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RESUMO

Azadirachta indica A. Juss. introduzida no Brasil na década de 80, tornou-se uma espécie

amplamente conhecida e cultivada devido às suas propriedades inseticidas e herbicidas e

por suas potencialidades alelopáticas, atribuídas a presença de metabólitos secundários

capazes de alterar a diversidade vegetal em áreas circunvizinhas. Considerando tais

aspectos e sabendo que os estudos relacionados ao potencial alelopático de A. indica são

mais comuns em trabalhos que utilizam extratos das diversas partes da planta, sendo que

os efeitos alelopáticos da decomposição do vegetal é menos relatada, com este trabalho

objetivou-se avaliar o efeito da decomposição das folhas decíduas de A. indica sobre a

germinação e crescimento inicial de Myracrodruon urundeuva Allemão, espécie nativa de

áreas de caatinga, identificando também quais os aleloquímicos liberados no solo durante

a decomposição de suas folhas. Para tanto, folhas de A. indica ao final da sua senescência

foram coletadas e misturadas com solo em diferentes concentrações (0, 10, 20, 30 g de

folhas por Kg de solo) e expostas a decomposição durante 90 e 180 dias. Posteriormente,

este solo foi utilizado como substrato para os testes alelopáticos de germinação e

crescimento de M. urundeuva. Ao final, foram avaliados por UPLC-MS-ESI-QTOF, quais

os constituintes químicos que A. indica liberou e incorporou ao solo em ambos os

períodos de decomposição. A análise fitoquímica do solo revelou a presença de diterpenos

e triterpenos, tais como, margocinolide, epoxyazadiradione e salimuzzalin. Os resíduos

das folhas de A. indica afetaram negativamente a germinabilidade, a velocidade de

emergência e o índice de sincronia de germinação de M. urundeuva, sobretudo durante o

primeiro período de decomposição. O comprimento das plantas jovens de M. urundeuva

também foi afetado negativamente, visto que os comprimentos do caule e da raíz foram

reduzidos nos dois tempos de decomposição. A decomposição foliar também influenciou

de forma negativa a biomassa total de M. urundeuva no primeiro período de

decomposição em todos os tratamentos avaliados. A quantidade de pigmentos

fotossintéticos foi reduzida no primeiro período de decomposição. Os resultados

observados sugerem que os produtos da decomposição da serapilheira de A. indica

apresentam ação alelopática sobre M. urundeuva, tornando-se fundamental limitar o uso

de A. indica em áreas que necessitem de restauração ecológica e em ambientes naturais

preservados.

Palavras-chave: Alelopatia; Nim indiano; Resíduos; Terpenos.



ABSTRACT

Azadirachta indica A. Juss. introduced in Brazil in the 1980s, it has become a widely

known and cultivated species due to its insecticidal and herbicidal properties and its

allelopathic potential, attributed to the presence of secondary metabolites capable of

altering plant diversity in surrounding areas. Considering these aspects and knowing that

the studies related to the allelopathic potential of A. indica are more common in works

that use extracts from the different parts of the plant, the allelopathic effects of the

decomposition of the plant is less reported, with this work the objective was to evaluate

the effect of the decomposition of the deciduous leaves of A. indica on the germination

and initial growth of Myracrodruon urundeuva Allemão, a species native to caatinga areas,

also identifying which allelochemicals are released in the soil during the decomposition of

its leaves. For this, leaves of A. indica at the end of their senescence were collected and

mixed with soil in different concentrations (0, 10, 20, 30 g of leaves per Kg of soil) and

put to be decomposed during 90 and 180 days. Subsequently, this soil was used as a

substrate for the allelopathic tests of germination and growth of M. urundeuva. At the end,

they were evaluated by UPLC-MS-ESI-QTOF, which chemical constituents that A. indica

released and incorporated into the soil in both periods of decomposition. Phytochemical

analysis of the soil revealed the presence of diterpenes and triterpenes, such as

margocinolide, epoxyazadiradione and salimuzzalin. The residues of A. indica leaves

negatively affected germinability, emergence speed and the germination synchrony index

of M. urundeuva, especially during the first decomposition period. The length of young

plants of M. urundeuva was also negatively affected, since the lengths of the stem and

root were reduced in the two decomposition times. The leaf decomposition also negatively

influenced the total biomass of M. urundeuva in the first period of decomposition in all

evaluated treatments. The amount of photosynthetic pigments was reduced in the first

period of decomposition. The observed results suggest that the decomposition products of

