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RESUMO

A alelopatia refere-se a influéncia benéfica ou maléfica, de um individuo sobre o outro,
devido a producdo de biomoléculas vegetais, lancadas no ambiente. No presente estudo
objetivou-se verificar um possivel efeito alelopatico do extrato etandlico bruto (EEB) das
partes aéreas de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (cipo-de-sdo-jodo), espécie nativa do
Brasil, sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial de sementes e plantulas de Lactuca
sativa L. (alface) e Cenchrus echinatus L. (carrapicho), bem como detectar a presenca de
compostos fendlicos como possiveis aleloquimicos presentes nos referidos extratos. Os
bioensaios foram conduzidos no Laboratorio de Botanica Aplicada (LBA) da Universidade
Regional do Cariri (URCA) e em casa de vegetacdo. Os ensaios conduzidos em laboratdrio
foram acondicionados em placas de Petri tendo como substrato duas folhas de papel filtro
umedecidas com 3 mL dos respectivos EEBs em diferentes concentragcfes para as sementes de
alface e carrapicho. Para os experimentos em casa de vegetacao foram utilizadas bandejas de
plastico especificas para germinagdo com 200 células cada, foi utilizado como substrato areia
lavada de rio, posteriormente, foram semeadas duas sementes por célula e umedecida com
extrato em quantidade equivalente a 70% da capacidade de campo. Os tratamentos constaram
do extrato etanolico dos caules e folhas de P. venusta diluidos nas concentracdes de 6,25;
12,5; 25; 50 e 100% e, dois controles, sendo um composto apenas de agua destilada e o outro
de etanol e agua destilada, com cinco repeticdes de 20 sementes cada, totalizando 100
sementes por tratamento para cada espécie receptora testada. As variaveis analisadas foram:
Porcentagem de Germinacio (%G), Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG),
comprimento do cauliculo e da radicula. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
comparados pelo teste de Tukey. As classes de metabdlitos secundarios foram determinadas
através da mudanca de cor e/ou formacdo de precipitado por meio de cascatas de reacGes
quimicas. Detectada a presenga de compostos fendlicos, prosseguiu-se com a avaliacdo
qualitativa por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD). Na andlise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foram detectados os compostos: catequinas, acido
caféico, acido elagico, verbascosideo, rutina, quercetina e luteolina, destacando a presenca do
acido elagico apenas no extrato das folhas e o flavonoide luteolina apenas no extrato dos
caules. Os experimentos em laboratério mostraram que o EEB dos caules e das folhas da
espécie doadora atuaram inibindo a germinacdo e o desenvolvimento de alface e carrapicho.
Nos experimentos em casa de vegetacdo os resultados também evidenciaram, em sua maioria,
efeitos negativos sobre as espécies-alvo, provavelmente ocasionados pela presenca de
aleloguimicos do grupo dos acidos fenolicos, identificados nos extratos da planta doadora.

Palavras-chave: Alelopatia. Aleloquimicos. Biomoléculas.
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ABSTRACT

Allelopathy refers to beneficial or evil influence of an individual on the other, due to the
production of plant biomolecules discharged into the environment. The present study aimed to
verify a possible allelopathic effect of ethanol extract (EE) of aerial parts of Pyrostegia
venusta (Ker Gawl.) Miers (cip6-de-sdo-jodo), native specie of Brazil, on the germination and
early development of seeds and seedlings of Lactuca sativa L. (lettuce) and Cenchrus
echinatus L. (carrapicho), as well as to detect the presence of phenolic compounds as
potential allelochemicals present in the extracts. Bioassays were conducted in Applied Botany
Laboratory (LBA) in the Universidade Regional do Cariri (URCA) and inside a greenhouse.
The tests conducted in the laboratory were placed in petri dishes as the substrate two having
moistened pieces of filter paper with 3 mL of the respective EEs using different
concentrations to the lettuce and carrapicho seeds. For the experiments in a greenhouse
specific plastic trays were used for germination containing 200 cells each, washed river sand
was used as substrate then two seeds was sown per cell and moistened with extract in an
amount equal to 70% of the field capacity. The treatments consisted of the ethanolic extract of
the stems and leaves of P. venusta diluted in concentrations of 6.25; 12.5; 25; 50 and 100%
and two samples control, one consisted only of distilled water and the other of ethanol and
distilled water with five replications of 20 seeds each, totaling 100 seeds per treatment for
each species tested. The variables analyzed were: Germination Percentage (%G), Speed
Germination Index (SGI), length of hypocotyl and radicle. The data were submitted to
ANOVA and Tukey test. The classes of secondary metabolites were determined by color
change and / or precipitate formation through chemical reactions waterfalls. After detecting
the presence of phenolic compounds, the qualitative evaluation was continued by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC-DAD). In the analysis by High Performance
Liquid Chromatography Efficiency the compounds detected were: catechin, caffeic acid,
ellagic acid, verbascoside, rutin, quercetin and luteolin, highlighting the presence of ellagic
acid only in the extract from the leaves and the flavonoid luteolin only in the extract from the
stems. The laboratory experiments showed that the EE from the stem and leaves of the donor
species acted by inhibiting the germination and development of lettuce and carrapicho. In the
experiments in the greenhouse results also showed mostly negative effects on the target
species, probably caused by the presence of allelochemicals group of phenolic acids identified
in the

Key words: Allelopathy. Alelochemicals. Biomolecules.
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1 INTRODUCAO

O termo alelopatia refere-se a influéncia positiva ou negativa, de um individuo sobre
0 outro, devido a producdo de biomoléculas (aleloquimicos) por um vegetal, lancados no
ambiente quer seja na fase aquosa do solo ou substrato, quer seja por substancias gasosas
volatilizadas no ar (FERREIRA; AQUILA, 2000). Este termo estd mais frequentemente
associado ao processo onde metabdlitos secundarios advindos de uma espécie vegetal inibem
a germinacéo e o desenvolvimento de espécies circunvizinhas (SOARES; VIEIRA, 2000).

No ambiente natural as plantas estdo sujeitas, a todo o momento, a influéncia de
fatores bidticos e abidticos, sob essas condicdes, 0s vegetais desenvolveram estratégias
fisiolégicas durante o processo evolutivo, entre as quais esta o desenvolvimento de rotas
bioquimicas de sintese e acumulo de metabolitos secundarios em seus 6rgaos (SAMPIETRO,
2015). A concentracdo desses metabolitos varia de acordo com o 6rgdo da planta onde
ocorrem e de acordo com seu ciclo de vida, podendo ser responsaveis pelos efeitos
alelopaticos constatados através de alteracdes positivas ou negativas no processo germinativo
e/ou no desenvolvimento e estabelecimento de plantulas de outras espécies (REZENDE et al.,
2003).

Dentro desse contexto, para todo fenémeno alelopético existe uma planta doadora e
outra receptora. A doadora libera para 0 meio ambiente os aleloquimicos através de uma
determinada via como: lixiviacdo a partir dos tecidos, exsudacdo pelas raizes, volatilizacdo e
decomposicéo de residuos da propria planta. Em contrapartida, a planta receptora absorve os
compostos quimicos liberados sofrendo o efeito destes aleloquimicos sobre a germinagéo de
suas sementes, crescimento e/ou desenvolvimento de suas plantulas (RICE, 1984).

A expressdao do potencial alelopatico é marcada pela especificidade da composicédo
bioquimica e das caracteristicas bioldgicas das espécies doadoras e receptoras, envolvidas
nessa interacdo (SANTOS et al, 2001). Os efeitos dos aleloquimicos sobre o
desenvolvimento dos vegetais sdo apenas mudancas aparentes que refletem importantes
alteracdes fisioldgicas. Nesse sentido, os estudos acerca desses efeitos sobre a germinagédo
e/ou desenvolvimento do vegetal sdo manifestacdes de alteragdes ocorridas inicialmente a
nivel molecular e celular (FERREIRA; AQUILA, 2000).

A alelopatia pode causar mudancas na dindmica de comunidades vegetais, ao
influenciar a sucessdo vegetacional e a estrutura e composi¢do das comunidades nativas ou
cultivadas, por esta razdo o fenbmeno da alelopatia é tido como um processo ecoldgico

ocorrente nos ecossistemas naturais (RIVZI et al., 1992), a exemplo de ambientes de Cerrado
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tidos como importantes centros de concentracdo de espécies vegetais com potencial atividade
alelopatica.

A vegetacdo de Cerrado compreende uma juncdo de fitofisionomias bastante
diversificada: campo sujo, campo cerrado, cerrado e cerraddo (DURIGAN et al., 2002) e
compde um dos ambientes da chapada do Araripe com grande diversidade de espécies
vegetais e animais ainda ndo estudados, o que justifica a importancia da realizacdo de
pesquisas relativas a fauna e flora desse ambiente.

As espécies pertencentes a Bignoniaceae sdo comumente utilizadas como
ornamentais (LORENZI; SOUZA, 2008). Alguns géneros dessa familia apresentam também
potencial farmacolégico, a exemplo de Pyrostegia (MOSTAFA; EL-DAHSHAN; SINGAB,
2013). O Brasil é considerado por Gentry e Tomb (1979) como o centro de dispersdo da
referida familia sendo identificadas cinco principais regides de dispersdo de suas espécies,
com destaque para cerrados e caatingas.

Estudos demonstraram o potencial fitotdxico dos extratos das flores de Pyrostegia
venusta (Ker Gawl.) Miers (cip6-de-sdo-jodo) sobre a germinacao e o desenvolvimento inicial
de Lactuca sativa L. (alface) (DANELUZZI et al., 2014) e o potencial alelopatico de extratos
organicos das folhas dessa espécie sobre sementes de Cucumis sativus L. (SILVA et al.,
2011). A partir desses relatos algumas questdes foram levantadas: Pyrostegia venusta possuli
atividade alelopatica conhecida sobre plantas bioindicadoras, sera essa atividade observada
também sobre espécies invasoras? A acdo dessa espécie na Chapada do Araripe ainda é pouco
conhecida, como 0s compostos quimicos liberados pela espécie, atuam sobre 0s processos
germinativos e de desenvolvimento vegetal? A alelopatia, nesse caso, pode estar atuando
como um fator limitante sobre o desenvolvimento de espécies nativas da Chapada do Araripe?

Diante desses questionamentos objetivou-se verificar um possivel efeito alelopatico
do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Pyrostegia venusta sobre a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de sementes e plantulas de Lactuca sativa e Cenchrus echinatus, bem

como detectar a presenca de compostos fendlicos nesses extratos e potenciais aleloquimicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alelopatia: historico e definicéo

O primeiro registro da interferéncia de uma planta sobre o desenvolvimento de outra,
foi relatado por Theophastus (300 a.C.), discipulo de Aristoteles, ao observar que plantas de
Cicer arietinum L. (grdo-de-bico) exauria 0 solo onde era plantada provocando a destruicdo
das plantas invasoras presentes no mesmo (RICE, 1984).

