ANDREYA KALYANA DE OLIVEIRA

ATIVIDADE DE EXTRATOS DE ESPECIES ARBOREAS
DA CAATINGA SOBRE A EMERGENCIA E
DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE FEIJAO-
CAUPI, MELAO E MILHO

MOSSORO-RN
2014



ANDREYA KALYANA DE OLIVEIRA

ATIVIDADE DE EXTRATOS DE ESPECIES ARBOREAS
DA CAATINGA SOBRE A EMERGENCIA E
DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE FEIJAO-
CAUPI, MELAO E MILHO

Tese apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, como
parte das exigéncias para obtengdo do
titulo de Doutor em Agronomia:
Fitotecnia.

ORIENTADORA: )
Prof2. D. Sc. MARIA DE FATIMA B.
COELHO

CO-ORIENTADOR:
Prof. D. Sc. SALVADOR BARROS
TORRES

MOSSORO-RN
2014



Dados Internacionais de Catalogac¢éo na Publicagéo (CIP)
Biblioteca Central Orlando Teixeira (BCOT)
Setor de Informacéo e Referéncia

0O48a Oliveira, Andreya Kalyana de.

Atividade de extratos de espécies arboreas da caatinga sobre a
emergéncia e desenvolvimento de plantulas de feijdo-caupi, meldo e
milho. / Andreya Kalyana de Oliveira. -- Mossord, 2014

211 f.:il.
Orientadora; Profé. Dra. Maria de Fatima B. Coelho.
Co-orientador: Prof. Dr. Salvador Barros Torres.

Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do
Semi-Arido. Pro-Reitoria de P6s-Graduacao.

1. Amburana cearenses. 2.Caesalpinia férrea, Mart. 3.Zizyphus
joazeiro, Mart.4. Erythrina vellutina, Willd. 5. Substancias bioativas.
I.Titulo.

RN/UFERSA/BCOT CDD: 582.1

Bibliotecéria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB-15/120




ANDREYA KALYANA DE OLIVEIRA

ATIVIDADE DE EXTRATOS DE ESPECIES ARBOREAS
DA CAATINGA SOBRE A EMERGENCIA E
DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE FEIJAO-
CAUPI, MELAO E MILHO

Tese apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, como
parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutor em Agronomia:
Fitotecnia.

APROVADA EM: 26 /02 /2014

A— ¢ w‘i@vu/

.~ Prof*D. Sc. Maria de Fatima Barbosa Coelho
(Professora da Universidade da Integra¢do Internacional da Lusofonia

Afro Z]elra UNILAB) - O;Zﬂtadora

“Prof. D. Sc. Salvador Barros Totres
(Professor da Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA) - Co-
Orientador

ks _piotgun a Joweea .

Prof. D. Sc. Aluisio Marques d4 Fonseca
(Professor da Universidade da Integragdo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira - UNILAB)

(,M,Aq/o yﬂ '

Prof. D eferson Luis Dallabona Dombroski
(Professor da Uniyer; 1dade Federal Rural Wldo UFERSA)
/i e € ‘JL » A ,«/ 7ec -

7 Prof. D. Sc ranmsco Amaldo Viana
(Professor da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte - UERN)

S

Plr]? *D. Sc. Sandra Sely Silveira Maia
(Professora da Paculdade Nova Esperanga de Mossor6 - FACENE)




A Deus pela satide, forca e perseveranca a mim concedidas. As minhas queridas irmas Duda e Magyy
pela imensa amizade, companheirismo e amor. Aos meus pais Jodo (i memorian) e Maria Andlia pelos
ensinamentos de vida. Ao meu companheiro de cada dia Esio pela compreengio e amor. Aos meus

irmaos Patty e Netinho pela amizade e carinho. Em ﬁm, 4 toda minha famﬂiaA

Dedico com carinho



AGRADECIMENTOS

A minha mestra e orientadora Maria de Fatima Barbosa Coelho pela confianca,
amizade e ensinamentos durante toda minha formacéo académica, contribuindo
para minha evolucéo profissional.

Ao meu coorientador Salvador Barros Torres pelo apoio, amizade e confianca, a
oportunidade de um retorno.

Aos professores da UERN Jaécio e Arnaldo Viana pela concessdo do laboratorio
para a concretizacao de parte deste projeto.

Ao professor Leilson por ter doado todo seu estoque de alcool.
A Laboratorista Simone (UERN) pela grande ajuda nos teste de prospeccao.
As amigas Edsagela, Neide e Giu pela forca nos teste alelopaticos.

A coodenacdo do curso de Fitotecnia e a Capes que tornou possivel a realizagio
deste trabalho.

As minhas irmés Duda e Magy pelo grande amor que tiveram por mim estando ao
meu lado sempre, nos momentos arduos e dificeis da vida.

Aos meus pais Jodo Manoel e Maria Analia pelo grande esforgo que fizeram para
me educar e me fazer um individuo penssante.

A todos aqueles que diretamente ou indiretamente a favor ou contra me
impulcinaram a chegar até aqui.



“Sejam fortes e tenham coragem todos
vocés que pdem a sua confianca em Deus
0 senhor, pois jamais fraguejam aqueles
que esperam em Deus”

Salmo 31-24.



RESUMO

Oliveira, Andreya Kalyana de. Atividade de extratos de espécies arboreas da
Caatinga sobre a emergéncia e desenvolvimento de plantulas de
feijdo-caupi, meldo e milho. 2014. 211 f. Tese (Doutorado em Agronomia:
Fitotecnia) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN,
2014.

Este trabalho objetivou verificar a atividade de extratos de plantas da Caatinga
sobre a emergéncia e desenvolvimento de plantulas de feijao-caupi, meldo e milho.
De novembro de 2011 a junho de 2012, no Laboratdrio de Anélise de Sementes
(UFERSA), testou-se a atividade de extratos de sementes e folhas de juazeiro
(Zizyphus joazeiro Mart.), jucd (Caesalpinia ferrea Mart.), mulungu (Erythrina
vellutina Willd.) e cumaru (Amburana cearenses (Allemdo) A. C. Smith.), em
cinco niveis de concentracbes (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0 % ), em sementes de milho
(Zea. mays L.), meldo (Cucumis melo L) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L)
Walp.). Estes testes corresponderam a primeira parte experimental, em que cada
espécie e seu respectivo 6rgdo nas diferentes doses de extrato formaram um
experimento (E1, E2, E3 - extratos de semente de juazeiro no milho, meldo e
feijdo-caupi e E4, E5, EG6 - extratos de folhas de juazeiro no milho, meldo e feijéo).
Na segunda parte do estudo, foi feito um fracionamento do extrato de semente de
cumaru com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e &gua, em que se
testou a atividade destes extratos sobre o desenvolvimento inicial de plantulas de
meldo, de modo que cada fragdo com suas respectivas diluicbes formavam um
experimento (E1- fracdo hexanica (1; 0,5; 0, 25; 0,125; 0%), E2- fracéo
diclorometano (1; 0,5; 0, 25; 0,125; 0%), E3 - fracdo acetato de etila (1 e 0%), E4 -
fracdo aquosa (1 e 0%). Na ultima fase, foi feita uma prospecgéo fitoquimica dos
extratos resultantes da etapa anterior. O preparo dos extratos secos e aquosos
usados no trabalho experimental, a prospec¢do fitoquimica e o fracionamento
foram realizados no Laboratério de Analise Cromatografica (UERN) no periodo de
novembro de 2011 até fevereiro de 2013. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticbes com vinte sementes. Os
tratamentos foram compostos das concentragcbes 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%,
correspondentes de cada extrato. A avaliacdo do comportamento das espécies teste
diante dos extratos foi feito analisando-se as caracteristicas de porcentagem e
indice de velocidade de emergéncia, porcentagem de plantulas normais, matéria
seca, comprimento de parte aérea e raiz e nimero de raizes no milho. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel 5% de probabilidade, analisadas
pelo programa estatistico SISVAR. Ao final das analises experimentais, concluiu-
se que as folhas e sementes das espécies da caatinga inteferiram diminuindo ou
acrescentando as médias das variaveis empregadas na avaliagdo do
desenvolvimento de plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi e os efeitos foram
ainda maiores na presencga do extrato de sementes de cumaru. Os extratos obtidos
da fracdo hexanica proporcionaram efeitos desfavoraveis ao desenvolvimento de



plantulas de meldo. A cumarina foi o composto predominante na prospeccao
fitoguimca do extrato de semente de cumaru.

Palavras chave: Substancias bioativas, Zizyphus joazeiro Mart., Caesalpinia
ferrea Mart., Erythrina vellutina Willd., Amburana cearenses A. C. Smith..



ABSTRACT

Oliveira, Andreya Kalyana de. Extracts’ acitivity of tree species from
Caatinga on the emergence and development of cowpea, melon
and corn seeds. 2014. 211 f. Thesis (Doctorate in Agronomy: Phytotecnic) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014.

The objective of this work was to analyze the activity of plants from Caatinga
biome on the emergence and development of cowpea, melon and corn seedlings.
From November 2011 to June 2012, on Laboratério de Andlise de Sementes
(UFERSA), the activity of extracts from seeds and leaves of juazeiro (Zizyphus
joazeiro Mart.), juca (Caesalpinia ferrea Mart.), mulungu (Erythrina vellutina
Willd.) and cumaru (Amburana cearenses (Allemao) A. C. Smith.) in five levels of
concentrations (1, 0.5, 0.25, 0.125 and 0%), in corn seeds (Zea. mays L.), melon
(Cucumis melo L) and cowpea (Vigna unguiculata (L) Walp.). These tests
corresponded to the first experimental part, in which each species and its respective
organ integrated an experiment (E1, E2, E3 — extracts of seeds of juazeiro on corn,
melon and cowpea and E4, E5, E6 — extracts of leaves of juazeiro on corn, melon
and cowpea). On the second part of the study, it was made a fractionation of the
extract of cumaru seeds with the solvents hexane, dichloromethane, ethyl acetate
and water, where the activity of these extracts on the initial development of melon
seeds was tested, as each portion with its respective dilution formed an experiment
(E1 — hexane fraction (1, 0.5, 0, 25, 0,.25, 0%), E2 — dichloromethane fraction (1,
0.5, 0.25, 0.125, 0%), E3 - ethyl acetate fraction (1 and 0%), E4 — water fraction (1
and 0%). On the last part, it was made a phyto-chemical prospection of the extracts
resulting from the previous stage. The preparation of the dry and aqueous extracts
used in this experiment, phyto-chemical prospection and fractionation were
accomplished on Laboratério de Analise Cromatografica (UERN) from November
2011 to February 2013. Statistical design was completely randomized with four
replications with twenty seeds. Treatments were formed by the concentrations 1,
0.5, 0.25, 0.125 and 0%, corresponding to each extract. The evaluation of the
behavior of the litmus test was made through the analysis of the percentage and
emergence speed index characters, percentage of normal seeds, dry matter, aerial
parts length and root and number of roots on corn. The averages were compared by
Tukey test, at 5% possibility, analyzed by the statistical program SISVAR. In the
end of the experimental analysis, we may conclude that leaves and seeds of the
Caatinga biome species influenced reducing or increasing the average of the
variables used on the evaluation of corn, melon and cowpea seeds development,
and the effects were greater when in the presence of cumaru seeds extract. The
extracts obtained from the hexane portion provided adverse effects on melon seeds
development. Cumarina was the dominant composite on the phyto-chemical
prospection on the cumaru seed extract.

Keywords: Bioactive substances, Zizyphus joazeiro Mart., Caesalpinia ferrea
Mart., Erythrina vellutina Willd., Amburana cearenses A. C. Smith..
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Tabela 9

Andlise  fitoquimica qualitativa, triagem fitoquimica
preliminar ou prospeccdo dos constituintes da planta dos
extratos obtidos nas fragoes hexanica, diclorometano, acetato
de etila e aquosa do extrato bruto de semente de
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CAPITULO I
INTRODUGCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO GERAL

Desde muito tempo a ciéncia buscou entender as causas e os efeitos do
fendmeno de interferéncia que algumas plantas exerciam sobre outras, de vez que
alguns organismos produzem agentes quimicos que inibem o crescimento dos
membros de sua propria espécie ou de outras espécies. Essa interagdo, que parece
ser um tipo de guerra quimica, é mais evidente entre microorganismos, mas
também é encontrada em plantas, e é agrupada na denominacéo geral de alelopatia
(RAVEN, 2007).

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos
conhecidos como metabolitos secundarios. O estudo dessas substancias se iniciou
no século XI1X e inicio do seculo XX pelos quimicos organicos, interessados nesses
compostos pela sua importancia como drogas medicinais, venenos, aromatizantes e
materiais industriais (TAIZ; ZEIGER, 2009). Hoje, a crescente preocupagdo com o
meio ambiente e a necessidade de novas alternativas de uso destas substancias para
a economia tém servido de estimulo para pesquisadores de trés grandes areas de
importancia econbmica: a fitomedicina (PASQUA, 2009; ALONSO, 2004,
SIMOES et al., 2002), nutracéutica (HORST; LAJOLO, 2012; FIGUEREDO,
2007; HUNGENHOLTZ, 2002) e industrial (HERBARIUM, 2013;
MENEGUETTI, 2007).

A atividade alelopética de plantas da caatinga, como juazeiro (Ziziphus
joazeiro Mart), mulungu (Erythrina velutina Willd), juca (Caesalpinia ferrea Mart)
e cumaru (Amburana cearenses Smith) foi registrada em alguns artigos cientificos
(OLIVEIRA E COELHO, 2013; MANO, 2006). Mas empregou-se como espécie
teste em quase todos eles a alface, espécie de germinacdo rapida, em

aproximadamente 24h, crescimento linear insensivel as diferengas de pH em ampla
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faixa de variagdo e insensibilidade aos potenciais osméticos das solucbes (RICE,
1984).

O emprego de espécies de importancia econdmica, como feijdo-caupi
(Vigna unguiculata Walp.), meldo (Cucumis melo L.) e milho (Zea Mays L.) nos
testes de alelopatia torna-se imprescindivel para a implantacdo de sistemas
agrosilvopastoris, dada a grande importancia destas culturas para a economia
nacional. O feijdo é uma excelente fonte de proteinas (23%-25% em média),
apresentando todos os aminoacidos essenciais, carboidratos (62% em média),
vitaminas e minerais, além de possuir grande quantidade de fibras dietéticas, baixa
guantidade de gordura (teor de 6leo de 2% em média) e ndo conter colesterol.
Constitui-se em um dos principais componentes da dieta alimentar nas regifes
nordeste e norte do Brasil, especialmente na zona rural, e ocupa 33,8 % da &rea
total cultivada no pais, com consumo alimentar médio per capita de 14,94. Em
2010, sua producdo foi de 3,8 milhdes de toneladas, ocupando a segunda posi¢édo
mundial (SEAB, 2012).

O meldo é uma das espécies oleraceas de maior expressao econdmica e
social do pais. Em 2010, foram produzidas no Brasil 478.431 toneladas em 18.861
hectares, que proporcionaram uma produtividade média de 25,4 t ha-1. Seus
maiores produtores sdo: Rio Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco, que
contribuiram com cerca de 93,3% da producdo nacional. Nos ultimos anos, esta
cultura se expandiu nove vezes no agronegécio brasileiro, alcangando
aproximadamente 500 mil t ano™ em 2010, sendo esta concentrada na regido
nordeste e classificando-se como o décimo segundo produtor mundial da oleracéa
(IBGE; FAO, 2012).

O milho assume relevante papel socioeconbmico por se constituir em
matéria-prima impulsionadora de diversos complexos agroindustriais por se tratar
de um produto estratégico, ou seja, é utilizado tanto na nutricdo humana quanto na
alimentagdo animal (CRUZ et al., 2008). No Brasil, terceiro maior produtor de
milho, sua produgdo vem crescendo cerca de 4% ao ano, sendo superado apenas

pelos Estados Unidos e China, que juntos representam 67% da producdo mundial,
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com uma area plantada na safra 2012/2013 de 6.906,8 mil de hectares
(AGRIANUAL, 2009, CONAB, 2013).

Assim, torna-se justificavel a contribuicdo tecnoldgica que o estudo dos
efeitos alelopéaticos de extratos de juazeiro, juci, mulungu e cumaru sobre o
crescimento e desenvolvimento inicial do milho, feijdo e meldo possa trazer as
referidas culturas, caso seja necessaria a implantacdo de sistemas de cultivo, de vez
que ja existem relatos dos efeitos alelopaticos das referidas espécies, ou se houver
necessidade de controlar invasoras das culturas com o uso de produtos alelopaticos
obtidos dessas espécies.

Portanto, o objetivo da pesquisa foi verificar a atividade de extratos de
plantas da Caatinga (juazeiro, jucd, mulungu e cumaru) sobre a emergéncia e 0

desenvolvimento de plantulas de milho, melo e feijao-caupi.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Alelopatia

2.1.1. Historico e Conceito

H& relatos de que Teofrasto (300 a.C.) teria sido um dos primeiros a
observar a capacidade que certas espécies de plantas possuem em interferir no
metabolismo de plantas de outras espécies: “O cultivo de gréo-de-bico (Cicer
arietinum) deixava o solo exausto e acabava com as ervas daninhas”. Cerca de trés
séculos mais tarde, esse relato foi citado nos trabalhos de Plinio (1 d.C.), que
observou que restos de plantas de cevada (Hordeum vulgare e feno-grego
(Trigonella foenum-graecum), deixados no solo entre as colheitas, envenenavam as
areas de cultivo (WEIR et al., 2004). A partir dai, foram registrados inlmeros
outros trabalhos estudando os efeitos destas interferéncias (FELIX, 2011;
CARPANEZZI, 2009).

A pesquisa de Rice (1984) apresentou um estudo mais detalhado do
fendmeno alelopético e seus efeitos, definindo alelopatia como qualquer efeito
direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, de uma planta ou de micro-organismos
sobre outra planta, mediante producdo de compostos quimicos liberados no
ambiente, e afirmou que a atividade destes compostos poderia ser mais ou menos
pronunciada, a depender das caracteristicas de cada espécie e idade da planta,
podendo ser exsudado pelas raizes, pela decomposicdo dos 6rgdos da planta
(aciculas) ou por meio de chuvas, causando lixiviacdo desses compostos do extrato
superior das plantas para o solo.

Rice (1987) confirma em um dos seus trabalhos que o termo alelopatico foi
descrito muito antes (1937) pelo pesquisador Hans Molisch, em seu trabalho
intitulado “Der Einfluss einer Pflanze auf die andere-Allelopathic” (A influéncia de
uma planta sobre outra-Alelopatia).

As pesquisas na area da alelopatia tiveram inicio no século X1X e XX, com
0s quimicos organicos, interessados nessas substancias pela sua importancia como

drogas medicinais, venenos, aromatizantes e materiais industriais. Posteriormente,
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foi descoberto que estas substancias apresentavam fungéao ecoldgica importante nos
vegetais, protegendo as plantas contra os herbivoros e contra a infecgdo por micro-
organismos patogénicos, além de atrairem animais polinizadores e dispersores de
sementes, bem como agentes na competicdo planta-planta (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O interesse pelos estudos alelopaticos se acentuou nos anos seguintes,
guando um maior nimero de pesquisadores deu continuidade aos trabalhos de
alelopatia, na busca de novas respostas sobre a sintese das substancias quimicas,
sua dindmica nos ecossistemas e suas propriedades alelopaticas.

Ao longo das pesquisas, muitas defini¢cdes foram criadas a partir de
observacOes preexistentes e foram propostos os conceitos de especificidade e
periodicidade. A especificidade ocorre quando as plantas produzem substancias
quimicas com propriedades alelopaticas capazes de afetar ou ndo algumas espécies
de plantas.

A periodicidade esta relacionada ao fato de as substancias se encontrarem
distribuida em concentragdes variadas, nos diferentes tecidos da planta e durante
seu ciclo de vida, sendo que quando liberadas em quantidades suficientes
causariam efeitos alelopaticos observaveis na germinacdo, no crescimento ou
desenvolvimento de plantas ja estabelecidas, e ainda no desenvolvimento de micro-
organismos (CARVALHO, 1993).

A partir desta definicdo, muitas outras surgiram. Yunes (2001) declarou
que em 1975 o pesquisador Sterwart definiu alelopatia como a inibigdo da
germinacg&o, crescimento ou metabolismo de uma planta em funcéo da liberac&o de
substancias quimicas organicas por outra planta.

Rizvi et al. (1992) deram sua contribuicdo aos estudos de interaces
alelopaticas definindo alelopatia como um efeito de uma planta sobre a outra planta
em prejudicar ou beneficiar seu desenvolvimento, apesar de a maioria dos relatos
referirem-se apenas aos efeitos prejudiciais e sugerirem que a atividade alelopética
era realizada por biomoléculas que poderiam ser introduzidas na solucéo do solo,
constituindo sua fase liquida ou volatilizadas para a atmosfera circundando outras

plantas.
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Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) enquadrou os
microrganismos, virus e fungos como produtores de constituintes quimicos capazes
de intervir em sistemas agricolas e bioldgicos, além de definir o termo alelopatia
como a “ciéncia que estuda qualquer processo envolvendo, essencialmente,
metabolitos secundéarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que
influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos,
incluindo efeitos positivos e negativos” (MACIAS et al., 2000).

A origem das susbstancias alelopaticas é discutida até hoje pelos
estudiosos. Para uns, as substancias alelopaticas representam o produto final do
metabolismo celular dos vegetais. Para outros, sdo sintetizadas pelas plantas com
funcgdes especificas. Os que defendem a primeira hipotese ligam o fato a existéncia
de maiores quantidades de agentes aleloquimicos nos vacuolos das células, onde
seriam depositados para evitar sua prépria toxicidade. Por outro lado, os que
apoiam a segunda hipotese consideram que a producao desses compostos é regida
pelas leis da genética e que estdo sendo constantemente sintetizados e degradados
pelas plantas (REZENDE; PINTO, 2003).

Os conceitos de autotoxicidade e heterotoxicidade foram descritos por
Miller (1996). Baseado em seus relatos, os metabdlitos de plantas e seus produtos
sdo importantes em todos 0s agroecossistemas, e a autotoxicidade e
heterotoxicidade sdo tipos de atuacBes alelopaticas. A primeira ocorre quando a
planta produz substéncias toxicas que inibem a germinacdo e o crescimento de
plantas da mesma espécie, ao passo que na segunda as substancias fitotdxicas sdo
liberadas pela lixiviagdo e exsudacdo das raizes e decomposicdo de residuos de
algum tipo de planta sobre a germinagdo de sementes e o crescimento de outra
planta (WHITTAKAER; FEENY, 1971).

Um dos primeiros estudos de alelopatia no Brasil foi o trabalho de
Coutinho e Hashimoto (1971) avaliando o efeito inibitério da germinacdo de
sementes produzida por folhas de Calea cuneifélia. Posteriormente, Almeida
(1988; 1991) relatou tematicas como: “Alelopatia e as Plantas” e “Os efeitos

alelopaticos de residuos vegetais”. Mais tarde, outros trabalhos foram realizados
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(CARVALHO, 1993; FERREIRA; AQUILA, 2000; CORREIA et al., 2005; NEIS
E CRUZ-SILVA, 2013; OLIVEIRA; COELHO, 2013).

Com a evolucdo dos trabalhos, novos conceitos (interacdo alelopatica; a¢éo
pos-alelopética, interacdo fisioldgica) foram surgindo para explicar o termo
alelopatico. De acordo com Grankhov e Didyk (1996), alelopatia é a interacdo
fisioldgica e bioquimica entre individuos, a qual se constata no espago (interacao
alelopdtica) ou no tempo (acdo pds-alelopatica). A interacdo fisiolégica ocorre
quando a vegetacdo de determinada &rea segue um modelo de sucessdo
condicionado as plantas pré-existentes e as substancias quimicas que elas liberaram
no meio, ao passo que na acao pos-alelopatica a ocupacdo prévia da area pode ter
significativa influéncia sobre os cultivos que estdo sendo instalados, sejam eles do
manejo agricola, florestal ou na horticultura (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Assim, pode-se dizer que o estudo da alelopatia, apesar de bastante
discutido, ainda tem muito a ser explorado. Um possivel caminho seria a criacao de
metodologias mais especificas que permitissem conhecer os efeitos, em nivel
molecular e celular, que os metabdlitos secundarios provocam na anatomia,
fisiologia e biologia dos tecidos de plantas, e ndo somente na identificacdo deste
efeito, 0 que é mais comum nos estudos da atividade de compostos secundarios de

plantas quando estas estdo submetidas a algum tipo de estresse.

2.1.2. Vias de liberacgao e fatores que afetam a producéo de aleloquimicos

No passado, os metabdlitos secundarios foram considerados produtos de
excrecdo do vegetal, hoje sdo vistos como agentes de sobrevivéncia e reprodugdo
de grande necessidade a vida das plantas, sendo sua produgdo controlada por meio
da pressdo ambiental na forma de estresse fisioldégico na defesa contra insetos e
patdgenos, deficiéncia de nutrientes, reguladores vegetais, dentre outros ndo
claramente definidos (VICKERY; VICKERY, 1981; BENNETT;
WALLSGROVE, 1994; SOARES; VIEIRA, 2000; MILLER, 1996; PEREIRA,
CARDOSO, 2012).
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Estas substancias sdo sintetizadas, de modo geral, pelas plantas, sendo elas
culturas ou daninhas. Estes compostos podem promover ou inibir o crescimento de
outras plantas, sendo ou ndo de sua mesma espécie, por meio da liberacdo no
ambiente. Este potencial alelopatico foi perdido ao longo dos processos de
melhoramento das espécies cultivadas, ou seja, estas espécies e suas variedades
comerciais perderam grande parte dessa capacidade, sendo que esta caracteristica
passou a ser mais comum nos precursores silvestres das atuais plantas cultivadas,
que se adaptaram para competir com outras plantas, garantindo néo sé a formagéo
de estandes puros, como também a defesa contra insetos e patdgenos (BANSAL E
BHAN, 1993).

Diversos érgaos, como folhas, flores, frutos, gemas, caules aéreos, rizomas,
raizes e sementes sdo produtores de metabdlitos secundarios, mas as folhas e as
raizes sdo as fontes mais importantes (WESTON, 1996; BANSAL; BHAN, 1993;
MAY; ASH, 1990; PUTNAM; TANG, 1986; RICE, 1984; GUENZI et al., 1967).

Estes metabdlitos secundarios sdo postos no ambiente por quatro vias de
liberacdo: a) lixiviagdo: as toxinas sollveis em agua sdo lixiviadas da parte aérea e
das raizes ou ainda dos residuos vegetais em decomposicado (lixiviacdo dos acidos
organicos, agucares, aminoacidos, terpendides, alcal6ides, compostos fendlicos e
giberelina); b) volatilizacdo: os compostos aromaticos sdo volatilizados das folhas,
flores, caules e raizes e podem ser absorvidos por outras plantas. Nesse grupo,
encontram-se compostos como o gas carbonico (CO,), a ambnia (NH3), o etileno e
o0s terpendides, com os Ultimos atuando sobre as plantas vizinhas por meio dos
préprios vapores ou condensados no orvalho, ou ainda alcangam o solo e sdo
absorvidos pelas raizes; c) exsudagdo pelas raizes: um grande numero de
compostos alelopaticos é liberado na rizosfera e pode atuar direta ou indiretamente
nas interagbes planta-planta e na acdo de micro-organismos. Entre esses
compostos, podem ser citados o acido oxalico, a amidalina, a cumarina e o &cido
transcindmico; d) decomposicdo de residuos: toxinas sdo liberadas pela
decomposicdo das partes aéreas ou subterréneas, direta ou indiretamente, pela acdo
de micro-organismos. Perdas da integridade de membranas celulares permitem a

liberacdo de grande nimero de compostos que impdem toxicidade aos organismos
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vizinhos, tais como os glicosideos cianogénicos, &cidos fenolicos, agropireno,
cumarinas e flavonoides (WEIR; PARK; VIVANCO, 2004).

Em algumas situacdes naturais, a liberacdo destes compostos ocorre em
guantidades suficientes e com muita persisténcia para afetar a planta vizinha ou
aquela sucessiva. Em campo, sdo deixados via exsudacdo de raizes vivas e pela
decomposicdo dos residuos vegetais (BHOWMIK; DOLL, 1982; PUTNAM;
TANG, 1986; INDERJIT; DAKSHINI, 1992).

De maneira geral, pode-se dizer que a inibi¢&o alelopatica resulta da acéo
conjunta de um grupo de aleloguimicos que interferem coletivamente em varios
processos fisiologicos e dependem da extensdo dos estresses bidticos e abidticos
associados. A alelopatia estd estreitamente ligada a outros estresses ambientais,
incluindo temperaturas extremas, deficiéncias de nutrientes e de umidade, radiag&o,
insetos, doencas e herbicidas (EINHELLIG, 1996). Assim, condi¢Bes de estresse
aumentam a producdo de aleloquimicos nas plantas e, consequentemente, seu
potencial alelopatico (EINHELLIG, 1995).

Por essa razdo, € importante estar sempre atento aos fatores que
influenciam no conteldo dos metabdlitos secundarios. As variagcdes temporais e
espaciais no contetdo total, bem como as propor¢des relativas de metabdlitos
secundarios em plantas, ocorrem em diferentes niveis (sazonais e diarias;
intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle genético,
a expressdo pode sofrer modificagdes resultantes da interacdo de processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (LINDROTH; HSIA, 1987;
DARROW; BOWERS, 1997; BOWERS; STAMP, 1993; WATERMAN; MOLE,
1989; HARTMANN, 1996).

Os metabdlitos secundarios de fato representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente circundante. Portanto, sua sintese é frequentemente
afetada por condi¢cbes ambientais (KURTCHAN, 2001). A sazonalidade, ritmo
circadiano e desenvolvimento sdo os principais fatores que podem coordenar ou
alterar a taxa de producdo de metabdlitos secundéarios (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

26



Por essa razdo, o estudo dos efeitos alelopéticos deve sempre enfatizar a
influéncia que estes fatores exercem na producdo de metabdlitos secundérios, para
gue ndo haja distor¢do de interpretacdes, pois, a depender da natureza da pesquisa,
as andlises podem ser diferentes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Desta forma, é
preciso gue sejam verificados todos os fatores responsaveis por alterar o conteddo
de compostos secundarios, pois suas variaces podem ser decorrentes do
desenvolvimento foliar ou surgimento de novos 6rgdos concomitantemente a uma
constancia no conteldo total de metabélitos secundarios, o que pode levar a menor
concentragdo destes metabolitos por diluicdo (SPRING; BIENERT, 1987).

Deste modo, espera-se que 0 pesquisador seja criterioso e atento as
condigdes reinantes do local, na hora da coleta do material, principalmente, quando
se objetiva averiguar seus efeitos alelopaticos, pois ndo hd padrdo fixo de
distribuicdo dos aleloquimicos nas plantas, havendo variages em fungdo de
aspectos relacionados a idade de crescimento ou mesmo do estadio de
desenvolvimento e das proprias necessidades da planta, que pode alocar, em
determinado momento, por exemplo, seus aleloquimicos, prioritariamente, em
maiores quantidades em determinada fracdo da planta (SMITH E MARTIN, 1994;
RODRIGUES et al., 2010). Por esta razdo, é crucial
gue os estudiosos tenham atencdo redobrada quando forem testar a atividade
alelopatica de extratos de plantas, de forma a estimar de maneira mais ou menos
precisa o potencial destas, ou seja, sempre se deve estar alerta a época em que 0
material for coletado, porque sua quantidade e, as vezes, a natureza de seus
constituintes ativos ndo sdo constantes durante o ano (GOBBO-NETO E LOPES,
2007).

Ha relatos de que as variagOes sazonais tenham provocado alteragcdes no
conteudo de praticamente todas as classes de metabo6litos secundarios, como Gleos
essenciais (SCHWOB et al., 2004; PITAREVIC et al., 1984), lactonas
sesquiterpénicas (ZIDORN; STUPPNER, 2001; SCHMIDT et al., 1998), acidos
fendlicos (ZIDORN; STUPPNER, 2001; GRACE et al., 1998), flavonoides
(BROOKS; FEENY, 2004; JALAL et al., 1982), cumarinas (WILT e MILLER,
1992), saponinas (NDAMBA et al., 1994; KIM et al., 1981), alcaloides
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(ROBINSON, 1974; ELGORASHI et al., 2002; ROCA-PEREZ, 2004), taninos
(SALMINEN et al.,, 2001; FEENY; BOSTOCK, 1968), graxas epicuticulares
(FAINI et al., 1999), iridéides (MENKOVIC et al., 2000; H@GEDAL,;
M@LGAARD, 2000; BOWERS et al., 1992), glucosinolatos (AGERBIRK et al.,
2001; RODMAN; LOUDA, 1985) e glicosideos cianogénicos (KAPLAN et al.,
1983; COOPER-DRIVER et al., 1977).

Mas como ha excecdo para a maioria dos acontecimentos na natureza,
Sakamoto et al. (2005) mostraram que os metabolitos secundarios de uma espécie
vegetal selvagem, amostrada diretamente em seu habitat em trés diferentes
populagdes, se mantiveram em concentracdes constantes durante os dois anos do
estudo, ou seja, ha casos em que o metabolismo secundario pode néo se alterar em
funcdo de fatores climéticos, temporais ou ambientais. Este resultado demostra a
necessidade de se fazer novas pesquisas, visto se tratar de processos ainda

inexplicaveis para a ciéncia.

2.1.3. Alelopatia/ Interferéncia/ Competicao

Os vegetais competem entre si (intraespecifica) e com outras plantas
(interespecificas) pelos recursos do meio (luz, agua, nutrientes, CO2, etc.). A
duracdo do tempo da competicdo determina prejuizos ao crescimento,
desenvolvimento e, consequentemente, a produgdo. O resultado da disputa é a
reducdo consideravel no crescimento de espécies, tanto em combinacdes intra
como interespecificas geradas pela competigdo espacial entre grupos de plantas que
ocupam o mesmo local em determinado periodo de tempo (RAVENTOS; SILVA,
1995).