A. indica litter have an allelopathic action on M. urundeuva, making it essential to limit

the use of A. indica in areas that need ecological restoration and in preserved natural

environments.

Keywords: Allelopathy; Indian neem; Waste; Terpenes.
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1 INTRODUÇÃO

Através do metabolismo secundário, as plantas produzem substâncias químicas que,

quando liberadas em quantidades suficientes no ambiente, podem interferir de modo positivo

ou negativo no processo de germinação e desenvolvimento de outras espécies que se

encontram ao seu redor, tal fenômeno é denominado alelopatia (ALMEIDA et al., 2008;

TAIZ et al., 2017).

Os metabólitos secundários (aleloquímicos) são produzidos nos diferentes tecidos do

vegetal, onde encontram-se distribuídos em concentrações distintas, o que pode variar de

acordo com o ciclo de vida do vegetal e dos vários fatores ambientais aos quais a planta

encontra-se exposta (GOLDFARB; PIMENTEL; PIMENTEL, 2009).

Tais aleloquímicos podem ser liberados no ambiente de forma direta ou indireta,

através de processos como lixiviação, decomposição, exsudação radicular e volatilização

(RIZZARDI et al., 2008; GUREVITCH; SCHEINER; FOX, 2009). Ao entrarem em contato

com a espécie receptora podem interferir em diversas vias metabólicas, causando efeitos que

incluem atraso ou inibição da germinação de sementes, crescimento e desenvolvimento de

plantas jovens, assim como a indução de anormalidade no crescimento de plântulas (GATTI;

PEREZ; LIMA, 2004).

A atividade biológica dos aleloquímicos depende mais da sua concentração e

mobilidade do que da sua composição química. Logo, a proliferação excessiva de uma espécie

com potencial alelopático acaba liberando e concentrando naquela área uma grande

quantidade de compostos fitotóxicos (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN; INOUE, 2011).

Dentro dessa dinâmica, sabe-se que as fitotoxinas produzidas por espécies introduzidas,

conferem inúmeras desvantagens para as espécies nativas, assim como para culturas agrícolas

(INDERJIT et al., 2008; HE et al., 2009; THORPE et al., 2009).

Azadirachta indica A. Juss., natural de Burma e das regiões áridas da Índia, é uma

espécie amplamente conhecida e cultivada no Brasil, principalmente devido à pouca exigência

com relação aos ambientes nos quais é inserida e à vasta utilização na produção de madeira,

no reflorestamento ambiental e na ornamentação urbana (ARAÚJO, 2010). Contudo, o seu

amplo cultivo tem provocado o seu estabelecimento sob condições inadequadas, podendo

levar a espécie a proliferar naturalmente de forma a se tornar uma ameaça em diversos tipos

vegetacionais, acarretando danos significativos sobre espécies nativas (CARPANEZZI;

NEVES, 2010).
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Existem relatos sobre o comportamento invasor de A. indica, competindo com outras

espécies arbóreas em ambientes florestais, e inibindo a germinação de outras pela ação de

aleloquímicos (RICKLI et al., 2011; VAITHIYANATHAN et al., 2014; GIST, 2018). Tal

fenômeno é observado na Caatinga, uma floresta tropical sazonalmente seca localizada no

Nordeste brasileiro, na qual foi observada a redução de espécies nativas da fauna e da flora

local (LEÃO, 2011; VAITHIYANATHAN et al., 2014; INSTITUTO HÓRUS, 2019). A

capacidade de alta proliferação de A. indica ocasiona impactos negativos nos vegetais, por

meio da ação alelopática, acarretando em mudanças na estrutura e composição do ambiente,

substituindo as espécies vulneráveis ou ameaçadas (CARPANEZZI; NEVES, 2010).