O termo alelopatia foi idealizado em 1937 por Hans Molish, referindo-se aos efeitos
danosos de certas espécies vegetais sobre a germinacgdo, crescimento e/ou desenvolvimento de
outras (MEDEIROS; CASTRO; LUCCHESI, 1990). Com o avan¢o das pesquisas foi
observado que os efeitos dessas substancias, oriundas do metabolismo secundario das plantas,
podem inibir ou estimular o crescimento de espécies circunvizinhas (WALLER, 1999).

A competicdo por luz, 4gua e nutrientes € comum entre as plantas que vivem em
comunidade. Essa concorréncia faz parte do ciclo de vida natural dessas espécies no
ecossistema e, algumas desenvolvem mecanismos de defesa que tem como determinante
principal a sintese de metabdlitos secundarios, que quando liberados no ambiente causam
interferéncia no desenvolvimento de outras plantas (SAMPIETRO, 2015).

No ambiente natural, a alelopatia se confunde com a competicdo por agua, nutrientes
e luz (PINA-RODRIGUES; LOPES, 2001), contudo, alelopatia e competi¢do sio fendmenos
distintos, o primeiro implica em liberacdo de um composto quimico no ambiente o qual sera
absorvido por outra planta, enquanto que o segundo ocorre pela remocéo ou reducdo de um
recurso préprio do ambiente, como agua, minerais, luz, entre outros (RICE, 1979).

Com a “Revolugdo Verde” surgida em meados das décadas de 60 e 70, surgiu o
modelo de desenvolvimento agricola baseado na aplicacdo de inseticidas, fungicidas,
herbicidas e fertilizantes, que trazem prejuizo ao ambiente e a satde do homem (CRUZ;
NOZAKI; BATISTA, 2000). Dentro desse contexto, muitos autores apontam para 0 emprego
dos efeitos da alelopatia nas lavouras, como uma alternativa ao uso de substancias quimicas
controladoras de pragas, pois a acdo alelopatica por ser especifica e direcionada ocasionaria
uma melhoria e aumento da producdo, através do controle das plantas daninhas, pragas e
doengas (SARTOR et al., 2009). Assim, os efeitos negativos sobre o ambiente seriam
reduzidos, preservando 0s recursos naturais e possibilitando uma produgdo agricola de
qualidade, sem agentes toxicos nocivos a saude (SOUZA FILHO; ALVES, 2002).
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Esse fendmeno apresenta grande importancia em ambientes naturais e manejados,
comas pesquisas realizadas enfocando, principalmente, as espécies de interesse econdmico
(MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006), pois a diminuicdo da produtividade causada por
plantas invasoras ou por residuos da cultura anterior pode ser consequéncia da alelopatia
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

2.2 Aleloquimicos e vias de liberagao

Os quimicos organicos comecaram a estudar os metabdlitos secundarios no século
XIX, visando & utilizagdo dessas substancias como medicamentos, venenos, aromatizantes e
matéria-prima industrial. Os produtos do metabolismo secundario das plantas tém diferentes e
importantes funcdes ecologicas no reino vegetal, como a protecdo contra a herbivoria, atracao
dos polinizadores e também atuam como agentes mediadores nas relacfes de competicdo
entre as espécies. Sendo assim, os metabdlitos secundarios vegetais influenciam nas relagdes
ecoldgicas e na sobrevivéncia das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A quimica de produtos naturais tem passado por avancos, através da incorporacgéo de
modernos métodos de extracdo, isolamento, purificacdo e identificagdo. Esta nova realidade
tem ajudado a diminuir as lacunas existentes acerca dos inumeros grupos de compostos
secundarios produzidos pelas plantas. Muitos destes sdo aleloquimicos, que variam em
concentracdo, localizacdo e composicdo dependendo do vegetal no qual se encontram
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Compostos quimicos tais como herbicidas, inseticidas e nematicidas sdo utilizadas
em grande quantidade no controle de pragas e espécies vegetais indesejaveis nas lavouras,
tornando caro o processo de producdo agricola e, simultaneamente aumentam os riscos de
contaminacdo do solo por residuos toxicos e distarbios ambientais (MEDEIROS; CASTRO;
LUCCHESI, 1990). Considerando tais aspectos os aleloquimicos podem ser uma alternativa
ecologicamente correta, em relagéo ao uso dos referidos compostos.

Os aleloguimicos podem ser liberados no ambiente de diversas formas (volatilizacao,
exsudacdo radicular, lixiviacdo e decomposicdo de residuos), entretanto para que a liberacédo
desses compostos quimicos seja eficaz € necessario que ocorra de forma continua
(RODRIGUES; PASSINI; FERREIRA, 1999).

Os metabolitos secundarios podem atuar na inibicdo ou estimulacdo dos processos
fisioldgicos das plantas, todavia, essas a¢cdes dependem da concentracdo, atividade fisioldgica,

bem como de outros fatores préprios de cada ambiente (RICE, 1979). Conhecendo-se a
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existéncia dessas substancias nos vegetais, € importante identificar quais delas possuem acéo
alelopatica, investigando-se sua forma de liberacdo, quantidades presentes na planta e
extensdo da interferéncia (MEDEIROS; CASTRO; LUCCHESI, 1990).

Os aleloquimicos podem causar alterages citoldgicas, hormonais, na permeabilidade
das membranas, absor¢ao de minerais, movimentacao dos estbmatos, sintese de pigmentos e o
processo de fotossintese; respiracdo, sintese de proteinas, na atuacdo das enzimas especificas,
relacdes hidricas e, finalmente, nos acidos nucléicos, dessa forma podem induzir alteracdes
genéticas (RIVZI et al., 1992).

Nos bioensaios realizados em laboratdrio é possivel observar que os efeitos dos
aleloquimicos sobre o desenvolvimento da plantula, sdo potencializados (FERREIRA,
AQUILA, 2000) visto que neste ambiente artificial ndo ha influéncias ambientais como num
ecossistema natural.

Os aleloquimicos podem atuar de forma direta, quando 0s compostos quimicos
penetram na planta receptora a nivel celular, interferindo diretamente no metabolismo da
mesma; ou de forma indireta, quando causam alteracdes nas propriedades do solo, quantidade
de nutrientes e atividade de populagdes de microrganismos (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Segundo Taiz e Zeiger (2009) os metabdlitos secundarios podem ser classificados em
trés grupos distintos: os terpenos, que sdo a maior classe de produtos oriundos do
metabolismo secundario, atuam na defesa vegetal, pois sdo toxinas que inibem o forrageio de
herbivoros, estando representados na natureza pelas giberelinas, esterdis e carotendides; 0s
compostos fendlicos agem na defesa da planta contra herbivoria e patdgenos, sdo atrativos de
polinizadores e dispersores, protegem da radiagéo ultravioleta e auxiliam no suporte mecénico
do vegetal. Sdo exemplos de compostos fendlicos, os flavondides e os taninos; No grupo dos
compostos nitrogenados, estdo inclusos os alcaloides e glicosideos cianogénicos. Os

alcaloides apresentam toxicidade, o que justifica uma possivel atuacdo na defesa dos vegetais.

2.3 Familia Bignoniaceae Juss.

Bignoniaceae possui distribuicdo pantropical e inclui cerca de 120 géneros e 800
espeécies (Fig. 1), no Brasil ocorrem 32 géneros e cerca de 350 espécies (LORENZI; SOUZA,
2012). A familia Bignoniaceae (Dicotyledonae), ordem Scrophulariales, subclasse Asteridae,
é composta por plantas predominantemente espontaneas de ambientes tropicais da América do
Sul (JOLY, 1998; MABBERLEY, 1997). Tabebuia e Jacaranda destacam-se como 0S

géneros mais importantes da familia por sua ampla distribuicdo. Tabebuia, Pyrostegia,
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Bignonia e Zeyhera, séo os géneros que se destacam no Brasil. Em levantamento realizado na
regido da Amazonia Pyrostegia venusta e Adenocalyma alliaceum se mostraram muito
utilizadas para finalidades terapéuticas. Na regido da mata Atlantica o género Jacaranda teve
duas espécies citadas como importantes na medicina popular (DI STASI; HIRUMA-LIMA,
2002).

Figura 1: Distribuicdo de espécies de Bignoniaceae pelo mundo, com destaque para a
representatividade em cada pais.

I

Obs. A representatividade de espécies aumenta de acordo com a intensidade da cor, variando entre 1 e 16.423.
Fonte: Trdpicos (2015)

A familia compde-se por arvores, arbustos ou lianas, geralmente com gavinhas;
folhas opostas, raramente verticiladas ou alternas, em geral compostas, sem estipulas.
Inflorescéncia cimosa ou racemosa, mais frequentemente paniculada; flores vistosas,
bissexuadas, zigomorfas, diclamideas; célice pentdmero, gamossépalo, prefloracdo
imbrincada, com excecdo das de Pyrostegia e Glaziovia, que séo valvares; corola pentamera,
gamopétala, bilabiada; estames 4, didinamos, com estaminodio, epipétalos, anteras rimosas;
disco nectarifero geralmente presente; ovario supero, bicarpelar, bilocular ou raramente
unilocular, com placentacdo axial ou raramente parietal, placenta bipartida, geralmente
pluriovulado. Fruto c&psula septicida ou loculicida, raramente baga, sementes em geral aladas,
¢ uma familia com grande potencial ornamental (LORENZI; SOUZA, 2012; BARROSO,
1991).



21

2.4 Género Pyrostegia

Pyrostegia C. Presl é um pequeno género nativo da América do Sul formado por
quatro espécies da tribo Bignonieae (Bignoniaceae) entre as quais Pyrostegia venusta (Ker
Gawl.) Miers frequentemente cultivada nos tropicos. Como a maioria dos membros da tribo
Bignonieae, as espécies de Pyrostegia sdo lianas com o folheto terminal de suas folhas
geralmente modificado como uma mecha e frutos deiscentes com hastes em mdaltiplos de
quatro, em formato de cunhas, floema com dois folhetos e uma mecha terminal, calices
campanulados com cinco denticulos, corolas estreitissimas, moderadamente grossas e
texturizadas com os I6bulos valvares estreitos em suas bases no botdo, quatro estames com
abertura voltada para o lado de fora da flor, comprimidos, capsulas lineares e sementes
bialadas (duas alas) finas. Trés das espécies sdo, provavelmente, polinizadas por beija-flor e
tém flores muito parecidas de coloracdo vermelho-alaranjado, raramente amarelo, corolas
tubulares e estreitas com os estames inseridos abaixo do meio do tubo da corola. No entanto,
duas dessas espécies, P. dichotoma Miers K. Schum ex. e P. venusta, tem nés com campos
glandulares ausentes, gavinhas apicais trifidas, e os tubos da corola externamente glabros,
enquanto a terceira espéecie, P. cinerea Bureau ex K. Schum. apresenta n6s com campos
glandulares, pelos simples, e tubos puberos (SEIBERT, 1948; GENTRY, 1993; SANTOS,
1995; POOL, 2008).