Sendo assim, algumas dessas plantas passaram a apresentar caracteristicas
alelopéticas, ou seja, capacidade de interferir na germinacdo de sementes e no
desenvolvimento das plantas por meio de substancias que sdo liberadas na
atmosfera ou, quase sempre, no solo (MEDEIRQS, 1990).

A partir dessa observacéo, denominou-se interferéncia o conjunto de acfes

sofridas por uma determinada populacdo em consequéncia da presenca de
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substancias quimicas liberadas no ambiente por plantas potencialmente
alelopéticas. A mediacéo pode ser direta — envolvendo a competigdo pelos recursos
do meio, a alelopatia e o parasitismo — ou indireta, envolvendo prejuizos a colheita
e tratos culturais ou atuando como hospedeiras intermediarias de pragas, doencas e
nematoides (PITELLI, 1985).

Desta maneira, o termo interferéncia deve ser empregado como o efeito de
uma planta sobre a outra, incluindo alelopatia e competicdo (MULLER, 1969),
sendo o efeito alelopéatico dependente da liberacdo pela planta de um composto
quimico no ambiente, ao passo que a competicdo envolveria remogdo ou reducéo
de um fator ambiental, como &gua, minerais, luz, etc. (RICE, 1974).

Pela complexidade dos fendmenos alelopaticos, com mudltiplas variaveis
possiveis, ha autores que afirmam que a separacdo ndo seria natural (INDERJIT;
DEL MORAL, 1997). Assim, competicdo e alelopatia poderiam operar
simultaneamente ou em sequéncia na natureza, e em alguns casos seria quase
impossivel separd-las (DAKSHINI et al., 1999), pois se trata de processos
intimamente relacionados.

Esta forte relacdo entre os termos competicdo e alelopatia acaba gerando
ma interpretacdo entre os dois conceitos, muitas vezes tradados como processos
semelhantes. Smith e Martin (1994) relataram a interferéncia vegetal como um
processo de elevada complexidade, sendo muito dificil diferenciar a influéncia
bioquimica da ndo bioquimica.

Porém, o que as diferencia é que enquanto a competicdo entre plantas é a
disputa por um fator de crescimento necessario a ambas (luz, dgua, nutrientes, etc.),
a alelopatia é a adi¢do de substancias quimicas limitantes ao meio. Na pratica, ndo
é facil distinguir se o efeito nocivo de uma planta sobre a outra cabe a alelopatia ou
a competicdo (SOUZA et al., 2003).

Em resumo, existem duas maneiras de a maioria das plantas competirem.
Uma é por meio da apropriacdo direta dos recursos, a outra € 0 recurso as
interagbes negativas, onde, em algumas situagdes, um dos organismos
competidores produz substancias quimicas que inibem o crescimento dos membros

de sua propria espécie ou de outras espécies. A Ultima se assemelha a um tipo de
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guerra quimica, sendo mais evidente entre micro-organismos, mas também pode
ser encontrada em plantas, onde séo agrupadas na denominagéo geral de alelopatia
(RAVEN, 2007).

A tolerancia ou resisténcia a estes compostos também pode ser especifica,
havendo espécies mais sensiveis do que outras, como, por exemplo, a alface e o
tomate (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Por essa razdo, deve-se empregar maior diversidade de espécies,
especialmente aquelas que habitam condicBes extremas de sobrevivéncia e,
portanto, com grandes chances de sintese de compostos secundarios nos testes
alelopaticos, a fim de que os efeitos alelopaticos se assemelhem o mais possivel as
condigdes naturais.

O arsenal quimico sintetizado pelas plantas produz as interferéncias
alelopaticas. Alguns destes compostos foram quimicamente identificados como
terpenos, fendis, taninos e alcaloides, produzidos nas raizes, folhas, residuos
vegetais e cascas, sendo liberados no ambiente via volatilizacdo, pelas partes aéreas
das plantas, lixiviacdo das superficies do vegetal por intermédio da chuva, orvalho
e neblina, a exsudagdo pelas raizes, decomposicao de residuos vegetais e lixivia de
serrapilheira. Seu acumulo na forma de residuos pode gerar uma cobertura morta
no solo com elevado potencial alelopatico, podendo, a depender da espécie,
interferir positiva ou negativamente no ecossistema (MAY et al., 2011).

As interferéncias sdo entendidas por alguns pesquisadores como importante
mecanismo ecolégico que influencia a dominancia vegetal, a sucessdo, a formagédo
de comunidades vegetais e de vegetacdo climax, bem como a produtividade e
manejo de culturas.

Os agentes de interferéncia estdo distribuidos em concentragGes variadas
em diferentes partes da planta e durante seu ciclo de vida (periodicidade). Sédo
liberados em quantidades suficientes, podendo causar inibicdo ou estimulacdo
(dependendo da concentragdo) da germinagéo, crescimento e/ou desenvolvimento
de plantas j& estabelecidas e no desenvolvimento de micro-organismos
(CARVALHO, 1993).
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Muitos pesquisadores defendem a importancia da alelopatia no ecossistema
natural. Porém, ha controvérsia entre os que consideram a alelopatia como um fator
significativo na interacdo planta-planta e outros que retratam o fenbmeno como de
dificil obtencdo, pois afirmam que é facil mostrar que 0s extratos ou 0s compostos
purificados de uma planta podem inibir o crescimento de outra planta em
experimentos de laboratério, mas ndo tem sido facil demonstrar que esses
compostos estejam presentes no solo em quantidades suficientes para alterar o
desenvolvimento de um vegetal e garantir que estas substancias organicas nédo
tenham sido alvo da acdo degradadora de microorganismos (TAIZ; ZEIGER,
2009).

Assim, esta discussdo tem se prolongado por muito tempo, visto sua
complexidade nos processos naturais, levando muitos estudiosos (GRESSEL;
HOLM, 1964; BELL; KOEPPER, 1972; MULLER, 1966) a investigar
comunidades naturais de plantas e a interferéncia que algumas delas exercem sobre
0 crescimento das culturas agricolas, chegando a conclusdo de que a alelopatia
seria a consequéncia mais significativa da alteracdo da densidade populacional e do
desenvolvimento de plantas, podendo ser uma forma de explicar o padréo
vegetativo nas comunidades vegetais (MULLER, 1966; WHITTAKER, 1971;
RICE, 1979), ao passo que outros viram esses mecanismos como importante
aspecto das interagdes plantas daninhas x culturas (BORNER, 1960; TUKEY JR.,
1969; BELL; KOEPPE, 1972; RICE, 1979).

Estas intervencOes alelopaticas também sdo estudadas avaliando-se
aspectos como os residuos de vegetais deixados sobre a superficie ou incorporados
anualmente ao solo (GUENZI et al., 1967; TUKEY JR., 1969), o que indica que a
interferéncia alelopatica é um importante mecanismo para o plantio convencional e
para o plantio direto, bem como nas pastagens, pois a decomposi¢do de residuos
vegetais destaca-se como fonte de aleloquimicos e, como esses processos de
liberagdo ndo sdo uniformes, variando conforme o ecossistema, fazem-se
necessarias mais pesquisas (REIGOSA et al., 1999).

O que mais tem limitado a avaliacdo dos efeitos alelopaticos em sistemas

agricolas é que sdo analisados apenas os efeitos de competicdo nas perdas
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econdmicas das culturas em campo (FEY et al., 2013), e acabam sendo esquecidos
fatores importantes, como as interferéncias alelopaticas (EINHELIG; LEATHER
,1988). Isto se torna um problema, visto que nos sistemas agricolas os efeitos
negativos observados no crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas se
devem a um conjunto de interferéncias e ndo a uma em particular (PITELLI, 1985).

A intensidade de interferéncias normalmente é avaliada por meio de
decréscimos de producgdo ou crescimento da planta cultivada, como consequéncia
da competicdo pelos fatores de crescimento disponiveis no ambiente (agua, luz,
nutrientes e CO,), da liberagdo de substancias alelopaticas (CHISAKA, 1977).
Porém, dentre os componentes do conjunto de interferéncias, a competicdo e a
alelopatia sdo os processos de maior significAncia e que ocorrem com maior
frequéncia (VELINI, 1997).

Deste modo, justifica-se a grande relevancia que o estudo dos efeitos de
competicdo e alelopéticos apresenta para a implantagdo da cultura no campo. Por
isso, trabalhos como Kozlowski et al. (2002) e Souza; Cardoso (2013) foram
realizados com esta finalidade. Estas instrucfes servirdo também para os estudos de
evolucgdo, importantes na determinacao da diversidade de espécies (CHOU, 1999).

2.1.4. Estudo dos efeitos aleldépaticos

Uma das peculiaridades dos seres vivos é a presenca de atividade
metabdlica. O metabolismo é o conjunto de reagGes quimicas que ocorrem no
interior das células. No caso das células vegetais, 0 metabolismo costuma ser
dividido em priméario (moléculas encontradas em todas as células vegetais) e
secundario (moléculas distribuidas tanto dentro da planta quanto entre diferentes
espécies de plantas), ou seja, no metabolismo primério as moléculas desempenham
fungdes essenciais ao vegetal, tais como a fotossintese, a respiracéo e o transporte
de solutos, ao passo que no secundario atuam como sinais quimicos, permitindo a
planta responder a estimulos do ambiente (sobrevivéncia e propagacdo das plantas
que os produzem) (RAVEN, 2007).
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As substancias alelopéticas, conhecidas como aleloquimicos, sdo produtos
secundarios ou naturais resultantes do metabolismo secundério das plantas. Estes
metabolitos, diferentemente dos metabdlitos primarios, tém distribuicdo restrita no
reino vegetal, sendo encontrados frequentemente em apenas uma espécie vegetal
ou em um grupo de espécies relacionadas taxonomicamente, ao passo que 0S
metabolitos priméarios bésicos sdo encontrados em todo o reino vegetal. Os
compostos secundarios sdo responsaveis por produzir os efeitos alelopaticos sobre
0 metabolismo de espécies receptoras (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os efeitos alelopaticos sdo o resultado da agdo de biomoléculas
(aleloguimicos), alterando 0 metabolismo das plantas receptoras quando liberados
no ambiente, seja na fase aquosa do solo ou substrato, seja por substancias gasosas
volatilizadas (RIZVI et al., 1992). Estas alteracbes podem ser pontuais, mas como
0 metabolismo consiste de uma série de rea¢es com varios controles do tipo
“feedback”, rotas inteiras podem ser alteradas, mudando os processos padrdo de
crescimento e desenvolvimento das espécies afetadas (HICKS, 1989).

As alteracBes no padrdo de germinacdo de determinada espécie, quando
sobre efeito destes compostos, podem resultar em efeitos sobre: a permeabilidade
de membranas; a transcricdo e tradugdo do DNA; o funcionamento dos
mensageiros secundarios; a respiracdo, por sequestro de oxigénio (fendis); a
conformacgdo de enzimas e de receptores ou ainda a combinacdo destes fatores
(GONZALEZ et al., 1998).

Também podem interferir na conservacdo, dorméncia e germinagdo de
sementes, crescimento das plantulas e vigor vegetativo das adultas, por atuarem nas
fungdes vitais da respiracdo, fotossintese, divisdo celular, nutricdo e reproducéo,
como ja discutido (ALMEIDA, 1988).

O efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas é apenas uma
sinalizagdo secundaria de mudancas anteriores. Assim, os estudos sobre o efeito de
aleloquimicos sobre a germinacdo ou desenvolvimento da planta sdo manifestagdes
secundarias de efeitos ocorridos em nivel molecular e celular inicialmente, onde se
tem relativamente poucas informacbes sobre estes mecanismos (RIZVI; RIZVI,
1992).
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Os efeitos diretos dos aleloquimicos podem afetar dez pontos fisioldgicos e
estruturais de uma planta: 1 — estruturas citolégicas e ultraestruturais; 2 —
horménios, tanto alterando suas concentracfes quanto o balan¢o entre os diferentes
horménios; 3 — membranas e sua permeabilidade; 4 — absorcdo de minerais; 5 —
movimento dos estbmatos, sintese de pigmentos e fotossintese; 6 — respiracao; 7 —
sintese de proteinas; 8 — atividade enzimatica; 9 — relagdes hidricas e conducéo; 10
— material genético, induzindo alteracbes no DNA e RNA. Por sua vez, os efeitos
indiretos atuam promovendo alteracdes em propriedades do solo, interferindo na
absorcdo de nutrientes, bem como na populacdo e atividade de microorganismos
(PIRES; OLIVEIRA, 2001).

Mas ainda sdo necessarios estudos mais especificos para se entender os
acontecimentos e respostas do vegetal diante dos efeitos alelopaticos, de maneira a
esclarecer os fatores que afetam a producdo de aleloquimicos e sua liberagdo no
ambiente, bem como os mecanismos de absorcdo, translocagdo no organismo
receptor; enfim, sua efetividade como aleloquimico, pois como ja foi citado
anteriormente, este conhecimento trara importante contribuicdo para a
compreensdo do fendmeno alelopético (MARTIN et al., 1990).

O grande entrave neste processo € que o estudo estd sendo conduzido de
forma ndo direcionada. Deve ser feita a implantacdo de pesquisas visando a
avaliacdo dos processos (micro e macroscopicamente) de forma direta, seja por
uma observagdo de natureza especifica ou geral, de vez que dos milhares de
compostos naturais identificados nas plantas, micro-organismos e solo a cada ano,
poucos tém sido estudados para seu uso potencial. Este fato resulta no pouco
conhecimento que se tem da complexidade bioquimica e do comportamento
fisioldgico entre espécies (WALLER, 1999).

As pesquisas nesta area, avaliando os efeitos de substancias secundarias
toxicas, tiveram inicio com o pesquisador De Candole, em 1832, ao elaborar a
teoria de que “o cansago das terras” poderia ser devido ao acimulo de produtos
quimicos produzidos pelas raizes de culturas anteriores e ndo devido a falta de
nutrientes (ALVES, 1992).

34



Bonner (1950) considera que, embora os aleloquimicos tenham sua sintese
controlada, eles s6 exerceriam efeito caso fossem liberados pela planta produtora e
alcancassem a planta receptora em quantidade suficiente para atuar efetivamente.
Estes, quando liberados por uma planta, poderdo afetar o crescimento, prejudicar o
desenvolvimento normal e até inibir a germinacgdo das sementes de outras espécies
vegetais (SILVA, 1978).

No entanto, é importante lembrar que os efeitos benéficos de uma planta
sobre outra ndo devem ser desvinculados do conceito de alelopatia, de vez que
dado composto quimico pode ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo de
sua concentragdo no ambiente (RICE, 1979).

Existem condigBes para que os efeitos alelopaticos sejam aceitos, desde
que seja comprovado que um inibidor quimico efetivo esteja sendo produzido e
ocorra em concentracdo potencialmente efetiva no solo e a inibi¢cdo ndo seja por
efeito de competicdo da planta por luz, 4gua e nutrientes, tampouco por uma
atividade animal (WHITTAKER; FEENY, 1971).

Pesquisadores buscam esclarecer as alteracdes morfoldgicas e fisiologicas
das plantas, quando na presenca de aleloquimicos, por meio da avaliacdo de
caracteristicas como germinagdo, crescimento e desenvolvimento, dinamica dos
compostos, dentre outros, e por meio de sua classificagdo. Com estas informacoes,
o0 estudo alelopatico podera ser aplicado na industrializacdo de novos tipos de
substancias que inibem o desenvolvimento de plantas daninhas e de pragas de
modo organico, sem poluir e contaminar o meio ambiente e sem prejudicar a salde
humana (SILVA et al., 2013).

Uma maneira facil, pratica e pouco precisa, encontrada por pesquisadores,
de identificar espécies potencialmente alelopaticas, tendo em vista a complexidade
das reacGes no ecossistema natural, foi 0 uso de extratos vegetais em bioensaios.
Por isso, 0s procedimentos usados para avaliar o potencial de atividade alelopatica
sd80 os bioensaios, nos quais podem ser avaliados parametros globais, como
germinagdo, crescimento e desenvolvimento das plantulas ou plantas adultas e

parametros mais especificos, como a atividade de alguns processos fisioldgicos,
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tais como a fotossintese, a respiracdo, o conteldo de clorofila, dentre outros
(SOUZA-FILHO E ALVES, 2002).

Esta técnica baseia-se no principio de gue os extratos devam ser testados
em diferentes concentracdes, dando condi¢cbes mais ou menos similares a
concentracdo potencial no ecossistema natural (SMITH; MARTIN, 1994).

A reproducdo dos efeitos alelopaticos em situa¢Ges de campo ndo é uma
tarefa facil, em parte devido aos métodos utilizados ndo refletirem a realidade
ecologica (STOWE, 1979; WARDLE, 1987). Por isso, a maior parte dos trabalhos
é executada em laboratério por meio de estudos com bioensaios, empregados para
demonstrar a presenga ou auséncia destes efeitos.

Antes de realizar qualquer ensaio, o profissional deve verificar o potencial
osmatico dos extratos, de modo que os resultados obtidos ndo sejam deturpados, ou
seja, 0s possiveis efeitos ndo sejam atribuidos as respostas de sementes e plantulas
aos extratos vegetais devido a alopatia ou ao efeito osmético negativo sobre as
espécies testes (BELL, 1974).

Alguns estudos ja& tém avaliado qualitativamente a importancia relativa da
influéncia osmética e potencial alopatico dos extratos vegetais sobre a germinacao
de sementes (STOWE, 1979; FEREIRA; AQUILA, 2000).

De maneira geral, o estudo com bioensaios consiste no preparo de extratos
aquosos foliares e do sistema radicular ou outro érgdo da planta, observando sua
influéncia sobre a germinagdo e crescimento da espécie receptora, a fim de
entender os efeitos positivos e/ou negativos que determinados organismos exercem
sobre outro de sua mesma espécie ou ndo (LUU et al., 1982; PUTNAM, 1985;
INDERJIT; DAKSHINI, 1990).

Entretanto, € importante ressaltar que os dados obtidos em estudos de
laboratdrio podem indicar apenas uma resposta de potencial alelopatico (SMITH,;
MARTIN, 1994), mas respostas especificas, de determinadas plantas e estruturas
quimicas, ndo sao facilmente identificadas em laboratério.

Mesmo assim, quando se deseja obter resultados rapidos da atividade

alelopatica de determinada planta, usam-se bioensaios de laboratério (condicoes
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controladas), sendo a germinagéo o parametro frequentemente avaliado em estudos
alelopéticos devido a facil quantificacéo e resposta visivel.

O efeito do aleloquimico sobre a velocidade de germinacéao é outro critério
de facil avaliacdo e bastante empregado nos testes de germinacdo. A massa seca da
raiz e parte aérea, 0 comprimento das plantulas e a presenca de pelos absorventes
sdo parametros usados para se avaliar o efeito alelopatico sobre o crescimento
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Com isso, sdo muitos os beneficios trazidos a cada nova descoberta do
funcionamento dos metabdlitos secundarios, e este conhecimento vem sendo muito
aproveitado na agricultura como alternativa ao uso de herbicidas, inseticidas e
nematicidas (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Em contrapartida, o pesquisador ndo deve se deter somente a interesses
econdmicos, de vez que este saber deve ser partilhado com outras areas de
conhecimento, levando, por exemplo, em consideracdo o aspecto ecoldgico, de vez
que estas substancias, oriundas do metabolismo secundério vegetal, representam
vantagem na evolucdo das espécies contra a acdo de micro-organismos, virus,
insetos e outros patdégenos ou predadores, seja inibindo a acdo destes, inibindo o
crescimento de outras plantas ou estimulando o crescimento das suas proprias
sementes (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Em sintese, sdo muitas areas que se beneficiam do conhecimento dos
efeitos alelopéaticos. A horticultura, por exemplo, é uma delas. Os profissionais
desta area empregam estes efeitos em favor da cultura, em cultivos consorciados,
de maneira a favorecer seu desempenho e produtividade, pois na agricultura
sustentavel é comum o agricultor usufruir da propriedade alelopatica das plantas,
denominadas “bioativas”, como forma estratégica para a producao sustentavel de
alimentos. Além desses beneficios, este saber pode ser aplicado a fim de evitar o
crescimento de espécies invasoras e combater 0s nematdides do solo
(SCHIEDECK, 2008) ou para ter sucesso na lavoura, de vez que na natureza estes
compostos podem influenciar o crescimento e desenvolvimento de sistemas

bioldgicos circundantes (RAZAVI, 2011), sendo, portanto, um importante fator
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ecoldgico por atuar na formagdo das comunidades vegetais (SEVERINO et al.,
2008).

Enfim, o estudo da atividade de compostos alelopaticos é uma ferramenta
promissora que pode ser empregada na agricultura, silvicultura, horticultura e nos
estudos de ecologia (FERREIRA; AQUILA, 2000; INOUE, 2010; KHALID et al.,
2002).

2.1.5. Mecanismos de agédo dos aleloquimicos

Entender o funcionamento dos diferentes mecanismos de acdo dos
aleloguimicos e seu comportamento nas varias rotas metabodlicas, geradas pela
grande diversidade detes compostos, é uma tarefa de longo percurso para 0s
pesquisadores, pois ainda ha pouca informacdo deste assunto registrada na
literatura.

Esta grande diversidade dos compostos que causam alelopatia indica
diferentes mecanismos de acdo e, em muitos casos, sua fitotoxicidade pode
originar-se mais de um rompimento celular generalizado do que de um mecanismo
especifico (EINHELLIG, 1995).

Sabe-se que o efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas é apenas
uma sinalizacdo secundaria de mudancas anteriores, e que 0s estudos sobre estes
efeitos respondem sobre a germinacdo ou desenvolvimento da planta de
manifestacGes secundarias de efeitos ocorridos em nivel molecular e celular
inicialmente, mas a explicagdo de como eles acontecem continua sendo um desafio
para muitos estudiosos.

Por isso, é preciso buscar novos conhecimentos dos diversos mecanismos
de acdo de varias substancias, pois por meio deste saber é possivel entender as
interacOes entre as plantas, tanto nos ecossistemas naturais como nos agricolas
(RODRIGUES et al., 1993).

Ha registro de que a ac¢do dos aleloquimicos esta envolvida na inibigéo e
modificagdo do crescimento ou desenvolvimento das plantas, e de que estes

compostos podem ser seletivos em suas agdes e as plantas podem ser seletivas em
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suas respostas. Esta situagdo mostra como é dificil esclarecer o modo de acgdo
destes compostos (SEIGLER, 1996), dada a complexidade bioquimica e de
comportamento fisioldgico entre espécies ainda ser pouco compreendida
(WALLER et al., 1999).

Outro aspecto que torna complexo o processo dos diferentes mecanismos
de acdo destas substancias é o fato de elas afetarem mais de uma fungdo metabdlica
e provocarem varios efeitos colaterais dificeis de distinguir dos principais, levando
a crer que muitos metabdlitos podem ser estimulantes ou inibidores de processos
fisiologicos, a depender de sua concentragdo, atividade fisiologica e outros fatores
(RICE, 1979).

Em contrapartida, outros autores (RESENDE; PINTO, 2003) listam varios
mecanismos de ac¢do dos aleloquimicos e os consideram responsaveis por afetar 0s
processos de respiracdo, fotossintese, atividade enzimatica, relagdes hidricas,
abertura de estdmatos, nivel de fitorménios, disponibilidade mineral, divisdo e
alongamento celular, estrutura e permeabilidade de membranas e parede celular,
sendo que muitos desses processos ocorrem em funcao do estresse oxidativo.

Rice (1984) mencionou gue os efeitos podem ocorrer sobre a regulacéo do
crescimento (divisdo celular, sintese organica, interacdo com hormonios, efeito
sobre enzimas e metabolismo respiratério); a abertura estomatica e fotossintese; a
absorcdo de nutrientes; a inibicdo da sintese de proteinas e as mudancas no
metabolismo lipidico.

Rizvi e Rizvi (1992) foram mais detalhistas, citando os processos de
interferéncia dos aleloquimicos e afirmando que estes compostos podem afetar: 1 —
estruturas citologicas e ultraestruturais; 2 — hormonios, tanto alterando suas
concentragdes quanto o balanco entre os diferentes horménios; 3 — membranas e
sua permeabilidade; 4 — absor¢do de minerais; 5 — movimento dos estdmatos,
sintese de pigmentos e fotossintese; 6 — respira¢do; 7 — sintese de proteinas; 8 —
atividade enzimética; 9 — relagfes hidricas e conducdo; 10 — material genético,
induzindo alteragfes no DNA e RNA.

Existem duas formas de acdo dos aleloquimicos: direta e indireta. O modo

de acdo direto ocorre quando o aleloquimico liga-se as membranas da planta
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receptora ou penetra nas células, interferindo diretamente em seu metabolismo. A
forma indireta consiste em alteragdes nas propriedades do solo, de suas condigdes
nutricionais e das alteracdes de populacBes ou atividade dos micro-organismos
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Alelopatia e a natureza quimica dos agentes alelopaticos podem resultar em
mudancas em todo o aparato metab6lico da planta alvo, pois afetam divisdo,
elongacdo e ultraestrutura celular, sintese de proteinas; ativacao/inativacdo de
enzimas, permeabilidade das membranas, metabolismo de lipidios e é&cidos
organicos, ciclos do nitrogénio e do fosforo, absor¢éo de nutrientes minerais pelas
plantas, abertura e fechamento dos estdmatos, além de fotossintese e respiragdo
celular (CARMO, 2013).

Um bom exemplo de compostos mediadores do metabolismo séo os acidos
fendlicos, que atuam induzindo o aumento da atividade de enzimas oxidativas,
tendo como consequéncia final a modificacdo da permeabilidade das membranas e
a formacéo de lignina, que contribuem para a reducdo do alongamento radicular
(BAZIRAMAKENGA et al., 1995; FERRARESE et al., 2000). Inibem a expansao
foliar e 0 alongamento das raizes em ervilhas e estimulam o aparecimento de raizes
secundarias em pepino (BLUM; REBBECK, 1989; VAUGHAN; ORD, 1990),
provocam desenvolvimento radicular precoce e alteragbes no metabolismo de
lipideos e proteinas da linhaga (LOVETT, 1982), sérias anomalias anatdmicas e
ultraestruturais em raizes de feijéo e alteracGes no material genético, na sintese de
proteina e de lipidios e na respiragdo mitocondrial de curcubitaceas (CRUZ-
ORTEGA et al.,1998), além de modificagdes no indice mitotico de células
radiculares de alface (ABREU et al., 2001; PIRES et al., 2001) e alteracbes na
atividade enzimatica da peroxidase nas raizes em contato com aleloquimicos, em
comparagdo com as raizes das plantas testemunha (FERRARESE et al., 2001;
PIRES et al., 2001).

Com isso, estas mediagdes dos aleloquimicos podem provocar mudangas
inteiras nos varios processos metabdlicos, mesmo sendo pontuais, pois suas reagdes
produzem controles do tipo “feedback” (FERREIRA; AQUILA, 2000). Isto explica

as poucas informacGes de como as substancias alelopaticas atuam nas plantas.
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Esta questdo deve nortear as pesquisas em busca de respostas cada vez
mais especificas sobre o processamento das diversas rotas metabodlicas diante a
atividade destes aleloquimicos, pois, obtendo este conhecimento, o estudioso pode

atuar diretamente no alvo de interesse.

2.2. Alelopatia e agricultura

A prética de rotagdo de cultivos, em agricultura, é bastante difundida no
Brasil. Desta forma, o conhecimento do processo alelopéatico torna-se crucial no
momento em que se quer trabalhar com rotagdo de cultura em uma area agricola
(MILLER, 1983; BURIN E VILHORDO, 1985) porque os residuos vegetais
podem apresentar fundamental importancia alelopatica tanto sobre as plantas
infestantes quanto sobre as culturas subsequentes, de vez que compostos organicos
em decomposicdo, com propriedades alelopaticas, podem ser liberados no
ambiente, inibindo o desenvolvimento das plantas infestantes e culturas sequenciais
(ALMEIDA, 1989).

Outro aspecto que merece ser discutido nos estudos alelopaticos é sua
interferéncia no sucesso da implantagédo de sistema consorciado. Deve-se observar
0 tipo de residuo vegetal que permanece sobre o solo e das plantas infestantes que
nele se desenvolvam, pois, no que diz respeito ao controle de plantas infestantes, o
importante ndo é ter grande volume de residuos, mas que estes apresentem
aleloguimicos prejudiciais as espécies invasoras e sejam liberados ao solo em
concentragdes suficientes para inibir seu desenvolvimento sem comprometer o
desempenho da cultura (ALMEIDA, 1991).

A técnica do plantio direto, bastante empregada pelos produtores nacionais,
é outro bom exemplo para explicar os efeitos de inibicdo ou estimulo do
crescimento da cultura seguinte (RICE, 1984). Ela também permite entender que o
grau de inibicdo do crescimento de uma planta sobre a outra é promovido por
fitotoxinas liberadas pela cultura durante seu crescimento ou pela decomposicdo da
cultura ou residuos de plantas daninhas deixadas no campo (PUTNAM; TANG,
1986; HEDGE; MILLER, 1990). Portanto, assim como as outras técnicas
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anteriormente citadas, demonstra como o estudo da alelopatia tem se tornado de
grande valia para a agricultura, pois suas observagdes tém contribuido para o
desenvolvimento de novas metodologias de prevencdo as perdas na producao da
cultura, com implantacéo de sistemas de plantio racionais e conscientes.

Do ponto de vista agronémico, a alelopatia € de grande interesse, pois
possibilita ndo s6 a selecdo de plantas que possam exercer certo nivel de controle
sobre determinadas espécies indesejaveis, como também o estabelecimento de
espécies que ndo sejam fortemente alelopéticas, mas que possam compor lavouras
equilibradas, com reflexos favoraveis a produtividade e longevidade das mesmas
(WARDLE, 1987).

A alelopatia também pode oferecer excelente oportunidade para
incrementar pesquisas com novas entidades quimicas com propriedades herbicidas
destacadas e menores impactos sobre o ambiente e 0 ser humano do que 0s
compostos sintéticos de uso corrente na agricultura (WALLER et al., 1999; BELZ;
HURLE, 2004; QIMING et al., 2006), tendo em vista a existéncia de alguns nomes
comerciais, como picloram, glufosinate e quinclorac, sintetizados a partir de
compostos naturais comercializados para o controle de plantas daninhas (PIRES;
OLIVEIRA, 2001).

Dai o estudo alelopatico podera contribuir no entendimento do processo de
inibicdo na germinagdo ou no crescimento de plantas daninhas por meio de
substancias alelopaticas e sugerir alternativas para 0 manejo integrado destas
plantas. Isto pode ocorrer ndo s6 pelo uso potencial do extrato como um agente
quimico natural, como também pela presenca de novas entidades quimicas
presentes nos extratos, as quais podem ser manipuladas pela industria (PIRES et
al., 2001).

Sendo assim, se justifica a atencdo dada ao estudo alelopatico por muitos
pesquisadores, que conseguem ver em seus resultados a descoberta de novas
alternativas de uso destes compostos, além de almejar novas metodologias que
permitam saber mais sobre os processos alelopaticos, desde a sintese de compostos
alelopaticos até os efeitos (fisioldgicos, bioldgicos, etc.) provocados nas espécies
receptoras (GATTI et al., 2004).
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2.3. Alelopatia x plantas da caatinga

O bioma caatinga, localizado no nordeste do Brasil, abrange parte dos
estados do Piaui, Cear4, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Maranhdo e Minas Gerais, ocupando uma &rea de 844.453 Kmg,
correspondente a 9,92% do territorio nacional (LEITE, 2009; PRADO, 2003).

Sua vegetacdo inclui varias formacbes vegetais fisionomica e
floristicamente distintas, onde a formacdo vegetal predominante tem como
caracteristica comum a completa caducifélia da maior parte de seus componentes,
estratégia ecofisioldgica utilizada em resposta a deficiéncia hidrica em grande parte
do ano (ANDRADE-LIMA, 1981; EMPERAIRE, 1989; RODAL, 1992; LEMOS;
MEGURO, 2010).

Diante das circunstancias extremas de sobrevivéncia, costuma-se designar
0 bioma caatinga como um ambiente de vegetacdo morta e de baixo valor para fins
de conservacdo. Acredita-se que tais descricbes subestimaram a diversidade
biol6gica da caatinga, contribuindo para sua desvalorizagdo e desconhecimento
pela ciéncia na América do Sul (PRADO, 2003; SILVA; BRASIL, 1980). Porém,
ao contrario do postulado, a caatinga apresenta alta taxa de diversidade e
endemismo, fazendo-se necessario maior conhecimento de sua flora para possiveis
medidas de conservacao e uso de suas areas (PRADO, 2003).

O bioma caatinga foi reconhecido como uma das 37 grandes regides
naturais do planeta, conforme estudo coordenado pela “Conservation
Internacional” (TABARELLLI; SILVA, 2003).

Estes fatos mais que justificam o grande interesse por este bioma, que tem
sido alvo de muitas pesquisas, pois as plantas da caatinga oferecem diversidade de
compostos quimicos, de vez que estdo postas em ambiente com extremas condicOes
de sobrevivéncia, por isso pode ser um importante instrumento nas pesquisas que
visam a encontrar novas especies com potencial alelopéatico, entre outras formas de
uso. Assim, muitos estudos estdo sendo desenvolvidos por pesquisadores de
diferentes especialidades, como botanicos, farmacéuticos, quimicos, médicos,

dentre outros, o0s quais, em conjunto, informardo desde uma segura identificacéo da
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espécie boténica, tipo e doses de substancias, até formas de uso ou aplicacdo
(PIMENTEL, 2013; BRAVO et al., 1999; DE SA et al., 2011, BRITO, 2010;
FELIX, 2012).

A atividade alelopética de varias espécies da caatinga ja vem sendo estuda
pela comunidade académica ha certo tempo (PAES et al., 2006; ALBUQUERQUE
et al., 2009; CENTENARO et al, 2009). Esta discussdo tem mostrado que espécies
do referido bioma possuem grande potencial alelopatico.

Lorenzi e Matos (2002), fazendo um estudo fitoquimico do marmeleiro
(Croton sonderianus Mull. Arg.), arbusto de grande poder invasor, colonizador das
caatingas sucessionais do Nordeste, perceberam que o extrato de sua madeira se
mostrou ativo contra Staphylococcus aureus.

