas (Peso ). ApGs ter adicionado 5 mL
dos extratos nas placas e evaporados durante 12 horas, os papéis de filtro foram
novamente pesados (Peso Il), em balanca analitica de precisao (mg) (Aquila, 2000).

A diferenga entre as pesagens (Peso Il - Peso 1) dividido pelo volume utilizado
mostra o rendimento de cada extrato (mg/mL), ou seja, quanto de material vegetal

proveniente dos extratos foi necessario para inibir a germinacdo de 30 sementes de
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alface ou rabanete. O rendimento total de cada extrato foi calculado através da

média aritmética de quatro repeticdes.

Bioensaio de Germinacao

No biensaio de germinacdo foram utilizadas sementes de alface (Lactuca
sativa L, cultivar Grand rapids) e de rabanete (Raphanus sativus L, cultivar Crimson
gigante). As sementes foram doadas pela empresa “Hortec Sementes Ltda”, com
validade de junho de 2005 para as sementes de alface e de junho de 2004 para
rabanete.

Para este experimento utilizou-se extrato de folha, caule e raiz, em quatro
concentracoes (25, 50, 75 e 100%) mais o grupo controle. Foram colocados 5 mL
dos extratos em duas folhas de papel de filtro que forravam as placas de Petri de 9
cm de diametro. As placas contendo os papéis de filtro, umedecidos com extrato,
foram secas em capela com exaustor durante 12 horas. Decorrido este periodo, o
papel de filtro foi reumedecido com 4,5 mL de 4gua destilada.

Os experimentos foram conduzidos com quatro repeticdes de 30 sementes de
alface ou rabanete por placa de Petri, mantidos em camara climatizada (Estufa BOD)
a 24°C, na auséncia de luz. As sementes apenas receberam luz durante as
contagens que foram realizadas em intervalos de 12 horas durante os sete primeiros
dias e em intervalos de 24 horas até totalizar 10 dias ap0s a semeadura.

As sementes foram consideradas germinadas quando estas apresentavam 2
mm de protrusdo radicular (Brasil, 1992). A porcentagem (G), a velocidade (V) e
tempo médio (t) de germinacéo foram calculados segundo as formulas (equagéo 3.1,

3.2 e 3.3 respectivamente) a seguir, citadas em Labouriau e Valadares (1976):

- Porcentagem de germinacao
G (%) = (N/A) x 100 eqg. 3.1
onde:

G = porcentagem de germinacéo
N = nimero de sementes germinadas
A = namero total de sementes colocadas para germinar
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- Velocidade de germinacao
V=1h eq. 3.2
onde:

V = velocidade média de germinacao (dias ™)
t = tempo médio de germinacéo

onde:
t = Sni.t;/ Sn; eg. 3.3

onde: nj= numero de sementes germinadas por dia
ti= tempo de incubacédo (12 h/ 24 h)

Andlise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro

repeticoes para cada tratamento. Os valores de porcentagem foram transformados

em arco seno («/% ) (Labouriau, 1983). A comparagdo das médias foi feita através

do teste de Tukey a 5% de probabilidade, com a utilizac&o do software ‘Prism’.

Bioensaio de Crescimento

No biensaio de crescimento foram utilizadas sementes de alface (Lactuca
sativa L, cultivar Grand rapids) e de rabanete (Raphanus sativus L, cultivar Crimson
gigante).

Neste experimento utilizou-se extrato de folha, caule e raiz de Ocotea
odorifera na concentragdo de 100% (100g de material vegetal para 300 mL de agua
destilada) e a partir desta concentracédo fezse diluicbes com agua destilada para
50%, onde ambas foram comparadas com o controle (agua destilada).

Os experimentos foram realizados em caixas plésticas transparentes (11 x 29
x 9,5 cm) contendo dois tipos de substratos: papel de filtro e fibra de coco (substrato
doado pela empresa “Amafibra - Fibras e Substratos Agricolas da Amazonia - Grupo
Socdco”, composto de fibras do mesocarpo da casca de coco - Cocus nucifera).

Cada caixa continha quatro repeticoes de 10 sementes em cada uma. Os extratos
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foram colocados em contato com o substrato 12 horas antes da montagem do
experimento para haver melhor absorcgao.

No substrato papel de filtro foram utilizadas duas folhas umedecidas com 38
mL de extrato e no substrato de fibra de coco foram colocadas 140 g de fibra por
caixa, umedecida com 650 mL.

As sementes (alface e rabanete) foram previamente germinadas a 24°C, em
placas de Petri, forradas com duas folhas de papel de filtro umedecidas com 4,5 mL
de 4gua. Apods decorridas 45 horas, as sementes germinadas (apresentando entre 2
a 4 mm de radicula) foram transplantadas para as caixas plasticas, contendo os
substratos umedecidos com extratos de folha, caule e raiz a 0, 50 e 100% de
concentracdo As caixas foram mantidas em camara climatizada (Estufa BOD) a
24°C, com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagOes foram realizadas no 7° dia apds a semeadura, com medicdes
da altura da planta (mm) e o comprimento da raiz (mm). Tanto a medida da altura
das plantas quanto o comprimento radicular sdo parametros biométricos descritos

por Benincasa (1988), onde:

Altura da planta — considerada a distancia do colo da planta até o seu apice.
Comprimento radicular — (comprimento da raiz principal) - distancia definida

do colo da planta até o 4pice meristeméatico do sistema radicular.