2.5 Pyrostegia venusta (Ker-Gawl.) Miers (cipd-de-sdo-jodo) - espécie doadora

Popularmente conhecida como cip6 ou flor-de-sdo-jodo, Pyrostegia venusta (Ker-
Gawl.) Miers (Bignoniaceae) é uma liana semilenhosa, amplamente dispersa em campos e
margens de estradas (LORENZI; SOUZA, 2008), bastante encontrada nas savanas e florestas
do cerrado brasileiro, sendo comum sua presengca em limites de cerraddo (ROSSATTO,;
KOLB, 2010). E nativa do Brasil e bastante referida na literatura como uma das principais
espécies invasoras de pastagens nos cerrados (NUNES, 2001; POTT; POTT, 2000) e de
ambientes perturbados (LORENZI; SOUZA, 2008). Possui gavinhas, com ramos jovens
delgados e folhagem densa; folhas com foliolos ovados oblongos, com até 11 cm de
comprimento e 5 cm de largura; inflorescéncias numerosas, como corimbos multiflorais,
repletos de flores tubulares, longas, de cor laranja, podendo ocorrer com flores amarelas; fruto
do tipo capsular com cerca de 25-30 cm de comprimento e 1,5 cm de largura, contendo

sementes de 1 cm de comprimento e 3,5 cm de largura (Fig. 2A-F).
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Figura 2: Pyrostegia venusta (A) aspecto geral; (B) ramo com flor e fruto in situ; (C) ramo
mostrando a filotaxia oposta; (D) botdo floral; (E) gavinhas; (F) ramo com estruturas
reprodutivas.

Fonte: Da autora

Amplamente usada como ornamental em fazendas, sitios e quintais de residéncias no
Brasil. Trata-se de uma espécie helidfita, com ampla frequéncia em formacdes secundarias de
regibes litoraneas e matas pluviais. Raramente encontrada no interior de matas densas. O
nome popular decorre de seu emprego nos mastros usados nas festas juninas, especialmente
no dia de Sdo Jodo. O nome do género Pyrostegia, descrito por Carel Borinov Presl, deriva do
grego pyro = "fogo" e stege = "coberta"; ou seja, “coberta de fogo”, referindo-se a planta
florida com flores de corola alaranjada (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Na Amazoénia, o0 macerado em agua fria das folhas da referida espécie € bastante
utilizado no tratamento de disenterias e diarréias, especialmente em criangcas. Quanto a
composigdo quimica, foi relatada a presenca de amino&cidos, carotendides e flavondides na
flor de P. venusta (GUSMAN; GOTTSBERGER, 1996). Ja alantoina, esteroides e
hesperidina foram isolados do extrato etandlico de suas raizes (FERREIRA et al., 2000).

O extrato alcodlico de folhas e flores é utilizado na medicina tradicional para o
tratamento de vitiligo (manchas brancas na pele) e o caule tem aplicagdo como tdnico
antidiarreico (FERREIRA et al., 2000; MARONI; DI STASI; MACHADO, 2006). Possui
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também importancia econdmica, sendo utilizada como planta ornamental no Brasil e em
outros paises, tendo como caracteristica marcante a cor laranja intenso de suas flores
(LORENZI; SOUZA, 2008).

Diversas pesquisas foram realizadas nos ultimos anos enfocando diferentes aspectos
da atividade bioldgica dessa espécie a exemplo de Daneluzzi et al. (2014); Silva et al. (2011);
Fernandes et al. (2011); Rosatto e Kolb (2010); Silva et al. (2008); Polatto; Dutra e Junior
(2007); Ferreira et al. (2000); Santos e Blatt (1998).

2.6 Cerrado da Chapada do Araripe - Area de estudo

O cerrado € um dos biomas brasileiros que teve sua ocorréncia restrita, pelas
atividades antropicas. Nesse contexto, esforcos vém sendo envidados, nos ultimos anos, no
intuito de manter e conservar esse ecossistema tendo em vista a grande biodiversidade vegetal
e animal nele existentes (SILVA et al., 2006).

O cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo, do ponto de
vista da diversidade biologica. Existe uma grande diversidade de habitats, que determinam
uma notavel alternancia de espécies entre diferentes fitofisionomias. Este dominio tem grande
importancia ecoldgica, mas também, social. Muitas popula¢fes sobrevivem de seus recursos
naturais, utilizados como meio de subsisténcia, bem como utilizam diversas plantas ou
animais na medicina popular (MMA, 2014).

A regido de cerrado ocupa uma vasta area do Brasil (cerca de um quarto do
territorio), fazendo limite ao norte com a Amaz0lnia, a nordeste com a caatinga, a leste e
sudeste com a mata Atléntica, a oeste com o pantanal e ao sul com os pampas sulinos
(CARVALHO; FERREIRA; BAYER, 2008), esse bioma ndo esta restrito as areas centrais do
pais, sendo encontrado em manchas sobre solos profundos e relevos de tabuleiro, onde pode
ser observada a penetragdo de espécies vegetais da caatinga, a exemplo da Chapada do
Araripe, localizada ao sul do estado do Ceara (FIGUEIREDO; FERNANDES, 1987).

Depois da mata Atlantica, o cerrado é o bioma brasileiro que mais sofreu alteracGes
com a ocupac¢do humana. Nas trés ultimas décadas, vem sendo degradado pela expansdo da
fronteira agricola brasileira (MMA, 2014). A diminuicdo das extensdes desse dominio faz
necessario um maior conhecimento acerca da dindmica ecoldgica ocorrente nestes locais,
sendo a competicdo e a alelopatia, interagfes merecedoras de destaque (GATTI; PEREZ,
FERREIRA, 2007).
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A Chapada do Araripe abriga trés tipos vegetacionais: Savana (Cerrado), Savana
estépica (Carrasco) e Floresta Estacional Sempre-Verde (Floresta Umida). O Cerrado ocorre
na area leste do topo da formacao, recobrindo solos lixiviados aluminizados (LOIOLA et al.,
2015). O Complexo do Araripe abrange uma unidade de conservacdo: a APA da Chapada do
Araripe, dentro da qual esta localizada a Floresta Nacional do Araripe (FLONA) (ICMBio,
2016). Esta Ultima abriga a Unica faixa de cerrado preservada de todo o estado do Ceara.
Estando situada dentro do dominio semi-arido da caatinga, em uma altitude que varia de 800 a
900 m, o que contribui para a ocorréncia de maior precipitacdo e temperatura inferior ao
ambiente que o circunda (COSTA; ARAUJO; LIMA-VERDE, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material botanico

O material botanico foi coletado de trés individuos adultos de Pyrostegia venusta em
uma area de Cerrado, na Chapada do Araripe, estrada Crato/Exu, nas coordenadas geograficas
07°15°21,3”’S e 39°29°12,6”’W a 929 m de altitude, no periodo da manhd, em setembro de
2014 (periodo do ano referente a estacéo seca). O material obtido foi acondicionado em sacos
plasticos imediatamente vedados para evitar a perda de umidade, as amostras foram
devidamente etiquetadas e fichadas e em seguida conduzidas ao Laboratério de Boténica
Aplicada (LBA) da Universidade Regional do Cariri (URCA), para processamento do
material botanico coletado e montagem dos bioensaios.

Foram obtidas amostras na fase vegetativa para producdo do extrato etandlico bruto
(EEB) e material na fase reprodutiva, para identificacdo botanica. A identificacdo foi
realizada com base em literatura especializada e por comparacdo com espécime previamente
identificado, parte integrante do acervo do Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima
(HCDAL). Os numeros de herbario obtidos para as amostras doadas ao HCDAL sao 10839
(material florado) (Fig. 3A) e 10937 (material frutificado) (Fig. 3B). Para comprovagéo da
referida doacdao foi emitido comprovante de depdsito pelo HCDAL (Anexo A).

As coletas foram autorizadas pelo Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO) do Ministério do Meio Ambiente (MMA), Instituto Chico Mendes
de Conservacédo da Biodiversidade (ICMBIio) sob o nimero de registro: 46415-1, emitido em
22 de outubro de 2014 (Anexo B).
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Figura 3: Exsicatas de Pyrostegia venusta coletadas na Estrada Crato-Exu, &rea de cerrado da
Chapada do Araripe — Ceara — Brasil (2014) (A) ramo com flores; (B) ramo com frutos.

Fonte: Da autora

Para os bioensaios foram utilizadas como plantas receptoras, Lactuca sativa L.
(alface) cv. Grand Rapids TBR (Feltrin) por apresentar sementes de germinacdo rapida e
uniforme, além de serem facilmente encontradas no comércio local e Cenchrus echinatus
(carrapicho), por ser uma espécie invasora de pastagens e culturas, onde o efeito do extrato

pode ser avaliado dentro da necessidade ecoldgica e agricola por um bioherbicida.

3.2 Preparo dos extratos etanolicos

Foram coletadas e picadas manualmente 250 g de folhas frescas e 250 g de caules
frescos em seguida o referido material foi submetido a maceragcdo com etanol P.A. (99,3%) e
agitacdes periodicas no periodo de quinze dias. Foi utilizado aproximadamente 3 L de etanol
para cada parte da planta, para que todas as folhas e caules ficassem em contato direto com o
solvente. Ap6s quinze dias, procedeu-se a filtragem e os materiais sélidos colocados para
secar em estufa a 100 °C, para posterior pesagem da massa seca, sendo o solvente evaporado
em evaporador rotativo (Marca Fisatom, modelo 801, série 121547-6), para a obtengdo do

Extrato Etandlico Bruto (EEB). Todos os processos de extracdo e concentracdo dos extratos
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foram realizados no Laboratorio de Pesquisas de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade
Regional do Cariri (URCA).

3.3 Estudo quimico dos extratos etandlicos das folhas e caules de Pyrostegia venusta

3.3.1 Prospeccao fitoquimica

A caracterizacdo fitoquimica foi conduzida segundo o protocolo proposto por Matos
(2009), onde foi utilizado 30 mg de extrato etandlico bruto diluido em etanol 70%,
posteriormente transferido para seis frascos devidamente numerados com porgdes de 3 ml
deste preparo, incluindo um frasco contendo um teste em branco composto de agua e cloreto
férrico. A estes frascos foram adicionados compostos especificos que promoveram as rea¢des
quimicas sendo observada a mudanca de cor e formacdo de precipitado como indicativo da

presenca de classes quimicas (ANEXO C).

3.3.2 Determinacéo dos constituintes quimicos por CLAE-DAD

A andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD) foi realizada pelo Laboratério de Pesquisa Fitoquimica, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

Todos os produtos quimicos utilizados sdo de grau analitico adquiridos da Merck
Darmstadt (Alemanha); da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e da ChromaDex. O
procedimento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-DAD) foi realizado com
um amostrador automatico Shimadzu proeminéncia (SIL-20A), sistema de HPLC (Shimadzu,
Quioto, Japdo), equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AT, ligados a um DGU
20A5 desgaseificador com um CBM 20A integrador, SPD-M20A diodo detector de arranjo e
LC solugdo 1,22 software SPI.