Em observações pessoais em campo, foi possível notar que plantas jovens de espécies

de Myracrodruon urundeuva Allemão (espécie nativa de áreas Caatinga) não ocorriam

simultaneamente nas mesmas áreas colonizadas por A. indica, sugerindo que esta espécie, por

meio dos metabólitos liberados durante sua decomposição foliar, pode afetar a germinação

das sementes e o crescimento das plântulas de M. urundeuva, o que inviabilizaria sua

sucessão ecológica.

Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae), conhecida popularmente como “aroeira”

ou “aroeira-do-sertão” é uma espécie nativa do Brasil, amplamente distribuída nas regiões

Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, podendo ser encontrada em áreas de caatinga, cerrado e

mata atlântica (DORNELES; RANAL; SANTANA, 2005; SILVA et al., 2017). A espécie

desempenha papel socioeconômico fundamental, pelas atividades analgésica, antibacteriana,

anti-inflamatória, antiulcerosa, antioxidante e cicatrizante que possui (CARLINI et al., 2010,

MONTEIRO et al., 2012; MOTA et al., 2015). Sendo também amplamente utilizada na

construção civil e mobiliário, devido principalmente a resistência e durabilidade de sua

madeira (SOUZA et al., 2018). No entanto, uma vez que o seu uso está associado

principalmente a exploração intensa e predatória a fim de atender as demandas das indústrias

farmacêuticas, das feiras e comércios locais, sua sobrevivência vem sendo criticamente

ameaçada ao longo dos anos, levando à espécie a constar na lista oficial da flora brasileira

ameaçada de extinção, onde, atualmente, esta incluída na categoria "menos preocupante"

(SCALON, SCALON FILHO; MASETTO, 2012).

Desse modo, o conhecimento das atividades alelopáticas, bem como a caracterização

de grupos de metabólitos secundários presentes em A. indica e sua relação com a capacidade

de interferir no crescimento de espécies nativas, a exemplo de M. urundeuva, é de grande

interesse, tendo em vista à importância socioeconômica e a necessidade de preservação,

manejo e restauração das populações de M. urundeuva. Visto também, que estudos como
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esses geram importantes informações sobre os mecanismos de propagação e atributos

biológicos de A. indica, além de fornecerem subsídios para tomada de decisões quanto ao seu

manejo e controle (LEÃO et al., 2011; GIST, 2018).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito alelopático da decomposição foliar de Azadirachta indica sobre a

germinação de sementes e o desenvolvimento inicial de plântulas de Myracrodruon

urundeuva Allemão e identificar as substâncias fitoquímicas liberadas durante a

decomposição.

2.2 Objetivos específicos

•Avaliar a germinação e a viabilidade de diásporos de M. urundeuva mantidas em

geladeira, sob diferentes períodos e recipientes de armazenamento.

•Avaliar o efeito das folhas de A. indica em diferentes concentrações e tempo de

decomposição sobre a germinação e desenvolvimento de M. urundeuva;

•Analisar o efeito da decomposição das folhas A. indica no peso seco e conteúdo de

clorofila de M. urundeuva;

•Aferir e analisar quimicamente as substâncias liberadas pelas folhas de A. indica

durante o processo de decomposição foliar.
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3 REVISÃO DE LITERATURA

3.1 Alelopatia: histórico e definição

O conhecimento de que as plantas possuem a capacidade de interferir no

desenvolvimento de outras através da liberação de substâncias na atmosfera ou no solo,

remonta à antiguidade (ALIOTTA; MALLIK; POLLIO, 2008). Theophrastus, naturalista

grego, em 300 a.C já referia em suas anotações que o solo que houvesse sido ocupado por

Cicer arietinum L. (grão-de-bico) não se prestava ao plantio de outras espécies, em contraste

com aqueles que tinham servido ao cultivo de outras plantas, sugerindo que o grão de bico

liberava alguma substância capaz de exaurir as reservas do solo ao tempo em que inibia o

desenvolvimento de outros vegetais (CHOU, 2006; RICE, 2012).