As plantulas foram classificadas em normais ou anormais, de acordo com as
especificacdes de Brasil (1992), onde sdo consideradas anormais aquelas que néo
mostram potencial para continuar o seu desenvolvimento e ndo sdo consideradas
anormais plantulas com pequenos defeitos como dano limitado ou pequeno
retardamento no crescimento no sistema radicular. Assim, neste trabalho, foram
consideradas anormais as plantulas com o sistemas radicular ou aéreo apodrecidos,
ausentes, totalmente atrofiados, ou em alguns casos, quando houve mortalidade das
plantulas.

Depois de realizadas as medidas biométricas, as plantulas de cada repeticao
foram separadas em normais e anormais e colocadas em sacos de papel, mantidos
em estufa a 80°C durante 48 horas até a estabilizacdo do peso. Decorrido este
periodo o material vegetal foi mantido em dessecador para ser pesado em balanca
analitica de precisdo (com quatro casas decimais), obtendo-se assim os valores de

massa seca total das plantulas (mg).
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Anélise estatistica dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes para cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas duas a duas, com o uso do teste

de Duncan a 5% de probabilidade, com a utilizag&do do software ‘Statistic 6°.

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Extratos

a) pH

O pH de cada extrato utilizado nos bioensaios foi medido com o auxilio do
pHmetro. Esta medicao foi realizada com os extratos dos diferentes orgaos de O.
odorifera em sua maior concentracao, isto €, 100% (100g de material vegetal + 300

mL de agua destilada).

b) Potencial osmatico

A medicdo de concentracdo molar foi realizada com um osmoémetro
(mOsmotte, modelo 5004 automatic osmometer) onde foram utilizados 50 m de cada
extrato mantido a temperatura de 24°C, essa medida foi expressa em mOsm/Kg. Os
extratos submetidos & medicdo do potencial osmético foram o0s extratos mais
concentrados (100% de concentracdo) de folha, caule e raiz de O. odorifera.

Os valores de potencial osmaticos foram convertidos da unidade de mOsm/Kg
para MPa, utilizando a equacéo 3.4 citada por Larcher (2000):

1 Osmol/Kg = 0,00832" Tas MPa eq. 3.4

onde:

Taps - Temperatura absoluta, expressa em graus Kelvin.
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c) Experimento com PEG

Para a determinacdo dos efeitos do potencial osmatico, realizou-se um
experimento utilizando solugcdes de polietilenoglicol (PEG-6000) com diferentes
valores de potencial osmoético: 0, -0.2, -0.3 e -0.4 MPa, segundo especificacbes de
Villela (1991). Neste experimento, foram colocadas para germinar 30 sementes de

alface e rabanete para cada repeticdo, mantidas a 24°C.
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Resultados e Discusséao

Rendimento

Analisando as medidas de rendimento obtidas para os diferentes extratos de
O. odorifera, verifica-se que o0 extrato de folha apresentou maior valor de
rendimento,em torno de 18.8 mg/mL, seguidos dos extratos de caule (9.8 mg/mL) e

raiz (7.3 mg/mL), todos em suas maiores concentragcdes (Figura 27).
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Figura 27 - Valores médios de quantidade de material vegetal (rendimento) obtido de 5 mL dos
extratos de folha, caule, raiz, flor e fruto de Ocotea odorifera. Média de quatro repeticdes.

Bioensaio de Germinacao

Quando foram comparadas as causas de variacdo, ou seja, 6rgaos (folha,
caule e raiz) e concentracdes (0, 25 ,50 ,75 e 100%) foi observado a presenca de
interacdo significativa para os dois parametros analisados (porcentagem e

velocidade de germinacao) das sementes de alface (Tabela 5).
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Tabela 5 — Resultado da analise de variancia para os parametros de porcentagem e velocidade de
germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa) submetidas a acdo dos diferentes extratos
(6rgdos) de Ocotea odorifera e suas diferentes concentracdes.

Porcentagem de germinagéao Velocidade de germinagao
Causas
da variagao G.L. Quadrados Valores Quadrados Valores

Médios de F Médios de F

Orgéos (O) 4 858.3 13.78 *** 0.1290 159.3 ***
Concentragéo (C) 4 721.2 11.58 *** 0.2621 323.6 ***
Interagdo O x C 16 433.9 6.968 *** 0.01765 21.67 ***
Residuo 75 62.27 0.0008098
C.v. 10.1021 6.39141

* [ **- 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.

No entanto, para as sementes de rabanete houve interacdo entre as causas
de variacdo somente para a porcentagem de germinacdo (Tabela 6). Sendo assim,
os valores de velocidade de germinacdo destas sementes e suas medias totais
foram comparados separadamente (O6rgdos e concentracdes), onde apenas a

concentracdo dos extratos influenciou a resposta de velocidade de germinacao de
rabanete.

Tabela 6 — Resultado da analise de variancia para os parametros de porcentagem e velocidade de

germinacao de sementes de rabanete (Raphanus sativus) submetidas & acdo dos diferentes extratos
(6rgaos) de Ocotea odorifera e suas diferentes concentracdes.