Os extratos etanolicos (folhas e caules) de Pyrostegia venusta foram injetados numa
coluna de fase reversa Phenomenex C18 (4,6 mm x 250 mm), com enchimento de 5 uM
particulas de diametro. As fases moveis A e B eram de agua Milli-Q, que foram acidificadas a
pH 2,0 com 1% de acido fosforico e metanol, correspondentemente, o gradiente de solvente
foi utilizado como segue: 0-10 min, 5% de B; 10-25 min, 15% de B; 25-40 min, 30%; 40-55
min 50% de B; 50-65 min 70% de B; 65-80 min, 100% de B, seguindo o método descrito por

Sousa et al. (2015) com ligeiras modificacoes.
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A amostra e a fase movel foram filtradas atraves de filtro de membrana de 0,45 pm
(Millipore) e, em seguida, desgaseificou-se por banho de ultra-sons antes da utilizacdo,o
extrato foi analisado para uma concentracao de 15 mg/mL. A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min
e 0 volume de injeccdo foi de 40 pl. As solucdes estoque de referéncias de normalizagao
foram preparadas em fase moével de HPLC numa gama de concentra¢fes de 0,050-0,500
mg/mL. QuantificacBes foram realizadas por integragdo dos picos utilizando o método do
padrdo externo, a 254 nm para o acido elagico; 280 nm para catequina; 327 nm para 0 acido
cafeico; 330 nm para verbascoside; 356 para luteolina, quercetina e rutina.

Os picos foram confirmados por cromatografia de comparacdo do seu tempo de
retencdo com os de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 600 nm).

O limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado com base
no desvio padrdo das respostas e a inclinagdo por meio de trés curvas de analise
independentes. LOD e LOQ foram calculados como 3,3 ¢ 10 6 / S, respectivamente, onde o é
0 desvio padrdo da resposta e S é o declive da curva de calibracdo (BOLIGON et al., 2015).
As diferencas entre os grupos de HPLC foram avaliadas por uma analise de modelo de
variancia e teste de Tukey. O nivel de significancia para as analises foi definido como p
<0,05. Estas anélises foram realizadas usando o software livre R versdo 3.1.1. (R Core Team,
2014).

3.4 Testes para avaliacao de atividade alelopatica

Os bioensaios foram realizados no periodo de fevereiro a julho de 2015, no
Laboratério de Botanica Aplicada URCA. Foi testada a influéncia dos Extratos Etandlicos
Brutos (EEBs) de folhas e caules frescos de Pyrostegia venusta, sobre a germinacdo e
crescimento inicial de Lactuca sativa L. (alface) e Cenchrus echinatus (carrapicho), nas
concentragdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100% (Tratamentos).

O EEB foi dissolvido em etanol 66% na proporcao de 1:1, ou seja, 100 mg do EEB
para 100 mL de etanol, obtendo-se assim a solucdo estoque de 100%, as concentracdes de
6,25, 12,5, 25, 50% foram obtidas por diluicdo (MAZZAFERA, 2003; TAVEIRA; SILVA,
LOIOLA, 2013). Essas solugdes foram caracterizadas quanto ao parametro fisico-quimico pH,
onde foi registrado pH inicial, sendo essa variavel ajustada para valores mais proximos de
6,0, logo apds os extratos foram transferidos para as placas (MACIAS; CASTELLANO;
MOLINILLO, 2000). O ajuste do pH foi feito com solucdo de KOH 0,1N e HCl a 5% e as

medicOes foram realizadas com auxilio de um pHmetro (Marca Tecnal, modelo Tec-2).
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3.4.1. Teste realizado em estufa do tipo BOD

Para os bioensaios em laboratério, 3 mL das solucGes testes foram colocadas em
placas de Petri (9,0 cm de didmetro) previamente autoclavadas contendo dois discos de papel
filtro (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000). As placas foram deixadas abertas
durante 48 horas para completa evaporacdo do alcool (MAZZAFERA, 2003). Apds esse
periodo foram semeadas 20 diasporos das espécies alvo, distribuidas aleatoriamente, em cinco
repeticdes e, em seguida, aplicou-se 3 mL de agua destilada. As placas de Petri contendo os
didsporos foram seladas com pléastico filme para garantir modelos de sistema fechados e
levadas a uma estufa de fotoperiodo da marca Quimis (modelo 0315F25), com temperatura
constante (25°C) e fotoperiodo de 12 horas, adequadas as espécies receptoras conforme

assinalado em Brasil (2009).

3.4.2. Teste realizado em casa de vegetagéo

Para o experimento em casa de vegetacdo foram utilizadas caixas de acrilico
especificas pra testes de germinacgdo, preenchidas com substrato formado apenas por areia
lavada de rio, esterilizada em autoclave a 120 °C e 1 atm por 15 minutos. O volume de extrato
adicionado correspondeu a 70% da capacidade de campo do substrato, conforme indicado
pela Regra de Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Apds disposicdo do substrato nas
células das caixas foram adicionadas duas sementes por célula. Cada tratamento constou de
cinco repeticdes com 20 sementes cada, totalizando 100 sementes por tratamento. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC). O experimento foi
acompanhado por um periodo de 11 dias (alface) e 10 dias (carrapicho). A temperatura e
umidade relativa do ar foram monitoradas dia a dia, sendo verificada variacdo entre 27 e 32

°C para a temperatura e entre 30 e 62% para a umidade relativa.

3.5 Variaveis avaliadas

3.5.1 Teste de germinacao

A avaliacdo da germinagdo das sementes das espécies receptoras foi conduzida em

placas de Petri contendo os extratos e mais 20 sementes por repeticdo, totalizando 100

sementes por tratamento, durante sete dias (alface) e cinco dias (carrapicho), em estufa de
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fotoperiodo (BORELLA et al., 2012). Ao final desse periodo foram avaliados a Porcentagem
de Germinacéo (%G) e o indice de Velocidade de Germinacéo (IVG).

A germinacdo foi avaliada a cada 24 horas, durante sete dias (para alface) e cinco
dias (para carrapicho), sendo considerada germinada a semente com comprimento radicular
minimo de 2 mm. A Porcentagem de Germinacdo (G) foi calculada de acordo com Laboriau e
Valadares (1976), o indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) de acordo com Maguire
(1962) registrando-se diariamente o nimero de sementes germinadas. Sendo utilizadas as

seguintes formulas:

N
G=— X100
A

Onde:
N - nimero total de sementes germinadas;

A = namero de sementes colocadas para germinar.

= mi
v )
1
i=1

Onde:
Ni = numero de sementes germinadas no dia i

i = numero de dias

3.5.2 Teste de desenvolvimento/crescimento

O teste para avaliagdo de desenvolvimento/crescimento das plantulas das espécies-
alvo foram feitas de acordo com metodologia proposta por Borella et al. (2012). Foram
colocadas 20 sementes por Placa de Petri da planta-alvo em avaliacdo, para pré-germinarem
em agua destilada, durante 48 hs em condicdes controladas de temperatura e luminosidade.
Apos esse periodo foram transplantadas 10 plantulas com tamanho similar (minimo de 2 mm
de protusdo radicular) para as placas contendo os extratos testados, no intuito de confirmar
que todo e qualquer efeito alelopatico constatado nessas plantulas foi causado pelo extrato
avaliado (ALLEM; GOMES; BORGHETTI, 2014).

Os dados referentes ao comprimento do caule e raiz primaria foram obtidos

decorridos os sete ou cinco dias necessarios para o desenvolvimento das sementes. Foram
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avaliadas cinco pléantulas, do total de 10 que formam cada parcela (placa de Petri), para
obtencdo das médias referentes ao comprimento dos cauliculos e radiculas. A anéalise dessas

variaveis foi obtida com auxilio de régua milimetrada.

3.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo dois
controles (apenas agua destilada e dgua destilada + etanol) mais cinco niveis de concentracao
do EEB (em cada experimento), duas espécies vegetais (alface e carrapicho). Todos os
tratamentos constaram de cinco repeticdes. Os dados foram arquivados em planilha do Excel
2010, para posterior comparacao das médias através do pacote estatistico ASSISTAT 7.7 beta,
onde foram submetidas a analise de variancia (ANOVA), teste Tukey com significancia de 1 e

5%. Os graficos foram feitos no programa Microsoft Office Excel, versao 2010.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Classes quimicas detectadas na prospeccao fitoquimica

A andlise do Extrato Etandlico Bruto (EEB) feito a partir das folhas e caules de P.
venusta mostrou a existéncia de diversas classes de metabdlitos secundérios (Tab. 1). O EEB
das folhas e dos caules de P. venusta apresentaram em comum as seguintes classes: taninos
flobabénicos, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas e flavononas. Os flavonondis
foram detectados apenas no EEB do caule, enquanto que leucoantocianidinas, catequinas e
alcaloides estdo presentes exclusivamente no EEB das folhas da espécie em estudo. Segundo
Almeida (2006), as atividades bioldgicas, além de variarem com a espécie vegetal, sdo
decorrentes da concentracdo de substancias encontradas e da variagdo de esqueletos
carbdnicos de flavondides, que estdo relacionados com a atividade alelopéatica. De acordo com
este mesmo autor o uso de extratos com perfil quimico semelhante pode propiciar respostas
alelopéticas diferentes, devido a correlagdo com a concentracdo utilizada e estrutura das
moléculas. A presenca de grupos quimicos especificos é capaz de alterar o crescimento das

raizes.

Tabela 1: Classes de metabolitos secundarios encontrados no EEB do caule e da folha de P.

venusta. (+) indica a presenca (-) indica auséncia.

CLASSES QUIMICAS EEB CAULE EEB FOLHA

Taninos Pirogélicos - -
Taninos Flobabénicos + +

Antocianinas; Antocianidinas - -

Flavonas; Flavondis; Xantonas + +
Chalconas; Auronas + +
Flavononois + -
Leucocianidinas - +
Catequinas - +
Flavononas + +
Alcaloides - +

Fonte: Da autora
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Taiz e Zeiger (2009) afirmam que os taninos sdo um grupo de polimeros fenolicos
toxicos aos animais que atuam no combate a herbivoria, as flavonas e flavonois fazem parte
da atividade reguladora do desenvolvimento vegetal, atuando no transporte do hormonio
auxina. Nesse contexto, esses compostos podem se comportar como aleloquimicos,
dificultando ou favorecendo a fixacéo de espécies vegetais em areas circunvizinhas (MACIAS
et al., 1998).

Segundo Ferreira e Aquila, (2000) e Ferreira e Borghetti, (2004) os efeitos
alelopaticos sdo mediados por substancias que pertencem a diferentes categorias de
compostos secundarios. A acdo visivel dos aleloquimicos sobre as plantas é somente uma
sinalizagdo secundaria de mudangas anteriores. Assim, os estudos referentes ao efeito de
aleloguimicos sobre a germinacdo e/ou desenvolvimento da planta sdo manifestacdes
secundarias de processos ocorridos em nivel molecular e celular inicialmente.