Plínio (1 d.C) relatou que restos de Cicer arietinum L. (grão-de-bico), Hordeum

vulgare L. (cevada), Vicia ervilia (L.) Willd (ervilha) e Trigonella foenum-graecum L. (feno-

grego) deixados sobre o solo entre as colheitas interferiam de maneira negativa sobre as áreas

de cultivo, causando também danos às plantas vizinhas (ALMEIDA et al., 2008; RICE, 2012).

Em 1963, Lee e Monsi relataram a existência de um documento japonês escrito a cerca

de 300 anos, o qual citava que a chuva ou orvalho que lavavam as folhas de Pinus densiflora

Siebold & Zucc. (pinheiro vermelho japonês) inibia as culturas que cresciam próximo. Fato

que foi comprovado pelos mesmos autores através de uma série de experimentos (LEE;

MONSI, 1963; RICE, 2012).

De Candolle já em 1832, afirmava que o “cansaço das terras” e a queda na

produtividade, eram ocasionados pelo acúmulo de substâncias exsudadas pelas raízes de

monoculturas, durante anos seguidos, passando a afetar até mesmo o desenvolvimento das

próprias espécies responsáveis pela produção de tais compostos (CHOU, 2010; RICE, 2012).

No entanto, nenhuma pesquisa científica foi realizada para verificar tais observações, e sua

teoria foi refutada e abandonada antes do final do século XIX (MANO, 2006).

Mais tarde, no início do século XX, Schreiner e seus colaboradores publicaram uma

série de artigos em que apresentavam evidências de que a exaustão do solo por monoculturas

ocorreria devido à adição de inibidores de crescimento ao solo por certas espécies cultivadas

(SCHREINER; REED, 1907a, b, 1908; SCHREINER; SHOREY, 1909; SCHREINER;

SULLIVAN, 1909; SCHREINER; LATHROP, 1911). Schreiner e Sullivan em 1909

retornaram os princípios de De Candolle, ao extraírem uma substância não identificada do

solo fatigado pelo crescimento do feijão-caupi, e atribuíram a mesma, a forte inibição do
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crescimento da própria cultura (WILLIS, 2007; RICE, 2012).

Mesmo já havendo relatos e estudos sobre a capacidade das espécies vegetais

interferirem no desenvolvimento de outras, somente no ano de 1937 o pesquisador alemão

Hans Molish atribuiu a tal fenômeno a denominação de alelopatia, o qual provém da união

das palavras gregas allelon (mútuo) e pathos (prejuízo). No entanto, a despeito do significado

etimológico da palavra, para Molish o termo envolvia a influência tanto positiva quanto

negativa que uma planta desempenha sobre outra, pela produção de compostos químicos

liberados no ambiente (MOLISH, 1937; RICE, 2012)

Tal definição foi ampliada por Rice em 1974, ao afirmar que a alelopatia consistia em

“qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou benéfico que uma planta (incluindo

microrganismo) exerce sobre outra, pela produção de compostos químicos liberados no

ambiente” (RICE, 2012).

Atualmente, a Sociedade Internacional de Alelopatia define a alelopatia como sendo

qualquer processo envolvendo a produção de metabólitos secundários pelas plantas, algas,

bactérias e fungos, que influenciam no crescimento e desenvolvimento de sistemas biológicos

e agrícolas (PEREIRA et al., 2017; IAS, 2019).