Mais tarde, Albuquerque et al. (2009), avaliando extratos aquosos de
marmeleiro ou residuos foliares incorporados ao solo, evidenciaram a interferéncia
desta espécie na germinacao e desenvolvimento de espécies daninhas, muitas vezes
atribuida a diminuicdo dos pigmentos fotossintetizantes.

Monoterpenos, presentes em extrato de marmeleiro, teriam sido 0s
responséveis pelos efeitos fitotoxicos nas sementes e vigor da alface (ALVES et
al., 2004). Em feijdo, o efeito fitotoxico correspondeu a uma reducéo 36% em seu
comprimento de parte aérea (BRITO; SANTOS, 2012).

Os trabalhos de Mano (2006) e Silva (2007) mostraram que espécies como
a jurema-preta (Mimosa hostilis Benth.) e o cumaru (Amburana cearensis A. C.
Smith:) apresentaram forte atividade fitotoxica sobre a germinacdo, crescimento e
desenvolvimento de alguns vegetais de importancia econdmica (alface, sorgo,
milho e feijdo guandu) e chamaram a atencdo para o correto dimensionamento
populacional de plantas nos sistemas agroflorestais.

Feélix et al. (2007) observaram alteracBes na germinacdo e principalmente
no desenvolvimento de plantulas de alface e rabanete ocasionadas pelo potencial
alelopatico de Amburana cearensis e atribuiram esta atividade a presenga de
substancias quimicas, tais como cumarina.

A atividade alelopatica de extratos de folhas e cascas de cumaru sobre

germinacdo de sementes, crescimento e desenvolvimento de plantulas de sorgo foi
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citada no trabalho de Silva et al. (2006), os quais observaram que 0s extratos
oriundos dos dois 6rgaos vegetais (casca e folha) provocaram atraso na germinacéo
das sementes de sorgo e o extrato de cascas proporcionou maior inibicdo da
porcentagem inicial e final de germinacdo, além de serem responsaveis pelo
decréscimo no crescimento de parte aérea e raiz de plantulas de sorgo.

Ha relatos mais antigos, como o Mariz (1953), que identificou em seu
trabalho a presencga de cumarina no caule da Amburana cearesis Smith, e referiu-se
a ela como substéncia inibidora da germinagdo de plantas. Tigre (1968), porém,
afirmou que os principios secundarios de suas sementes sdo destacados como
propriedades inseticidas.

O estudo alelopético se mostra bastante complexo, pois determinados
compostos que provocam alteracdo no metabolismo de determinada espécie podem
ndo provocar efeito sobre outro vegetal. Este fato se apresenta com maior clareza
na pesquisa conduzida por Prates et al. (2000), os quais, avaliando extratos de
leucena em quatro diferentes concentragcdes sobre a cultura do milho, observaram
que o comprimento de parte aérea da espécie-teste ndo sofreu danos significativos,
apesar de a mimosina, composto considerado alelopatico, estar presente no referido
extrato.

O mulungu (Erythrina velutina Wild), espécie da caatinga com enorme
potencial fitoterapico, pode ser empregado também como fonte de biomoléculas
para a sintese de herbicidas naturais, tendo em vista pertencer ao género Erythrina.
Este género é uma importante fonte de alcal6ides tetraciclicos do tipo eritrina, além
de apresentar em sua composicdo quimica flavonoides, cumarinas e saponinas,
substancias conhecidas como aleloquimicos (CUNHA et al., 1996; RABELO et al.,
2001; VIRTUOSO et al., 2005; CORREA et al., 2008; SOUSA et al., 2008).

Centenario et al. (2009) relataram que amostras de extrato de mulungu
inibiram o crescimento do hipocétilo de L. sativa e ressaltaram que esse resultando
teria sido decorrente de possiveis alteraces na fase da germinagdo, tendo como
consequéncia a formacdo de pléantulas com dificuldade de crescimento normal.

Em trabalho recente realizado por Oliveira et al. (2012) se verificou

atividade alelopética de extratos brutos de sementes, cascas e flores de mulungu na

45



germinagdo de sementes de alface. Verificou-se que o extrato de sementes de
mulungu foi o mais toxico, de vez que reduziu a germinacdo, porcentagem e
velocidade de germinacdo de sementes da alface, além de ter causado alta
porcentagem de mortalidade das sementes.

No entanto, os extratos de flores e cascas causaram germinacao lenta e afetaram o
desenvolvimento da alface, além de terem provocado aparecimento de 49% e 22%,
respectivamente, de plantulas anormais.

A elevada toxicidade do extrato de sementes deve-se a uma provavel
presenca de compostos alopaticos, tais como os alcaldides erisopina, erisodina,
eritramina e eritracina, que estdo presentes na planta (CASTRO, 2006).

O juazeiro (Ziziphus joazeiro) é uma das espécies endémicas do bioma
caatinga (LORENZI; MATOS, 2002). Encontrar plantulas dessa espécie proximas
as plantas matrizes é extremamente raro, 0 que pode ser atribuido aos efeitos
alelopaticos verificados em alguns trabalhos que testaram a atividade alelopatica do
juazeiro (COELHO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009 e 2012).

Foi feito um estudo fitoquimico do juazeiro, no qual foi relatada a presenca
de saponinas (jujubosidio), substancias com efeito alopatico reconhecido em varios
estudos (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2005, 2006; GUSMAN et al., 2008).
Encontrou-se também em sua composicao um alcool saturado de cadeia longa e 0s
acidos oleandlico e betulinico e esterificados (MATOS, 2007), compostos com
atividades antitumorais conhecidas (MUTO, 1998), por isso muitas pesquisas
precisam ser feitas com esta espécie de grande potencial fitoterapico e alelopatico.

Considerando estes resultados, fica claro que mais pesquisas precisam ser
desenvolvidas seguindo esta mesma linha de raciocinio, ou seja, a identificacéo,
quantificagdo e fungdo destes compostos, porque somente com a identificacdo de
espécies alelopéticas o estudo alelopéatico fica incompleto. Esta procura ja vem
sendo sanada pela implantacdo dos métodos de extracdo e isolamento advindo da
quimica de produtos naturais, que tem contribuido muito na identificagdo das
substancias inibitorias (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Alguns autores como Centenaro et al. (2009); Coelho et al. (2011); Régo
Junior et al. (2011); Silveira et al. (2012); Oliveira et al. (2012) identificaram
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espécies da caatinga potencialmente alelopaticas, inclusive o juca (Caesalpinia
ferrea Mart). Sendo assim, acredita-se que a referida espécie, entre outras espécies
da caatinga, possa oferecer matéria prima para a formacdo de novos compostos
menos Nocivos.

E comum o emprego do juca na medicina popular para o tratamento de
feridas, contusdes, combate a asma e a tosse cronica (BRAGA, 1976). A partir
destes usos, alguns estudiosos reconheceram seu potencial fitoterapico e
caracterizaram suas atividades cardiotdnica, antimicrobiana, analgésica e
antiinflamatéria (CARVALHO et al., 1996), antihistaminica, antialérgica,
anticoagulante e hepatotoxica (DI STASI et al., 2002).

Cavalheiro et al. (2009), testando as atividades biolégicas e enziméticas do
extrato aquoso de sementes de juca, perceberam atividades celulasica, amilasica,
anticoagulante e larvicida contra A. aegypti, 0 que indica presenca de compostos
bioativos de interesse farmacoldgico ou industrial.

Oliveira et al. (2012) verificaram o efeito alelopatico de extratos obtidos de
diferentes 6rgdos do juca sobre a germinacdo de sementes e o crescimento inicial
de pléntulas de alface e observaram que os extratos de folhas, cascas e vagens
maduras desta espécie apresentaram atividade alelopatica sobre o desenvolvimento
de plantulas de alface, com o aparecimento de plantulas anormais e redugdo do
comprimento da parte aérea e da raiz.

Diante do exposto, acredita-se que as plantas da caatinga possuem grande
potencial no estudo da alelopatia, especialmente o juca, juazeiro, cumaru e
mulungu, pois este bioma apresenta riqueza de espécies que se adaptaram a
condi¢des minimas de sobrevivéncia, sendo provaveis produtoras de aleloquimicos.

Portanto, os estudos com o referido bhioma devem ter continuidade.

2.4. Estudo fitoquimico x alelopatia

A fitoquimica ¢é a area responsavel pelo estudo dos principios ativos de
drogas vegetais, chamados metabdlitos secundarios ou metabdlitos especiais, 0s

quais fazem parte do metabolismo dos vegetais, conferindo protecdo as plantas
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(protecdo contra ataques de insetos e herbivoros, radiacdo ultravioleta, doencas,
etc.). Além disso, os metabdlitos secundarios possuem atividade bioldgica,
oferecendo beneficios também a salde humana (DEGANI et al., 2013).

O estudo dos constituintes secundarios de plantas é composto de uma area
de vasta atuacdo (bidlogos, botanicos, farmacéuticos, quimicos, fisiologistas, etc.).
Fundamenta-se em uma série de metodologias que tém como objetivo a extracéo,
isolamento, purificacdo e determinacdo da estrutura quimica dos constituintes
presentes em extratos de plantas com atividade bioldgica. Geralmente, as classes de
principios ativos vegetais mais citados sdo: alcaloides, cumarinas, esteroides,
flavonoides, glicosideos cardioativos, lignanas, Oleos essenciais, saponinas,
triterpenos, dentre outros (DEGANI et al., 2013).

Nas pesquisas fitoquimicas, os métodos mais usados sdo a cromatografia
classica e a cromatografia moderna. O primeiro método é formado pela
cromatografia de adsor¢do em coluna, cromatografia de particdo, cromatografia de
exclusdo molecular, cromatografia em camada delgada. Por sua vez, o segundo €
composto pela cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida (CL) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Ambos os métodos sdo usados para a extracdo, isolamento e purificacdo
dos constituintes quimicos dos extratos e 6leos essenciais. No entanto, existem
ainda as técnicas como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM / GC-MS), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (CL-EM / LC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD / HPLC-DAD), que também sdo muito
usadas (DEGANI et al., 2013).

Uma etapa bastante minuciosa nas pesquisas fitoquimicas € a determinacéao
da estrutura quimica dos compostos. Nela sdo usados métodos como
espectrometria no ultravioleta (UV), espectrometria no infravermelho (1V),
espectrometria de massas (EM) e espectrometria de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de hidrogénio e carbono, utilizando métodos uni e bidimensionais (COSY,
HMQC, HMBC, NOESY, entre outros (DEGANI et al., 2013).
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A primeira etapa do estudo dos principios ativos de plantas é a preparacao
dos extratos. Quando a intencdo do pesquisador for o isolamento dos constituintes
quimicos, podem ser empregadas inUmeras metodologias (extratos obtidos de
alcool etilico, metanol ou solventes de diferentes polaridades), com a preparacéao de
um extrato hidroalcodlico (etanol/agua) sendo considerada a analise quimico-
farmacoldgica mais adequada, por se aproximar do uso popular (DEGANI et al.,
2013).

Posteriormente, ocorrerd a extragdo por maceragdo ou percolagdo, as
solucbes extrativas sdo filtradas; em seguida, o solvente é evaporado em
evaporador rotativo (rotavapor) para posterior analise fitoquimica qualitativa,
triagem fitoquimica preliminar ou prospec¢do dos constituintes da planta
(DEGANI et al., 2013).

Esta triagem procura sistematizar ou rastrear os principais grupos de
constituintes quimicos que compdem um extrato vegetal. E um exame réapido e
superficial por meio de reagentes de coloragdo ou precipitagdo, que poderao revelar
a presencga de metabdlitos secundarios em um extrato, por isso deve ser realizado
antes da cromatografia.

A triagem fitoquimica preliminar, com vistas ao estabelecimento da
possivel natureza quimica dos compostos existentes, pode ser realizada com o
extrato etandlico baseado no principio da migracéo diferencial dos componentes de
uma mistura, decorrente de diferentes interacfes entre fases imisciveis. Depois, sdo
realizados testes para as classes especificas de constituintes quimicos, tais como
saponinas, esteroides, triterpenoides, alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas,
etc.

Na etapa do isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos dos
extratos ou Oleos essenciais, escolhe-se 0 método cromatografico que se enquadre
melhor a pesquisa. E a Ultima etapa no estudo fitoquimico consiste da sele¢do de
uma das metodologias de determinacdo da estrutura quimica dos compostos
(DEGANI et al., 2013).

Com este conjunto de técnicas, o pesquisador norteara seu estudo

fitoquimico na busca por novas descobertas, pois ainda é pouco o conhecimento da
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diversidade de constituintes quimicos presentes nas diversas espécies vegetais
encontradas na natureza, a exemplo da flora que compde o bioma caatinga, por isso
estudos visando a identificacdo de compostos secundarios de plantas podem dar
grande contribuicdo na fundamentacdo da ciéncia alelopatica, mesmo nédo estando
dirigidos especificamente as atividades alelopaticas (SILVEIRA, 2005; NEGRI,
2004, CANUTO; SILVEIRA, 2006, RIVEIRO et al., 2010, ALMEIDA et al.,
2010)

2.5. Espécies da caatinga potencialmente alelopaticas

2.5.1. Juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.)

Ziziphus joazeiro é conhecido por jua-babdo e jua-de-boi, jod-mirim e
joazeiro, juazeiro, jua, jua-bravo. E uma arvore frondosa da familia Rhamnaceae.
Possui tronco relativamente curto e copa ampla, que quase sempre se mantém
verde, mesmo em época de estiagem (MATQOS, 2007). Espécie perenifdlia, gragas
ao amplo e profundo sistema radicular, capaz de coletar a escassa umidade
existente no subsolo (OLIVEIRA, 1976), helidfita e seletiva higréfita, exclusiva da
regido semiarida (caatinga) do nordeste do pais (LORENZI, 2008). Sua ocorréncia
vai desde o estado do Piaui até o norte de Minas Gerais.

O juazeiro é uma espécie que apresenta grande importancia econémica e
ecoldgica, sendo utilizada localmente para producéo de lenha e carvéo, arborizagéo
de ruas e jardins. Possui frutos com drupa globosa, amarela, de polpa doce,
comestivel e rica em vitamina C, os quais sdo explorados de forma extrativista
(LORENZI, 2008).

O cha de suas folhas é usado na medicina caseira para o alivio dos
sintomas da dispepsia, ma-digestdo e Ulcera do estbmago (MATOS, 2007). Suas
cascas acinzentadas com ritidoma fino e lenticelado sdo empregadas no tratamento
de doencas do figado, dor de cabega, tosse seca, bronquite, dor de garganta e
problemas urinarios; seu uso mais frequente pelos habitantes do interior nordestino

se da como agente de limpeza dos dentes.

50



E uma das espécies endémicas do bioma caatinga utilizada na medicina
popular como expectorante, no tratamento de bronquites e de ulceras gastricas, na
fabricacdo de cosméticos, xampus anticaspa e creme dental, na alimentacdo de
animais principalmente nos periodos de seca (MATOS, 2007; LORENZI;
MATQS, 2008; CARVALHO, 2007). Suas flores (amarelas, pouco vistosas,
bissexuadas, reunidas em tirsos congestos axilares) sdo importantes fontes de
recurso alimentar para abelhas indigenas sem ferrdo da tribo Meliponini, utilizadas
na meliponicultura, atividade alternativa de renda para produtores de algumas areas
de Caatinga (NADIA et al., 2007).

2.5.2- Jucé (Caesalpinia ferrea Mart. var. ferrea)

O jucd, ibird-obi, baje-de-jucd, pau-ferro, imiré-itd (Caesalpinia férrea),
como é conhecido popularmente, € uma arvore perinifolia ou semidecidua,
heliéfita, seletiva higréfita com até 6m de altura, apresentando ampla disperséo,
porém geralmente em baixa densidade populacional. E uma leguminosa bastante
ornamental, principalmente por sua copa arredondada, baixa e rala, pelo
florescimento exuberante; pode ser empregada na arborizagdo de ruas e avenidas.

Ocorre nos estados do Piaui até Sdo Paulo, encontrado preferencialmente
em varzeas Umidas e fundo de vales. Possui tronco curto, ramificado quase desde a
base, medindo até 30 cm de didmetro e, como as outras variedades, é provido de
cascas finas renovadas atualmente, deixando manchas mais claras caracteristicas. O
lenho do tronco e dos galhos é quase branco, muito duro e dificil de quebrar.

Algumas destas caracteristicas asseguram elevada qualidade de sua
madeira, empregada na construgdo civil, obras externas e marcenaria em geral.
Tem folhas alternas espiraladas, compostas bipinadas, imparipinadas, de 15-19 cm
de comprimento, com 5-11 pinas opostas; foliolos opostos, oblongos com base
assimétrica e apice arredondado, em nimero de 8-24 por pina.

Suas flores sdo amarelas, diclamideas, dialipétala, zigomorfas, dispostas

em paniculas apicais e axilares. Seu fruto legume (vagem) é indeiscente, muito
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duro, marrom, contendo poucas sementes por fruto (LORENZI; MATOS, 2008;
MATOS, 2007; LORENZI, 2008).

Foi realizado recentemente estudo farmacoldgico do extrato hidroalcoolico
dos frutos de juca no qual foi comprovada sua acdo contra tumores provocados
pelo virus Epstein-Barr, bem como sua atividade inibidora da formacdo de
papilomas induzidos na pele de ratos por acdo dos derivados do forbol (TPA) e de
compostos antracénicos, além de ter apresentado atividades antiflamatdrias,
imunoestimulante e hiperglicemiantes atribuidas ao acido eldgico e seu derivado
tri-hidroxilado (MATQS, 2007).

A literatura etnofarmacoldgica cita também a tradicional tintura-da-bagem-
de-jucd (tintura-da-vagem-de-jucd), tida como excelente medicacdo de uso local
em curativos de contuses e ferimentos para estancar hemorragias e em compressas
no tratamento de luxagdes (MATOS, 2007).

2.5.3. Mulungu (Erythrina velutina Wild.)

Erythrina velutina, também conhecida como mulungu, suind, bico-de-
papagaio, canivete, entre outros, pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae -
Papilionoidae), é uma arvore decidua, de copa aberta e arredondada, muito florifera
e ornamental, espinhenta, de seis a doze metros de altura.

Seu género é composto aproximadamente de 120 espécies, 70 ocorrendo
nas Américas, com apenas uma espécie ocorrendo na caatinga (QUEIROZ, 2009).
Utilizada no sombreamento do caucaueiro e como cerca-viva, devido a facilidade
com que brota de estacas espetadas no proprio local.

E resistente & seca, apresenta rusticidade, rapido crescimento e
propriedades medicinais. Suas folhas sdo compostas trifoliadas, alternas, de
foliolos cartaceos, velutino-pebercentes, medindo de 3-12 cm de comprimento.
Aprsenta flores vermelho-coral grandes, dispostas em paniculas racemosas com
raque pulverulenta, formadas com a &rvore totalmente despida de suas folhagens,

que sao frequentemente visitadas por passaros que sugam seu néctar. Seu fruto do
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tipo legume (vagem) é deiscente, com 5-8 cm de comprimento, contendo 1-3
sementes reniformes de cor vermelha e brilhantes.

E uma espécie nativa da caatinga do nordeste brasileiro e vale do S&o
Francisco, muito ornamental quando em floracdo, sendo ocasionalmente
empregada no paisagismo. Ocorrem em outras regiGes do pais outras espécies
desse género com caracteristicas semelhantes e com 0 mesmo nome popular
(LORENZI; MATOS, 2008; LORENZI, 2008).

A literatura etnobotanica registra seu uso tradicional em medicina popular
como medicagdo caseira para acalmar pessoas muito excitadas, promover um sono
tranquilo, aliviar crises de palpitacdo do coracdo e como expectorante. Porém,
somente com estudos farmacoldgicos suas propriedades curativas foram
comprovadas, quando o extrato de mulungu mostrou atividades espasmolitica,
curarizante, antimuscarinica e depressora do sistema nervoso central, propriedades
compativeis com as preconizadas pelo uso popular (REYES, 2008).

O mulungu apresenta consideravel importancia econémica (KUKIHARA,;
LIRA et al., 2004). Além de suas propriedades curativas, poderia ser indicado
como bioinseticida, pois ha relatos de que esta espécie apresenta potencial para ser
utilizada nos sistemas integrados de combate a insetos adultos de moscas-das-
frutas, com a vantagem de ser biodegradavel, de vez que foi encontrada em suas
sementes a vicilina (MACEDO, 2010).

2.5.4. Cumaru (Amburana cearensis Smith.)

Amburana cearenses A. C. Smith é uma planta decidua, helio6fita, seletiva
xerofita, pertencente a familia Fabaceae. Arvore bastante ornamental, com até 20m
de altura, conhecida popularmente como amburana, amburana-de cheiro, cerejeira,
cerejeira-rajada, cumaru-do-ceard, cumare, cuamaru, etc.

Ocorre no Nordeste do pais na caatinga, no Espirito Santo e Minas Gerais,
na floresta pluvial do Vale do Rio Doce e nos afloramentos calcarios e matas
deciduas dos estados de Mato Grosso, Goias, Tocantins, Mato grosso do Sul,

Minas Gerais e Sao Paulo.

53



E uma leguminosa de tronco revestido por uma casca espessa (ritidoma
esfoliativo), que se desprende em finas laminas delgadas, deixando grandes
manchas vermelho-pardas de mistura com outras esverdeadas, empregadas no
tratamento de bronquites, asmas, gripes e dores reuméticas (medicina caseira),
além de terem suas atividades antiflamatoria, analgésica, antiespasmodica e
broncodilatadora reconhecidas cientificamente.

Suas folhas sdo compostas pinadas, de foliolos elipticos, orbiculares até
oblongo ou ovais, de 2 a 3 cm de comprimento. Possui flores pequenas,
brancacentas e muito aromaéticas, dispostas em paniculas terminais e frutos do tipo
vagem tardiamente deiscentes, contendo uma Unica semente achatada e provida de
uma asa membranacea.

Suas sementes possuem odor agradavel de cumarina, tendo sido outrora
usadas para perfumar roupas. Também sdo empregadas em substituicdo da Fava-
tonka, visto que em estudo fitoquimico elas fornecem cerca de 23% de um 6leo
fixo constituido principalmente do gliceridio dos &cidos palmitico (18,6%),
linoleico (7,1%), esteérico (8,0%) e cuamarina (4%) (LORENZI; MATOS, 2008;
LORENZI, 2008, MATOS, 2007).

Esta espécie possui madeira de elevado valor econdémico, empregada para
mobiliario fino, folhas faqueadas decorativas, tanoaria, esculturas, etc. (LORENZI,
2008, LORENZI e MATQS, 2008), possuindo também valor ecol6gico, sendo
recomendada para trabalhos visando a recuperacdo de areas degradadas (TIGRE,
1968).

3. Espécies teste
3.1. Feijao (Vigna unguiculata L. Walp.)
O feijdo-caupi é uma planta Dicotyledonea, da ordem Fabales, familia

Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género

Vigna, subgénero Vigna, seccdo Catyang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e
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subespécie unguiculata (MARECHAL et al., 1978; PADULOSI et al., 1997;
SMARTT, 1990; VERDCOURT, 1970).

Conhecido popularmente por feijdo macassa e feijao-de-corda na regido
Nordeste; feijdo-de-praia, feijdo-da-colénia e feijao-de-estrada na regido Norte e
feijdo-middo na regido Sul (FREIRE-FILHO et al., 1983), é uma cultura de origem
africana introduzida no Brasil na segunda metade do século XVI pelos
colonizadores portugueses, na Bahia (FREIRE FILHO, 1988), a partir de onde foi
disseminado por todo o pais (DIAS, 2008).

O feijdo-caupi é formado por uma raiz principal da qual se desenvolvem
lateralmente raizes secundarias, terciarias, etc. Concentra-se na base do caule,
guase na superficie do solo, e as raizes laterais apresentam nddulos colonizados por
bactérias fixadoras de nitrogénio.

O caule é uma haste constituida por um eixo principal formado por uma
sucessdo de nos e entrends. O primeiro nd constitui os cotilédones (estruturas de
reserva da planta); o segundo corresponde a inser¢do das primeiras folhas da planta
(folhas primérias); do terceiro nd em diante, estdo inseridas as folhas chamadas
trifolioladas (porque possuem trés foliolos).

A porgdo alongada entre as raizes e os cotilédones e as primeiras folhas é o
epicotilo, que possui crescimento determinado ou indeterminado. O determinado
caracteriza-se por o caule e os ramos laterais cessarem o crescimento e termianrem
em flores, ao passo que o indeterminado apresenta crescimento continuo e flores
somente laterais, junto as folhas. O crescimento do caule determina os principais
tipos de planta do feijoeiro: arbustivo, prostrado e trepador (SILVA, 2013).

O héabito de crescimento é um cardter morfo-agrondmico que é
determinado, além de outras caracteristicas morfolégicas, pelo crescimento do
caule (determinado e indeterminado) e pelo habito de florescimento da planta. O
hébito de crescimento determinado caracteriza-se por ter o caule e os ramos laterais
terminando em uma inflorescéncia (inflorescéncia terminal) e possuir um ndmero
limitado de no6s; a floragdo inicia-se do &pice para a base da planta. O hébito
indeterminado é caracterizado por possuir um caule principal com a célula de

desenvolvimento vegetativo que permite crescimento continuo, em uma sucessao
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de nds e entrenos; as inflorescéncias sdo axilares, isto é, desenvolvem-se nas axilas
das folhas, e a floracéo inicia-se da base para o apice da planta (SILVA, 2013).

A planta do feijdo-caupi apresenta dois tipos de folhas: as folhas primarias
(primeiras folhas da planta, na fase de plantula) e as demais folhas, denominadas
trifolioladas, contituidas de trés foliolos. A cor e a presenca de pelos é uma
caracteristica que varia de acordo coma cultivar, posicdo na planta, idade da planta
e condi¢cbes do ambiente (SILVA, 2013).

As flores do feijao-caupi ndo sdo isoladas, isto €, estdo sempre agrupadas
em duas, trés ou mais, e sdo compostas por um peddnculo (pequena haste) que
sustenta os botdes florais, formando a inflorescéncia floral. Cada flor é constituida
por um célice formado de sépalas unidas e uma corola de cinco pétalas coloridas,
com formatos diferentes: uma pétala mais externa e maior (denominada
estandarte); duas laterais menores, estreitas (denominadas asas); além de duas
inferiores, unidas e enroladas em forma de espiral (denominadas quilha).

O aparelho reprodutor masculino (denominado androceu) é constituido de
nove estames (estruturas que contém os grdos de polem) unidos na base e um livre.
J& o feminino (denominado gineceu) possui ovario com varios 6vulos
(pluriovulado), um estilete (filamento que liga o estigma ao ovario) encurvado, e
um estigma (parte apical do estilete que recebe os grdos de pélem) terminal. As
flores podem ter a cor branca, résea ou violeta, de distribui¢do uniforme para toda a
corola, ou ser bicolores, isto ¢, as pétalas podem ter mais de uma cor ou tonalidades
diferentes (SILVA, 2013).

O fruto é uma vagem formada por duas partes (denominadas valvas), uma
superficie superior e outra inferior, podendo ter uma forma reta, arqueada ou
recurvada, e a ponta ou extremidade (denominada apice) ser arqueada ou reta. A
cor pode ser uniforme ou ndo, isto é, pode apresentar estrias de outra cor, por
exemplo, e variar de acordo com o grau de maturagdo (vagem imatura, madura e
completamente seca), podendo ser verde, verde com estrias vermelhas ou roxas,
vermelha, roxa, amarela, amarela com estrias vermelhas ou roxas (SILVA, 2013).

A semente possui alto teor de carboidratos e proteina, sendo constituida

externamente de uma casca (tegumento), hilo (cicatriz no tegumento), micrépila
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(pequena aberura no tegumento) e rafe (cicatriz da soldadura dos évulos com as
paredes do ovario), e internamente de um embrido formado pela plimula (pequeno
botdo do caule), duas folhas primarias, o hipocotilo, dois cotilédones e uma
pequena raiz denominada radicula.

A semente também pode ter varias formas: arredondada, eliptica, reniforme
ou oblonga, com tamanhos que variam de muito pequenas (< 20g /100 sementes) a
grandes (> 40 g/100 sementes) e apresentar ampla variabilidade de cores, variando
do preto, bege, roxo, réseo, vermelho, marrom, amarelo até o branco.

O tegumento pode ter uma cor uniforme ou mais de uma, normalmente
expressa em forma de estrias, manchas ou pontuagdes. Podem apresentar brilho
(brilhosa) ou ndo (opaca). Possui grande variabilidade, caracterizada pelos aspectos
externos da semente, que tem sido usada para diferenciar e classificar cultivares de
feijdo em alguns grupos ou tipos distintos, com base na cor e no tamanho das
sementes: preto, mulatinho, carioca, roxinho, rosinha, amarelo, manteigdo, branco,
etc. (SILVA, 2013).

No Brasil, sdo cultivadas varias espécies de feijdo; entretanto, para efeito
de regulamento técnico, somente o feijdo-comum, espécie Phaseolus vulgaris (L.)
e o feijdo-caupi, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. sdo consideradas como
feijdo pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). O Brasil
€ 0 maior produtor da América e o terceiro mundial (LANGYINTUO et al., 2003).

O feijdo-caupi tem grande importancia, tanto como alimento quanto como
gerador de emprego e renda. E rico em proteina, minerais e fibras (FROTA et al.,
2008; SINGH, 2007) e constitui um componente alimentar basico das populacdes
rurais e urbanas das regies norte e nordeste, com seu consumo expandindo-se de
forma mais intensa para as regides centro-oeste e sudeste do Brasil.

Freire-Filho et al. (2011), apresentando dados de producdo e informagdes
socioecondmicas da cultura do feijdo-caupi no Brasil, admitiram que se cada
hectare gerasse 0,8 emprego/ano, considerando o consumo per capta de 18,21
kg/pessoa/ano e o preco minimo da saca de 60 kg de R$ 80,00 (HETZEL, 2009), a

cultura do feijdo-caupi gerava em média 1.113.109 empregos por ano, produzindo
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suprimento alimentar para 28.205.327 milhdes de pessoas, com producdo anual no
valor de R$ 684.825.333 reais.

3.2. Milho (Zea mays L.)

O milho é uma planta anual, robusta, monocotileddnea, pertence a divisao
Magnoliophyta, classe Liliopsida, subclasse Commelinidae, ordem Poales, familia
Poaceae (anteriormente denominada de graminea), género Zea e espécie Zea mays
( PATERNIANI, 1978). Originou-se na América Central, provavelmente da regido
onde hoje se situa 0 México, tendo sido domesticado no periodo entre 7.000 e
10.000 anos atras (CASTRO; KLUGE, 1999).

E uma espécie herbacea, monoica, anual, aldgama com praticamente 100%
de reproducdo cruzada (PATERNIANI; CAMPOS, 1999; PONS; BRESOLIN,
1981). Pode atingir até 2 metros de altura, prodzindo cerca de 600 a 1.000
sementes similares aquela da qual se originou, sendo os grdos geralmente amarelos
ou brancos, podendo apresentar coloracGes variando desde o preto até o vermelho
(PAES, 2006).

O sistema radicular é fasciculado, atingindo aproximadamente 1 m. Suas
raizes dividem-se em trés grupos (raizes temporarias, permanentes e adventicias).
Possui um caule ou colmo, preenchido por uma medula esponjosa e adocicada,
apresentando de cinco a 48 folhas, as quais sdo arranjadas alternadamente e
suportadas no colmo através de suas bainhas (LARCHER, 1986).

Suas folhas sdo sésseis, alternadas e lanceoladas, com apice acuminado,
bordos serrilhados. O limbo foliar pode variar de muito longo, estreito a curto e
largo e ter posicdo quase horizontal ou vertical em relagdo ao colmo (LARCHER,
1986).

Suas flores masculinas e femininas estdo presentes na base apical do
colmo, chamadas de pend&o, flecha ou panicula, contendo milhares de grdos de
polen, que sdo os Orgdos masculinos. Na boneca, acham-se os estilo-estigmas,
denominados também de cabelo ou barba, que, recebendo o pdlen, ficam

fertilizados para a formagéo dos frutos.
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Seus frutos sdo cariopses ou gréos, inseridos no raque ou sabugo pela
raquila. Sdo dispostos em fileiras que variam de nimero, seis, oito, dez, catorze,
etc., e sdo recobertos de palha ou espata de quantidade variavel de 18 a 20
aproximadamente. Elas servem para a protecdo dos grdos contra a infestacdo de
pragas, doencas e penetracdo de umidade, de vez que suas pontas interceptam a
entrada de organismos. O grdo, fruto indeiscente, é formado de pericarpo,
endosperma e embrido (LIMA, 1976).

O milho é a mais importante planta comercial com origem nas Américas.
H& indicacbes de que sua origem tenha sido no México, América Central ou
Sudoeste dos Estados Unidos. E uma das culturas mais antigas do mundo, havendo
provas, através de escavagdes arqueologicas e geoldgicas e de medigdes por
desintegracdo radioativa, de que é cultivado hd no minimo 5.000 anos. Logo ap6s o
descobrimento da América, foi levado para a Europa, onde era cultivado em
jardins, até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido. Passou entdo a ser
plantado em escala comercial e espalhou-se desde a latitude de 58° norte (Unido
Soviética) até 40° sul (Argentina) (DUARTE, 2013).

A importancia econdémica do milho é caracterizada pelas diversas formas
de sua utilizacdo, que vai desde a alimentacdo animal até a indlstria de alta
tecnologia. Na realidade, o uso do milho em grdo como alimentagdo animal
representa a maior parte do consumo do cereal, isto é, cerca de 70% no mundo.
Nos Estados Unidos, cerca de 50% sdo destinados a tal fim, ao passo que no Brasil
varia de 60 a 80%, dependendo da fonte da estimativa e de ano para ano
(DUARTE, 2013).

Além disso, é uma cultura importante para produtores de todos os niveis
tecnoldgicos, sendo um dos principais insumos no complexo agroindustrial,
destacado no cendrio estratégico mundial como um dos fundamentais segmentos a
serem explorados a fim de se alcancar a sustentabilidade almejada para as
condigbes futuras (CRUZ, 2013).
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3.3. Meldo (Cucumis melon L.)