Daneluzzi et al. (2014) ao realizar testes fitoquimicos com o extrato hidroalcodlico
de flores de P. venusta verificaram a presenca de flavonoides, saponinas, taninos
condensados, terpenos e esteroides. De modo similar, nos extratos etandlicos de folhas e
caules de P. venusta também foi detectada a presenca de substancias pertencentes ao grupo
dos taninos e flavonoides. Dessa forma pode-se inferir que a composi¢do quimica de extratos
de diferentes partes de uma mesma espécie vegetal pode variar por influéncia de diversos
fatores, tais como o estagio de desenvolvimento da planta, época do ano em que foi coletada,

temperatura, luminosidade, déficit hidrico entre outros.

4.2 ldentificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos por CLAE-DAD nos EEBs dos

caules e folhas de P. venusta

A identificacdo de sete compostos fendlicos foi realizada nos Extratos Etanolicos
Brutos das partes aéreas de P. venusta por CLAE-DAD com comparagdo com 0s repectivos
padrdes. A figura 4 apresenta os perfis cromatogréaficos por CLAE-DAD para &cidos fenolicos
padrdes (Fig. 4A) presentes nos extratos etandlicos das folhas e caules de P. venusta (Fig. 4B
e C). Os dados evidenciam que os extratos continham entre outros compostos, catequinas (tg
= 14.97 min; pico 1), &cido caféico (tg = 25.18 min; pico 2), acido elagico (tg = 31.74 min;
pico 3), verbascosideo (tg = 38.05 min; pico 4), rutina (tr = 42.67 min; pico 5), quercetina (tg
= 50.11 min; pico 6) e luteolina (tg = 59.48 min; pico 7). A quantificacdo dos compostos foi
baseada em curvas analiticas dos padrGes de referéncias. Curva de calibracdo de acido
elagico: Y = 11985x + 1.346,7 (r = 0,9999); catequina: Y = 12607x + 1273,9 (r = 0,9997);
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acido caféico: Y = 12574x + 1.298,1 (r = 0,9995); verbascosideo: Y = 13942x + 1195,7 (r =
0,9998); luteolina: Y = 13568x + 1145,9 (r = 0,9997); rutina: Y = 12839x + 1.368,3 (r =
0,9996) e quercetina: Y = 12925x + 1.386,7 (r = 0,9999) (Tab. 2). Todas as operacdes de

cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

Figura 4: Perfis cromatograficos por CLAE-DAD para compostos fenolicos padrdes (A) e
presentes nos extratos etandlicos (EEBs) das folhas (B) e dos caules (C) de P. venusta.
Catequinas (pico 1), acido caféico (pico 2), acido elagico (pico 3), verbascosideo (pico 4),
rutina (pico 5), quercetina (pico 6) e luteolina (pico 7).
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Tabela 2: Compostos fenolicos quantificados por CLAE-DAD nos extratos etanolicos

das folhas e caules de Pyrostegia venusta

EEB de Pyrostegia venusta LOD LOQ

Compostos FOLHAS (mg/g) CAULES (mg/g) pg/mL pg/mL
Catequinas 0.49+0.03a 215+0.01a 0.015 0.049
Acido caféico 417+0.01b 4.09+0.03b 0.020 0.067
Acido elagico 0.53+0.01a - 0.008 0.026
Verbascosideo 6.81+0.02¢c 2.18+0.02 a 0.011 0.035
Rutina 1.45+0.04d 403+0.01b 0.027 0.089
Quercetina 6.76 £0.01c 497+£0.04c 0.016 0.052
Luteolina - 211+0.04a 0.019 0.063

O verbascosideo, também chamado acteosideo € um fenilpropandide que atua em
diversas atividades biol6gicas como antioxidante, anti-inflamatdrio, fotoprotetor e quelante
(OLIVEIRA M. et al., 2014), podendo ser encontrado sob niveis variados, em diversas partes
do vegetal, como caule, folha, raiz priméria ou secundaria, sendo detectados niveis diferentes
de concentracdo quimica inclusive em espécies do mesmo género (KIRMIZIBEKMEZ et al.,
2012). Ainda sdo raros os registros encontrados na literatura sobre a atividade dessa
substancia, principalmente em relagdo a uma possivel influéncia alelopatica.

Os compostos fenolicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas simples e complexas que possuem pelo menos um anel aromatico no
qual, a0 menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila, sendo amplamente
distribuidos no reino vegetal (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2010) reGnem
grande variedade de substancias como os fendis simples, os acidos fendlicos, cumarinas,
flavonoides, taninos e ligninas, geralmente sdo muito reativos e apresentam alta polaridade
(KING; YOUNG, 1999). Os acidos caféico e elagico sdo compostos fenolicos derivados do
acido cindmico e benzoico, respectivamente (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL,
2010). Os compostos fendlicos sdo apontados por Rice (1984) como a classe mais abundante
em compostos chamados aleloquimicos. O &cido elagico se destaca entre os taninos e esta
amplamente distribuido nas plantas (SAMPIETRO, 2015).

Os flavonoides sdo a maior classe de compostos fendlicos vegetais (TAIZ; ZEIGER,
2009), a quercetina encontra-se entre os flavonoides que possuem atividade alelopatica

reconhecida, de acordo com a literatura (SAMPIETRO, 2015). Esse grupo de compostos
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possui reconhecida atividade antioxidante por serem sequestradores de radicais livres e atuam
como estabilizadores da membrana, podendo afetar o metabolismo intermediario do vegetal
(KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994; GALATI et al., 2002). A quercetina é o principal
flavonoide presente na dieta humana e tem funcdo de protecdo contra o cancer, doencas
cardiovasculares, hepéticas e renais (BEHLING et al., 2004), essa substancia esta presente em
chas comercializados no Brasil (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006).

Foi constatada atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos de flores de
Pyrostegia venusta, sobre cepas de Candida sp. onde o flavondide quercetina e o0s
fenilpropandides verbascosideo e isoverbascosideo foram purificados e testados através da
utilizacdo da técnica de HPLC (PEREIRA et al., 2014).

O flavonadide luteolina, presente no EEB dos caules de P. venusta foi apontado como
causador do efeito alelopatico observado no estudo conduzido por Beninger e Hall (2005),
onde este composto e o derivado luteolina-7-O-glucuronideo foram isolados a partir de folhas
de Chrysantemum morifolium L. e atuaram reduzindo o numero de frondes e o teor de
clorofila da planta-alvo Lemna gibba nas concentragcbes 0,2 e 2,0 mM. Destaca-se a presenca
de luteolina como um componente muito comum em especies da tribo Tecomeae, familia
Bignoniaceae, tendo sido relatada a ocorréncia desse flavonoide em sete espécies dessa tribo
(HARBORNE, 1967).

4.3 Testes alelopaticos com Lactuca sativa L. (alface) em laboratorio e casa de vegetacao

4.3.1 Porcentagem de Germinacéao (%G)

O EEB do caule de P. venusta inibiu significativamente a Porcentagem de
Germinacdo das sementes de alface analisadas em laboratério, a partir da concentracdo
12,5%, em compara¢do com os controles (dgua e etanol). Sendo a maior inibicdo observada
na concentragdo 25% (Fig. 5A). Resultado semelhante foi obtido por Daneluzzi et al. (2014)
ao testar os efeitos do extrato hidroalcoolico das flores de P. venusta em sementes de alface,
onde foi observado gque a Porcentagem de Germinacao foi afetada negativamente pelo extrato
nas suas diferentes concentragcdes. O EEB das folhas de P. venusta teve efeito diferente, ndo
sendo observada diferenca estatisticamente significativa nos valores correspondentes a essa
variavel nas diversas concentracfes do extrato quando comparadas aos controles.

Em casa de vegetacdo, o EEB do caule de P. venusta provocou reducdo na

Porcentagem de Germinacdo das sementes de alface nas concentracGes 12,5 e 100%,
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enquanto que na menor concentragdo do extrato, promoveu um aumento do valor medio da
Porcentagem de Germinacdo, nesse tratamento, superior aos valores dos dois controles (Fig.
5B).

Figura 5: Porcentagem de Germinagdo de sementes de Lactuca sativa L. (alface) analisadas
(A) em laboratério e (B) em casa de vegetacdo, submetidas as diferentes concentra¢Ges do
EEB dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta
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de probabilidade (< p < 5), (ns) ndo significancia (p > 0,05). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Cipriani et al. (2014) ao testar o efeito alelopatico de extratos aquosos das folhas de
Tecoma stans (Bignoniaceae) sobre a Porcentagem de Germinacdo de sementes de alface,
verificou uma reducdo de 98% dos valores dessa varidvel quando comparado ao controle,
resultados diferentes dos relatados nessa pesquisa. Ferreira e Aquila (2000) argumentam que
alteracdes na permeabilidade das membranas, na transcricdo e traducdo do DNA, no
funcionamento dos mensageiros secundarios, alteracdo da respiracdo, conformacdo de
enzimas e de receptores, bem como a combinacdo de dois ou mais desses fatores podem afetar
diretamente 0 processo germinativo.

O efeito promovido pelo EEB dos caules de P. venusta sobre a germinacdo das
sementes de alface em casa de vegetacdo, ora inibindo, ora estimulando corroboram com
Reigosa; Sanchez-Moreiras; Gonzales (1999), para os quais a atividade dos aleloquimicos nos
processos fisiologicos de uma espécie vegetal é provavelmente, dependente da concentragdo
de cada composto, uma vez que em baixas concentracdes pode ocorrer ativacdo e em
concentracfes mais altas, inibi¢cbes. A atuacdo dos compostos quimicos provoca efeitos,

muitas vezes diversos e/ou contrarios nos resultados detectados nas pesquisas em relacéo ao
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metabolismo secundario de plantas. Isto pode ser explicado, tendo em vista que alguns fatores
atuam isoladamente ou em conjunto afetando a atividade dos aleloguimicos nos biotestes em
estufas ou casas de vegetacdo, como a sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura e
altitude (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

4.3.2 indice de Velocidade de Germinaco (IVG)

O Extrato Etandlico Bruto do caule de Pyrostegia venusta mostrou atividade
alelopética negativa, ao reduzir a velocidade de germinagdo das sementes de alface a partir da
menor concentracdo (6,25%), em laboratério, sendo essa reducdo mais pronunciada nas
maiores concentracdes do referido extrato (25, 50 e 100%) (Fig. 6A). O EEB das folhas de P.
venusta provocou retardo no indice de Velocidade de Germinacio das sementes de alface em
todas as concentracBes, de maneira similar, sendo esse efeito mais visivel nas maiores
concentragoes.

O EEB dos caules de P. venusta estimulou o indice de Velocidade de Germinacéo
das sementes de alface submetidas a concentracdo de 6,25%, em casa de vegetacdo, efeito
similar foi observado nas sementes submetidas a concentragdo 50% do extrato etanolico das
folhas (Fig. 6B).