Porcentagem de germinagéao Velocidade de germinagéao
Causas
da variacao G.L. Quadrados Valores Quadrados Valores

Médios de F Médios de F

Orgaos (O) 4 26.96 86.32 *** 0.01305 2.151 n/s
Concentracao (C) 4 657.9 21.06 *** 0.1736 28.62 ***
Interagdo O x C 16 275.1 8.806 *** 0,006441 1.062 n/s
Residuo 75 31.24 0,006065
C.V. 8.3734 15.4142

* [ **- 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.
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A figura 28 apresenta os valores de porcentagem e velocidade de germinacgéo
de sementes de alface quando germinadas em meio contendo os extratos de O.
odorifera. Observa-se que o0s extratos de caule e raiz ndo causaram diferencas
significativas na porcentagem de germinacdo das sementes de alface. Entretanto, o
extrato de folha na concentracdo de 100% causou reducéo significativa. Resultados
onde a dependéncia entre diferentes extratos e suas concentracfes também foram
obtidos por Pind-Rodrigues (2001) quando sementes de Tabebuia alba foram

germinadas na presenca de extratos de Mimosa caesalpiniefolia.
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Figura 28 - Valores médios de porcentagem e velocidade de germinacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa) submetidas a acdo de diferentes extratos de Ocotea odorifera em quatro
concentracdes, mais o controle (0%). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as
concentragbes e mindsculas para os 6rgaos, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Quanto a velocidade de germinacdo das sementes de alface, nota-se que
mesmo os extratos de caule e raiz, que ndo causaram reducdo na porcentagem de

germinagao, causaram um atraso no processo germinativo das mesmas sementes.
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O extrato de raiz causou diminuicdo na velocidade germinacdo das sementes a partir
da concentragcdo de 25% quando comparadas com o controle, e se manteve
inalterada mesmo com o aumento da concentracdo dos extratos. No entanto, os
extratos de folha e caule causaram em atraso no processo germinativo das
sementes da alface, e percebe-se que ha uma tendéncia de decréscimo nos valores
de velocidade de germinacdo quando se aumenta a concentracdo dos extratos. Este
resultado foi bastante nitido para o extrato de folha, onde se encontram também os
menores valores de velocidade de germinacédo (Figura 28).

Na figura 29 pode-se observar os valores de porcentagem e velocidade de
germinacdo de sementes de rabanete quando colocadas para germinar em meios
umedecidos com os extratos de O. odorifera.

Quanto a porcentagem de germinacao das sementes de rabanete observa-se
gue, semelhante ao que ocorreu com as sementes de alface, o extrato de raiz nado
alterou significativamente este parametro. No entanto, o extrato de caule causou
uma diminuicdo na porcentagem de germinacdo das sementes de rabanete e esta
diminuicdo, difere estatisticamente do grupo controle a partir da concentracdo de
75% (Figura 29).

O extrato de folha foi o que mais inibiu a porcentagem de germinagcédo de
rabanete, semelhante ao que ocorreu com as sementes de alface, e esta reducéao foi
significativamente diferente do grupo controle a partir da concentracao de 25%. Este
efeito foi acentuado nas concentracfes de 75 e 100% (Figura 29). Este fato esta de
acordo com a afirmagé&o de Moreira (citado por Paranhos, 1999), que enfatiza que a
concentracdo de aleloquimicos é maior nas folhas, seguido do caule, das flores e
por ultimo, das raizes.

Os dados de velocidade de germinagéo, (diferente dos de porcentagem)
guando submetidos a analise de variancia (Tabela 6), ndo apresentaram interacéo
significativa entre as causas de varia¢do (6rgaos: folha, caule, raiz e concentracdes:
0, 50, 25, 75 e 100%), sendo assim, suas médias totais foram analisadas
independentemente, uma da outra, pelo teste de Tukey (5% de probabilidade).

Quanto ao parametro de velocidade de germinacdo percebe-se que houve
uma reducdo na velocidade de germinacdo das sementes de rabanete com o
aumento da concentracdo dos extratos independente do tipo de extrato (se folha,
caule ou raiz) e por outro lado, os diferentes extratos ndo causaram reducdo na
velocidade de germinacdo das sementes de rabanete, independente da

concentracao utilizada (Figura 29).
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Figura 29 - Valores médios de porcentagem e velocidade de germinagdo de sementes de rabanete
(Raphanus sativus) submetidas & acdo de diferentes extratos de Ocotea odorifera em quatro
concentragbes, mais o controle (0%). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para as
concentragBes e mindsculas para os 6rgados ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Diante dos resultados de germinacdo das sementes de alface e rabanete,
guando germinadas em meio contendo os extratos de O. odorifera, percebe-se que
0 extrato que proporcionou maior reducdo da porcentagem de germinagao para
ambas sementes foi o de folha, sendo que esta inibicdo foi maior principalmente na

concentragao de 100%.
No entanto, em outro trabalho onde foram utilizadas substancias volateis da

folha de O. odorifera ndo foi constatada a inibicdo de germinacdo de sementes de

alface (Borges et al., 1993).
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Para o parametro de velocidade de germinacédo, pode-se observar que 0S
extratos provenientes dos trés orgaos (folha, caule e raiz) causaram atraso na
germinacdo das sementes de alface. Para as sementes de rabanete percebe-se uma
dependéncia apenas da concentracdo dos extratos, independente do 6rgéo testado,
semelhante ao ocorrido com Paranhos (1999), onde mesmo testando dois
compostos de raizes de Himatanhus plagedaenicus apenas a concentracao destas
substancias foi a responsavel pela inibicdo ou ndo da germinacdo de sementes de

sorgo (Sorghum bicolor).