H& uma forte discussdo quanto ao centro de origem do Cucumis melon.
Para Grieve (1995), o meloeiro é nativo do sul asiatico, do sopé dos Himalaias ao
Cabo Comorin, onde cresce selvagem. Com base em Fruttilandia (2013), seria
nativo do centro e oeste asiatico; o meloeiro inicialmente foi disseminado na india,
China e entdo na bacia mediterranea. J& para Boas et al. (1998) e Silva (2001), esta
cultura teria como centro de origem a regido central da Asia e da Africa. O meldo
(Cucumis melo L.) pertence a familia das Cucurbitaceas (BOAS et al., 1998;
SILVA, 2001). Sua classificacdo taxiondmica estd enquadrada na seguinte ordem:
Reino Vegetal, Divisdo Spermatophyta, Subdivisdo Angiospermae (KRARUP;
KONAR, 2001), Classe Dicotyledonea, Subclasse Dilleniidae, Superordem
Violanae, Ordem Cucurbitales, Familia Cucurbitaceae, Geénero Cucumis,
Subgénero: melo (Miller) C. Jeffrey, Espécie Cucumis melo L. (COSTA et al.,
2013).

O género Cucumis é um dos maiores da familia Curcubitaceae, incluindo
34 espécies. A espécie Cucumis melo é dividida em duas subespécies C. melo
subsp. agrestis, com ovario de indumento curto e C. melo subsp. melo com ovario
de indumento longo (ALMEIDA, 2006).

O meloeiro é uma planta anual, herbacea, que possui talos recobertos por
pelos, formam muitas hastes ou ramificacGes, podendo conduzir-se como rasteira
ou trepadeira, permitindo o cultivo tutorado em estufas (SARLI, 1980; MAROTO,
1995). As folhas sdo alternadas, simples, palmadas, pentalobadas, angulosas
guando jovens e subcordiformes quando completamente desenvolvidas. Possui
gavinhas, que sdo 6rgaos de sustentacdo da planta ao solo, e nascem das axilas das
folhas.

Seu sistema radicular é ramificado, fasciculado, e consiste de uma raiz
principal, curta e densa, da qual partem as raizes laterais (MOROUELLI et al.,
2000). Possui pouca capacidade de regeneracdo ap6s traumatismo.

Seu caule é do tipo trepador ou prostado, com secg¢do circular, diferindo do

pepino e melancia, que possuen caule anguloso. A maioria das cultivares é
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andromonoica, e mais raramente monoicas (GRANGEIRO et al.,, 2002;
ALMEIDA, 2006).

As flores nascem nas axilas das folhas, as femininas e hermafroditas,
isoladas, e as masculinas, em grupo de trés a cinco. As flores masculinas,
sustentadas por perciolos curtos, aparecem geralmente de uma a duas semanas
antes das femininas e hermafroditas, e continuam se formando durante todo o ciclo
vegetativo. O ovaério é infero, apresentando inimeros nectérios na base do estilete.
O grédo de pélen é de natureza viscosa, necessitando de um agente polinizador para
seu transporte até a superficie estigmatica.

A polonizagdo do mel&o é principalmente entomorfica. O fruto é uma baga
carnuda, com forma, tamanho e coloragdo variaveis, podendo ser esférica, eliptica,
alargada, ovoéide e esférica-achatada. A casca pode ser de cor verde claro e/ou
ligeiramente acinzentada, amarela ou parda. Outra caracteristica da casca do meldo
é ser lisa, reticulada ou escriturada. As dimensdes dos frutos sdo muito variaveis,
apesar de em geral o didmetro poder variar entre 15 e 60 cm. A polpa pode ser
branca, amarela, creme, alaranjada, salméo ou verde.

As sementes, que ocupam a cavidade central do fruto, inseridas sobre o
tecido placentério, sdo fusiformes, achatadas e de cor branca ou amarela. Em um
fruto, podem existir de 200 a 600 sementes. Em um grama de sementes, existem de
22 a 50 sementes, 0 que se altera em fungéo das variedades (COSTA et al., 2013).

De acordo com Maroto (1995), do hipocétilo da plantula de meldo surge o
talo principal, que pode se desenvolver amplamente, atingindo até 5 m. Das axilas
das folhas do ramo principal, nascem as ramificag¢des secundarias, de ondem saem
os ramos frutiferos, que apresentam flores femininas ou hermafroditas e flores
masculinas.

O interesse pela cultura do meldo tem se intensificado nos Gltimos anos no
Brasil, principalmente nos estados do Ceard e Rio Grande do Norte, onde as
condigdes climaticas sdo 6timas para o desenvolvimento da cultura (intensidade e
duracdo de luminosidade, temperatura alta e precipitacdes baixas). E uma das
principais cucurbitaceas cultivadas no Brasil, tendo no ano de 2009 produzido

402.959 toneladas dessa olericola, em uma area de 17.559 hectares, sendo 0s
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estados do Rio Grande do Norte e Ceard 0s maiores produtores nacionais,
respondendo juntos por mais de 80% da produgéo brasileira de meldo (SOUZA,
1994; IBGE, 2011).

O meléo posiciona-se como a oitava fruta mais produzida no mundo, com
21,7 milhGes de toneladas em 2002, e estd entre as dez mais exportadas, com
mercado internacional estimado em mais de 1,6 milhfes de toneladas por ano
(FAO, 2003). No mercado nacional, € uma das espécies olericolas de maior
expressdo econdmica, atingindo 15,8% das exportagdes brasileiras de frutas frescas
em 2002, o que credencia ao pais ao 6° lugar em volume de exportagdes de meldo
no mundo, respondendo por 7% do total das negociagdes. As exportaces de meldo
tiveram um crescimento de 116% nos Ultimos cinco anos, passando de 45,7 mil
toneladas em 1997 para 98,74 mil toneladas em 2002, correspondendo a US$ 37,8
milhdes (AGRIANUAL, 2003).
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CAPITULO 11

ATIVIDADE ALELOPATICA DE SEMENTES E FOLHAS DE
JUAZEIRO

(Ziziphus joazeiro MART.)

RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar a atividade de extratos de folhas e
sementes do juazeiro (Zizyphus joazeiro Mart.) na emergéncia e
desenvolvimento de plantulas de milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis
melo L), e feijdo-caupi (Vigna unguiculalata Walp.). A montagem dos
bioensaios foi desenvolvida no Laboratorio de Analise de Sementes,
UFERSA, e o preparo dos extratos secos e aquosos foi realizado no
Laboratorio de Analise Cromatografica, UERN, nos meses de novembro de
2011 a abril de 2012. As espécies teste foram sementes de milho, meldo e
feijdo-caupi e os extratos foram compostos de sementes e folhas de juazeiro.
O trabalho experimental foi formado por seis experimentos, onde cada
extrato bruto (1%) e suas dilui¢des (0,5; 0,25; 0,125%), testados em cada
espécie alvo, correspondiam a um experimento (E1, E2, E3 - extratos de
semente de juazeiro no milho, meldo e feijao-caupi e E4, ES5, E6 - extratos
de folhas de juazeiro no milho, meldo e fejjdo-caupi. O delineamento
estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes
com vinte sementes. Os tratamentos foram compostos das concentracoes 1;
0,5; 0,25; 0,125 e 0%, correspondentes de cada extrato. O comportamento
das espécies teste diante dos extratos foi aferido analisando-se as
caracteristicas porcentagem e indice de velocidade de emergéncia,
porcentagem de plantulas normais, matéria seca, comprimento de parte
aérea e raiz e numero de raiz no milho. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel 5% de probabilidade, analisadas pelo programa
estatistico SISVAR. Ao final das avaliagdes, percebeu-se que 0 extrato de
semente e folhas de juazeiro em suas maiores concentragdes, no geral,
provocaram interferéncia negativa no desenvolvimento das plantulas de
feijdo-caupi, meldo e milho.

Palavras chave: Atividade biologica, Zea mays L., Cucumis melo L., Vigna
unguiculata L. Walp.
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ALLELOPATHIC ACTIVITY OF SEEDS AND LEAVES OF JUAZEIRO
(Ziziphus joazeiro MART.)

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the activity of the extract of juazeiro
(Zizyphus joazeiro Mart.) leaves and seeds on the emergence and development of
seeds of corn (Zea mays L.), melon (Cucumis melo L) and cowpea (Vigna
unguiculalata Walp.). The preparing of bioassays was developed on Laboratério de
Anélise de Sementes, UFERSA, and the preparation of dry and auqueous extracts
was accomplished on Laboratério de Analise Cromatografica, UERN, from
November 2011 to april 2012. The litmus species were seeds of corn, melon and
cowpea and the extracts were composite by seeds and leaves of juazeiro. The
experimental was formed by six experiments, in which each crude extract (1%) and
its dilutions (0.5, 0.25, 0.125%), tested in each litmus species, corresponded to an
experiment (E1, E2, E3 - extracts of juazeiro seeds on corn, melon and cowpea and
E4, E5, E6 - extracts of leaves of juazeiro on corn, melon and cowpea. The
statistical design was completely randomized blocks with four replications with
twenty seeds. The treatments were composite by concentrations 1, 0.5, 0.25, 0.125
and 0%, corresponding to each extract. The behavior of litmus species before the
extracts was tested through the analysis of the characters percentage and
emergence speed index, percentage of normal seedlings, dry matter, aerial part
length and root and number of root on corn. The averages were compared by
Tukey test, at 5% probability, analyzed by the statistical program SISVAR. In the
end of the evaluations, it was possible to observe that extract of seeds and leaves of
juazeiro in their greater concentrations, in general, provoked negative interference
on the development cowpea, melon and corn seeds.

Keywords: Biological activity, Zea mays L., Cucumis melo L., Vigna unguiculata
L. Walp.
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1. INTRODUCAO

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) é uma arvore frondosa, de tronco com
ramos armados de fortes espinhos e ampla copa quase sempre verde, mesmo em
época de estiagem. Z. joazeiro é tipica do sertdo nordestino, podendo ser
encontrada do Piaui ao norte de Minas Gerais, nas caatingas e campos abertos do
poligono da seca (MATOS, 2007; LORENZI, 2008).
jué- espinho e laranjeira-de-vaqueiro) e grande potencial econdmico, sendo usada
na ornamentacdo (LORENZI, 2008), na medicina popular, na fabricacdo de sabéo e
dentifricil e na indGstria madeireira (BRAGA, 1976), além de sua importancia na
protecdo das margens dos cursos d’agua, integrando as matas ciliares (MEUNIR,
2008).

A literatura etnofarmacoldgica refere-se ao uso do cozimento das cascas do
Z. joazeiro no tratamento de doencas do figado, dor de cabeca, tosse seca,
bronquite, dor de garganta, problemas urinérios, remédio contra caspa e tonico
capilar, alivio dos sintomas da dispepsia, ma-digestdo e Glcera do estdmago, além
do tradicional emprego da “raspa do juazeiro” na limpeza dos dentes como
altamente eficiente na completa remocgdo da placa dental microbiana, quando
comparada a acdo dos dentifricios comerciais, o que significa maior protecdo
contra a carie e 0 mau héalito (MATOS, 2007). Também ha registro da atividade
antifagica, bactericida e antioxidante da entrecasca do juazeiro (ALVIANO et al.,
2008; NUNES et al., 1987; NISAR et al., 2007).

O estudo da capacidade de interferéncia de algumas plantas sobre outras
populagdes adjacentes ndo é recente e foi descrito a primeira vez pelo pesquisador
Hans Molisch em 1937, que definiu esta interferéncia como fendmeno alelopético
(FELIX, 2012).

A alelopatia ¢ um fendmeno quimico-ecolégico no qual organismos
competidores produzem substancias quimicas que inibem o crescimento dos

membros da sua prdpria espécie ou de outras espécies. Essa interacdo, que parece
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um tipo de guerra quimica, pode ser encontrada em microrganismos e plantas
(HAVEN, 2007).

Alguns estudos com plantas arboéreas da caatinga foram desenvolvidos a
fim de averiguar os efeitos que seus compostos secundarios, quando postos no
ambiente, provocam sobre a germinacdo, crescimento e desenvolvimento de
plantulas testes.

Os estudos de Brito et al. (2012) testando extrato aquoso de ramos de
marmeleiro (Croton sonderianus Mull. Arg.) e jurema preta (Mimosa tenuiflora
Willd); de Oliveira et al. (2012) ao analisarem o efeito alelopatico de diferentes
6rgdos do Mulungu (Erythrina velutina Willd); de Silva et al. (2007) ao estudarem
os efeitos de extratos aquosos de diferentes 6rgdos de Amburana cearencis; de
Souza et al. (2007) ao pesquisarem a influéncia do extrato aquoso de folhas de
aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi); e de Coelho et al. (2011) ao avaliarem a
atividade alelopética de extratos de semente de juazeiro (Ziziphus juazeiro Mart)
comfirmam que extratos de plantas da Caatinga apresentam elevada atividade
bioldgica sobre as espécies alvo.

Por esta razdo, estudiosos tém despertado sua atencdo cada vez mais na
busca de novas espécies que expressem esta caracteristica, tendo em vista sua
importancia para o sucesso da implantacdo de sistemas agrosilvipastoris (BRITO et
al., 2012), bem como seu emprego na sintese de novos bioensetisidas, compostos
de origem vegetal que surgem como uma estratégia promissora, eficiente e
ambientalmente segura para reduzir a populacdo de pragas (GARCEZ et al., 2013).

Considerando o potencial que o Z. joazeiro apresenta, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar atividade de extratos de sementes e folhas de joazeiro

na emergéncia e desenvolvimento de plantulas de milho, meléo e feijdo-caupi.
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2. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratdrio de Analise de Sementes do
Departamento de Ciéncias Vegetais, Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA) e os extratos secos e aquosos foram preparados no Laboratério de
Anélise cromatografica, Universidade Estadual do Rio Grande do Norte (UERN),
em Mossord, nos meses de novembro de 2011 a abril de 2012.

As espécie testes foram milho AL Bandeirante (Zea mays L.), meldo
iracema (Cucumis melo L.) e feijdo BR 17 Gurgueia (Vigna unguiculata L. Walp.).
As sementes de milho foram cedidas por pesquisadores da UFERSA, as sementes
de meldo foram obtidas comercialmente (hibrido.) e as sementes de feijdo foram
adequiridas pela empresa de pesquisa pecudria do Rio Grande do Norte
(EMPARN).

Inicialmente, foi feito um teste de emergéncia em areia lavada para cada
espécie. No milho, a porcentagem de emergéncia foi de 97,5%, no meldo de 100%,
e no feijao de 91,25%.

A obtencdo dos extratos secos, a partir de sementes e folhas de juazeiro
(Ziziphus joazeiro Mart.), foi com folhas jovens, coletadas pela manha, de uma
matriz adulta em novembro de 2011 e sementes colhidas em maio de 2010 de
matrizes adultas no campo da UFERSA. As sementes ficaram armazenadas por 20
meses em camara fria (14°C de temperatura e UR de 45%).

Uma solugdo hidroalcdolica 70 % (70% etanol e 30% &gua destilada) foi
preparada para a extracdo do material, corrigida com auxilio de um alcodmetro
Gay-Lussac 20°C.

A extracdo deu-se com 700 g de sementes, fragmentados com o auxilio de
um martelo, e 180 g de folhas, triturados em liquidificador doméstico, secos em
estufa a uma temperatura de 50°C durante 48h.

A partir da fragmentacdo destas massas, dava-se inicio ao processo de
extragdo. Estas massas eram acondicionadas em recipientes de vidro fosco de

capacidade de 1L, adicionando as folhas um volume de 500 e as sementes 800 ml
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da solucdo hidroalcoolica, sendo que nas demais extracfes o volume adicionado
variou com a quantidade do material retirado em cada extragdo, de forma que o
recipiente estava sempre preenchido até sua capacidade volumétrica.

As sementes e folhas do Z. joazeiro passaram por trés e quatro extracdes,
respectivamente, sendo que o periodo entre uma extracdo e outra era de trés e
quatro dias, porque se observou gue a extracdo dos compostos quimicos era maior
na medida em que se prolongava seu periodo. Durante o processo de extracdo, o
material foi submetido a constantes agitagGes para potencializar a agdo do solvente.

Uma vez extraido, o material foi filtrado, rotoevaporado e levado ao
banho-maria a 60°C para promover sua secagem gradativa até se obter massa seca
de 66 g de metabdlitos extraidos das sementes e 70 g de metabdlitos extraidos das
folhas, permanecendo armazenada em geladeira comum a temperatura de 7 °C até o
momento de serem empregadas na obtencdo dos extratos brutos.

A obtencdo dos extratos brutos deu-se pesando separadamente 20 g do
extrato seco de cada 6rgdo do Z. joazeiro, em uma balanga de precisdo (quatro
casas decimais) e diluindo cada uma delas em um volume de 2000 ml até a
formagdo de duas misturas. Estas foram levadas ao ultrassom por 35min para
proporcionar maior solubilidade dos constituintes apolares, depois foram
submetidas a trés filtragens simples, usando para isso um funil de vidro vedado
com algoddo. Ao final do processo, a parte filtrada formava a concentracdo bruta
de cada extrato, sendo estes diluidos nas variadas concentragoes.

Os extratos ficaram acondicionados em recipientes de vidro fosco, a fim de
reduzir os efeitos da luz e amenizar os riscos de fotodegradagdo, sendo
posteriormente determinados seu pH, condutividade elétrica e potencial osmético,
obtido a partir da férmula proposta por AyersWestcot (1994), para depois
armazena-los em geladeira até 0 momento de serem empregados nos bioensaios.

Os diferentes niveis de concentracdo produzem respostas diferenciadas na
morfologia e fisiologia das plantas. Por essa raz&o, a pesquisa buscou na literatura
métodos que apresentassem dosagens proximas das condigdes naturais. Dai foram
selecionadas cinco concentracfes (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0% (controle), sendo que as

diluices foram obtidas a partir da maior concentragéo.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticbes com 20 sementes. Cada extrato composto de sementes e folhas do Z.
joazeiro nas cinco concentracBes (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%) constituiu um
experimento, onde foi testada sua possivel atividade alelopatica na emergéncia e
desenvolvimento das plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi, de maneira que o
arranjo experimental foi composto de seis experimentos (E1, E2, E3- extratos de
semente de Z. joazeiro no milho, meldo e feijdo-caupi, respectivamente, e E4, E5,
E6- extratos de folha de Z. joazeiro no milho, meldo e feijdo-caupi,
respectivamente) nas cinco concentracdes, conduzidas em bandejas de polietileno
(profundidade 17 cm, largura 9,5 cm e altura 4,3 cm), esterilizadas com alcool,
contendo 400 g de areia lavada e esterilizada de acordo com Brasil (2009).

Cada unidade experimental foi umedecida com 50 ml de extrato, sendo seu
contetdo revolvido, de modo a garantir umidade uniforme dentro da parcela, e
nivelado com o auxilio de uma espatula. Apds isso, foram feitos furos circulares
(1cm) de profundidade 6,5 cm, onde se distribuiram uniformemente as 20
sementes. As caixas plasticas foram acondicionadas em germinadores com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 24 h, durante sete (milho) e oito (meldo e
feijao-caupi) dias.

O critério de emergéncia das plantulas foi com a emissdo do coledptilo no
milho e cotilédones, no feijdo-caupi e meldo. A contagem das sementes emergidas
foi diéria. As avaliagdes das plantulas ocorreram no sétimo (milho) e oitavo (meléo
e feijdo-caupi) dias ap6s a semeadura, classificando-as em normais ou anormais,
segundo Brasil (2009).

A medicdo da parte aérea e da raiz de todas as plantulas normais foi feita
com auxilio de uma régua. No milho, contabilizou-se também o nimero de raizes,
sendo que a contagem foi feita manualmente. Para a determinacdo de massa seca
das plantulas normais, utilizou-se estufa de circulagcdo de ar forcado sob uma
temperatura média de 65°C por um periodo de 24 h. O material foi colocado em
dessecador para promover seu resfriamento sem trocar calor com ao ambiente, e

logo depois foi feita a pesagem do material em balanca de preciséo.
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As varidveis analisadas foram porcentagem de emergéncia, porcentagem
de pléntulas normais, comprimento da raiz (distancia em mm do colo até o &pice
meristematico) e da parte aérea (distancia em mm do colo até o &pice), nimero de
raizes (milho). O indice de velocidade de emergéncia (IVG) foi calculado de
acordo com Maguire (1962) pela férmula IVG = G3/N; + Go/N, + ... + G/N,,; em
que: Gy, Gy, G, = nimero de sementes germinadas computadas na primeira, na
segunda e na ultima contagens; e N1, Nb, N, = nimero de dias da semeadura a
primeira, segunda e ultima contagens.

A andlise de variancia foi efetuada pelo programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2008) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacdo de pH e potencial osmético é necessaria sempre que se
verificar atividade alelopéatica de espécies por meio de bioensaios. O pH dos
extratos, em condicdes normais, deve estar compreendido na faixa de 4 a7 e o
potencial osmético (MPa) ndo deve ultrapassar o valor - 0,2 (GATTI et al., 2004),
pois podem apresentar determinados solutos que podem alterar a propriedade da
agua, resultando em uma pressdo osmética diferente de zero na solugdo, caso ndo
estejam dentro do padrdo (VILLELA etal., 1991).

Sendo assim, pode-se dizer que os extratos de sementes e folhas do Z.
joazeiro e suas respectivas diluigdes estdo dentro dos valores normais de pH e PO
(Mpa) e, portanto, as possiveis diferengas entre as médias ndo se devem a esses
fatores (Tab. 1).

95



Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas do extrato aquoso de semente e folhas de
juazeiro (Ziziphus Joazeiro Mart.) utilizados nos bioensaios para avaliar sua
atividade sobre sementes de milho (Zea mays L.), melao (Cucumis melo L.) e
feijao-caupi (Vigna wunguiculata L. Walp.). PO (potencial osmotico), CE
(condutividade elétrica) e pH.

Concentracao (%) pH PO (Mpa)
Sementes
1 51 -0,01131
0,5 4,75 -0,00584
0,25 4,93 -0,00292
0,125 5,81 0
0 511 0
Folhas
1 6,86 - 0,057
0,5 6,47 - 0,033
0,25 6,73 -0,017
0,125 6,8 0,009
0 511 0

3.1. Extrato de semente de juazeiro

De acordo com a ANAVA, as variaveis de denvolvimento do milho, melao
e feijdo-caupi tiveram seus valores alterados na presenga do extrato de sementes de
juazeiro, sendo o meldo a cultura que apresentou maior suscetibilidade a agdo
deste, de vez que o extrato provocou interferéncia ja no inicio de seu processo de

emergéncia (Tab. 2).
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TABELA 2- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e niimero de raizes (milho) de plantulas de milho (Zea
mays L.), melao (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigna. unguiculata L. Walp.)
oriundas de sementes submetidas ao extrato aquoso de semente de juazeiro
(Ziziphus joazeiro Mart.) em diferentes concentragdes. Mossor6-RN, 2013.

Quadrados Médios
Milho
FV GL PE IVE PN MS CPA CR NR

Concentragdo 4  80™ 0,003™ 32,434™ 0,285 0,079™ 12,584 0,135

Residuo 15 53 0,119 19,738 0,036 0,668 0,479 0,039

CV (%) 793 886 471 1217 9,97 5,0 3,6
Melao

Concentragdo 4 917 0,172™ 23,849™ 0,054 1,199 2,359 -

Residuo 15 39 0,082 11,090 0,007 0,249 0,386 -

CV (%) 659 7,62 341 17,18 3,98 5,14

Feijao-caupi

x

Concentracio 4 22" 0,059™ 85,625™ 0,069" 12,524 4,957

Residuo 15 13 0,073 60,833 0,035 1,841 0,977

CV (%) 363 659 957 1346 6,43 7.26

" significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; = significativo a 1% de
probabilidade; ™ ndo significativo

O extrato de sementes de juazeiro e suas respectivas concentracdes ndo
interferiram significativamente no processo germinativo e na formacdo de plantulas
de milho, meldo e feijdo-caupi, comparada a testemunha, de vez que ndo houve

diferenca estatistica entre as variaveis (PE, IVE e PN) como mostradas na tabela 3.
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Tabela 3- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento da raiz (CR) de
plantulas oriundas de sementes de milho (Zea. mays L.), meldo (Cucumis melo L.)
e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) submetidas ao extrato aquoso de
semente de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) em diferentes concentragdes.
Mossor6-RN, 2013.

PE  IVE PN MS(g CPA(cm) CR(cm) NR

Concentracdo
(%)

1 90a 3,82a 92 a 1,41b 8,25 a 10,83b  541ab
0,5 93a 3,74a 92a 1,46 b 8,37a 13,74a 5,63ab
0,25 85a 38la 93a 151b 8,62 a 15,10a 542ab

0,125 9%a 4,10a 97 a 1,40b 8,34a 14,45a 534b

0 9%a 4,02a 97 a 2,03a 8,32a 15,10 a 579a

DMS? 158 0,75 9,7 0,41 1,79 1,51 0,43
8

1 89a 342a 95 a 0,36 ¢ 12,50 b 11,45b -
0,5 9la 3,69a 97 a 0,43 bc 12,29 b 11,12b -
0,25 98a 39a 9% a 0,47 abc 13,77 a 12,36ab -

0,125 100a 3,86a 100a 0,60ab 12,12 b 12,45 ab -

0 98a 3,84a 100a 0,62a 12,05b 12,99 a -

DMS? 136 0,63 7,26 0,19 1,09 1,36 -
7

1 9% a 3,94a 83a 1,23a 19,53b 11,63b -
0,5 100a 4,09a 78 a 1,39a 19,34b 13,98a -
0,25 96a 4,04a 78 a 1,40 a 22,07 ab 13,99 a -

0,125 100a 4,27a 89a 159a 21,02 ab 14,15a -

0 95a 4,10a 8la 1,31a 23,56 a 14,28 a -

DMS* 772 059 17,03 0,41 2,96 2,16 -

Medias seguida da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. “DMS= Diferenca minima significativa. (-) A variavel NR s6 foi
empregada para cultura do milho.
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Ha relato de que os extratos de semetes de juazeiro em suas maiores
concentragdes provocaram forte atividade fitotoxica na germinacéo de sementes de
alface, além de terem causado alta percentagem de plantulas anormais (COELHO
etal., 2011).

As observagbes de Gioto et al. (2007) corroboram com o presente estudo
ao admitirem que as plantulas de milho apresentaram resisténcia ao extrato aquoso
de Leucaena leucocephala, quando aplicado ao solo, ao passo que para Macias et
al. (2000) o milho se mostrou bastante suscetivel ao extrato de jurema-preta, que
influenciou negativamente em todas as variaveis estudadas.

Esta divergéncia pode ser explicada pelo fato da tolerancia ou resisténcia a
compostos ser especifica, havendo espécies mais sensiveis do que outras, como por
exemplo, a alface e o tomate (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Em alguns trabalhos, foi mostrada a interferéncia de extratos nos
pardmetros de germinacéo do feijdo-caupi (SILVA, 2007; BRITO, 2010), ao passo
gue em outras pesquisas foram observados resultados condizentes com o do
presente estudo (MUNIZ et al., 2007; PEREIRA et al., 2008).

Percebeu-se que as maiores concentracbes do extrato provocaram
alteracOes negativas na massa seca, parte aérea e comprimento de raiz das espécies
teste com excec¢do das variaveis (CPA) no milho e (MS) no feijdo-caupi, que ndo
deferiram estatisticamente do controle, e a maior concentragdo do extrato foi
responsavel por gerar uma drastica interferéncia na variavel comprimento de
radicula de plantulas de milho, pois enquanto as plantulas da testemunha
apresentavam média de 15,1 cm as pléntulas na presenca do extrato bruto
apresentavam-se com comprimento de radicula de 10,8 cm.

Provavelmente esse interrupcdo no crescimento das platulas de milho,
meldo e feijdo-caupi esteja relacionada a explicacdo citada por Borges et al. (2011)
e Pires et al. (2000), os quais afirmam que o aumento nas concentracfes de extratos
provoca efeito sobre a divisdo celular de sementes, levando a uma dréstica redugéo
dos seus indices mitdticos, com a consequente paralisacdo do crescimento

radicular.
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E comum nos trabalhos de alelopatia verificar o efeito de extratos de
plantas no processo de formacdo de raiz e parte aérea das espécies alvo. Almeida e
Rodrigues (1985) relataram que extratos aquosos de trigo e aveia reduziram o
comprimento de raiz e da parte aérea das plantulas de soja.

Tokura e NGbrega (2005) verificaram que 0s extratos aquosos de plantas de
trigo, aveia preta, milheto, nabo forrageiro e colza apresentaram efeito alelopatico
em plantulas de milho. Oliveira et al. (2011), verificando o potencial alelopatico
de extratos vegetais de Crotalaria juncea sobre a germinacdo de milho e feijdo,
observaram que a parte aérea do milho sofreu interferéncia do extrato a partir da
concentracdo de 75%, sendo que as concentracdes mais baixas ndo diferiram da
testemunha. Ferreira e Aquila (2000) e Faria et al. (2009) verificaram que doses
crescentes de extrato de Pinus proporcionaram diminui¢do no comprimento de
radicula e no comprimento de hipocétilo do milho.

Fazendo-se uma andlise individual do comprimento de parte aérea do
feijdo-caupi, observa-se que os efeitos foram maiores na concentracéo de 1 e 0,5%,
comparados a testemunha. Em concordancia com esses resultados, Oliveira et al.
(2011) verificaram que o tamanho da parte aérea do feijdo comum foi reduzido
pelo extrato de Crotalaria juncea em mais de 50% quando comparado a
testemunha.

A cultura do meldo se mostrou bastante sensivel a atividade do extrato e
suas dilui¢des, principalmente na maior concentracdo. As caracteristicas avaliadas
(matéria seca e comprimento de raiz) tiveram seus valores diminuidos em sua
presenca. Porém, as menores concentra¢cbes do extrato (0,125% e 0,25%)
provocaram redugdo no numero de raizes no milho e estimulo no comprimento de
parte aérea no meldo.

Esse tipo de comportamento pode ser uma provavel resposta das plantulas
testes aos diferentes niveis de concentragdes, pois um composto quimico pode ter
efeito inibitdrio ou estimulante, dependendo de sua concentragdo no ambiente e da
sua atuacdo efetiva no crescimento destas espécies (RICE, 1979), pois, embora 0s
aleloquimicos tenham sua sintese controlada, eles s6 exercem efeito caso sejam

liberados pela planta produtora e alcancem a planta receptora em quantidade
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suficiente para atuar efetivamente ou afetem seu crescimento, prejudiquem seu
desenvolvimento normal e inibam sua germinagdo (BONNER, 1950; SILVA,
1978).

Assim, pode-se dizer que houve alteracbes nos padrbes de
desenvolvimento de matéria seca, comprimento de parte aérea e raiz das espécies
testes, provocados pela atividade do extrato, podendo ser pontuais, mas, como o
metabolismo consiste em uma série de reacBes com Vvarios controles do tipo

“feedback”, provavelmente rotas inteiras foram alteradas (HICKS, 1989).

3.2. Extrato de folha de juazeiro

Houve efeito de extrato de folhas de juazeiro no desenvolvimento de
plantulas de milho, meldo e feijao-caupi. Essa interferéncia negativa ficou bastante
evidente, principalmente no processo de formacdo de parte aérea e raiz das

plantulas submetidas a acéo deste extrato (Tab. 4).
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TABELA 4- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e nimero de raizes (milho) de plantulas de milho (Zea
mays L.), melao (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigna. unguiculata L. Walp.)
oriundas de sementes submetidas ao extrato aquoso de folha de mulungu (Erytrina
velutina Willd.) em diferentes concentra¢des. Mossor6-RN, 2013.

Quadrados
Médios
Milho
FV GL PE IVE PN MS CPA CR NR
Concentragio 4  34™ 0,04™ 84375™ 0,236 413~ 180  0,004™
Residuo 15 28 0065 117,500 0,065 0,205 0,499 0,067
CV (%) 552 6,76 12,75 1439 509 47 4,55
Melao
Concentragdio 4 92 11,8™ 19566™ 0,023~ 3,52 196
Residuo 15 24,2 424 118,75 0,006 0,114 0,427
CV (%) 523 30,04 14,68 17,00 257 577
Feijao-caupi
Concentragdo 4  33™ 363  139,38™ 0,089 32,80 13,6
Residuo 15 263 6,65 11042 0,022 0,62 1,02
CV (%) 541 3498 12,62 11,9 3,9 6,98

" significativo a 5% de
probabilidade; ™ ndo significativo.

probabilidade pelo teste F; ~

significativo a 1% de

O milho se mostrou bastante resistente ao efeito do extrato de folhas de

juazeiro nas diferentes concentragdes durante seu processo de emergéncia, quando
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nenhum de seus caracteres de emergéncia (porcentagem e indice de velocidade de
emergéncia) diferiu da testemunha (Tab. 5).

Tabela 5- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
namero de raizes de plantulas oriundas de sementes de milho (Zea mays L.), meldo
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) submetidas ao
extrato aquoso de folha de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) em diferentes
concentragdes. Mossoro-RN, 2013.