Figura 6: Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) de sementes de Lactuca sativa L.
(alface) analisadas (A) em laboratorio e (B) em casa de vegetacdo, submetidas as diferentes
concentragOes do EEB dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta.
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de probabilidade (< p <5), (ns) ndo significancia (p > 0,05). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os resultados obtidos em laboratério corroboram os relatos de Daneluzzi et al.
(2014) onde foi verificado que a velocidade de germinacdo das sementes de alface foi afetada
negativamente pelas diversas concentracdes do extrato hidroalcodlico das flores de P.
venusta, onde todos os tratamentos diferiram estatisticamente do controle. Esse efeito similar
pode ser devido a composicao quimica dos extratos serem semelhantes, embora os exemplares
boténicos tenham sido coletados em locais diferentes.

A atuacdo dos EEBs de P. venusta foi mais acentuada sobre o indice de Velocidade
de Germinacédo (IVG) do que sobre a Porcentagem de Germinagéo, sendo esse efeito devido,
provavelmente, a fatores fisiologicos que fazem os efeitos sob o processo germinativo serem
mais discretos, fazendo com que a atividade alelopatica seja mais perceptivel na velocidade
de germinacdo (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Silva V. et al. (2011), ao avaliarem a atividade alelopatica do Extrato Etandlico
Bruto de Dicranopteris flexuosa sobre sementes de alface observaram uma reducdo no IVG
das sementes quando submetidas as maiores concentra¢cBes do extrato (500 mg/L e 1000
mg/L, respectivamente). Os autores atribuiram estes efeitos a presenca do flavonoide
quercetina no extrato testado. Na presente pesquisa a analise por CLAE também detectou
quantidade significativa de quercetina nos EEBs de folhas e caules de P. venusta, verificando-
se, contudo, um aumento no Indice de Velocidade de Germinag&o no bioensaio conduzido em
casa de vegetagdo. Os efeitos contrarios atribuidos a quercetina podem se dever a situagdes-
teste diferentes. Neste sentido Gobbo-Neto e Lopes (2007) concluem que fatores como a
idade da planta e do tecido, a sazonalidade, a temperatura, estacdo do ano e disponibilidade
hidrica podem afetar a liberacdo e acdo dos compostos alelopaticos entre os quais, a

quercetina.

4.3.3 Desenvolvimento do cauliculo

Nos experimentos realizados em laboratorio o desenvolvimento da parte aérea das
plantulas de alface (Fig. 7A) foi afetado negativamente pelo EEB do caule de P. venusta. A
reducdo foi discreta nas concentracfes iniciais, se intensificando no extrato concentrado
(100%), provocando reducdo no comprimento do cauliculo em relacdo aos controles. O
mesmo ocorreu com as plantulas submetidas as diversas concentraces do EEB das folhas de
P. venusta, sendo constatada reducdo significativa no comprimento do hipocétilo, em

comparagdo com os controles, apenas na maior concentracdo do extrato.
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No bioensaio realizado em casa de vegetacdo os EEBs das folhas e caules de P.
venusta ndo causaram interferéncia alelopatica significativa no desenvolvimento do cauliculo
das plantulas de alface (Fig. 7B). J4 em laboratorio observou-se uma reducéo significativa no
comprimento dos referidos cauliculos. Esses resultados se assemelham aos obtidos por Silva
V. et al. (2011), que ao avaliarem a atividade alelopatica do extrato etandlico e fracBes
semipurificadas de Dicranopteris flexuosa sobre sementes de alface em laboratorio e casa de
vegetacdo, obteve resultados diferentes quando comparados os dois ambientes, sendo 0s
resultados mais efetivos nos testes conduzidos em laboratério. Os autores atribuiram tal
resultado aos processos de retencdo e transporte aos quais os aleloquimicos podem estar

sujeitos em casa de vegetagao.

Figura 7: Comprimento do cauliculo de plantulas de Lactuca sativa L. (alface) analisadas (A)
em laboratdrio e (B) em casa de vegetagdo, submetidas as diferentes concentracfes do EEB
dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta
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de probabilidade (< p <5), (ns) ndo significancia (p > 0,05). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Cansian et al. (2013) constataram resultados diferentes ao investigar a atividade
alelopéatica do extrato etandlico bruto e fragbes de raizes, caules e folhas de Tynanthus
micranthus Corr. Mello ex. Schum. (Bignoniaceae) sobre diasporos de L. sativa, onde foi
observada acdo alelopatica estimulatoria apenas da fracdo cloroférmica do caule sobre o
desenvolvimento do cauliculo, em todas as concentracGes, sendo que o efeito dos demais
extratos ndo apresentou significancia. Candido et al. (2010) destaca a importancia desses
testes biométricos para constatar as alteracdes que as substancias-testes podem causar no

desenvolvimento do cauliculo e da radicula.
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Oliveira, A. et al. (2014) ao realizar experimentos com extrato aquoso e etandlico da
parte externa e interna da casca de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. (Sapotaceae) sobre o
desenvolvimento de plantulas de alface, observaram reducdo significativa no comprimento do
cauliculo das mesmas quando submetidas as diversas concentragdes do extrato etandlico da
casca externa e interna da planta doadora. A andlise fitoquimica dos referidos extratos revelou
a presenca de compostos fendlicos e taninos, aos quais os autores atribuiram o efeito
alelopatico observado. Na presente pesquisa tais classes de substancias também foram
detectadas nos EEBs de P. venusta, sendo provavelmente, as responsaveis pelo efeito
negativo observado sobre o desenvolvimento do cauliculo de alface.

Os experimentos de Silva P. et al. (2011) avaliaram os efeitos de extratos organicos
de P. venusta sobre o desenvolvimento de plantulas de Cucumis sativus (pepino) sendo
constatado efeito inibitorio dos extratos hexanico e metanolico, em todas as concentracfes
testadas, sobre o comprimento do hipocétilo da planta-alvo. Estes resultados diferem do que
foi observado nos experimentos utilizando EEB dos caules e folhas de P. venusta sobre
plantulas de alface em casa de vegetacdo, onde ndo foi constatado efeito alelopatico

estatisticamente significativo sobre o desenvolvimento dos cauliculos da espécie receptora.

4.3.4 Desenvolvimento da radicula

Em relacdo ao desenvolvimento da raiz primaria, o efeito do EEB do caule de P.
venusta em laboratorio foi similar ao que ocorreu com a parte aérea das plantulas de alface
(Fig. 8A). Foi observada uma reducdo do comprimento da radicula com o aumento da
concentracdo do extrato, entretanto esse efeito ndo foi estatisticamente significativo. Com as
plantulas submetidas ao EEB das folhas de P. venusta, foi observada uma inibicéo
significativa no comprimento da radicula nas maiores concentracfes do extrato.

Nos experimentos em casa de vegetacdo verificou-se que o EEB dos caules de P.
venusta interferiu negativamente no desenvolvimento da raiz primaria das plantulas de alface
submetidas as diversas concentracdes do extrato. A inibicdo iniciou de forma discreta, na
menor concentracdo do extrato (6,25%) acentuando-se progressivamente de acordo com o
aumento da concentracdo (Fig. 8B), o extrato das folhas ndo apresentou diferencas

estatisticamente significativas na comparagdo com os controles.
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Figura 8: Comprimento da radicula de plantulas de Lactuca sativa L. (alface) analisadas (A)
em laboratorio e (B) em casa de vegetacdo, submetidas as diferentes concentracdes do EEB
dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta
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de probabilidade ( < p < 5), (ns) ndo significancia (p > 0,05). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes foram observados por Silva P. et al. (2011) onde os extratos
acetato-etilico e metandlico das folhas de P. venusta apresentaram efeito inibitorio sobre o
crescimento da raiz de Cucumis sativus L. (pepino) em todas as concentracdes testadas e o
extrato hexanico inibiu o desenvolvimento dessa varidvel nas maiores concentragdes. O
sistema radicular é a porta de entrada de grande porcdo da &gua, solutos orgénicos e
inorganicos recebidos pelo vegetal, portanto, o efeito alelopatico acentuado sobre as raizes é
indicativo de fitotoxicidade e pode ser resultante do contato direto dessa parte da planta com
0s metabdlitos secundarios presentes nos extratos testados (ALLEN; GOMES; BORGUETTI,
2014; CHUNG; AHN; YUN, 2001).

Em testes com extrato metandlico das folhas de Palicourea crocea realizado por
Formagio et al. (2014) foi constatado efeito inibitorio sobre o desenvolvimento da radicula de
L. sativa quando submetidas as diversas concentracdes do extrato. Os autores atribuiram essa
atividade negativa a presenca de quercetina no extrato da planta doadora. Efeito similar
ocorreu com o desenvolvimento da raiz priméaria de plantulas de alface submetidas ao extrato
etanolico dos caules de P. venusta analisadas em casa de vegetagdo, sendo essa interferéncia
devida, provavelmente, a presenca desse flavonoide no EEB dos caules.

Rizzi et al. (2016) relatam resultados semelhantes ao avaliar o efeito alelopatico do
extrato etandlico e aquoso de folhas de Vochysia haenkeana sobre a germinacdo e o

crescimento de alface e tomate, onde foi observada reducdo significativa no comprimento
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radicular das plantulas de alface e tomate submetidas a todas as concentracdes do extrato
etandlico da espécie-teste, em experimento conduzido em casa de vegetacdo. Os autores
afirmam ser esse efeito ocasionado pela presenca de taninos e flavonoides nos extratos, que,
de acordo com os mesmos, podem atuar na inibicdo do comprimento radicular. Essas classes
de compostos foram também detectadas nos EEBs dos caules de P. venusta, podendo ser o
efeito negativo observado devido a presenca destes compostos.

A interferéncia negativa do EEB dos caules de P. venusta observada nesse estudo,
sobre o desenvolvimento das plantulas de alface, pode ser um reflexo de alteragdes ocorridas
no interior do corpo da planta, pois de acordo com Almeida et al. (2008) a reducdo do
crescimento de plantas na presenca de alelogquimicos esta associada a uma interferéncia no
processo de divisdo celular e/ou ao rompimento da estruturas intracelulares, como por

exemplo, ndcleo e mitocondrias.

4.4 Testes alelopaticos com Cenchrus echinatus L. (carrapicho) em laboratério e casa de

vegetacao

4.4.1 Porcentagem de Germinacéo (%G)

O EEB das folhas de P. venusta causou uma pequena reducdo na Porcentagem de
Germinacao das sementes de carrapicho, quando comparadas aos controles, sendo esse efeito
mais pronunciado na concentracdo 50%, contudo as médias referentes aos tratamentos nao
diferiram estatisticamente (Fig. 9A). O EEB do caule de P. venusta também ndo demonstrou
efeito alelopatico estatisticamente significativo quando comparadas as médias dos controles e
das concentracdes. Resultados diferentes foram obtidos por Félix (2012) onde foi testado o
extrato aquoso fervido e triturado de Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith sobre
sementes de alface, picdo-preto e carrapicho, sendo observada a total supressdo da
germinacdo em todos os tratamentos testados e para todas as sementes-teste, o autor atribuiu o
efeito alelopatico observado a presenca de rutina e quercetina nos extratos de A. cearenses.
Estes flavonoides também foram detectados na analise por CLAE-DAD dos EEBs das folhas
e caules de P. venusta, demostrando que estes compostos quimicos podem ter atividade
alelopatica sobre a germinagdo, embora esta variavel ndo tenha sido afetada nesse caso.