Bioensaio de Crescimento

Quando foram comparadas todas as causas de variagéo: substratos (fibra de
coco e papel de filtro), diferentes orgaos (folha, caule e raiz) e concentracdes (0, 50
e 100%) houve interacdo significativa para todos os parametros estudados (altura
das plantulas, comprimento da raiz e massa seca total) para as plantulas de alface
(Tabela 7).

Tabela 7- Resultado da analise de variancia para os parametros parte aérea, comprimento da raiz e massa seca
total das plantulas de alface (Lactuca sativa) submetidas a acdo dos diferentes extratos de Ocotea odorifera.
Foram consideradas como causas de variagcdo 0s 6rgaos e as concentragdes dos extratos e o substrato onde
foram crescidas as plantulas.

Altura das plantulas Comprimento da raiz Peso seco total
Causas
da variacéo G.L. Quadrados Valores Quadrados  Valores Quadrados  Valores

meédios de F medios de F medios de F
Substrato (S) 1 1403.09 222.6 *** 2062.53  417.49 ¥+  (0.01280 4.49 **
Orgdo (0) 2 60.79 9.647 ** 253.92 51.40 *** 0.01841 6.45 ***
Concentragédo (C) 2 116.16 18.434 *** 145.56 29.46 *** 0.03880 13.61 ***
Interacdo SxOx C 4 29.01 4,603 *** 27.87 5.64 *** 0.01152 4.04 **

* [ **. 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.
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Quando foram comparadas todas as causas de variacdo (substratos,
diferentes 6érgdos e concentracbes) para as plantulas de rabanete, foi registrada
interacdo significativa para os parametros altura das plantulas e comprimento da
raiz, 0 que nao ocorreu para o parametro massa seca total (Tabela 8).

Tabela 8 — Resultado da analise de variancia para os parametros parte aérea, comprimento da raiz € massa seca
total das plantulas de rabanete ( Raphanus sativus) submetidas a acdo dos diferentes extratos de Ocotea

odorifera. Foram consideradas como causas de variagdo os 6rgdos e as concen tracdes dos extratos e o
substrato onde foram crescidas as plantulas.

Altura da Plantula Comprimento da Raiz Massa Seca Total
Causas
da variacéo G.L. Quadrados  Valores Quadrados  Valores Quadrados Valores
medios de F medios de F medios de F
Substrato (S) 101.41 4.564 **x 7522.9 131.750 *** 9.739 016.087 ***
Orgdo (0) 120.14 5.406 *** 1046.2 18.323 *** 0.597 0.986 n/s

103.18 4.643 *** 1386.8 24.287 *** 3.726 6.155 **
301.90 13.586 *** 452.8 7.929 *** 0.173 0.286 n/s

Concentragédo (C)

BN N

Interacdo SxOx C

* [ **. 1% de probabilidade; *** - 5% de probabilidade; n/s - ndo significativo.

Anormalidade

Todas as plantulas analisadas e medidas, embora algumas apresentassem
algum tipo de diferenciacdo de crescimento em relacdo ao controle, ou seja, menor
crescimento radicular ou aéreo, nenhuma delas foi considerada anormal, pois nao
apresentavam caracteristicas como apodrecimento, auséncia do sistema radicular

ou morte.
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Controle - Fibra de coco

Folha - 50% Folha - 100%

Caule - 50% Caule - 100%

Raiz - 50% Raiz - 100%

Figura 30 - Crescimento de plantulas normais de alface (Lactuca sativa) quando crescidas em fibra de
coco umedecida com extratos de folha, raiz e caule de Ocotea odorifera em duas concentracdes (50 e
100%) e com &gua (controle). (Foto: Casali, C.A.).
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Controle - Papel de filtro

Folha- 100% Caule - 100%

Raiz - 50% Raiz - 100%

Figura 31 - Crescimento de plantulas normais de alface (Lactuca sativa) quando crescidas em papel
de filtro umedecido com extratos de folha, raiz e caule de Ocotea odorifera em duas concentragdes
(50 e 100%) e com agua (controle). (Foto: Casali, C.A.).
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Controle - Fibra de coco

cm cm

Caule - 100%

Caule - 50%

Figura 32 - Crescimento de plantulas normais de rabanete (Raphanus sativus) quando crescidas em
fiora de coco umedecida com extratos de folha, raiz e caule de Ocotea odorifera em duas
concentracdes (50 e 100%) e com agua (controle). (Foto: Casali, C.A.).
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Controle - Papel de filtro

! Folha - 100%

Raiz - 100%

Raiz - 50%

Figura 33 - Crescimento de plantulas normais de rabanete (Raphanus sativus) quando crescidas em
papel de filtro umedecido com extratos de folha, raiz e caule de Ocotea odorifera em duas
concentracfes (50 e 100%) e com &gua (controle). (Foto: Casali, C.A.).
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A Figura 34 apresenta os valores de altura das plantulas de alface crescidas
na presenca dos extratos de O. odorifera, no papel de filtro e na fibra de coco. Pode-
se notar que os valores de altura de plantulas de alface foram maiores
estatisticamente quando estas cresceram em fibra de coco, se comparadas com as
crescidas em papel de filtro. (Figuras 30 e 31).