PE IVE PN MS(g CPA(cm) CR(cm) NR

Concentragéo
(%)

1 98a 369a 78a 143b 7,62b 11,82¢ 5,70a
0,5 93a 363a 86a 167ab 7,99b 13,83b 5,69a
0,25 9%a 385a 86a 18lab 9,67a 16,33a 5,69a

0,125 91a 3,75a 85a 184ab 9,69a 16,31a 5,68a

0 98a 3.88a 90a 2,09a 9,56 a 16,76a 5,62a

DMS? 1145 056 23,68 0,55 0,99 1,54 0,56

1 89b 398a 69a 032b 13,54b 7,90d -
0,5 94ab 6,86a 68a 046ab 12,37¢c 10,58 ¢ -
0,25 90ab 7,08a 76a 048ab 14,46a 11,77hbc -

0,125 98ab 8,18a 74a 0,45ab 13,15b 12,72ab -

0 100a 8,18a 85a 05l1a 1212c 13,59 a -

DMS? 10,74 45 238 0,16 0,74 1,43 -

1 9% a 2,44b 85a 122ab 1578d 11,20b -
0,5 97a 7,61lab 85a 1,19ab 19,63c 14,85a -
0,25 98a 8,22a 91a 129ab 20,65bc 1554a -

0,125 93a 7,92ab 79a 1,04b 21,93ab 1559a -

0 91a 1066a 76a 144a 23,32 a 15,13 a -

DMS? 11,19 563 2295 0,32 1,72 2,2 -

Medias seguida da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. “DMS= Diferenca minima significativa.
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Gomes et al. (2013), ao verificarem o efeito alelopatico da fitomassa de
Lupinus angustifolius sobre a germinagdo do milho, relataram que os testes de
germinacdo (porcentagem de germinacao, tempo médio de germinacdo) ndo foram
capazes de detectar diferenca estatistica entre os tratamentos. Faria et al. (2009)
encontraram respostas parecidas, ao perceberem que as substancias aleloquimicas
presentes nos extratos de milheto, pinus € mucuna ndo interferiram na germinacao
do milho. Tais resultados confirmam a veracidade do postulado de Ferreira e
Borghetti (2004), ao considerarem o processo de germinacdo o menos afetado por
substancias alelopaticas.

As culturas do meldo e feijdo-caupi apresentaram comportamento
diferente, ou seja, se mostraram sensiveis a a¢do do extrato, tendo uma de suas
variaveis (porcentagem de emergéncia no meldo e indice de velocidade de
emergéncia no feijdo-caupi) afetada quando submetidos a concentragédo 1%.

Faria et al. (2009) perceberam que a germinacdo do feijao foi menor na
presenga dos extratos de mucuna e milheto. A suscetibilidade do processo
germinativo do feijdo-caupi a acdo dos aleloguimicos também foi registrada no
trabalho de Brito e Santos (2012), que afirmaram que a porcentagem de
germinagdo inicial e final da cultura foi reduzida respectivamente a 0,084 ¢ 0,076
unidades percentuais para cada unidade aumentada na concentra¢do do extrato de
jurema.

Uma provavel explicacdo para a forte interferéncia dos extratos de folhas
de juazeiro e suas diluicbes no desenvolvimento das espécies alvo é que estes
tenham provocado mudangas metabdlicas nesses organismos, resultando em efeitos
deletérios sobre sua permeabilidade de membranas, transcricdo e tradugdo do
DNA; funcionamento dos mensageiros secundarios, respiracdo por sequestro de
oxigénio (fenois), conformacdo de enzimas e de receptores ou ainda pela
combinag&o destes fatores (GONZALEZ et al., 1998).

A acdo dos extratos do Z. joazeiro em reduzir as médias da maioria das
variaveis analisadas confirmam que substancias bioativas presentes neles afetaram
0 desenvolvimento do milho, mel&o e feijdo-caupi, chegando inclusive a provocar

mudancas no processo de diferenciacdo celular das espécies, expressos pelo
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acentuado comprometimento na formacdo de suas raizes e parte aérea, sobre a
porcentagem e indice de emergénica ou sobre outro pardmetro do processo
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Fazendo-se uma interpretacdo do efeito alelopatico do extrato de folhas de
juazeiro e suas diluicdes sobre o desenvolvimento de plantulas de milho meldo e
feijdo-caupi, observou-se que o extrato de folhas ndo afetou a formacdo das
plantulas, em que as médias de normalidade ndo deferiram entre os tratamentos,
mas foi capaz de provocar mudangas nas meédias das variaveis matéria seca,
comprimento de raiz e parte aérea das platulas, principalmente em sua maior
concentragéo.

Os valores das médias de normalidade das platulas de milho, meldo e
feijdo-caupi ndo diferiram do controle. Esses dados diferem dos resultados
verificados na maioria dos testes alelopaticos, nos quais é comum observar relacao
entre a malformacéo de plantulas e as interferéncias nos processos de formacéo de
parte aérea, raiz e matéria seca, de vez que apontam as anormalidades de plantulas
como um instrumento valioso nos experimentos de alelopatia. Esta divergéncia
demonstra a complexidade ao se estudar atividade de extratos (PRATES et al.,
2000; FERREIRA; AQUILA, 2000; FELIX, 2007; GATTI et al., 2004).

Partindo para a avaliacdo do desempenho das variaveis matéria seca,
comprimento de raiz e parte aérea das plantulas teste, na presenca do extrato de
folhas do Z. joazeiro, verificou-se que os valores destas variaveis sofreram
reducdo, principalmente em sua maior concentragao.

Miro et al. (1998), testando o potencial alelopatico do llex paraguaiensis
sobre o crescimento e desenvolvimento do milho, mostraram alteracdo no
desenvolvimento desta espécie, afetando a altura da planta, comprimento do
primeiro entre-nd, peso seco da parte aérea e da raiz, comprimento das folhas,
namero de raizes adventicias e comprimento da raiz priméria.

Outras pesquisas como as de Brito (2010) condizem com o que esta sendo
discutido, pois verificaram atividade fitotoxica de extrato de jurema-preta e
marmeleiro sobre a formacdo de raizes de feijdo-caupi e observaram que os

maiores prejuizos ao sistema radicular da espécie eram verificados quando sujeitas
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as concentragfes mais elevadas, onde para cada unidade percentual aumentada na
concentragdo houve decréscimo de cerca de 0,14 cm no comprimento radicular.

Observacao semelhante foi verificada no estudo de Oliveira et al. ( 2012),
0s quais, ao analisarem a atividade fitotoxica de folhas de juazeiro, perceberam que
as maiores concentracdes do extrato exerciam influéncia negativa nos processos de
formacdo de parte aérea e raiz de plantulas de alface.

Assim como no presente estudo, o trabalho de Brito e Santos (2012)
verificou atividade biologica de extrato na formacao de parte aérea e raiz do feijéo-
caupi.

Emfim, pode-se dizer que houve divergéncia nos dados do presente
trabalho tanto entre espécies (milho, melédo e feijdo-caupi) como entre os caracteres
que expressaram seus processos de emergéncia e desenvolvimento inicial (PE,
IVE, PN, MS, CR e CPA).

Este resultado corrobora com a tese de que a alelopatia é um tipo de
relacdo espécie-especifica, ou seja, diferentes espécies podem responder de forma
diferente a presenca da mesma espécie alelopatica ou aleloquimico (PRATI;
BOSSDORF, 2004), dai a necessidade de que sejam feitos estudos mais especificos
para esclarecer os acontecimentos e respostas do vegetal diante dos efeitos
alelopaticos, conhecimento que trara importante contribuicdo para a compreensdo
do fenémeno alelopatico (MARTIN et al., 1990).
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4. CONCLUSOES
Os extratos de sementes e folhas do Z. joazeiro, em suas maiores

concentracdes, interferiram negativamente no desenvolvimento das plantulas de

milho, meldo e feijdo- caupi.
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CAPITULO 11l
ATIVIDADE ALELOPATICA DE SEMENTES E FOLHAS DE JUCA

(Caesalpinia ferrea MART.)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de extratos de folhas e sementes de
juca (Caesalpinia ferrea Mart.) sobre a emergéncia e desenvolvimento de plantulas
de milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigha
unguiculata L.Walp.). O experimento foi desenvolvido no Laboratdrio de Anéalise
de Sementes, UFERSA, e no Laboratorio de Andlise Cromatografica, UERN, no
periodo de novembro de 2011 a junho de 2012. Os extratos foram preparados com
sementes e folhas de jucé e as espécies testes foram o milho, meldo e feijdo-caupi.
O trabalho foi composto de seis experimentos, onde cada extrato bruto e suas
diluicdes (0,5; 0,25; 0,125%), testados em cada espécie alvo, correspondiam a um
experimento (E1, E2, E3 - extratos de semente de juca no milho, meldo e feijao-
caupi e E4, E5, E6 - extratos de folhas de jucd no milho, meldo e feijdo. O
delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticdes com vinte sementes. Os tratamentos foram compostos das concentragdes
1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%, correspondentes de cada extrato. Os possiveis efeitos
alelopaticos foram contabilizados nas caracteristicas de porcentagem e indice de
velocidade de emergéncia, porcentagem de plantulas normais, matéria seca,
comprimento de parte aérea e raiz e nimero de raiz no milho. As médias foram
comparadas pelo teste Tukey, ao nivel 5% de probabilidade, analisadas pelo
programa estatistico SISVAR. Assim, de acordo com os resultados verificou-se que
o meldo foi a cultura mais sensivel a atividade do extrato de semente de juca, o
milho o mais resistente e o feijdo-caupi de suscetibilidade intermediaria. O extrato
de folhas de juca foi efetivo no desenvolvimento do meldo e feijao-caupi e
indiferente ao milho.

Palavras chave: Atividade biolégica, milho, meldo, feijdo-caupi.

114



ALLELOPHATIC ACTIVITY OF SEEDS AND LEAVES OF JUCA

(Caesalpinia ferrea MART.)

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the activity of the extracts of leaves and
seeds of juca (Caesalpinia ferrea Mart.) on the emergence and development of
corn (Zea mays L.), melon (Cucumis melo L.) and cowpea (Vigna unguiculata
L.Walp.) seeds. The experiment was accomplished on Laboratério de Anélise de
Sementes, UFERSA, and on Laboratério de Analise Cromatogréfica, UERN, from
November 2011 to June 2012. The extracts were prepared using seed and leaves of
juca and the litmus species were corn, melon and cowpea. The research was
formed by six experiments, in which crude extract and their dilutions (0.5, 0.25,
0.125%), tested in each litmus species, corresponded to an experiment (E1, E2, E3
— extracts of seeds of juca on corn, melon and cowpea and E4, E5, E6 — extracts of
leaves of juca on corn, melno and cowpea). The statistical design was completely
randomized blocks with four replications with twenty seeds. The treatments were
composite by concentrations 1, 0.25, 0.125 and 0%, corresponding to each extract.
The possible allelophatic effects were registered with respect to percentage and
emergence speed index, percentage of normal seedlings, dry matter, aerial parts
length and root and number of root on corn. The averages were compared by
Tukey test, at 5% probability, analyzed by the statistical program SISVAR. Thus,
according to the results it was possible to observe that melon was the most sensible
culture to the activity of juca seed extract, corn was the most resistant and cowpea
had median susceptibility. The extract of juca seeds was effective on the
development of melon and cowpea and unconcerned with corn.

Keywords: Biological activity, corn, melon, cowpea.
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1. INTRODUCAO

Caesalpinia ferrea Mart. exTul. Var. ferrea, conhecida popularmente como
jucé ou pau-ferro, € uma planta perenifélia ou semidecidua, pertencente a familia
Leguminosae-Caesalpinoidae e de facil reconhecimento devido a presenca de
manchas claras no tronco, foliolos pequenos, flores amarelas e legumes duros
(LORENZI, 2008; RIZZINI, 1995).

Possui uma beleza exuberante, podendo ser usada em parques publicos
como planta ornamental. Tolerante a seca, € aproveitada na composicao de plantios
mistos em areas degradadas visando a recuperacdo da preservacao natural da area,
sendo uma excelente escolha em programas de reflorestamento de &reas
degradadas. Ocorre no Piaui, Alagoas, Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro, na
floresta pluvial atlantica e na caatinga (LORENZI, 2008).

A tintura-da-vagem-de-jucd, tradicionalmente conhecida pela literatura
etnofarmacolégica, é uma excelente medicacdo de uso local em curativos de
contusOes e ferimentos, para estancar hemorragias e em compressas no tratamento
de luxagoes.

Seus frutos também sdo empregados na medicina popular do nordeste para
tratamento caseiro da tosse, bronquite e coqueluche. O estudo quimico dos frutos
desta espécie tem se intensificado no mundo académico.

Ha registro na literatura, das principais substancias encontradas nos frutos,
responsaveis pela atividade antitumoral, antiflamat6ria, imunoestimulante e
hiperglicemiante, sendo os seguintes constituintes quimicos: acido gélico, acido
elagico, acido triidroxifenilelagico e o ester metilico do acido elagico os principais
responsaveis (MATOS, 2007).

Atividades como antifingica, anti-Ulcera, antiflamatoria e analgésicas
foram também relatadas em alguns trabalhos (BACCHI et al., 1995; CARVALHO
et al., 1996; CAVALCANTE, 2008). Pereira et al. (2012) confirmaram o potencial

antiflamatorio de vagens de juca estudando as fracGes de polissacarideos da
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referida espécie. Ueda et al. (2001) atribuiram a esta espécie o poder de cura no
tratamento de diabetes.

E notavel a grande contribuicdo que o estudo da C. férrea, em diferentes
ramos do conhecimento, trara para a sociedade, pois além de todos os beneficios
descritos acima ela é uma espécie bastante promissora em estudos com plantas
potencialmente alelopaticas.

Alelopatia € uma ciéncia que estuda 0s processos decorrentes de
substancias alelopéaticas de plantas e de microrganismos, responsaveis pelo
comprometimento do crescimento e desenvolvimento do sistema biol6gico da
espécie alvo (MACIAS, 2004). Os estudos dos metabodlitos secundarios das plantas
foram iniciados pelos quimicos organicos do século XIX e inicio do século XX,
interessados nessas substancias pela sua importancia como drogas medicinais,
venenos, aromatizantes, materiais industriais e funcdes ecolégicas (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Hoje, os efeitos alelopéticos séo vistos pelos pesquisadores como
alternativa promissora tanto no ambito econdmico como ecoldgico, tais como:
contribuicdo na busca por novos defensivos agricolas, compreensdao do
antagonismo de cultivos consorciados ou sucessivos, diminuigdo do uso de
herbicidas sintéticos, substituindo-os por herbicidas naturais (MANOEL, 2009;
MACIAS et al., 2007).

Estudando o efeito de extratos de diferentes 6rgdos do jucd sobre a
germinacdo da alface, Oliveira et al (2012) concluiram que os extratos de folhas,
cascas e vagens maduras apresentaram atividade alelopatica sobre o
desenvolvimento de plantulas da espécie testada.

Em virtude de todos os argumentos descritos acima, o objetivo do trabalho
foi avaliar a atividade de extrato de sementes e folhas de juca sobre a emergéncia e
desenvolvimento de pléntulas de milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e

feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.Walp.).
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2. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratorio de Analise de Sementes da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) e a preparagdo dos extratos
Secos e aquosos ocorreu no Laboratério de Andlise cromatografica, Universidade
do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), em Mossoro, nos meses de novembro
de 20011 a junho de 2012.

Inicialmente, foi feito um teste de emergéncia em areia lavada para cada
espécie. No milho, a porcentagem de emergéncia foi de 98%, no meldo de 99 % e
no feijao de 91%.

As espécies teste foram milho hibrido AL Bandeirante (Zea mays L.),
meldo iracema (Cucumis melo L.) e a cultivar de feijdo BR 17 Gurgueia (Vigna
unguiculata L. Walp.).

Os extratos secos foram compostos de sementes e folhas de juca
(Caesalpinia ferrea Mart.). As folhas tenras foram coletadas pela manha de uma
matriz jovem do campo da UERN em dezembro de 2011 e as sementes colhidas de
varias matrizes adultas em outubro de 2011 no municipio de Mossoré.

Uma solucéo hidroalcdolica 70% (70% etanol e 30% agua destilada) foi
preparada para a extracdo do material, corrigida com auxilio de um alcodmetro
Gay-Lussac 20°C.

A extracdo deu-se com 135 g de sementes e 115 g de folhas de juca,
trituradas em liquidificador doméstico e secas em estufa a uma temperatura de
50°C durante 48h.

A partir da fragmentacdo destas massas iniciava-se a extragdo,
acondicionando-as em recipientes de vidro fosco de capacidade de 1L e
adicionando um volume inicial de 930 e 800 ml da solucdo hidroalcéolica para
folhas e sementes, respectivamente, sendo que nas demais extracGes a solucéo
adicionada variou com a quantidade do material retirado em cada extracdo, de

forma que o recipiente estava sempre preenchido até sua capacidade volumétrica.
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As sementes e folhas de jucd passaram por cinco e quatro extracdes,
respectivamente, sendo que o periodo entre uma extracdo e outra era de trés a dez
dias, porgue se observou gue a extracdo dos compostos quimicos era maior na
medida em que se prolongava seu periodo. Durante o processo de extracdo, o
material foi submetido a constantes agitacdes para potencializar a acdo do solvente.

Uma vez extraido, o material foi filtrado, rotoevaporado e levado ao
banho-maria a 60°C para promover a secagem gradativa do liquido até se obter
massa seca de 20 g de metabolitos extraidos das sementes e 38 g de metabdlitos
extraidos das folhas do juca, armazenadas em geladeira comum a temperatura de
7°C até 0 momento de serem empregada na obtengdo dos extratos brutos.

A obtecdo dos extratos brutos deu-se pesando separadamente 15 g do
extrato seco de sementes e folhas de juca, em uma balanca de precisdo (quatro
casas decimais) e diluindo cada uma delas em um volume de 2000 ml até a
formagdo de duas misturas. Estas foram levadas ao ultrassom por 35min para
proporcionar maior solubilidade dos constituintes apolares; depois, foram
submetidas a trés filtragens simples, usando para isso um funil de vidro vedado
com algoddo. Ao final do processo, a parte filtrada formava a concentragdo bruta
de cada extrato, sendo estes diluidos nas variadas concentragoes.

Em seguida, os extratos ficaram acondicionados em recipientes de vidro
fosco, a fim de reduzir os efeitos da luz e amenizar os riscos de fotodegradacéo,
sendo posteriormente determinados seu pH, condutividade elétrica e potencial
osmotico, obtido a partir da formula proposta por AyersWestcot (1994). Em
seguida, foram armazenados em geladeira até 0 momento de serem empregados
nos bioensaios.

Os diferentes niveis de concentracdo produzem respostas diferenciadas na
morfologia e fisiologia das plantas. Por essa razdo, a pesquisa buscou na literatura
métodos que apresentassem dosagens proximas das condigdes naturais. Dai foram
selecionadas cinco concentracgdes (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0% (testemunha)), sendo
que as dilui¢des foram obtidas a partir da maior concentracao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro

repeticbes com 20 sementes. Cada extrato (sementes e folhas de jucd) nas cinco
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concentracgdes (1, 0,5; 0,25; 0,125 e 0%) constituiu um experimento, no qual foi
testada sua possivel atividade alelopatica na emergéncia e desenvolvimento das
plantulas de milho, meldo e feijao-caupi.

O trabalho foi composto de seis experimentos (E1, E2, E3- extratos de
semente de jucad no milho, meldo e feijdo-caupi, respectivamente, e E4, E5, E6-
extratos de folha de jucd no milho, meldo e feijdo, respectivamente) nas cinco
concentracdes, conduzidos em bandejas de polietileno (profundidade 17 cm,
largura 9,5 cm e altura 4,3 cm), esterilizadas com alcool, contendo 400 g de areia
lavada e esterilizada de acordo com Brasil (2009).

Cada unidade experimental foi umedecida com 50 ml de extrato, sendo seu
conteudo revolvido, de modo a garantir umidade uniforme dentro da parcela, e
nivelado com o auxilio de uma espatula. Apds isso, foram feitos furos circulares
(1cm) de profundidade 6,5 cm, onde se distribuiram uniformemente as 20
sementes. As caixas plasticas foram acondicionadas em germinadores com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 24 h, durante sete (milho) e oito (meldo e
feijao) dias.

O critério de emergéncia das plantulas foi com a emissdo do coledptilo no
milho e cotilédones no feijao-caupi e meldo. A contagem das sementes emergidas
foi diaria. As avaliacBes das plantulas ocorreram no sétimo (milho) e oitavo (meldo
e feijdo-caupi) dias ap6s a semeadura, classificando-as em normais ou anormais,
segundo Brasil (2009).

A medicdo da parte aérea e da raiz de todas as plantulas normais foi feita
com auxilio de uma régua. No milho, contabilizou-se também o nimero de raizes,
sendo que a contagem foi feita manualmente. Para a determinacdo de massa seca
das plantulas normais, utilizou-se estufa de circulacdo de ar forcado sob uma
temperatura média de 65°C por um periodo de 24 h. O material foi colocado em
dessecador para promover seu resfriamento sem trocar calor com o ambiente,
depois foi feita a pesagem do material em balanca de preciséo.

As varidveis analisadas foram porcentagem de emergéncia, porcentagem
de plantulas normais, comprimento da raiz (distancia em mm do colo até o apice

meristematico) e da parte aérea (distincia em mm do colo até o apice), nimero de
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raizes (milho). O indice de velocidade de emergéncia (IVG) foi calculado de
acordo com Maguire (1962) pela formula IVG = G1/N; + Gy/N; + ... + G/N,; em
que: G4, Gy, G, = nimero de sementes germinadas computadas na primeira, na
segunda e na ultima contagens; e Ni, Nb, N, = nimero de dias da semeadura a
primeira, segunda e ultima contagens.

A analise de variancia foi efetuada pelo programa estatistico SISVAR

(Ferreira, 2008) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados da (Tab.1), o extrato de sementes e folhas de juca
e suas concentracGes estdo dentro dos valores normais de potencial osmotico (> -
0,2) e pH (4 a 7). Portanto, as possiveis diferencas entre as medias ndo se devem a
esses fatores (GATTI et al., 2004).

TABELA 1- Caracteristicas fisico-quimicas do extrato aquoso de semente ¢ folhas
de juca (Caesalpinia ferrea Mart) utilizados nos bioensaios para avaliagdo do
potencial alelopatico sobre sementes de milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis
melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.). PO (potencial osmotico), CE
(condutividade elétrica) e pH.

Concentracéo (%) pH PO (Mpa)
Sementes

1 4,61 -0,02043

0,5 4,77 -0,01277

0,25 4,81 -0,00657

0,125 4,84 -0,00328
0 511 0

Folhas

1 4,66 - 0,03866

0,5 4,77 -0,02043

0,25 4,77 -0,01131

0,125 7,7 -0,00657
0 511 0
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3.1. Extrato de semente de juca

Os dados expostos na ANAVA comprovam os efeitos negativos do extrato
de semente de jucé e suas dilui¢des sobre o desenvolvimento de plantulas de milho,
meldo e feijdo-caupi, comprovados pela sua intervencdo no processo de
emergéncia, formacao de raiz e parte area das plantulas de milho, meldo e feijao-
caupi, como mostrado na significancia de uma ou mais das variaveis analisadas
(Tab. 2).

123



TABELA 2- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e numero de raizes (milho) de plantulas de milho (Zea
mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigna. unguiculata 1. Walp.)
oriundas de sementes submetidas ao extrato aquoso de semente de juca
(Caesalpinia ferrea Mart.) em diferentes concentragdes. Mossor6-RN, 2013.

Quadrados Médios
Milho
Fv GL PE IVE PN MS CPA CR NR
Concentragdo 4 50" 0,0102" 14,38™ 0,06™ 1,025™ 5,435 " 0,182 "™
Residuo 15 22,92 0,065 33,75 0,061 0,633 0,588 0,115
CV (%) 5,08 7,19 6,23 11,02 6,41 4,33 6,42
Melao

Concentragio 4 1,88 0,163 ™ 486,25 003" 5527 1,028 ™ -
Residuo 15 2,50 0,071 53,33 0,005 0,356 0,76 -
CV (%) 1,59 23,89 8,64 10,63 4,62 8,06 -

Feijao-caupi
Concentragdo 4 32,50 ™ 0,253 " 153,13 ™ 0,05™ 1386 1,037 -
Residuo 15 49,58 0,08 155,83 0,04 2,195 1,75 -
CV (%) 7,63 9,57 15,6 16,23 6,62 9,44

" significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ~ significativo a 1% de
probabilidade; ™ ndo significativo. (-) A variavel nimero de raizes s6 foi calculada
para as plantulas do milho.

Analisando-se 0 comportamento do milho, meldo e feijdo-caupi na
presenca do extrato de semente de jucd, percebeu-se que 0s parametros
porcentagem e indice de velocidade de emergéncia receberam pouca influéncia do
extrato, com excecdo do feijdo-caupi que teve seu IVE reduzido na presenca do
extrato em sua maior concentracdo. Em contrapartida, as menores concentragtes do

extrato elevaram as médias de matéria seca de plantulas de meldo (Tab.3)
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Tabela 3- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
namero de raizes de plantulas oriundas de sementes de milho (Zea mays L.), meldo
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) submetidas ao
extrato aquoso de semente de juca (Caesalpinia ferrea Mart) em diferentes
concentracdes. Mossoro-RN, 2013.

Concentragdo  PE IVE PN  MS(g) CPA  CR(cm) NR

(%) (cm)
1 9%5a 35% 95a 210a 12,7a 16,2 ¢ 51la
0,5 9%a 349 94a 222a 119a 16,8 ¢ 53a
0,25 95a 358a 94a 238a 126a 189a 56a
0,125 93a 352a 94a 235a 130a 183ab 54a
0 92a 3,49 90a 2,16a 119a 184ab 51la

DMS® 10,46 056 12,69 054 1,74 1,68 0,74

1 100a 1,19a 69b 0/56b 11,2¢c 10,0 a -
0,5 99a 1,12a 8lab 062ab 144a 109a -
0,25 100a 1,04a 94a 0,75a 13,0b 10,9 a -

0,125 99a 1,39a 83ab 0,73a 12,4Dbc 11,2 a -

0 100a 0,85a 96a 0,6lab 134ab 11,2 a -

DMS? 3,45 0,58 1595 0,15 1,3 1,91 -

1 89a 257b 70a 1,13a 19,7b 13,3 a -
0,5 9%a 284ab 79a 1,38a 243 a 141a -
0,25 94a 299ab 83a 1,27a 215ab 14,3 a -

0,125 91a 3,25a 83a 126a 225ab 13,8a -

0 91a 30lab 86a 1,43a 240 a 14,6 a -

DMS? 15,38 0,61 27,27 0,46 3,24 2,89 -

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
a 5% de significancia. °DMS= Diferenca minima significativa; (-) A variavel
namero de raizes s6 foi calculada para as plantulas do milho.

Os estudos de Ferreira et al. (2010) mostraram que as maiores
concentragdes do extrato de sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) propocionaram

0s maiores valores de germinacdo na primeira contagem das sementes de fava e o
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de Souza e Cardoso (2013) apontaram atividade de extrato de folhas de Eucalyptus
grandis sobre a germinacdo das sementes do feijao.

A literatura costuma atribuir estas intervengdes no processo germinativo a
possiveis alteracGes na permeabilidade de membranas; transcricdo e traducdo do
DNA,; funcionamento dos mensageiros secundarios; respiracdo, sequestro de
oxigénio (fendis); conformacao de enzimas e de receptores ou ainda a combinagédo
destes fatores, (GONZALEZ et al., 1998).

Ha relatos de que os frutos de juca apresentam taninos, fendis e saponinas
(EYER et al., 1975; BUKOWSKA; KOWALSKA, 2004; CARVALHO, 1993),
compostos reconhecidos como aleloquimicos.

Os extratos de sementes de juca ndo foram efetivos a ponto de provocar
grandes danos no desenvolvimento do milho, que teve apenas seu desenvolvimento
de raiz comprometido na presenca do extrato em suas maiores concentracoes.

Outros pesquisadores verificaram atividade de extratos de plantas no
desenvolvimento de raiz do milho e feijdo, plantas testadas no presente estudo.
Faria et al. (2009) verificarem que o extrato de Pinus sp. provocou diminui¢do no
comprimento de radicula do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.). Rickli et al.
(2011) verificaram que o comprimento médio de raiz de plantulas de milho e feijéo
comum foi significativamente alterado a partir da concentragdo de 20% do extrato
de nim (Azadirachta indica A. Juss.), diminuindo com o aumento da concentragdo
do extrato, passando de 11,93 cm na testemunha para 3,22 cm no tratamento de
20%. Silva et al. (2007) perceberam que o extrato hidroalcodlico de nim sobre
sementes de feijdo comum reduziu significativamente a média de seu comprimento
radicular.

As concentra¢@es mais elevadas do extrato também foram responsaveis por
agir negativamente no desenvolvimento de pléntulas de meldo, causando reducéo
nos valores de normalidade e acréscimo de anormalidade de 27,5%, além de
reduzir suas médias de parte aérea e as médias de IVE e CPA de plantulas de
feijdo.

A indiferenca do milho a atividade do extrato pode ser comparada aos

estudos de Rizvi et al. (1987) — que verificaram que a cafeina (1,3,7-
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trimetilxantina), extraida de sementes de café (Coffea arabica), apresentava
seletividade diferencial entre espécies — e aos trabalhos de Friedman e Waller
(1983), que observaram que as sementes de caruru (Amaranthus spinosus L.)
tratadas com 1,3,7-trimetilxantina reduziam a atividade da enzima amilase,
responsavel pela inibicdo da germinacdo da espécie, mas nao afetava a atividade da
amilase em sementes de Phaseolus mungo.

A atividade biol6gica do juca ficou registrada no trabalho de Oliveira et al.
(2012), ao observarem elevados valores na média de anormalidade de plantulas em
todas as concentracGes analisadas, de tal modo que ndo foi possivel obter o
comprimento de raiz e parte aérea, e na pesquisa de Coelho et al. (2011) com
extrato de sementes de juazeiro, ao perceberem elevada porcentagem de plantulas
anormais em plantulas de alface.

As sementes sdo 6rgdos efetivamente alelopaticos capazes de restringir o
crescimento de outras espécies (Powell et al., 1990; Van Staden e Grobbelaar,
1995). Esta afirmativa é ratificada no estudo de Macias-Rubalcava et al. (2008) ao
verificarem que sementes de Viola tricolor L. inibiram o desenvolvimento
radicular de plantulas de tomate e caruru (Amaranthus spp.). Pode-se dizer, porém,
que todos os 6rgdos da planta tém potencial para armazenar aleloquimicos, mas a
quantidade e caminho pelos quais sdo liberados diferem de espécie para espécie
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

O registro de anormalidades em plantulas ¢ uma pratica bastante comum
em estudos alelopaticos, por isso a presente pesquisa se deteve na descri¢cdo das
principais anormalidades (formacdo de raizes primarias atrofiadas e defeituosas,
auséncia de raiz secundaria e necrose radicular, oxidacdo da raiz, encurvamento do
cauliculo, geotropismo negativo), caracteres ja encontrados em alguns trabalhos
com essa mesma linha de pesquisa (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2005, 2006;
BORELLA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012).

Isto demostra que provavelmente o extrato de jucad tenha apresentado
atividade biologica capaz de afetar o desenvolviemnto das espécies teste, induzido-

as ao aparecimento de anormalidades, de vez que a avaliagdo da normalidade das
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plantulas é um instrumento valioso na identificagdo de espécies potencialmente
alelopéticas (FERREIRA; AQUILA, 200).

As sementes de juca se apresentam na pesquisa de Cavalheiro et al. (2009)
como orgdos efetivamente alelopaticos, de vez que os pesquisadores testaram a
atividade bioldgicas e enzimatica (celuldsica e amilasica) das sementes da referida
espécie. Tendo em vista estas informacdes, acredita-se que, dentre outras espécies
da caatinga, o juca possa oferecer matéria-prima para gque novos compostos menos

nocivos sejam formulados pelas industrias dirigidas a agricultura.

3.2. Extrato de folhas juca

De acordo com os dados da ANAVA, o extrato de folhas de juca interferiu
sobre os processos de emergéncia e desenvolvimento de plantulas de milho, meldo
e feijdo-caupi, com as espécies respondendo distintamente a atividade desse
extrato, comparadas ao controle. Esses diferentes tipos de sinais se expressam na

significancia que algumas caracteristicas avaliadas apresentaram (Tab. 4).
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TABELA 4- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e numero de raizes (milho) de plantulas de milho (Zea
mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigna. unguiculata 1. Walp.)
oriundas de sementes submetidas ao extrato aquoso de folhas de juca (Caesalpinia
ferrea Mart.) em diferentes concentragdes. Mossor6-RN, 2013.

Quadrados Médios
Milho
FV GL PE IVE PN MS CPA CR NR

Concentracio 4 175™ 0,19™ 2188"™ 0,016™ 1,44™ 3,03™ 0,39™

Residuo 15 12,92 0,08 14,1667 0,05 0,45 1,22 0,47
CV (%) 3,75 5,91 3,96 11,18 531 6,30 12,69
Melao

ESd *

Concentracio 4 438™ 0,07™ 5313™ 0,003™ 7,44 2,16 -

Residuo 15 583 0,0266 35,4167 0,009 0,20 0,52 -

CV (%) 2,45 3,90 6,71 20,31 3,49 5,65 -

Feijao-caupi

EZ3

Concentracio 4 206™ 0,12™ 73,75™ 0,021™ 6,1 0,77 ™

Residuo 15 3542 0,056 98,33 0,034 0,851 1,18 -

CV (%) 6,31 7,85 11,95 15,24 4,15 6,78 -

" significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; = significativo a 1% de
probabilidade; ™ ndo significativo. (-) A variavel nimero de raizes s6 foi calculada
para as plantulas do milho.

Observa-se que ndo houve efeito de extrato de folha de juca sobre a
porcentagem e indice de velocidade de emergéncia, normalidade e matéria seca de
plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi, com as plantulas de milho se

apresentando imunes a acdo deste extrato para as demais variaveis analisadas. Ja
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quando se avaliou matéria seca, observou-se que ndo houve influéncia de extrato

em seus valores, comparado a testemunha, para nenhuma espécie teste (Tab. 5).

Tabela 5- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
numero de raizes de plantulas oriundas de sementes de milho (Zea mays L.), melao
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) submetidas ao
extrato aquoso de folha de jucd (Caesalpinia ferrea Mart.) em diferentes
concentracoes. Mossoro-RN, 2013.