O EEB das folhas de P. venusta ndo teve efeitos obre a Porcentagem de Germinagéo
das sementes de carrapicho analisadas em casa de vegetacdo, quando comparadas aos

controles (Fig. 9B). Ja 0 EEB do caule de P. venusta demonstrou efeito alelopatico negativo e
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estatisticamente significativo a partir da concentracdo 12,5% tal efeito foi intensificado com o

aumento da concentraco.

Figura 9: Porcentagem de Germinacdo de sementes de Cenchrus echinatus L. (carrapicho)
analisadas (A) em laboratério e (B) em casa de vegetacdo, submetidas as diferentes
concentracOes do EEB dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta.
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Souza Filho et al. (2009) testando o extrato hidroalcodlico de Mansoa standleyi
(Bignoniaceae) sobre a germinagéo da planta daninha Mimosa pudica (malicia) constataram
inibicdo significativa do extrato em todas as concentracdes testadas sobre a germinacdo da
planta-alvo. Esses resultados sugerem que o extrato alcodlico de P. venusta possui substancias
quimicas que se comportam como aleloquimicos, contudo esses compostos ndo tiveram
atividade sobre a Porcentagem de Germinacao final da semente de carrapicho, podendo ser
esse fato decorrente de uma maior resisténcia fisioldgica dessa espécie em particular. O uso
de mais de uma espécie-alvo confere uma maior confiabilidade acerca das potencialidades
alelopaticas da espécie doadora, pois permite interferéncias mais amplas e mais proximas da
realidade (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010).

Santos et al. (2011) ao avaliaram o efeito alelopatico de extratos organicos de folhas
de Calopogonium mucunoides (calopog6nio) sobre a germinacdo de sementes de Cassia tora
(mata-pasto), Mimosa pudica (malicia) e Cassia occidentalis (fedegoso) relataram inibicdo da
germinacao das especies receptoras atribuindo tal fato a presenca de acido caféico (fenol),
rutina e quercetina (flavonoides) presentes no extrato acetato-etilico de folhas do calopogénio.

O EEB dos caules de P. venusta apresenta esses mesmos compostos. Sob esse ponto de vista é

o 100%
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possivel atribuir o efeito inibitério observado sobre a germinagdo de sementes de carrapicho,
em casa de vegetacdo, a algum desses compostos, ou a combinacdo destes.

Os efeitos negativos observados sobre a germinacdo de sementes de carrapicho
submetidas ao extrato de folhas de Pyrostegia venusta cultivadas em casa de vegetacdo pode
se dever ao fato de que os efeitos prejudiciais dos aleloquimicos sobre a germinacdo de
sementes no campo podem causar estresse oxidativo, formando espécies reativas de oxigénio
gue atuam direta ou indiretamente como sinalizadores em processos de degradacdo celular
ocasionando efeito prejudicial nos processos fisiologicos, bem como interferindo no
desenvolvimento inicial das espécies, podendo levar a ndo uniformidade da cultura
(ALMEIDA et al., 2008)

4.4.2 Indice de Velocidade de Germinagio (IVG)

O EEB das folhas de P. venusta provocou retardo no indice de Velocidade de
Germinacdo das sementes de carrapicho na concentragdo 50% nos experimentos em
laboratorio (Fig. 10A). O EEB do caule provocou pequena reducdo no indice de Velocidade
de Germinacdo das sementes de carrapicho na comparacdo entre os tratamentos e 0S
controles, sendo esse efeito estatisticamente significativo, nas maiores concentragcdes do
extrato (50% e 100%).

O EEB do caule provocou discreto retardo no indice de Velocidade de Germinacio
das sementes de carrapicho em casa de vegetacdo a partir da menor concentracao, sendo que a
partir da concentracdo 50% esse efeito foi mais visivel (Fig. 10B). O EEB das folhas de P.
venusta provocou pequena reducdo no Indice de Velocidade de Germinagéo das sementes de
carrapicho nos trés primeiros tratamentos na comparacdo com os controles, contudo, esse

efeito ndo foi estatisticamente significativo.
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Figura 10: indice de Velocidade de Germinacio (IVG) de sementes de Cenchrus echinatus
L. (carrapicho) analisadas (A) em laboratério e (B) em casa de vegetacdo, submetidas as
diferentes concentracdes do EEB dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta
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De acordo com Ferreira e Borguetti (2004) plantas que se estabelecem rapidamente
no ambiente apresentam uma germinacgdo rapida e aproveitam qualquer recurso fisico e/ou
fisiologico para o desenvolvimento de novos individuos. Os extratos etandlicos das folhas de
P. venusta interferiram de forma negativa em relacdo ao indice de Velocidade de Germinagio
de C. echinatus, e essa atividade alelopatica foi causada, provavelmente, pela presenca dos
compostos fendlicos detectados nos extratos testados.

Alencar et al. (2015) relataram resultados similares ao testar a atividade alelopética
do extrato aquoso bruto das folhas de Bambusa vulgaris sobre sementes de milho e feijdo em
condigOes de casa de vegetacdo, onde foi verificada reducdo do IVG nas sementes de milho
submetidas & concentracdo 25% e, nas sementes de feijdo, quando submetidas as maiores
concentracbes do extrato. Os autores relatam a deteccdo de taninos, fendis, flavonoides,
flavonas, flavondis, xantonas e catequinas no extrato de B. vulgaris, sendo que estes foram
também identificados no EEB dos caules de P. venusta, podendo ser esses compostos 0S

responsaveis pela interferéncia alelopatica negativa descrita acima.

4.4.3 Desenvolvimento do cauliculo

Nos experimentos conduzidos em laboratorio foi observada uma pequena diminuicdo

no comprimento do cauliculo das plantulas submetidas a todas as concentracdes do extrato
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alcodlico das folhas de P. venusta, contudo essa reducdo foi significativa apenas nas
concentrages 6, 25, 50 e 100% (Fig. 11A). O EEB do caule de P. venusta provocou efeito
alelopatico negativo em relacdo ao comprimento do cauliculo. Foi observado que todas as
concentracOes testadas diferiram estatisticamente dos dois controles, sendo que o efeito se
acentuou no extrato mais concentrado.

O desenvolvimento da parte aérea das plantulas de carrapicho em casa de vegetacdo
(Fig. 11B) sofreu interferéncia negativa do EEB do caule de P. venusta apenas em sua menor
concentracdo. Ja o extrato etandlico das folhas ndo provocou efeito de natureza alelopatica
nas plantulas da planta-alvo.

Figura 11: Comprimento do cauliculo de plantulas de Cenchrus echinatus L. (carrapicho)
analisadas (A) em laboratorio e (B) em casa de vegetacdo, submetidas as diferentes
concentracOes do EEB dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta
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(**) significancia ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01), (*) significancia ao nivel de 5% de
probabilidade ( < p <5), (ns) ndo significancia (p > 0,05). Letras iguais ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O experimento realizado por Souza Filho et al. (2009), utilizando extrato
hidroalcodlico de M. standleyi (Bignoniaceae) em diversas concentracdes sobre o
desenvolvimento de plantulas de Mimosa pudica L. (malicia), verificou inibigdo nos valores
do cauliculo, sendo constatado a maior concentracdo do extrato (2,0%) ocasionou a maior
inibicdo desta variavel.

Rizzi et al. (2016) relata efeito alelopéatico inibitorio de todas as concentracoes
testadas dos extratos etandlicos e aquosos de folhas de Vochysia haenkeana sobre o
crescimento do hipocotilo, de plantulas de alface e tomate cultivadas em casa de vegetacdo. A

caracterizagdo quimica do extrato etandlico de Vochysia haenkeana mostrou a presenca de
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classes de taninos e flavonoides, que também foram detectados nos extratos etandlicos de P.
venusta, dessa forma, € possivel relacionar o efeito alelopatico observado neste estudo, ainda

que discreto, com as classes quimicas encontradas.

4.4.4 Desenvolvimento da radicula

O EEB do caule de P. venusta ndo demonstrou potencial alelopatico estatisticamente
significativo sobre o desenvolvimento da raiz primaria das plantulas de carrapicho (Fig. 12A).
Ja o extrato alcoolico das folhas demonstrou potencial alelopatico negativo, onde causou
reducdo no comprimento das radiculas, sendo o efeito mais pronunciado observado nas
plantulas submetidas ao extrato de maior concentracdo (100%). Resultado semelhante foi
relatado por Daneluzzi et al. (2014) ao verificar que houve decréscimo nos valores do
comprimento radicular de plantulas de alface submetidas as maiores concentracdes do extrato
hidroalcoolico das flores de P. venusta. A analise por CLAE-DAD dos EEBs das folhas e
caules de P. venusta detectou a presenca de compostos fendlicos que podem ter atuado
isoladamente ou em conjunto para ocasionar o efeito alelopatico observado sobre o
desenvolvimento da radicula das plantulas de carrapicho. A maioria dos compostos fenolicos
é encontrada na natureza sob a forma de ésteres ou de heterosideos, sendo, dessa forma,
solveis em &gua e em solventes orgénicos polares (CARVALHO; GOSMANN;
SCHENKEL, 2010), é o caso do etanol, solvente utilizado neste estudo.

O comprimento da raiz primaria das plantulas de C. echinatus testadas em casa de
vegetacdo foi afetado positivamente pelo EEB das folhas de P. venusta na menor
concentracdo do extrato (6,25%), onde foi possivel perceber que o comprimento radicular
alcancou valor acima daqueles verificados para os dois controles, e atuou negativamente na
concentracdo 25% (Fig. 12B). O extrato dos caules ndo atuou de forma significativa no

desenvolvimento dessa variavel.
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Figura 12: Comprimento da radicula de plantulas de Cenchrus echinatus L. (carrapicho)
analisadas (A) em laboratorio e (B) em casa de vegetacdo, submetidas as diferentes
concentracOes do EEB dos caules e das folhas de Pyrostegia venusta
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probabilidade ( < p <5), (ns) ndo significancia (p > 0,05). Letras iguais ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com Candido et al. (2013) a maior sensibilidade as concentra¢es dos
extratos, evidenciada pelo exame das varidveis relacionadas ao desenvolvimento das plantulas
em relacdo a germinacao, se deve aos processos de absorcao e concentracdo de fitotoxinas nos
tecidos radiculares serem beneficiados pelo contato fisico direto da raiz com o substrato
(papel-filtro) e, consequentemente, com o extrato testado.