Na fibra de coco, os extratos de folha e caule, na concentracdo de 100%, e de
raiz nas duas concentracdes, causaram um estimulo no crescimento destas
plantulas, quando comparadas com todos 0s extratos e com 0O grupo controle
(Figuras 30 e 34). Os valores de altura das plantulas, crescidas em meio contendo

os demais extratos, ndo diferiram estatisticamente do controle (Figura 35).
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Figura 34 - Valores médios da altura de plantulas normais de alface (Lactuca sativa) crescidas em
papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule e raiz) de Ocotea
odorifera, em duas concentra¢des (50 e 100%, mais o controle). Médias seguidas pelas mesmas
letras nao diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de pobabilidade, quando comparados
conjuntamente os dois substratos.
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Quando se utilizou papel de filtro umedecido com os extratos de O. odorifera,
verificou-se que os extratos de folha nas duas concentracdes (50 e 100%) e o
extrato de raiz na concentracdo de 50% causaram estimulo no crescimento da altura
das plantulas. Os valores de altura das plantulas crescidas em meio contendo os
demais extratos nao diferiram estatisticamente do controle (Figuras 30 e 34).

Quando se analisaram os valores de comprimento da raiz das plantulas de
alface, observou-se que aquelas crescidas na fibra de coco umedecida com os
extratos de folha na concentracdo de 50%, caule nas duas concentracoes e de raiz
na concentracdo de 100% apresentaram um estimulo do crescimento das raizes
guando comparadas com o grupo controle (Figuras 30 e 35). Para as plantulas
crescidas em papel de filtro, todos os extratos, com exce¢do do de caule na
concentracdo de 50%, causaram inibicdo no crescimento do sistema radicular das

plantulas quando comparadas com o controle.
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Figura 35 - Valores médios de comprimento radicular de plantulas normais de alface (Lactuca sativa)
crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule e raiz)
de Ocotea odorifera, em duas concentra¢gdes (50 e 100%, mais o controle - 0%). Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, quando
comparados conjuntamente os dois substratos.
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Borges et al. (1993) utilizando extratos aquosos de folhas de O. odorifera
(porém com metodologia diferente, ou seja, fervendo o extrato), ndo observaram
diferencas no comprimento da radicula de plantulas de alface quando comparadas
com o seu controle. No entanto, quando estes mesmos autores fizeram extratos
etandlicos (também aquecidos) verificaram que o comprimento da radicula de
plantulas de alface foi significativamente menor que as do grupo controle.

Para os valores de massa seca total das plantulas de alface crescidas no
substrato de fibra de coco, contendo os extratos de O. odorifera, observou-se que 0s
extratos de caule e raiz, ambos na concentragédo de 50% proporcionaram 0S maiores
valores de massa seca total, quando comparados com o controle. O mesmo
aconteceu para as plantulas crescidas no papel de filtro umedecido com os extratos
de folha na concentracéao de 50% e caule na concentracéao de 50 e 100% (Fig. 36).
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Figura 36 - Valores médios de massa seca total de plantulas normais de alface (actuca sativa)
crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule e raiz)
de Ocotea odorifera, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle - 0%). Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, quando
comparados conjuntamente os dois substratos.
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A Figura 37 apresenta os valores de altura das plantulas de rabanete quando
crescidas nos dois substratos sob a influéncia dos extratos de folha, caule e raiz de
O. odorifera e em agua. Nas plantulas crescidas na fibra de coco observa-se que os
extratos de caule nas concentracdes de 50 e 100% e o de raiz, na concentracéo de
100%, causaram aumento na altura das plantulas. Os demais extratos ndo causaram
diferencas significativas deste parametro, quando comparadas com o controle.

Nas plantulas crescidas no papel de filtro observa-se que os extratos de caule
na concentracdo de 50% e de raiz, nas duas concentracfes, causaram diminuicao
na altura das plantulas, enquanto que o extrato de folha na concentracdo de 100%

aumentou a altura das plantulas de rabanete (Figuras 33 e 37).
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Figura 37 - Valores médios da altura das plantulas normais de rabanete (Raphanus sativus) crescidas
em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule e raiz) de Ocotea
odorifera, em duas concentra¢des (50 e 100%, mais o controle - 0%). Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, quando comparados
conjuntamente os dois substratos.
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Com relagdo ao comprimento radicular das plantulas de rabanete observa-se
gue aquelas crescidas na fibra de coco sob influéncia dos extratos de caule nas
duas concentracdes e de raiz na concentracdo de 100%, obtiveram valores
estatisticamente maiores que o controle (Figuras 32 e 38). Para as plantulas
crescidas no substrato de papel de filtro nota-se que todos os valores séo
significativamente menores que do controle, e esta inibicdo € mais evidente quando
as plantulas foram crescidas em meio contendo os extratos de raiz de O. odorifera
(Figuras 33 e 38).
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Figura 38 - Valores médios de comprimento radicular de plantulas normais de rabanete (Raphanus
sativus) crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule
e raiz) de Ocotea odorifera, em duas concentracdes (50 e 100%, mais o controle - 0%). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade,
guando comparados conjuntamente os dois substratos.
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Quanto ao parametro massa seca total, ndo se observa diferenca significativa
entre os valores, para as plantulas crescidas em fibra de coco em todos os extratos
e suas concentracfes. Para as plantulas crescidas no papel de filtro, o Unico valor
que diferiu estatisticamente do controle foi o de caule, na concentracdo de 50%
(Figura 39).