Concentracdo  PE IVE PN MS(g) CPA(m) CR(cm) NR
(%)
1 93a 4,38a 9l1a 1,83a 12,3 a 16,1a 53a
0,5 98a 4,74a 95 a 192a 121a 17,4 a 57a
0,25 % a 4,86a 96 a 1,84a 12,1a 178a 52a
0,125 9%5a 4,86a 95 a 1,93a 135a 18,3 a 50a
0 98a 494a 98 a 198a 130a 18,1a 57a
DMS? 7,85 0,61 8,22 0,46 1,46 2,41 1,49
1 100a 4,10a 89a 0,48 a 148 a 12,4 ab -
0,5 98a 4,14a 84a 045a 129b 13,1ab -
0,25 99a 44la 90a 0,48 a 11,3¢ 12,3 b -
0,125 98a 4,111a 88 a 0,41a 120¢c 12,2 b -
0 99a 4,18a 9a 0,45 a 135b 140a -
DMS? 5,28 0,36 12,99 0,2 0,98 1,58 -
1 94a 288a 79 a 1,11a 234 a 15,6 a -
0,5 9%a 280a 79a 1,18a 234a 159a -
0,25 98a 3,23a 89a 1,30 a 20,5b 15,7 a -
0,125 94a 3,08a 85a 1,25a 21,7 ab 16,4 a -
0 91a 3,06a 84a 121a 22,3 ab 16,6 a -
DMS? 1299 0,52 21,66 0,4 2,02 2,37 -

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de significancia. DMS= Diferenca minima significativa. (-) A variavel nimero de raizes s
foi calculada para as plantulas do milho.
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O fato de os efeitos alelopaticos ndo terem sido observado na germinagédo
ndo descarta sua agdo sobre o crescimento da pléantula, de vez que a germinagdo é
menos sensivel aos aleloquimicos do que o crescimento da plantula (FERREIRA;
AQUILA, 2000).

Estudando a atividade de extratos de folhas de Pinus sp., milheto
(Pennisetum americanum L.) e mucuna (Stizolobium aterrimum) sobre a
germinacdo e crescimento inicial de milho e feijdo, Faria et al. (2009) observaram
que os indices de velocidade de germinagdo e porcentagem de germinacdo do
milho ndo foram afetados pelos extratos, mas ocasionaram redugdo na germinacao
de sementes do feijdo comum. Souza e Cardoso (2013) observaram reducdo na
porcentagem de germinacéo do feijdo comum na presenca do extrato de folhas de
Eucalyptus grandis.

Analisando-se o desenvolvimento das plantulas de meléo e feijdo-caupi nos
parametros comprimento de raiz e parte aérea, obervou-se que as maiores
concentragdes do extrato propocionaram acréscimos no tamanho das plantulas, e as
menores concentragdes foram responsaveis por afetar negativamente o
desenvolvimento de raiz e parte aérea do meldo e parte aérea no feijdo-caupi, tudo
isto comparado ao controle. Esta afirmativa pode ser demostrada pelo aumento de
1,5 cm nas médias de plantulas de meldo e de feijdo-caupi, comparados ao
controle.

Por isso, ndo se deve devincular o conceito de alelopatia dos efeitos
benéficos, de vez que dado composto quimico pode ter efeito inibitério ou
estimulante, dependendo de sua concentragdo no ambiente (RICE, 1979).

O estimulo no desenvolvimento provocado pela atividade de extrato
também foi observado nos estudos de Ferreira et al. (2010), ao perceberem que as
maiores concentragdes do extrato de folhas de sabia (Mimosa caesalpinaefolia
Benth.) impulsionaram a germinacéo e crescimento das plantulas de fava.

Faria et al.(2009) observaram que o extrato de milheto (Pennisetum
americanum L.) causou aumento no comprimento de radicula e no comprimento de

hipocatilo no milho, ao passo que no estudo em questdo verificou-se que o extrato
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de folhas de juca proporcionou estimulo a formacéo de raizes de plantulas de
meldo e feijao-caupi.

Comportamento semelhante foi observado por Almeida e Rodrigues (1985)
ao verificarem pouca interferéncia dos extratos aquosos de trigo e aveia sobre a
germinacdo da soja e outras culturas, além de reducdo no comprimento de raiz e da
parte aérea destas plantulas teste. Enfim, pode-se dizer que os efeitos alelopéaticos
ficaram mais evidentes no desenvolvimento do que sobre a emergéncia das
platulas.
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4. CONCLUSOES
O desenvolvimento do milho, meldo e feijao-caupi ficou comprometido

pela atividade bioldgica de extrato de sementes e folhas de juca, mas as plantulas

de milho foram as mais indiferentes a atividade desses extratos.
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CAPITULO IV
ATIVIDADE ALELOPATICA DE SEMENTES E FOLHAS DE MULUNGU

(Erythryna velutina WILLD.)

RESUMO

Espécies do bioma caatinga, a exemplo da Erythrina velutina Willd, tém sido alvo
de estudos fitoquimicos e alelopéticos. Por isso, a pesquisa em questdo buscou
verificar a atividade de extratos aquosos de sementes e folhas de mulungu sobre a
emergéncia e desenvolvimento de plantulas de milho (Zea mays L.), meldo
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.Walp.). Os bioensaios
foram desenvolvidos no Laboratério de Analise de Sementes, UFERSA, e os
extratos secos e aquosos foram feitos no Laboratério de Analise Cromatogréfica,
UERN, no periodo novembro de 20011 a abril de 2012. As espécies testes foram
milho, meldo e feijdo. Os extratos foram obtidos a partir de sementes e folhas de
mulungu. O trabalho experimental foi composto de seis experimentos, onde cada
extrato bruto e suas dilui¢bes (0,5, 0,25, 0,125%), testados em cada espécie,
correspondiam a um experimento (E1, E2, E3 - extratos de semente de mulungu no
milho, meldo e feijdo-caupi e E4, E5, E6 - extratos de folhas de mulungu no milho,
mel&o e feijdo. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
com quatro repeticbes com vinte sementes. Os tratamentos foram compostos das
concentragdes 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%, correspondentes de cada extrato. O
comportamento das espécies teste diante dos extratos foi feito analisando-se as
caracteristicas de porcentagem e indice de velocidade de emergéncia, porcentagem
de plantulas normais, matéria seca, comprimento de parte aérea e raiz e nimero de
raiz no milho. As médias foram comparadas pelo teste Tukey, ao nivel 5% de
probabilidade, analisadas pelo programa estatistico SISVAR. O extrato de
sementes e folhas de mulungu afetou o processo de emergéncia e o
desenvolvimento das plantulas de milho, meldo e feijao- caupi

Palavras chave: Acdo de extrato, espécie reativa, milho, meldo, feijdo-caup
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ALLELOPATHIC ACTIVITY OF MULUNGU SEEDS AND LEAVES

(Erythryna velutina WILLD.)

ABSTRACT

Species from the biome Caatinga, as Erythrina velutina Willd, are being
investigated by phyto-chemical and allelophatic. Thus, this research tried to test the
activity of the aqueous extracts of mulungu seeds and leaves on the emergence and
development of corn seedlings (Zea mays L.), melon (Cucumis melo L.) and
cowpea (Vigna unguiculata L.Walp.). The bioassays were accomplished on
Laboratério de Anéalise de Sementes, UFERSA, and the dry and agueous extracts
were made on Laboratério de Analise Cromatografica, UERN, from November
2011 to April 2012. The litmus species were corn, melon and cowpea. The extracts
were obtained from mulungu seeds and leaves. The experimental work was
composite by six experiments, in which each raw extract and their dilutions (0.5,
0.25, 0.125%), tested in each species, corresponded to an experiment (E1, E2, E3 —
extracts of mulungu seeds on corn, melon e cowpea and E4, E5, E6 - extracts of
mulungu leaves on corn, melon and cowpea). The statistical design was completely
randomized with four replications with twenty seeds. The treatments were
composite by the concentrations 1, 0.5, 0.25, 0.125 and 0%, corresponding to each
extract. The behavior of the litmus species was tested through the analysis of
percentage, emergence speed index, percentage of normal seedlings, dry matter,
aerial parts length and root and number of root on corn. The averages were
compared by Tukey test, at 5% probability, analyzed by the statistical program
SISVAR. The extracts of mulungu seeds and leaves affected the emergence and
development of corn, melon and cowpea seedlings.

Keywords: Extract action, reactive species, corn, melon, cowpea.
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1. INTRODUCAO

Erythrina velutina Willd. ¢ uma espécie medicinal do tadxon genérico
Erythrina, nativa das areas tropicais na América Latina. E uma planta espinhenta
de 8-12 m de altura, decidua, heliéfita, caracteristica de varzeas e beiras de rios da
caatinga da regido semiarida do Nordeste, podendo também ser encontrada na orla
maritima de Pernambuco e na floresta latifoliada semidecidua de Minas Gerais e
Séo Paulo.

A espécie velutina é hermafrodita, cujas flores tém cor vermelha, bastante
visitada por passaros que sugam seu néctar. Estas estdo dispostas em pequenos
racemos nas plantas quase sem folhas, dando-lhe aspecto ornamental e festivo. Sua
madeira é empregada na confecgdo de tamancos e jangadas, sendo também usada
em sombreamento de cacaueiros (MATQOS, 2007; LORENZI, 2008).

Na medicina popular, é empregado como medicacdo caseira para acalmar
as pessoas muito excitadas, promover um sono tranquilo, aliviar crises de
palpitacdo do coracdo e para expectorar, mas € preciso muito cautela em seu uso,
pois muito ainda tem a ser feito em termos de pesquisas que verifiqguem os efeitos
nocivos do mau uso desta planta (MATQOS, 2007). O infuso das cascas é
empregado como calmante e sedativo de tosses e bronquites, bem como para
tratamento de verminoses e hemorroidas (LORENZI, 1992; AGRA et al., 2007;
2008).

A presenca de alcaldides e flavonoides, isolados de plantas pertencentes ao
género Erythrina, tem sido identificada em estudos fitoquimicos (CUNHA et al.,
1996; RABELO et al., 2001), assim como foi demostrado em estudos preliminares
que os extratos de Erythrina velutina apresentaram agdo anestésica, antiagressiva,
antiflamatoria, ansiolitica e antibacteriana, antinociceptiva, ansiolitica-sedativa,
relaxante muscular e antibacteriana (MARCHIORO et al., 2005; DANTAS et al.,
2004; VASCONCELOS et al., 2004; VIRTUOSO et al., 2005; RAUPP, 2006;

SANTOS et al., 2007). Estas caracteristicas podem estar associadas ao fato de a

141



velutina ser uma espécie bioprodutora de diferentes metabolitos: alcaloides,
flavonoides e taninos (LOPES, 2010).

Algumas espécies de plantas podem prejudicar o crescimento e
desenvolvimento de outras. A explicacdo para este fendmeno s6 veio na década de
1930 com o pesquisador Hans Molisch, que descreveu a alelopatia como as
interacdes quimicas positivas e negativas de plantas e micro-organismos.

A alelopatia tem sido descrita como qualquer efeito direto ou indireto,
danoso ou benéfico que uma planta (incluindo micro-organismos) exerce sobre
outra, em virtude da producdo de compostos quimicos, ou aleloquimicos, liberados
no ambiente (RICE, 1992).

Espécies do bioma Caatinga, a exemplo da Erythrina velutina, vém sendo
alvo de estudos fitoquimicos e alelopaticos (LOPES, 2010; OLIVEIRA E
COELHO, 2012 e 2013). A sintese de compostos secundarios varia na planta de
acordo com seu estadio de desenvolvimento e as condi¢des climaticas reinantes no
local. Por isso, 0 bioma caatinga torna-se favoravel a producéo desses compostos
de defesa.

O conhecimento dos efeitos alelopéaticos por meio de bioensaios, a
caracterizacdo dos grupos de compostos responsaveis pela alteragdo metabdlica do
organismo alvo e a descoberta dos mecanismos de producdo destes pela planta
podem contribuir na busca por defensivos agricolas, na compreensdo do
antagonismo de cultivos consorciados ou sucessivos, na diminui¢do do uso de
herbicidas sintéticos - substituindo-os por processos de alelopatia na proposicédo de
um melhor manejo de controle das ervas daninhas por meio de rotacdo de cultivos
e na adequacdo de sistema de semeadura entre espécies, além de sistemas
agroecoldgicos (VENZON et al., 2005).

Por essa razdo, o objetivo da pesquisa foi verificar a atividade de extratos
aquosos de sementes e folhas de mulungu sobre a emergéncia e desenvolvimento
de plantulas de milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e feijdo-caupi

(Vigna unguiculata Walp.).
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2. MATERIAL E METODOS

A conducdo dos bioensaios deu-se no Laboratério de Anélise de Sementes
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) e a preparagio dos
extratos secos e aquosos ocorreu no Laboratério de Analise Cromatografica
dUniversidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), em Mossord, entre 0s
meses de novembro de 2011 e abril de 2012.

As espécie teste foram milho AL Bandeirante (Zea mays L.), meldo
Iracema (Cucumis melo L.) e feijdo BR 17 Gurgueia (Vigna unguiculata L. Walp.).

Inicialmente, foi feito um teste de emergéncia em areia lavada para cada
espécie. No milho, a porcentagem de emergéncia foi de 97,5%, no meldo de 100%
e no feijao de 91,25%.

Os extratos secos foram constituidos de sementes e folhas de mulungu
(Erytrina velutina Wild), coletando-se pela manhd folhas jovens de uma matriz
adulta em novembro de 2011 e sementes de matrizes adultas em maio de 2010, no
campo da UFERSA. As sementes ficaram armazenadas por trés anos em camera
fria (14°C de temperatura e UR de 45%).

Uma solucéo hidroalcéolica 70% (70% de etanol e 30% de agua destilada)
foi preparada visando a extracdo do material e corrigida com auxilio de um
alcodmetro Gay-Lussac 20°C.

A extracdo do material deu-se com 675 g de semente e 230 g de folhas,
previamente secas em estufa a uma temperatura de 50°C durante 48 h, sendo
trituradas em liquidificador doméstico até a formagdo de pedacos mindsculos, néo
chegando a po, pois desta maneira o processo de filtragem era facilitado.

A partir deste material fragmentado, inicia-se seu processo de extrag&o,
acondiciondo-o em recipientes de vidro fosco de capacidade de 1L e adicionando
um volume da solucdo hidroalcéolica de 950 mL nas folhas e de 700 ml nas
sementes, sendo que nas demais extracOes a solucdo adicionada variou com a
quantidade do material retirado em cada extragdo, de forma que o recipiente estava

sempre preenchido até sua capacidade volumétrica.
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As sementes e folhas de mulungu passaram por seis extragdes, sendo que 0
periodo entre uma extracdo e outra era de trés e quatro dias, porque se observou
gue a extracdo dos compostos quimicos era maior na medida em que se prolongava
seu periodo, sendo que o material foi submetido a constantes agitacdes durante
todo o periodo de extracdo para potencializar a acdo do solvente.

Uma vez extraido, esse material foi filtrado, rotoevaporado e levado ao
banho-maria a 60 °C para promover a secagem gradativa do liquido até se obter
uma massa seca de 112 g de metabdlitos extraidos das sementes e 97,74 g de
metabolitos extraidos das folhas do mulungu, ficando armazenada em geladeira
comum a temperatura de 7°C até o0 momento de serem empregadas na obteng&o dos
extratos brutos.

Os extratos aquosos foram obtidos pesando-se 20 g do extrato seco de
sementes e folhas de mulungu, em uma balanca de precisdo (quatro casas
decimais), e diluindo-se estas massas separadamente em 2000 ml até a formacao de
duas misturas, as quais foram levadas ao ultrassom por 35min para proporcionar
maior solubilidade dos constituintes apolares, depois foram submetidas a trés
filtragens simples, usando-se um funil de vidro vedado com algoddo. Ao fim do
processo, a parte filtrada formava a concentracéo bruta de cada extrato diluido nas
variadas concentracdes.

Os extratatos foram acondicionados em recipinetes de vidro fosco a fim de
reduzir os efeitos da luz e amenizar os riscos de fotodegradacéo, posteriormente foi
determinado o pH, condutividade elétrica e potencial osmoético, obtido a partir da
formula proposta por AyersWestcot (1994) dos extratos, ficando estes armazenados
em geladeira até 0 momento de seu uso nos bioensaios.

Os diferentes niveis de concentracfes produzem respostas diferenciadas na
morfologia e fisiologia das plantas. Por essa razdo, a pesquisa buscou na literatura
métodos que apresentassem dosagens proximas das condigdes naturais. Dai foram
selecionadas cinco concentracgdes (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0% (testemunha)), sendo
que as dilui¢des foram obtidas a partir da maior concentracao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro

repeticdes com 20 sementes. Cada extrato composto de sementes e folhas de
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mulungu nas cinco concentragcdes (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%) constituiu um
experimento, onde foi testada sua possivel atividade alelopatica no crescimento e
desenvolvimento das espécies alvo (milho, meldo e feijao).

O trabalho foi composto de seis experimentos (E1, E2, E3 — extratos de
semente de mulungu no milho, meldo e feijdo e E4, E5, E6 — extratos de folha de
mulungu no milho, meldo e feijdo) nas cinco concentragbes, conduzidos em
bandejas de polietileno (profundidade 17 cm, largura 9,5 cm e altura 4,3 cm),
esterilizadas com alcool, contendo 400 g de areia lavada e esterilizada de acordo
com Brasil (2009).

Cada unidade experimental foi umedecida com 50 ml de extrato, sendo seu
conteudo revolvido, de modo a garantir umidade uniforme dentro da parcela, e
nivelado com o auxilio de uma espatula. Apds isso, foram feitos furos circulares
(1cm) de profundidade 6,5 cm, onde se distribuiram uniformemente as 20
sementes. As caixas plasticas foram acondicionadas em germinadores com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 24 h, durante sete (milho) e oito (meldo e
feijao-caupi) dias.

O critério de emergéncia das plantulas foi a emissdo do coledptilo (milho)
e cotilédones (feijdo-caupi e meldo). A contagem das sementes emergidas foi
diaria. As avaliagdes das plantulas ocorreram no sétimo (milho) e oitavo (meldo e
feijdo-caupi) dia ap6s a semeadura, classificando-as em normais ou anormais,
segundo Brasil (2009). A medicdo da parte aérea e da raiz de todas as plantulas
normais foi feita com auxilio de uma régua. No milho, contabilizou-se também o
namero de raizes manualmente.

Para a determinacéo de massa seca das plantulas normais, utilizou-se estufa
de circulacédo de ar forgado sob uma temperatura média de 65°C por um periodo de
24 h. O material foi colocado em dessecador para promover seu resfriamento sem
trocar calor com o ambiente, logo depois foi feita a pesagem do material em
balanga de preciséo.

As varidveis analisadas foram porcentagem de emergéncia, porcentagem

de plantulas normais, comprimento da raiz (distdncia em mm do colo até o apice
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meristematico) e da parte aérea (distdncia em mm do colo até o apice), nimero de
raizes (milho).

O indice de velocidade de emergéncia (IVG) foi calculado de acordo com
Maguire (1962) pela formula IVG = G4/N; + G,/N, + ... + G/N,; em que: Gy, G,
G, = numero de sementes germinadas computadas na primeira, na segunda e na
Gltima contagens; e Ny, N,, N, = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda
e Ultima contagens.

A andlise de variancia foi efetuada pelo programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2008) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH e o potencial osmotico dos extratos de sementes e folhas de mulungu
e suas diluicdes estdo dentro dos padrdes normais, ndo sendo, portanto,

responsaveis por possiveis alteracGes nas médias das variaveis analisadas (Tab.1).

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas do extrato aquoso de semente ¢ folhas de
mulungu (Erytrina velutina Wild.) utilizados nos bioensaios para avaliagdo do
potencial alelopatico sobre sementes de milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis
melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.). PO (potencial osmotico), CE
(condutividade elétrica) e pH.

Concentragéo (%) pH PO (Mpa)
Sementes

1 5,6 -0,0197

0,5 5,55 -0,0139

0,25 5,53 - 0,0066

0,125 6,11 - 0,0044
0 511 0

Folhas

1 5 - 0,0985

0,5 5,01 - 0,0507

0,25 5,04 - 0,0285

0,125 5,04 -0,0135
0 511 0
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3.1. Extrato de semente de mulungu

As espécies testes apresentaram-se sensiveis a atividade do extrato de
sementes de mulungu, o que é refletido na diferenca estatistica de todos os
pardmetros avaliados no milho, com exce¢do do nimero de raizes, no indice de
velocidade de emergéncia, porcentagem de normais no meldo e comprimento de

parte aérea e raiz no meléo e feijao-caupi (Tab. 2).
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Tabela 2- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e numero de raizes (milho) de plantulas de milho (Zea
mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigna. unguiculata L.) oriundas
de sementes submetidas ao extrato aquoso de semente de mulungu (Erytrina
velutina Wild.) em diferentes concentragdes. Mossor6-RN, 2013.

Quadrados Médios
Milho
FV GL PE IVE PN MS CPA CR NR

Eid Eid Eid Eid

Concentragdo 4  276,9 1,07 360,63 2,27 3,46 9,01 03™

Residuo 15 825 0,23 102,08 0,38 0,44 0,81 0,18
CV (%) 10,04 10,48 11,92 19,07 4,25 5,45 8,09
Melao

ESd ESd Eid

Concentracio 4 50m™ 0,35 29,38" 0,23™ 0,79 2,81 -

Residuo 15 29 0,02 7,08 0,123 0,07 0,46 -

CV (%) 1,72 3,31 2,74 2534 2,01 10,29 -

Feijao-caupi

EZ3

Concentracio 4 231™ 0,097 8566™ 0,09 10,11 1,27 -

Residuo 15 40,83 0,10 84,17 0,07 0,52 0,29 -

CV (%) 6,62 6,38 11,69 18,23 3,40 3,72

“significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; = significativo a 1% de
probabilidade; ™ ndo significativo. (-) A variavel nimero de raizes s6 foi calculada
para as plantulas do milho.

As plantulas de milho e meldo tiveram seu processo de emergéncia
comprometido na presenca do extrato aquoso de sementes de mulungu em sua
maior concentracdo, o que foi expresso pela reducdo nas médias de porcentagem e

indice de velocidade de emergéncia, comparadas ao controle. Entretanto, as
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plantulas do feijao-caupi ndo sofreram danos em seu processo de emergéncia, ndo

havendo diferenga estatistica entre os tratamentos para estas variaveis (Tab.3).

Tabela 3- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
numero de raizes de plantulas oriundas de sementes de milho (Zea mays L.), meldo
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigha unguiculata L. Walp.) submetidas ao
extrato aquoso de semente de mulungu (Erytrina velutina Wild.) em diferentes
concentragdes. Mossor6-RN, 2013.

Concentracdo  PE IVE PN MS(g) CPA (cm) CR (cm) NR
(%)
Milho
1 76b  3,69b 69 b 247b 1479b 1525c 4,75a
0,5 91ab 4,61ab 80 ab 36ab 1547b 1522c 5,16a
0,25 93ab 4,69ab 86 ab 4,10a 15,79ab 1571bc 5,29a
0,125 95ab 494a 9la 383a 16,99a 18,72a 5,29a
0 98a 4,96 a 93a 248b 1469b 17,57ab 552a
DMS? 19,84 1,05 22,07 1,34 1,44 1,96 0,92
Meléo
1 98a 4,07c 93b 16la 1294bc 566Dhb -
0,5 100a 445b 98 ab 157a 1264c 6,25ab -
0,25 100a 4,49b 99a 147a 1351ab 6,19ab -
0,125 100a 4,86a 99a 121a 13,71a 7,67 a -
0 99a 4,69ab 99a 105a 1348ab 7,31la -
DMS? 3,73 0,33 5,81 0,76 0,58 1,49 -
Feijdo-caupi
1 98a 5,16a 71a 128a 23, 71a 14,89ab -
0,5 99a 501a 83a 1,71a 20,30c 14,05b -
0,25 98a 4,82a 79a 147a 20,30c 14,06b -
0,125 93a 48la 78a 142a 20,01c 14,31ab -
0 9%a 508a 83a 147a 22,12b 1533a -
DMS? 13,96 0,69 20,04 0,59 1,58 1,18 -

Medias seguida da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
a 5% de significancia. 2DMS= Diferenca minima significativa. (-) A variavel
namero de raizes s6 foi calculada para as plantulas do milho.
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Uma provavel explicacdo para o ocorrido seria a intervengdo destes
extratos sobre a divisdo celular, permeabilidade de membranas e atividade de
enzimas durante a germinacao de sementes (RODRIGUES et al., 1992).

Resultados semelhantes foram apresentados por Oliveira et al. (2012) ao
perceberem que, independentemente da temperatura de extracdo, 0s extratos de
sementes de mulungu reduziram a porcentagem e velocidade de germinacdo de
sementes de alface.

Existe uma série de estudos que comprovam a atividade alelopatica de
espécies do bioma caatinga ja no processo germinativo, mesmo este sendo
considerado menos sensivel a acdo destes compostos alelopaticos (FERREIRA E
AQUILA, 2000). Macias et al. (2000) e Brito (2010) verificaram que o extrato da
jurema-preta influenciou negativamente a germinacao de sementes de milho.

Os extratos de marmeleiro e de jurema preta reduziram a porcentagem de
emergéncia de plantulas de feijdo-caupi em 0,082% e 0,0057%, respectivamente,
para cada unidade porcentual da concentragdo do extrato (Brito, 2010).

Coelho et al. (2011) verificaram que o extrato de sementes de juazeiro a
25°C reduziu a porcentagem de germinagdo de sementes de alface para 13%.
Silveira et al. (2011), estudando a atividade alelopatica do extrato aquoso de
sementes de jurema preta na germinacdo de alface, constataram que o extrato
obtido a 100°C reduziu a porcentagem de germinacdo das sementes da espécie
alvo.

O extrato de semente de mulungu, em sua maior concentracdo, afetou a
formacdo de plantulas no meldo e milho, causando redugdo nas médias de
porcentagem de plantulas normais, comparado a testemunha. Ja o feijdo-caupi se
mostrou insensivel para esta variavel, a atividade do extrato, independentemente de
suas diluigdes.

Resultados ndo similares, em relacdo ao desenvolvimento normal da
plantula, foram encontrados por Anthofer et al. (1998), que identificaram efeitos
inibidores de E. abyssinica sobre o desenvolvimento de plantulas de trigo e por

Soares et al. (2002) e Virtuoso (2005), que evidenciaram, respectivamente, o efeito
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alelopético de folhas de E. speciosa e casca de E. velutina sobre o desenvolvimento
de plantulas de alface.

A matéria seca das plantulas teste ndo sofreu alteragdo na presenca do
extrato, comparada a testemunha, com excecdo do milho, que teve suas médias
quase duplicadas na presenca do extrato em suas concentracdes mais baixas (0,25 e
0,125%), o que demostra que o efeito alelopatico foi positivo para a massa seca de
plantulas de milho.

Efeitos positivos sobre o desenvolvimento de espéies, na presenca de
extrato de plantas em potencial, foram vericados no trabalho de Vasconcelos et al.
(2011), ao avaliarem que o extrato de confrei na concentragdo 0,01mL/L
aumentava o vigor de sementes de girassol.

Porém, os efeitos nem sempre séo benéficos. Muniz et al. (2007), testando
a atividade de extrato aquoso de tiririca na qualidade fisioldgica de sementes de
milho, feijdo-caupi, soja e alface, perceberam que eles ndo influenciaram a matéria
seca destas espécies.

Quando se avaliou o efeito das doses, percebeu-se que as menores
concentracdes do extrato de semente de mulungu estimularam o desenvolvimento
de parte aérea do milho e meldo, compardo a testemunha, e as maiores foram
responséveis por reduzir o tamanho de raizes do milho, mel&o e feijdo-caupi, mas a
concentracdo 1% propociou maior desenvolvimento de parte aérea no feijao-caupi.

Estudando o comportamento do milho na presenca de extrato aquoso de
leucena (Leucaena leucocephala), Pires et al. (2001) observaram que a espécie
testada sofreu influéncia do extrato, havendo ligeiro estimulo ao desenvolvimento
das plantulas nas concentragdes 0,4; 0,8; 1,6 e 3,2% e reducdo no seu crescimento
na dose de 6,4%.

Resultado semelhante foi observado nos estudos de Pires et al. (2001) e
Prates et al. (2000), nos quais o extrato de leucena (L. leucocephala) provocou
reducdo no tamanho de raizes de plantulas de milho e o efeito foi crescente com o
aumento da dose.

Efeito inibitério no desenvolvimento de raiz também foi registrado no

trabalho de Hernandéz Terrones et al. (2007), ao verificarem atividade inibitoria no
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desenvolvimento da raiz do capim-colonido (Panicum maximum) quando na
presenca de extrato de sucupira-branca (Pterodon emarginatus). Assim, pode-se
dizer que a interferéncia no desenvolvimento da radicula é um dos melhores
indicadores para o estudo de extratos com potencial alelopéatico (Souza- Filho et al.,
1997).

3.2. Extrato de folhas de mulungu

O milho foi indiferente a atividade do extrato de folhas de mulungu, com
excecdo da variavel niamero de raizes, no qual se identificou diferenca estatistica.
No meldo, todas as variaveis diferiram do controle e no feijdo, identificando-se
diferenca estatistica entre os tratamentos apenas nos parametros IVE e CPA (Tab.
4).
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TABELA 4- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e numero de raizes (milho) de plantulas de milho (Zea
mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigna. unguiculata 1. Walp.)
oriundas de sementes submetidas ao extrato aquoso de folha de mulungu (Erytrina
velutina Wild.) em diferentes concentragdes. Mossoro-RN, 2013.

Quadrados Médios
Milho
FV GL PE IVE PN MS CPA CR NR

Concentracio 4 1231™ 04™ 143,8™ 0,09™ 0,76™ 16™ 0,2

Residuo 15 55,42 0,15 73,33 0,12 0,34 0,69 0,04
CV (%) 8,25 9,19 10,38 10,67 5,26 5,10 4,18
Melao

Eid i * Eid Eid

Concentragio 4 88,8 0,597 390,66 0,07 9,67 7437 -

Residuo 15 8,33 0,04 38,75 0,02 0,23 0,58 -

CV (%) 3,01 4,51 7,01 7,77 3,32 7,29 -

Feijao-caupi

EZ3

Concentracio 4 938™ 029  26,25™ 0,03™ 243 0,16™ -

Residuo 15 23,75 0,10 40,00 0,05 0,94 0,70 -

CV (%) 5,06 5,99 7,76 15,97 3,98 5,61

“significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; = significativo a 1% de
probabilidade; ™ ndo significativo. (-) A variavel nimero de raizes s6 foi calculada
para as plantulas do milho.

De acordo com a Tabela 5, as plantulas de milho apresentaram mais
resisténcia a atividade do extrato de folha de mulungu e suas dilui¢des, ndo
havendo diferenca estatistica entre os tratamentos para a maioria das caracteristicas
avaliadas e comprometimento apenas para o numero de raiz, em sua maior

concentracao
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Tabela 5- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
namero de raizes de plantulas oriundas de sementes de milho (Zea mays L.), meldo
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) submetidas ao
extrato aquoso de folha de mulungu (Erythrina velutina Wild.) em diferentes
concentracdes. Mossoro-RN, 2013.

Concentracdo  PE IVE PN MS(g) CPA(cm) CR (cm) NR
(%)
Milho
1 8la 3,71a 73 a 2,99a 11,04 a 1566a 4,81b
0,5 91a 4,26 a 84a 3,14 a 11,18 a 1591a 497ab
0,25 96 a 4,55 a 89 a 3,39a 11,37 a 17,19a 5,04 ab
0,125 93a 447 a 84a 3,19a 1156 a 16,87a 5,03 ab
0 90a 419a 84a 3,28 a 10,42 a 16,35a 5,35a
DMS? 16,26 0,85 18,7 0,75 1,28 1,83 0,46
Meléo
1 89 b 3,89b 73b 1,60Db 16,94 a 8,69 ¢
0,5 94 ab 4,38 a 87a 1,76ab 13,87bc 9,85hc
0,25 99 a 4,77 a 96 a 194 a 1448b  10,25bc
0,125 100 a 4,76 a 9%5a 168ab 12,88c 11,45ab
0 99 a 4,74 a 94a 1,78ab 13,61bc 12,16a
DMS? 6,31 0,45 13,6 0,3 1,04 1,67
Feijdo-
caupi
1 98 a 571a 83a 1,48 a 2692a 14,99a
0,5 96 a 5,22 ab 84 a 1,34a 2483ab 14,80a
0,25 96 a 5,35 ab 84 a 1,30 a 26,11a 15,06 a
0,125 98 a 4,96 b 79 a 152a 20,71 ¢ 14,65 a
0 94 a 5,21 ab 79 a 1,44 a 23,32b 15,14 a
DMS? 10,64 0,69 13,81 0,49 2,12 1,83

Medias seguida da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
a 5% de significancia. °DMS= Diferenga minima significativa.

As plantulas de meldo se mostraram altamente sensiveis & acdo do extrato,
de vez que todos os parametros de desenvolvimento (PE, IVE, PN, MS, CPA ¢ CR)
sofreram interferéncia negativa do extrato, principalmente em sua maior

concentracao.
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Ja as plantulas de feijao-caupi apresentaram sensibilidade intermediaria,
diferindo do controle apenas nas variaveis indice de velocidade de emergéncia ¢
comprimento de parte aérea, pois o extrato em sua menor concentragao atrasou a
emergéncia e reduziu o tamanho das plantulas, e em sua maior concentracdo
estimulou seu desenvolvimento de parte aérea.

Este estimulo pode esta associado as observagdes de Tukey Junior (1969),
pois percebeu-se que os extratos de Pinus e milheto proporcionaram incremento no
comprimento de radicula e no comprimento de hipocétilo da soja, atribuindo a esse
efeito estimulador o fato de que nem todas as substancias liberadas pelas plantas
sdo inibidoras mas, ao contrario, podem ser estimulantes, como 0s nutrientes
minerais, aminoacidos e acidos organicos, carboidratos e reguladores de
crescimento.

Estas observacdes comprovam que os efeitos benéficos de uma planta
sobre outra ndo devem ser desvinculados do conceito de alelopatia, de vez que
dado composto quimico pode ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo de
sua concentragdo no ambiente (RICE, 1979).

Estudar resisténcia de plantas a acdo de extrato vegetal ndo é uma tarefa
facil, pois o milho apresentou maior resisténcia a acdo do extrato de folhas de
mulungu, porém, em contraposi¢do a estes dados, os trabalhos experimentais de
Brito (2010) e Macias et al. (2000) testaram atividade alelopatica de extrato de
jurema-preta (Mimosa hostilis Benth.) sobre todas as variaveis estudadas no milho,
chegando a indicar esta espécie como modelo em testes alelopaticos.