De acordo com Allen; Gomes; Borguetti (2014) o efeito dose-dependente de um
extrato vegetal pode ser mais pronunciado na raiz primaria do que no cauliculo, sendo
caracterizado por uma reducdo progressiva nos valores referentes a essa variavel.

Segundo Goldfarb, Pimentel e Pimentel (2009), a observacdo de efeito alelopatico
estimulatorio em um dos tratamentos do extrato, e inibitorio em outro, pode estar relacionado
a concentracdo que determinadas substancias podem ser encontradas no ambiente,
determinando a natureza da atividade alelopéatica. Caso algum aleloquimico esteja atuando
como hormoénio vegetal também pode ocorrer interferéncia positiva, como o aumento do
comprimento radicular (OLIVEIRA A. et al., 2014). Quando ha inibicdo do crescimento
radicular, ocorre também uma reducdo na pressdo competitiva da planta, situacdo que
favorece o estabelecimento da dominancia local das espécies circunvizinhas (FORMAGIO et
al., 2014).

Em experimento desenvolvido com extratos organicos de Pyrostegia venusta, Silva

P. et al. (2011) relataram apenas efeitos inibitorios quanto ao desenvolvimento da radicula de
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pepino quando submetidas ao extrato acetato e metandlico das folhas da espécie em todas as
concentrages testadas e nas maiores concentragcfes do extrato hexanico.

A presenca de compostos como verbascosideo, quercetina e acido caféico no EEB
dos caules e de &cido caféico, rutina e quercetina no EEB das folhas de P. venusta em maior
quantidade em relacdo aos demais compostos detectados pela técnica de CLAE, permite
inferir que a atividade alelopatica observada seja devida a acdo destes ou, mais
provavelmente, a combinacdo entre dois 0s mais desses compostos, tendo em vista que 0s
mesmos ja foram citados como causadores de interferéncia alelopatica em estudos anteriores.

Foi possivel perceber através da andlise dos dados que o efeito dos EEBs de P.
venusta apresentaram uma maior efetividade nos testes em laboratério, quando considerados
os dois tipos de extrato. Pois tanto o EEB dos caules, quanto o EEB das folhas apresentou
interferéncia em numero similar de variaveis. Quando considerado cada tipo de extrato
observou-se que, em casa de vegetacdo, o EEB dos caules apresentou resultados mais
significativos do que o extrato das folhas. Num sentido geral, os testes em laboratdrio
apresentaram significancia num maior nimero de varidveis analisadas. Dessa forma, é
possivel afirmar que os fatores ambientais sdo muitas vezes determinantes para a ocorréncia
ou ndo de atividade alelopatica, pois atuam por influenciar a liberacdo e acdo dos

aleloquimicos de maneira direta ou indireta.

4.7 Valores de pH dos EEBs de Pyrostegia venusta

As diferentes concentracdes dos EEBs dos caules e folhas de P. venusta mostraram
varia¢ao baixa nos valores de pH, estando estes valores presentes entre 4,50 e 6,50. Daneluzzi
et al. (2014) ao avaliar o extrato hidroalcoolico de flores dessa mesma espécie, obtiveram
valores de pH entre 6,35 e 6,67, dados que se assemelham aos encontrados no presente estudo
(Tab. 4). Silva P. et al. (2011) ao testar efeito de extratos e fracdes de P. venusta obteve
valores contidos no intervalo 5,75 a 6,65, também condizente com as caracteristicas
identificadas nessa pesquisa para os extratos alcodlicos de cip6-de-sdo-joao.

O controle do pH dos extratos brutos em experimentos € importante pois esses
extratos concentrados podem conter solutos organicos que podem alterar essa variavel e
mascarar o efeito alelopatico (FERREIRA; AQUILA, 2000). Os dados encontrados na
literatura sobre os efeitos do pH na germinagdo de sementes e desenvolvimento de plantulas
sdo basicamente acerca de espécies vegetais ocorrentes em regides temperadas (PERIOTTO,;
PEREZ; LIMA, 2004).
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Tabela 3: Valores de pH inicial e ajustado para os EEBs dos caules e folhas de Pyrostegia
venusta sobre Lactuca sativa e Cencrhus echinatus nos experimentos em laboratério e
casa de vegetacao.

Teste Concentracdes EEB caule EEB folha
(%)
pH pH pH pH
inicial ajustado inicial ajustado
L. sativa em 6,25% 4,92 6,02 5,03 6,22
laboratorio 12,5% 4,80 6,25 5,13 6,17
25,0% 4,89 6,09 5,14 6,37
50,0% 5,30 6,15 5,01 6,08
100,0% 5,49 6,38 5,13 6,13
C. echinatus 6,25% 6,13 - 5,13 6,08
em 12,5% 5,45 6,15 6,41 -
laboratorio 25,0% 6,54 6,10 5,45 6,15
50,0% 6,45 - 6,15 -
100,0% 5,05 6,36 5,60 6,03
L. sativa em 6,25% 5,11 6,08 5,10 6,40
casa de 12,5% 5,15 6,20 5,20 6,23
vegetacao 25,0% 4,90 6,10 4,90 6,20
50,0% 4,60 6,13 5,02 6,11
100,0% 4,12 6,04 6,40 -
C. echinatus 6,25% 4,70 6,50 4,80 6,00
em casa de 12,5% 4,60 6,40 4,70 6,20
vegetacao 25,0% 4,70 6,50 4,60 6,20
50,0% 4,70 6,50 4,50 6,10
100,0% 5,20 6,30 4,60 6,10

A andlise desses resultados permite descartar a possivel interferéncia dessa variavel
nos resultados obtidos, podendo-se inferir que os efeitos alelopaticos observado foram
causados pelos compostos quimicos presentes nos extratos etandlicos da planta doadora,
necessitando testes mais aprofundados, através do fracionamento e purificagdo de substancias
no intuito de confirmar essa acdo em campo utilizando os aleloquimicos identificados

isoladamente e em conjunto.
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5 CONCLUSOES

Os Extratos Etanolicos Brutos dos caules e folhas de P. venusta apresentaram
atividade alelopética sobre Lactuca sativa L. (alface) e Cencrhus echinatus L. (carrapicho)
nos ensaios realizados em laboratorio e em casa de vegetacao.

Os ensaios realizados em laborat6rio apresentaram um maior nimero de variaveis
afetadas pelos aleloquimicos presentes nos extratos em relacao a casa de vegetacao.

O extrato etandlico dos caules de P. venusta apresentou acdo mais efetiva do que o
extrato etandlico das folhas dessa espécie, tal efeito pode ser atribuido aos aleloquimicos
presentes no referido extrato.

A anélise fitoquimica do extrato dos caules de P. venusta revelou a presenca de
compostos fenolicos e alcaloides. Na andlise por CLAE-DAD foram identificados e
quantificados sete compostos fendlicos. E provavel que estes compostos quimicos estejam
relacionados ao efeito alelopatico descrito, tendo em vista que algumas dessas substancias
foram citadas na literatura como mediadores de atividade alelopatica.

E necessaria a realizacdo de testes mais aprofundados para confirmar os efeitos
inibitérios detectados nos EEBs de P. venusta, no intuito de desenvolver produto dotado de
efeito herbicida.

Dessa forma é possivel concluir que a alelopatia pode estar atuando como um fator
limitante sobre o desenvolvimento de outras espécies, caso os efeitos verificados no presente

estudo possam ser verificados também no campo.
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ANEXO C - Protocolo para realizagdo da prospecc¢éo fitoquimica de acordo com Matos
(2009)

Prospeccédo de constituintes do extrato hidroalcodlico:

Preparacéao de extrato:

Material: 300mg de extrato;

Solvente hidrofilico: 30mL de alcool (70%).

- Operacdes preliminares

Separe sete por¢cOes de 3mL em frasco numerados.
- Teste de fendis e taninos

Tome fraco (1) e junto trés gotas de solucdo alcoolica de FeCl3. Agite bem e observe
qualquer variacao de sua cor ou formacéo de precipitado abundante, escuro. Compare com um

teste em branco, isto €, usando apenas agua destilada e cloreto de férrico.
Anélise dos Resultados

e Coloracdo variavel entre azul e vermelho € indicativo da presenca de fenois, quando o
teste “branco” for negativo.

e Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolizaveis).

e Precipitado escuro de tonalidade verde indica presenca de taninos flababénicos

(taninos condensados ou catéquicos).

- Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoéides

Tome os frascos de numero 2, 3 e 4, acidule (HCI 1%) um deles a pH 3, alcalinize (NaOH
2,5%) outro a pH 8,5 e o terceiro a pH 11. Observe qualquer mudanca da coloragdo do

material.
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Aparecimento de cores diversas indica a presenca de varios constituintes, de acordo com a

tabela seguinte:

Cor do meio

Constituintes Acido (pH 3) Alcalino (pH 8,5) | Alcalino (pH 11)
Andocianina e Vermelha Lilas Azul-purpura
Antocianidinas

Flavonas, Flavonois e _ _ Amarela

Xantonas
Chalconas e Auronas Vermelha _ Vermelha-purpura
Flavononois _ _ Vermelha-laranja

Obs.: A presenca de um constituinte pode mascarar a cor indicativa da presenca de outro.

- Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

Toma os fracos numerados 5 e 6, acidule o primeiro por adi¢do de HCI até pH 1-3 e alcalinize

0 outro com NaOH até pH 11.

Aqueca-os com auxilio de uma lampada de alcool durante 2-3 minutos, cuidadosamente.
Observe qualquer modificacdo na cor, por comparacdo com 0s tubos correspondentes usados

no teste anterior.

Aquecimento ou intensificacdo de cor indica a presenca de constituintes especificos na tabela

seguinte:
Cor do meio
Constituintes Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha

Catequinas Pardo-amarelada
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Flavononas Vermelha-laranja

Obs.: A presenca de um constituinte pode mascarar a cor indicativa da presenca de outro.

- Teste para alcaloides

Preparacéo do extrato:

Material: 300mg de extrato etanolico bruto.
Solvente: 30mL de &cido acético 5%.

Aquecer essa solucdo até a fervura por alguns minutos. Transferir para um funil de separagéo.
Em seguida, alcalinizar com NH40H 10% (10mL). Acompanhar o pH com auxilio de papel
indicador. Adicionar cloroférmio (15mL), agita-se e deixar em repouso. Se houver a presenca
de alcaldides esses irdo passar para a fase cloroférmica denominada “fragdo alcaloidica”.
Coletar a fase cloroférmica com auxilio de um béquer. Fazer a evaporacdo do solvente,
restando apenas um residuo que deve conter alcaloide. Adiciona-se gotas de HCI 1% e
homogeneizar a solucdo. Aplicar sobre uma lamina de vidro uma gota da solucéo cloridrica

obtida ao lado de 1 gota de reagente Draggendorff. Misturam-se as duas solugdes.
Andlise dos Resultados

e O aparecimento de precipitado é indicativo da presenca de alcaldides.