7.5 Papel
A AB—
6. AB AB AB AB
B
4.5
3 4
— 1.5 T
[=2]
E |
®
§ 0
[\=]
&
: 5. Fibra
@ A A A A
© — AB A
= AB
6 .
4.5
3 .
1.5 1
0
Controle Folha Folha Caule Caule Raiz Raiz
50% 100% 50% 100% 50% 100%

Figura 39 - Valores médios de massa seca total de plantulas normais de rabanete (Raphanus sativus)
crescidas em papel de filtro e fibra de coco, umedecidos com diferentes extratos (folha, caule e raiz)
de O. odorifera, em duas concentra¢gfes (50 e 100%, mais o controle - 0%). Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, quando
comparados conjuntamente os dois substratos.

Diante dos resultados de crescimento para as plantulas de alface e rabanete
sob influéncia dos extratos de O. odorifera, nota-se que nao houve inibicdo do
crescimento das plantulas quando crescidas no substrato de fibra de coco e
analisadas sob todos os parametros. Pode ter havido adsorcdo pelas micelas do

substrato, inibindo a acdo de supressdo de possiveis aleloquimicos, uma vez que,
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segundo Pires e Oliveira (2001), a textura e a aeracdo do solo interferem na
atividade dos compostos quimicos.

Com relacdo ao parametro de comprimento da raiz para as duas plantulas
(alface e rabanete), observa-se que houve inibicdo somente quando as plantulas
foram crescidas no papel de filtro. Verificou-se estimulo do crescimento radicular
gquando foram crescidas no substrato fibra de coco. O extrato que mais diminuiu o
comprimento das raizes foi o de raiz e o que mais estimulou foi o de caule.

De maneira geral, as plantulas de alface e rabanete, tiveram seu
desenvolvimento alterado, ora inibido ora estimulado, dependo principalmente do
tipo de substrato em que foram crescidas, tendo em vista que o processo de inibicao
s6 aconteceu quando as plantulas foram crescidas no papel de filtro. Possivelmente,
este fato pode ser explicado, pelas caracteristicas fisicas da fibra de coco, uma vez
gue este substrato pode ter retido o aleloquimico, enquanto que no papel de filtro, a
raiz da plantula tem uma area maior de contato com o aleloquimico.

Borges et al. (1993) também obtiveram resultados diferentes variando o tipo
de substrato utilizado (areia e terra) usando folhas picadas de varias espécies
incluindo a O. odorifera. Eles sugerem que esta diferenca seja devida a lixiviacao

destas folhas para o fundo do recipiente, quando utilizaram substrato de areia.

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos Extratos

a) pH

Os extratos provenientes de O. odorifera apresentaram valores de pH entre
4.77e5.72.
As folhas, caule e raiz de O. odorifera obtiveram valores de pH 5.22, 5.72 e
4.77, respectivamente, caracterizando-os assim com baixa acidez. Borges et al.
(1993) obtiveram respostas estatisticamente iguais para extratos aquosos de folhas
de O. odorifera com pH variando entre 4.3 e 7.0, comprovando que neste caso, o pH
com valores acima de 4.3 nao interferiram no crescimento das plantulas de alface.
Santos et al. (2002) obtiveram valores de pH variando entre 5.48 e 6.41
para extratos de cascas de café e de arroz, utilizados para determinar a influéncia

destes extratos na emergéncia e crescimento de Amaranthus viridis.
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b) Experimento com PEG

Quando colocadas para germinar em solu¢des de PEG-6000, as sementes
de alface e rabanete responderam diferentemente uma da outra. Depois de trés dias
em que as sementes foram colocadas para germinar, observou-se que todas as
sementes de rabanete germinaram em todos 0s potenciais osmaéticos. No entanto,
100% das sementes de alface germinaram apenas nos potenciais de 0 (controle) e -
0.2 MPa. Na solugéo de -0.3 e -0.4 MPa germinaram 33 e 20% das sementes. Este

resultado se manteve até o 7° dia apés a montagem do experimento.

c) Potencial osmatico

Os valores de potencial osmaético dos extratos de folha, caule e raiz foram de
90, 67 e 44 mOsm/Kg, o que em corresponde a -0.22, -0.16 e -0.10 MPa,
respectivamente. Sendo assim variaram entre 44 e 90 mOsmol/Kg, o que
corresponde a -0.10 e -0.22 MPa.

Considerando que soluges com potenciais osmoticos préximos de -0.2 MPa
nao interferem significativamente na germinagcao das sementes de alface e rabanete,
pode-se inferir que a reducdo na velocidade e porcentagem de germinacdo destas
sementes (Figuras 28 e 29) tenha acontecido principalmente pela presenca de
atividade alelopatica nestes extratos.

Nos bioensaios de crescimento, as respostas obtidas para os parametros
estudados (parte aérea, comprimento radicular e massa seca) podem ser resultantes
da interacdo de alguns fatores adicionais a atividade alelopética, como por exemplo
a 0s potenciais osmoticos dos extratos, além das caracteristicas fisicas e quimicas

dos substratos, que podem interagir com o0s extratos.
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Conclusdes

Diante dos resultados de germinacdo das sementes de alface e rabanete,
guando germinadas em meio contendo os extratos de Ocotea odorifera, percebe-se

que:

O extrato que proporcionou maior reducdo da porcentagem de germinacao
para as sementes de alface e rabanete foi o de folha.