Essa divergéncia continua em outros trabalhos, como o de Melo et al.
(2013), que afirmam que o extrato foliar de tremoco azul (Lupinus albus L.)
provocou baixo efeito alelopatico sobre o comprimento médio de raizes de milho, e
os trabalhos de Pires et al. (2001) e Prates et al. (2000), os quais verificaram
interferéncia alelopatica negativa do extrato aquoso da leguminosa leucena (L.
leucocephala) sobre o desenvolvimento das raizes de plantulas da mesma espécie.

A acgdo da E. velutina sobre o desenvolvimento de espécies teste também
foi registrada no trabalho de Centenario et al., (2009), que afirmaram que amostras

desta espécie inibiram o crescimento do hipocétilo de L. sativa, ressaltando que
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esse resultado teria sido decorrente de possiveis alteragdes na fase da germinacéo,
tendo como consequéncia a formacéo de plantulas com dificuldade de crescimento
normal.

Outro trabalho com a E. velutina foi desenvolvido por Oliveira et al (2012),
que verificaram atividade de extrato de sementes, flores e cascas de mulungu sobre
a germinacdo de sementes da alface, causando atraso em seu processo germinativo
e afetando seu desenvolvimento.

Uma provavel explicacdo para a diferenga entre os resultados em relagéo a
alface e aos encontrados no presente estudo com o milho é que a alface é uma
planta bioindicadora, por ser sensivel a varios aleloguimicos (FERREIRA E
AQUILA, 2000), tornando-se mais suscetivel aos efeitos nocivos dos compostos
secundarios do que as plantulas do milho.

A forte atividade de extratos de folhas da E. velutina pode estar atribuida
ao fato de que em estudo fitoquimico realizado por Bona (2009) foi registrada a
presenca de compostos potencialmente alelopaticos, como a saponina espumidica,
acucares redutores, fenois, taninos, flavonoides, alcaloides, derivados de cumarina.

Assim, o mulungu, espécie da caatinga com enorme potencial fitoterapico,
pode ser empregado também como fonte de biomoléculas para a sintese de
herbicidas naturais, tendo em vista pertencer ao género Erythrina, importante
fonecedor de alcaloides tetraciclicos do tipo eritrina, flavonoides, cumarinas e
saponinas, substancias conhecidas como aleloquimicos (CUNHA et al., 1996;
RABELO et al., 2001; VIRTUOSO et al., 2005; CORREA et al., 2008; SOUSA et
al., 2008).
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4. CONCLUSOES
Os extratos de sementes e folhas de mulungu foram efetivos no

comprometimento da emergéncia e no desenvolvimento de plantulas de milho,

meldo e feijdo-caupi.
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CAPITULO V
ATIVIDADE ALELOPATICA DE SEMENTES E FOLHAS DE CUMARU
(Amburana cearensis A. C. SMITH.)
RESUMO

Amburana cearensis € uma espécie rica em cumarina, substancia fenélica inibidora
natural do processo de germinagdo. Em razdo disso, 0 objetivo do presente estudo
foi averiguar a atividade de extratos aquosos de folhas e sementes de cumaru sobre
a emergéncia e desenvolvimento inicial do milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis
melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.). Os bioensaios foram
desenvolvidos no Laboratério de Analise de Sementes, UFERSA, e a obtencéo dos
extratos secos, fracionamento do extrato bruto e prospecgdo fitoquimica foram
realilizados no Laboratério de Analise Cromatografica, UERN, no periodo de
novembro de 2011 a fevereiro de 2013. O trabalho foi exucutado em trés etapas.
Na primeira foi feita a montagem dos bioensaios testando a atividade de extratos de
sementes e folhas de cumaru, sendo que seu arranjo experimental ficou composto
da seguinte forma: E1, E2, E3 - extratos de semente de cumaru no milho, mel&o e
feijdo-caupi e E4, E5, E6 - extratos de folhas de juca no milho, meldo e feijdo-
caupi. Na segunda fase, foi feito um fracionamento do extrato bruto de semente de
cumaru com solventes de ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano,
acetato de etila e aquoso), tendo em vista ter sido o que mais provocou efeitos
deletérios, e testou-se sua atividade em sementes de meldo. Os experimentos
correspondentes a esta etapa foram: E1- extrato hexanico ( 1; 0,5; 0, 25; 0,125;
0%), E2- extrato diclorometano nas concentrac@es (1; 0,5; 0, 25; 0,125; 0%), E3 -
extrato acetato de etila (1 e 0%), E4 — extrato aquoso (1 e 0%). E finalmente foi
feita uma prospeccéo fitoquimica dos extratos do fracionamento. O delineamento
estatistico aplicado nos bioensaios foi o inteiramente casualizado com quatro
repeti¢cdes com vinte sementes. Os tratamentos foram compostos das concentragdes
1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%, correspondentes de cada extrato. Os possiveis efeitos
alelopaticos foram contabilizado nas caracteristicas de porcentagem e indice de
velocidade de emergéncia, porcentagem de plantulas normais, matéria seca,
comprimento de parte aérea e raiz e nimero de raiz no milho. As médias foram
comparadas pelo teste Tukey, ao nivel 5% de probabilidade, analisadas pelo
programa estatistico SISVAR. A respeito dos dados coletados pode-se dizer que o
extrato de folhas e principalmente o de sementes de cumaru foram altamente
nocivos aos processos de emergéncia e desenvolvimento de plantulas de milho,
meldo e feijdo-caupi. Os extratos hexanicos foram 0 que mais proporcionaram
efeito nocivo aos processos de emergéncia e de desenvolvimento das plantulas de
meldo. A cumarina foi o composto predominante em todos os extratos fracionados
e 0 extrato hexanico foi 0 mais efetivo na emergéncia e desenvolvimento do meldo.

Palavra chave: Acéo de extrato, fracionamento, mel&o, prospeccéo fitoquimica.
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ALLELOPATHIC ACTIVITY OF CUMARU SEEDS AND LEAVES
(Amburana cearensis A. C. SMITH.)

ABSTRACT

Amburana cearensis is a species rich in cumarina, phenolic substance that inhibits
the natural process of germination. Thus, the objective of the study was to evaluate
the activity of aqueous extracts of leaves and seeds of cumaru on the emergence
and initial development of corn (Zea mays L.), melon (Cucumis melo L.) and
cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.). The bioassays were accomplished on
Laboratério de Analise de Sementes, UFERSA, and the obtaining of the dry
extracts, fractionation of raw extract and phyto-chemical prospection were
accomplished on Laboratdrio de Anélise Cromatografica, UERN, from November
2011 to February 2013. The research was accomplished in three parts. On the first
part, the preparation of the bioassays testing the activity of cumaru seeds and
leaves extracts, and its experimental arrangement was composite as follows: E1,
E2, E3 — extracts of cumaru seeds on corn, melon and cowpea and E4, E5, E6 —
extracts juca leaves on corn, melon and cowpea. On the second part, it was made a
fractionation of the raw extract of cumaru seed with solvents in polarity increasing
order (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and aqueous), considering it
provoked more deleterious effects, and its activity on melon seeds was tested. The
experiments corresponding to this stage were: E1 — hexanic extract (1, 0.5; 0.25,
0.125, 0%), E2 — dichloromethane extract on concentrations (1, 0.5, 0.25, 0.125,
0%), E3 — ethyl acetate extract (1 e 0%), E4 — aqueous extract (1 e 0%). And
finally, it was made a phyto-chemical prospection of the fractionation. The
statistical design applied on the bioassays was completely randomized with four
repetitions with twenty weeks. The treatments were composite on the
concentrations 1, 0.5, 0.25, 0.125 and 0%, corresponding to each extract. The
possible allelopathic effects were measured with respect to percentage and
emergence speed index, percentage of normal seedlings, dry matter, aerial parts
length and root and number of root on corn. The averages were compared by
Tukey test, at 5% probability, analyzed by the statistical program SISVAR. With
respect to the collected data, it was possible to say cumaru leaves and seeds
extracts were bad to the emergence and development of corn, melon and cowpea
seedlings. The hexanic extracts provided more bad effects to the emergence and
development of melon seedlings. Cumarina was the predominant composite in all
extracts fractioned and the hexanic extract was the most effective on the emergence
and development of melon.

Keywords: Extract action, fractionation, melon, phyto-chemical prospection.
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1. INTRODUCAO

Amburana cearensis A. C. Smith é uma arvore conhecida popularmente
como “umburana-de-cheiro” ou “cumaru” que ocorre desde a regido Nordeste até 0
Centro Oeste, predominantemente na Caatinga e na floresta pluvial de Minas
Gerais, no Vale do Rio Doce (ALMEIDA, 2010).

Sua madeira é empregada para mobiliario fino, folhas fraqueadas
decorativas, tanoaria, esculturas lambris, balcGes e marcenaria em geral
(LORENZI, 2008). As cascas e sementes sdo utilizadas na medicina popular como
antiespasmodicas, emenagogas e nas afeccdes do aparelho respiratério, indicadas
no tratamento de bronquites, asma, gripes e resfriados. As sementes também sdo
usadas em substituicdo da Dipteryx odorata, espécie bastante conhecida
comercialmente pelo seu uso como aromatizante de medicamentos (LORENZI;
MATOS, 2008).

A amburana-de-cheiro é uma espécie muito rica em cumarina, composto
fendlico inibidor natural do processo de germinacdo. Sua presenca no tegumento é
responsavel no controle da entrada de oxigénio no interior da semente, onde fixam
O, que a semente estd absorvendo, impedindo a chegada deste ao seu interior
(FELIX, 2007; EDWARDS, 1973). Estas substancias geralmente estdo associadas
ao processo de sobrevivéncia e estabelecimento das plantas e sdo denominadas de
aleloguimicos.

Os aleloquimicos podem atuar como inibidores da germinagdo e do
crescimento, pois interferem na divisdo celular, na permeabilidade de membranas,
na ativacdo de enzimas e na producdo de hormonios nas plantas (RODRIGUES et
al., 1999). Contudo, alguns autores afirmaram que estes compostos podem atuar
como promotores de crescimento (YAMADA et al 1996, YOKOTANI-TOMITA
et al., 1998), além de serem responsaveis por interferir na conservacao, dorméncia
e germinacdo de sementes, crescimento de plantulas e no vigor vegetativo de
plantas adultas (MATA, 2007).

Rice (1984 e 1987) referiu-se a alelopatia como uma interagdo bioquimica

entre quaisquer tipos de planta ou micro-organismos, sendo estas interagdes diretas
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ou indiretas, danosas ou benéficas, havendo producdo de substancias quimicas
liberadas no meio, acrescentando a distincdo entre alelopatia e competicdo, com a
segunda vista como a remoc¢do de algum fator do ambiente requerido por alguma
planta em seu habitat.

A avaliacdo de efeitos alelopéaticos tem sido feita com o uso de bioensaios
a fim de obter respostas de interferéncia no crescimento e desenvolvimento de
plantulas quando submetidas a extratos vegetais, e assim sdo feitas novas
descobertas de espécies potencialmente alelopéaticas, a exemplo das plantas da
caatinga, que vivem em condigdes climaticas extremas, um habitat favoravel na
producdo e expressdo dos constituintes de defesa das plantas.

Nos estudos de alelopatia com espécies da Caatinga, verificou-se que os
extratos da casca de amburana foram os que mais afetaram a porcentagem de
germinacéo das sementes de Sorghum bicolor L. (SILVA et al., 2006); os extratos
da polpa e da casca dos frutos de Ziziphus joazeiro Mart. apresentaram efeito
alelopético desfavoravel a germinacdo de sementes de L. sativa dependendo da
concentracdo (OLIVEIRA et al., 2009) e os extratos de sementes do Z. joazeiro nas
maiores concentracGes afetaram a percentagem e velocidade de germinagdo e
proporcionaram plantulas anormais (COELHO et al., 2011); o extrato de cascas de
Mimosa tenuiflora afetou o desenvolvimento das plantas de alface, mas nao
reduziu a germinacao em relacéo a testemunha (SILVEIRA et al., 2012).

Por essa razdo, o estudo buscou averiguar a atividade de extratos aquosos
de folhas e sementes de cumaru sobre a emergéncia e desenvolvimento de plantulas
de milho (Zea mays L.), meldo (Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna

unguiculata L. Walp.).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ensaios testando a atividade de sementes e folhas de cumaru

A realizagdo dos bioensaios deu-se no Laboratorio de Anélise de Sementes
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) e a preparagio dos
extratos secos, o fracionamento e a prospec¢do fitoquimica foram realizados no
Laboratério de Analise Cromatogréfica da Universidade do Estado do Rio Grande
do Norte (UERN), em Mossord, entre os meses de novembro de 2011 a maio de
2012.

As espécie teste foram milho AL Bandeirante (Zea mays L.), meldo
Iracema (Cucumis melo L.) e feijdo BR 17 Gurgueia (Vigna unguiculata L. Walp.).

Inicialmente, foi feito um teste de emergéncia em areia lavada para cada
espécie. No milho, a porcentagem de emergéncia foi de 94%, no meldo de 100% e
no feijao de 96%.

Os extratos secos foram constituidos de folhas jovens coletadas pela manha
de uma matriz adulta em novembro de 2011 e com sementes de cumaru colhidas
em maio de 2010 de matrizes adultas no campo da UFERSA. As sementes ficaram
armazenadas por 20 meses em camara fria (14°C de temperatura e UR de 45%),
seguindo a metodologia descrita por Matos (2007).

Uma solucéo hidroalcéolica 70% (70% de etanol e 30% de agua destilada)
foi preparada visando a extracdo do material, corrigida com auxilio de um
alcodmetro Gay-Lussac 20°C.

A extracdo deu-se com 480 g de semente e 135 g de folhas, previamente
secas em estufa a uma temperatura de 50°C durante 48h e trituradas em moinho
elétrico.

A partir deste material fragmentado, iniciou-se o processo de extragéo,
aconcionando cada massa em recipientes de vidro fosco de capacidade de 1L e
adicionando um volume inicial de 600 e 800 ml da solugdo hidroalcéolica para

folhas e sementes, respectivamente, sendo que nas demais extracfes a solucdo
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adicionada variou com a quantidade do material retirado em cada extracdo, de
forma que o recipiente estava sempre preenchido até sua capacidade volumétrica.

O material passaou por seis extracGes, sendo que o periodo entre uma
extracdo e outra era de trés e quatro dias, porque se observou que a extracdo dos
compostos quimicos era maior na medida em que se prolongava seu periodo, sendo
gue durante o processo de extracdo 0s recipientes eram submetidos a constantes
agitacdes para potencializar a acdo do solvente.

Apbs esse periodo, o produto extraido era filtrado, rotoevaporado e
colocado para secar em banho-maria a 60°C até a obtencdo de uma massa seca de
115 g de metabdlitos extraidos das sementes e 43 g de metabdlitos extraidos das
folhas de cumaru, ficando-as armazenada em geladeira comum, a temperatura de
7°C, até o momento de serem empregados na obtencdo dos extratos brutos.

A obtencdo dos extratos brutos deu-se pesando separadamente 20 g do
extrato seco de sementes e folhas de cumaru, em uma balanca de preciséo (quatro
casas decimais) e diluindo cada uma delas em um volume de 2000 ml até a
formagdo de duas misturas, que foram levadas ao ultrassom por 35min para
proporcionar maior solubilidade dos constituintes apolares, depois foram
submetidas a trés filtragens simples, usando para isso um funil de vidro vedado
com algodédo. Ao fim do processo, a parte filtrada formava a concentracdo bruta de
cada extrato, diluido nas variadas concentragdes.

Estes extratos ficaram acondicionados em recipientes de vidro fosco, a fim
de reduzir os efeitos da luz e amenizar os riscos de fotodegradacéo, posteriormente
foi determinado seu pH, condutividade elétrica e potencial osmoético, obtido a partir
da férmula proposta por AyersWestcot (1994), em seguida foram armazenados em
geladeira a 7°C até o momento de seu uso nos bioensaios.

Os diferentes niveis de concentracfes produzem respostas diferenciadas na
morfologia e fisiologia das plantas. Por essa raz&o, a pesquisa buscou na literatura
métodos que apresentassem dosagens proximas das condigdes naturais. Dai foram
selecionadas quatro concentragfes (1; 0,5;0,25 e 0,125%), sendo que as diluigdes

foram obtidas a partir da concentragéo 1%.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticdes com 20 sementes. Cada extrato (sementes e folhas de cumaru) nas cinco
concentracdes (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%) constituiu um experimento, onde foi
testada uma possivel atividade alelopatica dos mesmos no crescimento e
desenvolvimento das espécies alvo (milho, meldo e feijdo).

O trabalho foi composto de seis experimentos (E1, E2, E3 — extratos de
semente de cumaru no milho, meldo e feijao e E4, E5, E6 — extratos de folha de
cumaru no milho, meldo e feijdo) nas cinco concentracBes, conduzidos em
bandejas de polietileno (profundidade 17 cm, largura 9,5 cm e altura 4,3 cm),
esterilizadas com alcool, contendo 400 g de areia lavada e esterilizada de acordo
com Brasil (2009).

Cada unidade experimental foi umedecida com 50 ml de extrato, sendo seu
conteudo revolvido, a fim garantir umidade uniforme dentro da parcela, e nivelado
com o auxilio de uma espatula. Ap6s isso, foram feitos furos circulares (1cm) de
profundidade 6,5 cm, onde se distribuiram uniformemente as 20 sementes. As
caixas plasticas foram acondicionadas em germinadores com temperatura de 25°C
e fotoperiodo de 24 h, durante sete (milho) e oito (meldo e feijdo) dias (BRASIL,
2009).

O critério de emergéncia das plantulas para o milho foi a emissdo do
coledptilo e para o feijdo-caupi e meldo com surgimento dos cotilédones. A
contagem das sementes emergidas foi diaria. As avaliagdes das plantulas ocorreram
no sétimo (milho) e oitavo (meldo e feijdo-caupi) dias ap6s a semeadura,
classificando-as em normais ou anormais, segundo Brasil (2009).

A medicdo da parte aérea e da raiz de todas as plantulas normais foi feita
com auxilio de uma régua. No milho, também se contabilizou manualmente o
namero de raizes.

Para a determinacdo de massa seca das plantulas normais, utilizou-se estufa
de circulacdo de ar forgado sob uma temperatura média de 65°C por um periodo de
24h. O material foi colocado em dessecador para promover seu resfriamento, sem
trocar calor com o ambiente, e logo depois foi feita a pesagem do material em

balanga de preciséo.
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As varidveis analisadas foram porcentagem de emergéncia, porcentagem
de plantulas normais, comprimento da raiz (distdncia em mm do colo até o apice
meristematico) e da parte aérea (distancia em mm do colo até o pice) e nimero de
raizes (milho).

O indice de velocidade de emergéncia (IVG) foi calculado de acordo com
Maguire (1962) por meio da formula IVG = Gi/N; + Go/N, + ... + G/N,; em que:
G1, G5, G, = nimero de sementes germinadas computadas na primeira, na segunda
e na ultima contagens; e Ni, N,, N, = nimero de dias da semeadura a primeira,
segunda e Gltima contagens.

A andlise de variancia foi efetuada pelo programa estatistico SISVAR

(Ferreira, 2008) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

2.2. Fracionamento do extrato de semente de cumaru

O fracionamento do extrato bruto de semente de cumaru foi realizado no
Laboratério de Analise Cromatogréfica da Universidade do Estado do Rio Grande
do Norte (UERN), em Mossord, no periodo de julho a agosto de 2012 e os
bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Andlise de Sementes da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

O material utilizado como espécie teste foram sementes de meldo Iracema
(Cucumis melo L.) obtidas comercialmente, sendo hibridas da categoria S,
SAKATA. Foi feito um teste inicial de emergéncia em areia lavada para averiguar
sua emergéncia, que foi de 98,75%.

A escolha do extrato bruto do fracionamento foi decorrente de ter sido o
maior responsavel por limitar a emergéncia e desenvolvimento das espécies alvo
analisadas, isso comparando aos outros extratos anteriormente testados. Foram
empregados neste fracionamento solventes de ordem crescente de polaridade
(hexano, diclorometano e acetato de etila e &gua) buscando a separa¢do em grupos
dos metabdlitos secundarios contidos no extrato bruto de semente de cumaru, a fim
de obter uma estimativa da fracdo que provocaria maior efeito na emergéncia e

desenvolvimento do meldo.
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O processo de extracdo ocorreu em capela. Despejou-se um volume de 675
mL, previamente homogeinizado em ultrassonic por dez minutos, do extrato em
um funil de separacdo e acrescentou a este 250 mL de hexano/extracdo, agitando-se
a mistura, tendo sempre o cuidado de quebrar a pressao, para promover a separacao
das fases (extrato bruto e fracdo hexanica).

Durante o processo de extracdo, a separacdo ndo ocorreu de imediato,
havendo formacdo de emulsdo por varios dias e para quebra-la levou-se o sistema
ao ultrassom durante 20 a 30 min em cada extracdo. N&o havendo nitida separacéo,
colheu-se cuidadosamente o conteudo extraido das trés extracBes. O material
colhido foi rotoevaporado e seco em banho-maria até a obtencdo de um extrato
seco de metabolitos.

A metodologia de extracdo para 0s demais solventes foi a mesma, seguindo
a seguinte ordem de extracdo: hexano, diclorometano, acetato de etila e a aquosa,
de forma que no fim do processo as massas obtidas do fracionamento foram 0,5414
g extraidos da fragcdo hexanica; 0,3601 g fracdo diclorometano e 0,8427 g fracdo
acetato de etila.

A massa da fracdo aquosa ndo foi determinada, fazendo-se apenas uma
secagem do material restante do fracionamento contido no extrato aquoso em
banho-maria a fim de promover a retirada dos residuos de solventes restantes.

ApoOs a obtengdo destas massas, fez-se a preparacao dos extratos brutos do
fracionamento, diluindo-se cada massa no volume inicial do extrato bruto de
semente de cumaru (675 mL) e o extrato aquoso foi obtido, acrescentando-se agua
ao volume restante do extrato aquoso do fracionamento até atingir 675 mL.

Estes extratos eram aguecidos a 60°C por 30min e levados ao ultrassonic
para promover melhor solubilizagdo, depois eram filtrados, constituindo os extratos
hexanico, diclorometano, acetato de etila e aquoso. Posteriormente, tiveram seu
pH, condutividade elétrica e potencial osmético determinados de acordo com a
férmula proposta por AyersWestcot (1994).

Os extratos do fracionamento ficaram armazenados em recipientes de vidro
fosco, para reduzir os efeitos da luz e amenizar os riscos de fotodegradacao, em

temperatura de 7°C até o momento de terem seus possiveis efeitos testados em
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plantulas de mel&o, sendo que antes da montagem dos testes foi retirado deles uma
aliquota de 50 mL para serem empregados nos testes de prospeccéo.

A montagem dos bioensaios foi feita para verificar a atividade destes
extratos nas concentragbes 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0%, para os extratos hexanico,
diclorometano e 1 e 0% para 0 acetato de etila e aquoso, testando-se sua
interferéncia na emergéncia e desenvolvimento de plantulas de melao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticbes com 20 sementes, onde 0s extratos hexanico, diclorometano, acetato de
etila e aquoso nas concentragdes 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0% constituiram 0s quatro
ensaios experimentais, conduzidos em bandejas de polietileno (profundidade 17
cm, largura 9,5 cm e altura 4,3cm), esterilizadas com &lcool, contendo 400g de
areia lavada e esterilizada de acordo com Brasil (2009).

Cada unidade experimental foi umedecida com 50 ml de extrato, sendo seu
contetdo revolvido, a fim garantir umidade uniformidade dentro da parcela, e
nivelado com auxilio de uma espatula. Apds isso, foram feitos furos circulares
(1cm) de profundidade 6,5 cm, onde se distribuiram uniformemente as 20
sementes. As caixas plasticas foram acondicionadas em germinadores com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 24 h, durante oito dias (BRASIL, 2009).

A emergéncia das plantulas deu-se com a emissdo dos cotilédones. A
contagem das sementes emergidas foi diaria. As avaliacdes das plantulas ocorreram
no oitavo dia apds a semeadura, classificando-as em normais ou anormais, segundo
critérios descritos em Brasil (2009).

A medicdo da parte aérea e da raiz de todas as plantulas normais foi feita
com auxilio de uma régua. Para a determinacdo de massa seca das plantulas
normais, utilizou-se estufa de circulagéo de ar forgado sob uma temperatura média
de 65°C por um periodo de 24h. O material foi colocado em dessecador para
promover seu resfriamento, sem trocar calor com o ambiente, depois foi feita a
pesagem do material em balanga de precisé&o.

As varidveis analisadas foram porcentagem de emergéncia, porcentagem de
plantulas normais, comprimento da raiz (distdncia em mm do colo até o apice

meristematico) e da parte aérea (distancia em mm do colo até o apice). O indice de
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velocidade de emergéncia (IVG) foi calculado de acordo com Maguire (1962) pela
formula IVG = Gy/N; + Go/N, + ... + G/N,; em que: Gy, G,, G, = numero de
sementes germinadas computadas na primeira, na segunda e na Ultima contagens; e
N;, N, N, = ndmero de dias da semeadura na primeira, segunda e ultima
contagens.

A anadlise de variancia foi efetuada pelo programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2008) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

2.3. Prospeccéo fitoquimica do extrato bruto de sementes de cumaru

Paralelamente aos ensaios citados acima, empregou-se a metodologia de
prospeccdo preliminar, de acordo com Matos (2007), visando a identificacdo de
possiveis constituintes presentes nos extratos oriundos das fracfes hexanica,
diclorometano, acetato de etila e aquosa. Para isso, foram realizados os testes de
fenois e taninos; antocianinas, antocianidinas e flavonoides; leucocianinas,
catequinas e flavonas; flavonois, flavanonas, e flavononois e xantonas; esteroides e
triterpenoides; saponina; alcaloides; quinonas e cumarinas em fevereiro de 2013 no
Laboratério de Analise Cromatografica da Universidade do Estado do Rio Grande
do Norte.

Os testes de prospeccdo foram feitos pegando-se aliquotas de 50 mL dos
extratos hexanico, diclorometano, acetato de etila e aquoso e colocando-as para
secar em banho-maria a 60°C até a obtengdo de suas massas secas (fragdo hexanica
0,0177 g; acetato de etila 0,5205 g; diclorometano 0,0545 g e aquosa 2,9863 @),
posteriormente estas massas foram diluidas em 50 mL de uma solugdo
hidroalcoolica, formando os extratos empregados nos testes de prospecgao.

O volume de cada extrato foi dividido em duas por¢es de 10 mL para a
determinagdo dos testes de esteroides, triterpendides e saponinas e alcaloides.
Depois, 18 mL deste volume foram fracionados em sete por¢des de 2,5 mL
contidas em tubos de ensaios para a realizacdo dos testes de fenois e taninos;

antocianinas, antocianidinas e flavondides; leucoantocianidinas, catequinas e
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flavonas; e flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas. O restante foi
concentrado em banho-maria, até se apresentar com metade de seu volume,
acidulado a pH 4 e filtrado. O contetdo filtrado foi usado na determinagdo dos
testes de quinonas e cumarina.

Todos os testes realizados acima seguiram a metodologia de Matos (2007),
classificando os resultados como positivos pela formacdo de precipitados e
surgimento de coloracdo e espuma e fraco, moderado e forte positivo de acordo

com sua intensificacdo e negativo pela sua auséncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que os extratos de semetes e folhas de cumaru estdo dentro da
faixa de normalidade de pH (6 -7,5) e potencial osmético (-0,2 MPa), ndo sendo,
portanto, fatores de interferéncia na expressdo de um possivel efeito alelopéatico
(Tab.1).

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas do extrato aquoso de sementes ¢ folhas
de cumaru (Amburana cearenses (Allem.) A.C.Smith) utilizados nos bioensaios
para avaliagdo do potencial alelopatico sobre sementes de milho (Zea mays L.),
meldo (Cucumis melo L.) e feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.). PO
(potencial osmotico), CE (condutividade elétrica) e pH.

Concentracéo (%) pH PO (Mpa)
Sementes

1 6,69 -0,0208

0,5 6,29 -0,0120

0,25 6,4 -0,0062

0,125 6,5 -0,0033
0 511 0

Folhas

1 4,19 -0,03502

0,5 4,27 -0,01641

0,25 4,32 -0,00912

0,125 43 -0,00547
0 511 0
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4.1, Extrato de folhas de cumaru

Com base nos dados apresentados na ANAVA, a velocidade de emergéncia

e matéria seca no milho, a formacdo de plantulas normais e desenvolvimento de

parte aérea, no meldo e feijdo-caupi apresentaram-se distintas das plantulas que nado

eram submetidas ao efeito deste extrato (Tab. 2).

Tabela2- Resumo da andlise de varidncia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e numero de raizes da plantula de milho (Zea mays L.),
mel&@o (Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) oriundas de
sementes submetidas ao extrato aquoso de folha de cumaru (Amburana cearenses
A. C. Smith) em diferentes concentragcdes. Mossor6-RN, 2013.

Quadrados Médios
Milho
FV GL PE IVE PN MS CPA CR NR
Concentragio 4  106™ 0,237 3938™ 0,07  221™ 18™ 0,02
Residuo 15 2542 005 27,08 0,02 1,35 1,67 0,06
CV (%) 544 569 573 7,15 10,15 7,81 4,36
Melao
Concentragio 4  144™ 027™ 28313~ 0,03™ 291~ 09"
Residuo 15 10,42 007 658333 0,0072 0,19 044 -
CV (%) 328 724 978 16,83 3,40 529 -
Feijdo-caupi
Concentragio 4  425™ 0,13™ 3700~ 012 31,36 1,41"™
Residuo 15 296 017 59,6 0,03 313 080 -
CV (%) 583 14,25 9,99 1332 10,09 6,11

" significativo a 5% de probabilidade pelo teste F;

significativo a 1% de

probabilidade; ™ ndo significativo. (-) A variavel nimero de raizes s6 foi calculada

para as plantulas do milho.
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Essa observagdo corrobora com a tese de que a alelopatia € um tipo de
relacdo espécie-especifica, ou seja, diferentes espécies podem responder de forma
diferente a presenca da mesma espécie alelopatica ou aleloquimico (PRATI;
BOSSDORF, 2004).

A atividade de extratos de A. cearenses foi anteriormente registrada nos
estudos de Mariz (1953), que verificou a presenca de cumarina no caule da
Amburana cearesis, referindo-se sua acdo a substancia inibidora da germinacdo de
plantas e de Tigre (1968) ao relatar que os principios secundarios de suas sementes
sdo destacados como possuidores de propriedades inseticidas.

A anélise das médias das variaveis mostrou que o extrato de folhas de
cumaru, principalmente na concentracdo 1%, provocou alteragdes em seus valores,
sendo efetivamente negativas na matéria seca de plantulas de milho e feijdo-caupi,
formacéo de plantulas normais e desenvolvimento de parte aérea do meldo e feijdo-
caupi (Tab. 3).
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Tabela 3- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
namero de raizes de plantulas oriundas de sementes de milho (Zea mays L.), meldo
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) submetidas ao
extrato aquoso de folhas de cumaru (Amburana cearenses A. C. Smith) em
diferentes concentra¢des. Mossor6-RN, 2013.

Concentracéo PE IVE PN MS(@) CPA(cm) CR (cm) NR
(%)
Milho
1 94 a 4,20 a 90 a 1,81b 11,63 a 16,13a 5,39a
0,5 93a 3,70b 90a 1,89ab 10,23 a 16,27a 5/4la
0,25 90a 3,60b 86a 199ab 11,71a 17,69a 535a
0,125 9 a 3,92 ab 94 a 1,87 ab 1141 a 16,12a 555a
0 94 a 4,00 ab 9 a 2,13a 12,24 a 16,50a 5,36a
DMS? 11,01 0,48 11,37 0,3 2,54 2,82 0,52
Meléo
1 9% a 3,54 a 75b 0,43 a 13,55 a 12,26 a -
0,5 9% a 355a 76ab 048a 13,34 a 12,56 a -
0,25 99a 3,99a 94 a 0,6la 12,36 b 12,74 a -
0,125 100 a 408a 90ab 0,57a 13,96 a 13,05 a -
0 100 a 366a 80ab 044a 11,92b 11,78 a -
DMS® 7,05 0,6 17,72 0,19 0,97 1,44 -
Feijdo-
caupi
1 88,75a 2,98a 65b 0,97b 15,01c 14,47 a -
0,5 93,75a 2,74a 75ab 1,25ab 16,57 bc 14,77 a -
0,25 96,25a 2,98a 85a 1,42 a 22,15a 14,87 a -
0,125 91,21a 2,60a 73 ab 1,34 a 18,55 abc 13,81 a -
0 96,25a 3,0l1a 89a 1,33ab 19,96 ab 15,43 a -
DMS? 11,88 0,89 16,86 0,37 4,07 1,96 -

Medias seguida da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
a 5% de significAncia. DMS= Diferenca minima significativa. (-) A variavel NR
sO foi empregada para cultura do milho.

O processo de germinacdo do feijdo-caupi também se manteve inalterado
na presenca do extrato de folhas de eucalipto (Eucalyptus spp.), mesmo em suas
maiores concentra¢bes (SOUZA; CARDOSO, 2013).
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Como anteriormente citado, a maior concentracdo do extrato provocou
efeito deletério nas plantulas de meldo e feijdo-caupi, proporcinando queda na
porcentagem de plantulas normais de 5% e de 4% nas anormais, no meldo de 24 e
no feijao-caupi de 16%.

Acdo de extratos na formacdo de platulas normais foi verificada no
trabalho de Silveira et al. (2012), ao observarem que as folhas de jurema preta
(Mimosa tenuiflora) em suas maiores concentra¢Ges propocionaram maior nimero
de plantulas anormais, indicando possivel atividade alelopatica.

Em muitos outros estudos, assim como no presente trabalho, foi verificada
atividade de extratos de plantas sobre o desenvolvimento de espécies alvo. Oliveira
et al. (2012) perceberam atividade de extratos de diferentes partes de juazeiro sobre
o desenvolvimento inicial da alface. Oliveira et al. (2013) viram que o extrato de
barba de bode (Solanum cernuum) provocou efeitos fitotdxicos sobre o vigor de
plantulas de sorgo (Sorghum bicolor), alface (Lactuca sativa) e picdo preto (Bidens
pilosa).