Os extratos provenientes dos trés 6rgdos (folha, caule e raiz) causaram atraso
na germinacao das sementes de alface.

Percebe-se uma dependéncia apenas da concentracdo dos extratos,
(independente do o6rgao testado), quando sementes de rabanete foram
germinadas.

O processo de inibigdo (diante de todos os extratos) s6 aconteceu quando as
plantulas foram crescidas no substrato de papel de filtro.

N&o houve inibicdo do crescimento das plantulas quando crescidas no
substrato de fibra de coco e analisadas sob todos os parametros.

O comprimento das raizes s6 diminui quando as plantulas cresceram no papel
de filtro, e o extrato de raiz foi 0 que causou o maior efeito inibitorio.

Houve estimulo no crescimento radicular em plantas crescidas na fibra de
coco, e o extrato de caule foi o0 maior responsavel.

O substrato interferiu significativamente nos resultados obtidos.

Além da atividade alelopatica, em alguns casos, pode ter ocorrido
interferéncia adicional devido as caracteristicas fisico-quimicas (pH e

potencial osmatico) dos extratos e dos substratos.

Desta forma pode-se concluir que a espécie O. odorifera apresentou atividade
alelopética na germinagdo das sementes e crescimento das plantulas de alface e

rabanete.
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Conclusao Geral
A patrtir dos resultados obtidos no teste preliminar, pode-se concluir que:

Os extratos aquosos das folhas das espécies Anemopargna arvensis,
Aristolochia esperanzae, Bacharis dracunculifolia, Casearia sylvestris, Drymis
brasiliensis, Memora peregrina, Ocotea odorifera, Palicourea rigida, Peritassa
campestris apresentaram atividade alelopatica na germinacao das sementes de
alface e rabanete.

Dentre os extratos que mais diminuiram e atrasaram a germinacao de alface e
rabanete, encontram-se os de B. dracunculifolia, A. esperanzae, D. brasiliensis,

M. peregrina, O. odorifera.

Diante da metodologia aplicada e dos resultados obtidos utilizando extratos

de Aristolochia esperanzae pode-se inferir que:

Os extratos aquosos de folha foram os que provocaram maior inibicdo da
germinacdo das sementes de afface e rabanete.

Todos os extratos e concentracdes retardaram a germinagao de sementes de
alface e rabanete.

Os extratos de caule e raiz causaram anormalidade nas plantulas de alface e
rabanete, e em alguns casos, na concentracdo de 100%, também provocaram
mortalidade.

A utilizacdo da fibra de coco foi mais adequada que o papel de filtro na
avaliacdo do crescimento inicial das plantulas de alface e rabanete, devido as
suas caracteristicas fisicas, proporcionando uma melhor sustentacdo das
plantulas.

O uso de papel de filtro umedecido com os diferentes extratos causou maior
efeito inibitério no crescimento das plantulas, se comparado com a fibra de
coco.

Entre os extratos de maior concentracado (100%), o de folha foi o que menos
inibiu o crescimento das plantulas, e na maioria dos casos o de raiz foi o que
mais inibiu.

A concentracdo dos extratos foi a principal responsavel pelo estimulo ou

inibicdo causada no crescimento das plantulas de alface e rabanete.
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Além da atividade alelopética, em alguns casos, pode ter ocorrido interferéncia
adicional devido as caracteristicas fisico-quimicas (pH e potencial osmotico)
dos extratos e dos substratos.

A partir dos resultados obtidos nas andlises quimicas pode-se indicar a
presenca de taninos e triterpenos como responsaveis pela atividade alelopatica

desta espécie.

Diante dos resultados obtidos quando as sementes de alface e rabanete
foram germinadas e crescidas em meio contendo os extratos de Ocotea odorifera,

pode-se concluir:

O extrato que proporcionou maior reducédo da porcentagem de germinacgao para
as sementes de alface e rabanete foi o de folha.

Os extratos provenientes dos trés orgdos (folha, caule e raiz) causaram atraso
na germinacao das sementes de alface.

Percebe-se uma dependéncia apenas da concentracdo dos extratos,
(independente do o6rgdo testado), quando sementes de rabanete foram
germinadas.

O processo de inibicdo (diante de todos os extratos) s6 aconteceu quando as
plantulas foram crescidas no substrato de papel de filtro.

N&o houve inibicdo do crescimento das plantulas quando crescidas no
substrato de fibra de coco e analisadas sob todos os parametros.

O comprimento das raizes s6 diminuiu quando as plantulas cresceram no papel
de filtro, e o extrato de raiz foi o que causou o maior efeito inibitorio.

Houve estimulo no crescimento radicular em plantas crescidas na fibra de coco,
e o0 extrato de caule foi 0 maior responsavel.

O substrato interferiu significativamente nos resultados obtidos.

Além da atividade alelopatica, em alguns casos, pode ter ocorrido interferéncia
adicional devido as caracteristicas fisico-quimicas (pH e potencial osmético)

dos extratos e dos substratos.

Desta forma pode-se inferir que as espécies Aristolochia esperanzae e
Ocotea odorifera apresentaram atividade alelopatica na germinacdo de sementes e
no crescimento das plantulas de alface (Lactuca sativa) e rabanete (Raphanus

sativus)
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Apéndice

A Figura 1 ilustra o funcionamento dos tipos de cromatografias quando se
trata de um solido, como silica ou alumina, como fase estacionaria, a adsorcao do

soluto na interfase entre o sélido e a fase mével.
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Figura | - Esquema dos mecanismos cromatograficos de a: absor¢éo; b: particdo; c: troca ibnica; d:
bioafinidade; e: excluséo. (Fonte: Collins, et al., 1990).
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— e

Figura Il - Esquema de uma coluna de adsorcédo. a: reservatoério; b; fase mével; c: coluna de vidro; e:

chumaco de algodao; f: frasco coletor; g: amostra; h: camada de areia ou de recheio, colocada apés a
aplicacdo da amostra. (Fonte: Collins, et al., 1990).

O esquema de uma coluna de vidro, utilizada na cromatografia por adsorcao,
pode ser observada na Figura Il. A Tabela | apresenta uma série de solventes, que
podem ser utilizados como eluentes em processos cromatograficos, em ordem

crescente de polaridade.

Tabela | - Série gradual de eluentes. (Fonte: Collins, et al.,1990).

Série de eluentes, em ordem crescente de polaridade *

Hexano

Eter de Petréleo
Ciclohexano
Tetracloreto de Carbono
Benzeno
Tolueno
Diclorometano
Cloroférmio
Eter Etilico
Acetato de Etila
Piridina
Acetona

Etanol

Metanol

Acido Acético

* de ponto de cbuligio baixo
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A Figura Il apresenta uma representacdo grafica de como acontece o
processo de eluicdo de trés compostos em uma mistura, na cromatografia por
adsorcao.
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Figura Il - Eluicdo de trés compostos em uma mistura na cromatografia por adsor¢cdo. a: mistura no

topo da coluna; b: inicio da separacdo; c: separagdo completa de um dos componentes. (Fonte:
Collins, et al. , 1990).

A Figura IV apresenta uma representacdo grafica de como acontece o

processo de eluicdo de compostos em uma mistura na cromatografia por exclusao.

Figura IV - Representacao gréafica do principio de cromatografia por exclusédo. (Fonte: Collins, et al. ,
1990).
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Aristolochia esperanzae O. Kuntze ocorre no centro-nordeste de S&o Paulo,
oeste de Minas Gerais, sul de Goias, oeste de Mato Grosso do Sul, nordeste, centro
e sul do Paraguai, nordeste da Argentina e sul da Bolivia (Capellari, 1991) Figura
V).

Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer ocorre desde o Sul da Bahia até o Rio
Grande do Sul, na floresta fluvial atlantica, podendo ser encontrada também nos
campos de altitude da Serra da Mantiqueira em S&o Paulo e Minas Gerais e, nas
matas de pinhais do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. (Lorenzi, 2002)
(Figura V).

Figura V — Mapas de distribuicdo geografica de Aristolochia espereanzae (esquerda) (modificado de
Capellari, 1991) e Ocotea odorifera (direita) (modificado de Capellari, 1991, segundo Lorenzi, 2002).

CAPELLARI, L.J. Espécies de Aristolochia L. (Aristolochiaceae) ocorrentes no Estado de Sao Paulo.

Campinas, Universidade de Campinas, 1991. (Dissertacido de Mestrado).

COLLINS, C.H. Principios basicos de cromatografia. In: COLLINS, C.H.; BRAGA, G.L.; BONATO, P.S. Introducéo a
métodos cromatograficos. Campinas, Editora da UNICAMP, 1990. p. 11-28.
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Glosséario

Absorcéo - Fixagdo de uma substéncia, geralmente liquida ou gasosa, no interior da massa de outra
substancia, em geral sélida, e resultante dum conjunto complexo de fenédmenos de capilaridade,

atracOes eletrostaticas, reacdes quimicas, etc.
Adsorvente - Substancia que adsorve.

Adsorver - Fixacdo de moléculas de uma substancia (o adsorvato) na superficie de outra substancia

(o adsorvente).
Adsorvato - substancia que é adsorvida.
Dessorcgéo - Processo inverso da adsor¢céo ou da absorgao.

Eluicao - 1. Dessorcéo provocada por um fluxo de liquido ou de gas através de um adsorvente. 2. E
a separacao sequencial ou concomitante de uma ou varias substancias pela passagem de fase movel

adequada, que é o eluente.
Hidrofilo - 1. Avido de agua. - 2. Que a absorve bem.

Osmolalidade - Concentracdo de particulas osmoticamente ativas em solugdo, e expressa em

termos de osmoles de soluto por quilo de solvente.

Osmolaridade - Concentracdo de particulas osmoticamente ativas em solugdo, e expressa em

termos de osmoles de solutos por litro de solugéo.

Polar - 1. Quim. Diz-se de substancia que possui grande constante dielétrica (substancia ou objeto
isolador da eletricidade). 2. Quim. Diz-se de ligacdo covalente formada entre dois a&tomos de

eletronegatividades muito diferentes, ou de grupos que contenham tais ligacdes.

pH - Potencial hidrogeniénico - Logaritmo decimal do inverso da atividade dos ions hidrogénio numa
solucao; pH. [As solugBes acidas tém pH menor que 7; as basicas, maior que 7; e as neutras, em
torno de 7.]

Sorcdéo - Fendmeno simultaneo de adsorgéo e absorcao.

Software - Programa em inglés.