Anjum et al. (2004) observaram que 0 extrato de girassol (Helianthus
annuus) na concentracdo 10% reduziu o peso seco das plantulas de Phalaris minor,
Chenopodium album, mastruco rasteiro (Coronopis didymus), Rumex dentatus e
Medicago polymorpha, espécies vegetais invasoras do cultivo de trigo.

Essa interferéncia no desenvolvimento das plantulas e vigor das plantas
adultas podem ser decorrentes de mudancas nas fungdes vitais, como a respiracgao,
fotossintese, divisdo celular, nutri¢do e reproducdo (ALMEIDA, 1988).

Como apresentado acima, as caracteristicas comprimento de raiz e parte
aérea e numero de raizes no milho ndo foram alteradas na presenca do extrato de
folhas de cumaru, de vez que este se manteve indiferente a atividade do extrato em
todas as concentrag@es testadas, ndo diferindo estatisticamente do controle.

Ocorréncia relativamente semelhante foram observadas por Prates et al.
(2000), que identificaram que extratos de leucena em quatro concentracdes ndo
provocaram danos significativos ao comprimento de parte aérea, mesmo

apresentando composto conhecido por sua atividade alelopatica (mimosina).
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No entanto, as respostas das outras espécies a atividade do extrato foram
contraditérias para a variavel comprimento de parte aérea, ou seja, no meldo as
maiores concentracdes do extrato (1 e 0,5%) promoveram acréscimo de 1,63 cm
em sua parte aérea ao passo gque no feijao-caupi proporcionou uma reducdo de
aproximadamente 5 cm, o que pdde ser observado no trabalho de Brito (2010), que
percebeu uma reducdo de 36% no tamanho de raiz do feijdo comum na presenca do
extrato de marmaleiro (Croton sonderianus).

Com relacdo ao comprimento de raiz, também j& discutido anteriormente,
pode-se observar que o extrato de folhas de cumaru ndo provocou alteracéo,
comparado ao controle, para as trés espécies avaliadas, o que discorda dos
resultados relatados por alguns pesquisadores, ao afirmarem que as raizes se
mostram mais sensiveis do que a parte aérea a acdo dos aleloquimicos, o que, para
eles, se deve ao fato de as raizes estarem em contato direto e prolongado com o
extrato (aleloquimicos) (CHON et al., 2000; FERREIRA; AQUILA, 2000;
BATISH et al.,, 2002; SILVA, 2007; CHUNG et al., 2001; FERREIRA,;
BORGUETTI, 2004).

4.2. Extrato de semente de cumaru

Os dados da ANAVA demostram intensa atividade negativa do extrato de
sementes de cumaru sobre o processo de emergéncia e desenvolvimento de
plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi, em que todas as variaveis analisadas
apresentaram valores altamente significativos em relagdo ao controle, o que
demonstra o efeito que o extrato causou no desenvolvimento das espécies alvo,
tanto nas caracteristicas de emergéncia (PE ¢ IVE) quanto nas caracteristicas de
desenvolvimento de plantulas (PN, MS, CPA, CR e NR), em que seus valores

difeririram entre os tratamentos (Tab. 4).
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Tabela 4- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e numero de raizes da plantula de milho (Zea mays L.),
mel&@o (Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) oriundas de
sementes submetidas ao extrato aquoso de semente de cumaru (Amburana
cearenses A. C. Smith) em diferentes concentragdes. Mossoréo RN 2013 .

Quadrados Médios
Milho
FV GL PE IVE PN MS CPA CR NR

i

Concentracio 4 74356 152 68450 29 100 2160 2117

£

Residuo 15 2,50 002 167 002 003 023 0,01
CV (%) 5,45 2535 6,98 37,92 719 1446 1081
Melao
Concentragio 4  9500,000 14,0~ 94550 041 1295 129,34~ -
Residuo 15 500,00  0,0029 5,00 0,002 0161 0,038 -
CV (%) 63,89 405 63 16,72 985 473 -
Feijdo-caupi
Concentracio 4 1111697 21,5 7580,0° 1,24 407,00 1971 -
Residuo 15 91677 00683 42,92 00162 011172 0175 -

CV (%) 7,86 10,93 20,63° 32,84 471 8,72

" significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; = significativo a 1% de
probabilidade; ™ ndo significativo. (-) A variavel nimero de raizes s6 foi calculada
para as plantulas do milho.

O processo germinativo é um dos menos sensiveis a presenca de
substancias bioativas, mas o extrato de semente de cumaru se mostou altamente
efetivo em reduzir as médias da porcentagem e indice de velocidade de emergéncia
das plantulas de milho, meléo e feijdo-caupi, como mostrado anteriormente.

No trabalho de Borella e Pastorine (2009), foi observado que 0 processo
germinativo (porcentagem e a velocidade de germinacdo) de sementes de tomate e

picéo-preto foi afetado significativamente pelos extratos de umbu.
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Porém, mesmo a germinacdo sendo aceita como boa caracteristica para
avaliacdo do potencial alelopético de determinada espécie, ndo é considerada o
processo principal das interacdes alelopéaticas (INDERJIT; DAKSHINI, 1995).

Por isso, além do processo de germinacdo, a avaliacdo do crescimento de
plantulas em diferentes concentracbes é uma boa opcdo na identificacdo de
espécies potencialmente alelopéticas, visto que alguns aleloguimicos ndo
apresentam especificidade completa, podendo uma substancia desempenhar varias
fungdes, que vdo depender mais de sua concentragdo e forma de translocagdo do
que de sua composicéo quimica (PINA-RODRIGUES; LOPES, 2001).

Diante desses questionamentos, o presente estudo identificou que o extrato
de sementes de cumaru, além de ter reduzido drasticamente o processo de
emergéncia (PE, IVE) de plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi, foi responsavel
pelo total comprometimento do desenvolvimento (PN, MS, CPA, CR e NR, no
milho) destas espécies, a ponto de estas plantas terem 0s processos interrompidos
na presenga do extrato em todas as suas concentracdes (1, 0,5 e 0,25%), com
exececdo da concentracdo 0,125% (Tab. 5).
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Tabela 5- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
namero de raizes de plantulas oriundas de sementes de milho (Zea mays L.), meldo
(Cucumis melo L.) e feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) submetidas ao
extrato aquoso de sementes de cumaru (Amburana cearenses) em diferentes
concentracdes. Mossoro-RN, 2013.

Concentragd  PE IVE PN MS(g) CPA CR(cm) NR

0 (%) (cm)
Milho
1 0,0c 00c 00b 0,0b 0,0b 0,0b 00b
0,5 0,0c 00c 00b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b

0,25 00c 00c 00b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b
0,125 49b 25b 00b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b

0 9%a 43a 93a 20a 11a 16,1a 50a
DMS? 345 0,75 28 0,0 0,5 0,94
Meldo
1 0,0b 00c 00D 00b 0,0c 0,0c -
0,5 0,0b 00c 00D 00b 0,0c 0,0c -

0,25 00b 0,0c 00b 0,0b 0,0c 0,0c -
0,125 100a 2,99b 88a 0,58 a 8,44b 9,09b -

0 100a 3,77a 90a 0,59a 11,85a 11,45a -
DMS? 00 012 49 0,09 0,87 0,42 -
Feijao-caupi

1 Ob 0,00d 0,0b 0,0c 0,0c 0,0c -
0,5 Ob 0,00d 0,0b 0,0c 0,0c 0,0c -
0,25 Ob 2,77c 00D 0,0c 0,0c 0,0c -
0,125 9%a 389b 83a 12a 1583b 855b -
0 9% a 522a 76a 0,7b 2051a 1547a -
DMS* 66 013 143 0,28 0,74 0,94 -

Medias seguida da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
a 5% de significAncia. DMS= Diferenca minima significativa. (-) A variavel NR
s6 foi empregada para cultura do milho.

Também foi possivel observar que as plantulas de milho foram as mais
sensiveis a presenca do extrato de semente de cumaru, mesmo em Sua menor
concentracdo, provocando redugdo pela metade na porcentagem de emergéncia

destas plantulas, comparadas ao controle.
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Estes resultados certificam a magnitude dos efeitos alelopéticos
promovidos pelo extrato de semente de cumaru, onde a concentracdo minima
estabelecida de 0,125% foi efetivamente negativa sobre a velocidade de
emergéncia das espécies alvo.

A grandeza dos efeitos provocados pelo extrato aquoso de semente de
cumaru pode ser comparada ao trabalho de Souza Filho et al. (2009), onde s6
houve inibicdo maxima na germinacgdo de sementes (100%) na concentracdo 1% do
extrato.

Com rela¢do a formacéo de plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi na
presenca do extrato, percebe-se que as médias para a varidvel porcentagem de
plantulas normais apresentaram comportamento semelhante aos pardmetros
anteriormente discutidos, ou seja, s6 foi possivel a avaliacdo destas caracteristicas
na concentragdo 0,125% e no controle, sendo novamente observada elevada
sensibilidade do milho na presenca do extrato, que s6 conseguiu formar plantulas
normais na auséncia deste.

Como j& discutido, houve efeitos negativos de extrato de sementes de
cumaru e suas diluicdes desde a germinacdo das sementes até o desenvolvimento
das plantulas analisadas, e mesmo na menor concentracdo se mostrou altamente
toxico. Provavelmente ocorreram mudancas nas rotas metabolitas provocadas pela
acdo dos aleloquimicos, onde esta estaria envolvida na inibicdo e modificacdo do
crescimento ou desenvolvimento das plantas, atuando seletivamente em suas agdes
e as plantas em suas respostas, 0 que mostra como é dificil esclarecer o modo de
acdo destes compostos (SEIGLER, 1996), dada a complexidade bioguimica e do
comportamento fisioldgico entre espécies ainda ser pouco compreendida
(WALLER et al., 1999).

Assim, fica registrada forte interferéncia negativa destes extratos no
desenvolvimento de plantulas normais, o que pode ser confirmada pelo estudo de
Araldi (2011), que ratifica o que foi dito até agora dos efeitos nocivos do extrato de
semente de cumaru, pois enquanto este autor s6 conseguiu identificar anormalidade
de plantulas no hipocétilo e na radicula, na concentracdo 100%. Nesta pesquisa,

esse feito foi alcangado na menor concentracdo do extrato (0,125%).

185



Quando se verificou a acdo do extrato de semente de cumaru no
desenvolvimento de parte aérea e raizes de plantulas de milho, meldo e feijao-
caupi, observou-se novamente que sé foi possivel a analise destas caracteristicas na
concentracdo mais baixa e no controle, sendo mais uma vez o milho a espécie que
apresentou maior suscetibilidade aos efeitos do extrato, comparado ao meldo e
feijdo-caupi, em relacdo a menor concentracao do extrato.

A elevada sensibilidade do milho, meldo e feijdo-caupi na presenca do
extrato de semente de cumaru pode estar associada ao fato de a tolerdncia ou
resisténcia a atividade de extrato poder ser especifica, havendo espécie mais
sensivel do que outra, segundo Ferreira e Aquila (2000), o que explica o elevado
comprometimento no desenvolvimento de raizes e parte aérea das plantulas de
mel&o, feijdo-caupi e principalmente do milho.

Em correspondéncia com nossos dados experimentais, o trabalho de Araldi
(2011) verificou que todos os extratos apresentaram atividade alelopética em
propor¢des variaveis. Entretanto, os estudos realizados indicaram que a atividade
alelopatica foi registrada em dois momentos (germinagdo de sementes e
crescimento inicial de plantulas).

Gomes et al. (2009) perceberam influéncia do extrato aquoso de Holvenia
dulcis sobre o desenvolvimento do milho, havendo significativa redugdo no
comprimento médio da parte aérea, comprimento médio de raiz e peso médio da
parte aérea, comprovando efeito alelopatico no extrato aquoso desta espécie.

Ramirez (2009), por sua vez, observou que 0 extrato da mesma planta ndo
afetou o peso seco da parte aérea e raiz, mas afetou o desenvolvimento de raiz de
milho na medida em que se elevou a concentracéo do extrato.

A avaliacdo da matéria seca de plantulas das espécies testes foi realizada
nas plantulas submetidas a concentragdo mais baixa do extrato e no controle, para o
meldo e feijdo-caupi. O extrato na concentragdo 0,125% gerou médias de matéria
seca de plantulas de mel&o ndo diferentes do controle, mas favoreceu as médias das
plantulas de feijdo-caupi.

Esse acontecimento pode ser decorrente da atividade bioldgica de dado

aleloquimico depender tanto da concentragdo como do limite da resposta da
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espécie afetada, sendo que o limite da inibigdo para determinada substancia néo é
constante, e esta intimamente relacionado a suscetibilidade da espécie receptora,
com isso a resposta de dada planta a presenca de quimicos pode ser tanto inibitéria
como estimulativa (AN et al., 1993), cabendo a concentracdo papel decisivo nas
respostas encontradas (RICE, 1984).

Estes fatos comprovam os diferentes niveis de efeitos proporcionados pelas
variadas concentrac@es, sendo que na medida em que se elevam seus niveis, mais
acirrada torna-se sua interferéncia negativa. Esta observagédo € exposta de maneira
clara nos dados do presente estudo, em que foi possivel a determinacdo de matéria
seca de plantulas de meldo e feijdo-caupi na menor concentracdo (0,125%) do
extrato, sendo o milho o mais intolerante a atividade do extrato de sementes de
cumaru, sendo possivel a determinacdo de matéria seca apenas no tratamento teste
(0%).

Entdo, considerando a inibi¢do minima de 50% como padrdo satisfatorio
para avaliar as potencialidades alelopaticas de um extrato (DUDAI et al., 1999),
pode-se dizer que os efeitos alelopaticos do extrato de semente de cumaru foram
altamente nocivos ao desenvolvimento de massa seca das espécies alvo.

Provavelmente esta interferéncia no vigor das plantulas, provocada pelos
constituintes dos extratos de semente de cumaru, tenha se originado de mudancas
nas rotas metabdlitas de fitorménios, como sugerido por Aquila et al. (1999) ou por
efeitos dos aleloquimicos em diferentes processos fisioldgicos das espécies
receptoras, a depender da concentracdo, promovendo ativagdes em baixas
concentragdes, como sugerido por Reigosa et al. (1999).

Outra provavel explicacdo para esses resultados é que esta acirrada
interferéncia no vigor das plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi advém de
efeitos diretos provocados pela acdo dos aleloquimicos presentes no extrato, como:
mudancgas nas estruturas citologicas e ultraestruturais, nos hormonios, tanto
alterando suas concentra¢es quanto o balango entre os diferentes hormonios, nas
membranas e sua permeabilidade, na absor¢do de minerais, no movimento dos

estdbmatos, na sintese de pigmentos e fotossintese, na respiragdo, na sintese de
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proteinas, na atividade enzimatica; nas relagcGes hidricas e condugdo, além de
induzir alteragcdes no DNA e RNA (PIRES; OLIVEIRA, 2001).

Fato relativamente semelhante ao apresentado no presente estudo foi
observado por Araldi (2011), o qual, avaliando a interferéncia alelopatica de
extratos de Holvenia dulcis sobre a germinacdo e crecimento inicial de
Parapiptadenia rigida, verificou que todas as amostras analisadas apresentaram
valores médios de matéria seca do hipocotilo inferiores ao do grupo controle,
observando também que na medida em que a concentracdo aumentava, ocorria uma
inibicdo do crescimento e consequente reducdo ou anulagdo dos valores de matéria
seca da espécie alvo.

Por fim, quando se avaliou o0 nimero de raizes de plantulas de milho, foi
observado que este vegetal foi 0 mais intolerante a atividade do extrato, que teve
seu processo de desenvolvimento gravemente interrompido pela acdo deste. Assim,
a contagem de suas raizes s6 foi possivel no controle, visto que ndao houve

formacéo de plantulas desta espécie em nenhuma outra concentracéo.

4.3. Fracionamento do extrato semente de cumaru

As fragoes (hexanica, diclorometano, acetato de etila e aquoso) do extrato
bruto de semente de cumaru em diferentes concentragdes apresentam-se dentro dos
valores normais de potencial osmotico e pH, ndo sendo, portanto, fatores

responsaveis por alteracées no comportamento germinativo do meldo (Tab.6).
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Tabela 6- Caracteristicas fisico-quimicas do fracionamento de extrato aquoso de
sementes de cumaru (Amburana cearenses A. C. Smith) utilizadas nos bioensaios
para avaliacdo de sua atividade sobre sementes de meldo (Cucumis melo L.). PO
(potencial osmético), CE (condutividade elétrica) e pH.

Fracdo Hexanica

Concentragdo (%) pH PO (Mpa)
1 0,11 -0,00401
0,5 0,11 -0,00401
0,25 0,11 -0,00401
0,125 0,13 -0,00474
0 0 0
Fracdo DCM (Diclorometano)
1 0,12 -0,00438
0,5 0,11 -0,00401
0,25 0,1 -0,00365
0,125 0,1 -0,00365
0 0 0
Fracdo Acetato de Etila
1 0,77 -0,02809
0 0 0
Fracdo Agquosa
1 4,75 -0,17325
0 0 0

A natureza dos extratos induz as investigagOes sobre sua aplicagdo em
situacdes naturais, de vez que os extratos usados em testes alelopaticos sdo
corriqueiramente aquosos, pois refletem a situacdo normal de lancamento dos
aleloquimicos ao ambiente, como por meio de lixiviacdes (FERREIRA, 1998). No
entanto, quando se pretende identificar e isolar um composto quimico vegetal
potencialmente alelopatico, os solventes organicos hexano, diclorometano e acetato
de etila se tornam mais eficientes, porque extraem mais substancias quimicas dos
tecidos de plantas (INDERJIT; DARKSHINI, 1995).

Avaliando qual das fragdes (hexanica, diclorometano, acetato de etila e
aquosa) extrairia do extrato bruto mais metabolitos secundérios nocivos as espécies
alvo, percebeu-se que as fracdes hexanica e diclorometano do extrato bruto de
semente de cumaru proporcionaram diferenga significativa no processo de

emergéncia (porcentagem e indice de velocidade de emergéncia) e crescimento
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inicial (porcentagem de normais, comprimento de parte aérea e raiz e massa seca)
de plantulas de meldao. No entanto, o efeito das fragcdes acetato de etila e aquosa
sobre a emergéncia e desenvolvimento inicial teve uma significancia de menor
propor¢do, onde apenas as caracteristicas (matéria seca, indice de velocidade de
emergéncia e comprimento de raizes) foram afetadas na presenc¢a dos extratos (Tab.
7).

190



Tabela 7- Resumo da analise de variancia das caracteristicas porcentagem de
emergéncia (PE), indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de
plantulas normais (PN), massa seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR) e numero de raizes da plantula de milho (Zea mays L.)
oriundas de sementes submetidas as fragdes (hexanica, diclorometano, acetato de
etila e aquosa) do extrato bruto de semente de cumaru (Amburana cearenses A. C.
Smith) em diferentes concentragdes. Mossord-RN, 2013.

*

Quadrados Médios

Fracao Hexanica

FV GL PE IVE PN MS CPA CR

Concentracio 4 1160,0° 145 10704, 0,60 1427 161,71

Residuo 15 333 0,01 12,5 002 011 1,04

CV (%) 3,09 4,14 6,26 32,32 503 14,86
Fragdo Diclorometano

Concentragio 4 754197 1317 73794 036 145 117,79

Residuo 15 10,42 0,0492 12,50 0,001 065 0,02

CV (%) 4,18 6,94 4,62 591 7,70 4,15

Concentragio 1 313™ 019™ 313" 0,627 0,09™ 101,45

Residuo 6 36,46 0,15 36,46 003 020 251

CV (%) 6,40 9,50 6,40 2339 362 1510
Fragdo Aquosa

Concentragio 1 50,00 093"  7813™  0,02® 021" 139,9°

Residuo 6 50,00 0,11 36,46 0,004 029 25

CV (%) 7,64 8,62 6,57 1226 4,32 1594

significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ~
probabilidade; ™ ndo significativo.

significativo a 1% de

Observa-se que as fracGes hexanica e a aquosa foram as Unicas a carrear

substancias provavelmente alelopaticas capazes de interferir no processo de
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emergéncia das plantulas de meldo, comparada as fragdes diclorometano e acetato
de etila (Tab. 8).

Tabela 8- Médias das caracteristicas porcentagem de emergéncia (PE), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de plantulas normais (PN), massa
seca (MS), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) e
numero de raizes de plantulas oriundas de sementes de meldo (Cucumis melo L.)
submetidas as fracdes (hexanica, diclorometano, acetato de etila e aquoso) do
extrato aquoso de semente de cumaru (Amburana cearenses. A. C. Smith) em
diferentes concentracdes. Mossor6-RN, 2013.

Concentracdo PE IVE PPN MS(g) CPA (cm) CR (cm)
(%)
Milho
1 0,0c 0,00c 0,0c 0,00 b 0,00¢c 0,00c
0,5 0,0c 0,10c 0,0c 0,00 b 0,00c 0,00c
0,25 95 b 3,28b 89 b 0,56 a 10,40 b 9,72b
0,125 100 a 3,66 a 94 ab 0,74 a 10,92 ab 11,67 ab
0 100 a 3,6la 100 a 0,78 a 11,33a 12,88 a
DMS? 4,00 0,19 7,72 0,29 0,72 2,22
Meléo
1 88,75a 3,42a 94,45a 0,36¢ 12,50b 11,45b
0,5 91,25a  3,69a 97,12a 0,43bc 12,29b 11,12b
0,25 97,50a 3,95a 96,12a 0,47abc 13,77a 12,36 ab
0,125 100,00a 3,86a 100,00a 0,60ab 12,12b 12,45 ab
0 97,5a 3,84a 100,00a 0,62a 12,05b 12,99a
DMS? 13,67 0,63 7,26 0,19 1,09 1,36
Feijdo-
caupi
1 93,75a 3,89a 93,75a 0,48 b 12,34 a 6,94 b
0 95a 4,20 a 95a 1,03 a 12,56 a 14,06 a
DMS® 10,45 0,67 10,45 0,31 0,78 2,74
1 90 a 3,52b 89 a 0,58 a 12,67 a 57b
0 95a 4,20 a 95a 0,48 a 12,34 a 14,06 a
DMS2 12,23 0,58 10,44 0,11 0,94 2,72

Medias seguida da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
a 5% de significancia. °DMS= Diferenga minima significativa.
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Os extratos obtidos da fragdo hexanica novamente se destacam em
prejudicar a formagdo de plantulas, onde os valores de porcentagem de plantulas
normais e anormais foram zero, ou seja, as sementes de meldo tiveram seu
processo germinativo totalmente interrompido na presenga do extrato nas maiores
concentracdes (1% e 0,5%), ao passo que os extratos oriundos das fragdes
diclorometano, acetato de etila e aquosa nao proporcionaram diferenca estatistica
para estas variaveis.

O trabalho de Souza Filho et al. (2010) confirma a elevada eficiéncia do
hexano na extragdo de constituintes polares, ao afirmar que o extrato hexanico de
Copaifera duckei, C. martii e C. reticulata provocou efeitos negativos sobre o
desenvolvimento de raiz de Mimosa pudica (malicia) e Senna obtusifolia (mata-
pasto), justificando seu uso em bioensaios de prospecgdo inicial de atividade
alelopética, especialmente nos casos em que nao ha informacGes sobre a planta
estudada, mesmo porque possibilita o isolamento e identificacdo de substancias
quimicas de atividade alelopatica relevante.

Diferentemente de nossos resultados, Santana et al. (2010), trabalhando
com extrato bruto metanélico de sementes de Annona crassiflora, verificaram que
em relacdo a testemunha as germinaces de Brachiaria. brizantha e Euphorbia
heterophylla apresentaram diferenga significativa com a utilizacdo das duas
maiores concentracdes do extrato, proporcionando efeito alelopatico sobre as
plantas receptoras. Os dados de Moreira et al. (2008) também diferiraram de nossas
observacBes, ao verificarem a atividade fitotdxica do extrato metandlico de
Caryocar brasiliense em sementes de Panicum maximum.

A variavel matéria seca foi sensivel na identificagdo da diferenga estatistica
nos extratos obtidos das fragdes diclorometano e acetato de etila, onde se registrou
no controle média de aproximadamente o dobro da média obtida na concentragao
1%, tanto para os extratos obtidos da fracdo diclorometano quanto os da fragdo
acetato de etila. Para as demais fragdes, ndo se observou diferencas estatistica para
essa caracteristica.

Os efeitos no desenvolvimento das espécies alvo verificados por Santana et

al. (2010), quando empregaram 0 extrato com acetato de etila, divergiram dos
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dados apresentados no presente estudo, no qual o extrato de sementes de Annona
crassiflora obtidos do acetato de etila reduziu a germinacéo e desenvolvimento de
radicula das trés plantas daninhas avaliadas (Brachiaria brizantha, Euphorbia
heterophylla e Ipomoea grandifolia), indicando este tipo de extrato no controle
destas daninhas em cultivo de soja (Glycine max).

Analisando-se o comprimento de parte aérea e raiz das plantulas de melao
submetidas aos extratos oriundos das fragoes (hexanica, diclorometano, acetato de
etila e aquosa), observa-se que o extrato hexéanico na concentragdo 0,25% foi capaz
de reduzir os valores de parte aérea e raiz e que apenas a concentragdo mais baixa,
0,125%, ndo diferiu do controle para estas variaveis.

Enquanto isso, o extrato diclorometano diferiu da testemunha apenas na
concentracdo 0,25% para comprimento de parte aérea, mas o comprimento de raiz
das plantulas foi reduzido por todas as dilui¢des do extrato, além de provocar um
estimulo acelerado nos tecidos da base do cauliculo se estendendo até o inicio da
raiz principal de algumas plantulas.

Resultados mais severos com este mesmo tipo de extrator foram
verificados no trabalho de Hernandez-Terrones et al. (2007) avaliando a acgdo
alelopatica de extratos da sucupira-branca (Pterodon emarginatus) sobre a
germinacdo e desenvolvimento da raiz e parte aérea do capim-colonido (Panicum
maximum), os quais verificaram que o extrato metandlico do caule da sucupira-
branca a 150 ppm apresentou percentual de inibicdo de 83% sobre o
desenvolvimento da raiz e 75% da parte aérea e somente 30% da germinacdo das
sementes do capim-colonido e afirmam que em casa de vegetacéo os resultados de
inibicdo, a uma concentracdo de 400 ppm, foram de 83% para o caule, 80% para a
raiz e 63% para a germinagao.

Por fim, quando se avaliou o efeito dos extratos acetato de etila e aquoso,
nao houve diferencga estatistica entre o controle e a maior concentracao dos extratos
para o comprimento de parte aérea, mas houve diferenga para comprimento de
raizes, com o comprimento reduzido pela metade na presenga do extrato acetato de

etila, e superior a metade no extrato aquoso.
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O extrato aquoso, apesar de nao ter provocado malformagao de plantulas
de meldo, comprometeu o desenvolvimento e raiz, além de ter propocionado

engrossamento nas raizes secundarias, comparada ao controle.

4.4. Prospeccio de constituintes do extrato de semente de cumaru

Em virtude da especificidade bioldgica de plantas, nas Ultimas seis
décadas, varios trabalhos de pesquisa foram desenvolvidos no mundo, visando a
acaotificagdo, por meio da prospeccao fitoquimica, de espécies com potencial para
fornecer moléculas quimicas com propriedades relevantes aos interesses da
agricultura (DUKE et al., 2002; ANAYA et al., 2003, 2005; HEISEY; HEISEY,
2003).

Em geralm, as pesquisas com prospec¢do se fundamentan na hipdtese de
que as substancias presentes nos extratos expressam o potencial da atividade
alelopatica da planta prospectada, 0 que apontaria para a necessidade ou
desnecessidade subsequentes, visando ao isolamento e a identificacdo dos
compostos quimicos envolvidos na atividade alelopética.

A andlise fitoquimica preliminar procura sistematizar ou rastrear 0s
principais grupos de constituintes quimicos que compdem um extrato vegetal. E
um exame rapido e superficial por meio de reagentes de coloracdo ou precipitacao,
0s quais revelam a presenca de metabdlitos secundarios em um extrato. Esta
triagem fitoquimica preliminar, visando ao estabelecimento da possivel natureza
guimica dos compostos existentes, pode ser realizada com o extrato etanélico
baseado no principio da migracdo diferencial dos componentes de uma mistura,
decorrente de diferentes interagdes entre fases imisciveis (DEGANI et al., 2013).

Assim, de acordo com nossos resultados, percebe-se que todas as fracdes
(hexanica de diclorometano, acetato de etila e aquosa) apresentaram, além da
cumarina, as substancias flavonas, flavonoides e xantonas, compostos que se
concentraram mais nas fragdes acetato de etila e aquosa, além de estas serem as

Unicas a apresentar os costituintes fendis e taninos flabobénicos (Tab. 9).
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Tabela 9- Analise fitoquimica qualitativa, triagem fitoquimica preliminar ou
prospeccéo dos constituintes da planta dos extratos obtidos nas fracdes hexanica,
diclorometano, acetato de etila e aguosa do extrato bruto de semente de cumaru.

Constituintes Hexanica Diclorometano  Acetato de Aguosa
etila
Fendis e Negativo Negativo HT.F HT.F
Taninos.
Antocianinas, Positivo * Positivo™ Positivo™" Positivo™""
antocianidinas,
flavonas,
flavondis e
xantonas.
Leucocianidinas, Negativo Negativo Negativo Negativo
catequinas e
flavonas.
Flavonois, Negativo Negativo Negativo Negativo
flavanondis e
xantonas.
Esterdides e Negativo Negativo Negativo Negativo
triterpendides.
Saponinas. Negativo Negativo Negativo Negativo
Alcal6ides. Negativo Negativo Negativo Negativo
Quinonas. Negativo Negativo Negativo Negativo
Cumarina. Forte positivo Positivo Fraco positivo Moderado
Positivo

“Corresponde a fraca presenca dos compostos (flavona, flavanondis e xantonas).
“Corresponde a moderada presenca dos compostos (flavona, flavanondis e
xantonas). ' Corresponde a presenga dos compostos (flavona, flavanonéis e

-+ e
xantonas). Corresponde a forte presenca dos compostos (flavona, flavanonois e
xantonas). (+) T.F. positivo para taninos flabobénicos.

Foi constatada a presenca da cumarina em todos o0s extratos,
independentemente da fracdo que os deu origem. Porém, foi observada nesse teste
maior intensidade de coloragdo fluorescente nas fragfes hexanicas e diclorometano,
0 que confere a estas fragdes forte presenca deste composto em comparado as
demais.

Os estudos de Ricardo (2011) com prospecgdo fitoquimica de cascas de
cumaru corroboram em parte os resultados da nossa pesquisa, verificando a
presenca de compostos como flavonas, flavonois, xantonas. No entanto, em outros
trabalhos foi identificada, além da cumarina, a presenca de flavonoides, glicosidios

fendlicos, os quais ddo suporte ao uso popular como broncodilatador, analgésico,
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antiflamatério e antirreuméatico (ALMEIDA et al., 2010). Foram isolados em
sementes de cumaru compostos como a 6-hidroxicumarina (BEZERRA et al.,
2006), o &cido o-cumarico (NEGRI et al., 2004) e um derivado esterificado do
amburosideo (HUANG et al., 1992), &cido p-hidroxi-benzoéico (MICHAELI et al.,
1970), acido (E)-o-cumérico glicosilado (HIGGINS et al., 1978), &cido (Z)-o-
cumarico glicosilado (PAYA; HOULT, 1992), &cido o-cumarinico glicosilado
(CORREA, 1978; SILVEIRA; PESSOA, 2005; CANUTO; SILVEIRA, 2006).
Assim como nesta pesquisa, Negri e colaboradores (HUANG et al., 1992)

identificaram predominancia de cumarinas.
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5. CONCLUSOES

O extrato de folhas e 0 de semente de cumaru, em todas as concentracdes
testadas, foram altamente nocivos ao processo de emergéncia e desenvolvimento
do milho, meléo e feijao-caupi.

Os extratos hexanicos proporcionaram mais efeito nocivo aos processos de
emergéncia e de desenvolvimento inicial das plantulas de meldo.

A cumarina foi o constituinte predominante em todos os extratos do
fracionamento, sendo que o extrato hexanico se destacou entre os demais na

concentragéo deste composto.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Ao término deste estudo com espécies da caatinga potencialmente
alelopaticas, pode-se dizer que os efeitos mais drasticos no desenvolvimento de
plantulas de milho, meldo e feijdo-caupi foram provocados por extrato de
sementes. Esta pesquisa servird para despertar o interesse dos pesquisadores, dado
0 grande potencial destas espécies. Um dos caminhos para que isto ocorra é o
isolamento e identificacdo de compostos destas espécies, pois estes conhecimentos
poder servir como ferramenta na busca de novas substancias com fungdes diversas
— repelentes de insetos, inibidoras do desenvolvimento de patdgenos e plantas
daninhas, além da elucidacdo dos processos de dorméncia, ja que alguns dos
metabolitos isolados de sementes, como as cumarinas, estdo associados a esses
processos.

Outra contribuicdo do presente estudo é o questionamento de que 0s
compostos alelopaticos estariam em maior proporcao nas folhas, pois o que foi
visto nesta pesquisa é que as sementes de cumaru apresetaram-se mais ativas em
afetar o desempenho das platulas de milho, meldo e feijdo-caupi do que as folhas.
Sendo assim, é necessario, antes de qualquer afirmacdo sobre determinado 6rgdo
conter mais ou menos aleloquimicos, fazer um estudo cromatografico dos
constituintes presentes em determinada populacédo, levando-se em consideracao as

interacOes reinantes no local.
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ANEXOS
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ANOMALIAS DE PLANTULAS DE MILHO, MELAO E FEIJAO-CAUPI
SUBMETIDAS AO EXTRATO DE SEMENTE DE CUMARU NAS
CONCENTRAGCOES 0,125; 0,25; 0,5 e 1%.
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