Na natureza, é difícil distinguir os mecanismos de alelopatia e competição, tendo em

vista a complexidade biológica dos eventos e, ao fato de poderem atuar de forma simultânea

no ambiente, portanto, sendo difícil identificar os efeitos individuais de cada processo

(QASEM, 2017; KHANH et al., 2018). Contudo, a principal diferença entre esses eventos, é o

fato de que na competição ocorre a redução ou retirada de algum fator de crescimento

necessário aos organismos envolvidos (como água, luz e nutrientes), enquanto na alelopatia

ocorre a adição de um fator ao meio, que são os aleloquímicos (WILLIS, 2007; ALMEIDA et

al., 2008).

Inicialmente, o motivo pelo qual os organismos destinavam recursos para a produção

dos compostos alelopáticos não era compreendido, sendo os mesmos em algumas ocasiões

considerados resíduos sem função (PINTO et al., 2018). Contudo, a partir de avanços das

pesquisas na área de Química de Produtos Naturais, diferenças qualitativas e quantitativas

entre esses compostos se tornaram evidentes e puderam explicar a função deles em processos

ecológicos naturais (SIQUEIRA et al., 1991). Sabe-se ainda, que é atribuída a esses

compostos função de defesa e/ou proteção do vegetal, visto que eles atuam contra a ação de

vírus, insetos, microrganismos e outros patógenos, seja inibindo ou estimulando a ação destes,

além de influenciarem no crescimento de plantas (WALLER, 1999).
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3.2 Metabolismo secundário: produção de aleloquímicos pelas plantas

Em resposta a determinadas pressões do ambiente, as plantas desenvolveram ao longo

da evolução, mecanismos de defesa contra a ação de patógenos, herbívoros, fitófagos e fatores

ambientais de estresse, bem como mecanismos sinalizadores para atrair polinizadores e

dispersores (WINK, 2003). Alguns desses mecanismos resultam da ação de compostos

orgânicos advindos das rotas do metabolismo básico dos vegetais (biossíntese de carboidratos

simples, proteínas, lipídeos; e das reações catabólicas, como a respiração), chamados de

metabólitos secundários (SANTOS, 2003; AIRES, 2007).

O termo secundário foi atribuído a esses compostos para denotar função secundária

que exerciam no organismo produtor, no entanto, atualmente reconhece-se a atividade

biológica essencial dessas moléculas, sendo cruciais para a sobrevivência e aptidão da planta

(AIRES, 2007). Os metabólitos secundários agem diretamente nos mecanismos que auxiliam

os seus produtores no estabelecimento destes no ecossistema (RICE, 2012). São reconhecidas

diversas funções dos metabólitos secundários, tais como: suporte estrutural fornecido pela

lignina, atração de polinizadores e dispersores, proteção contra a radiação ultravioleta,

herbivoria e agentes patogênicos, além de atuarem em fenômenos alelopáticos (LAMBERS;

CHAPIN; PONS, 2008).

Os compostos químicos que possuem atividade alelopática e que na sua maioria são

produtos do metabolismo secundário dos vegetais, são chamados de aleloquímicos ou

fitotoxinas (CHENG, F.; CHENG, Z., 2015). Esses compostos podem ser metabólitos diretos,

subprodutos de outros processos metabólicos ou provenientes da decomposição de compostos

ou biomassa (GOETZE; THOMÉ, 2004).

Os metabólitos secundários podem atuar como aleloquímicos, no entanto, os termos

não devem ser utilizados como sinônimos (SÁNCHEZ-MOREIRAS; REIGOSA, 2018),

tendo em vista que um composto químico pode apresentar diversas funções no ambiente,

inclusive o de aleloquímico, o qual irá depender do organismo e das condições ambietais que

o afeta (INDERJIT; MALLIK, 2002). Portanto, um mesmo composto, pode às vezes atuar

como um aleloquímico, e em outras ocasiões pode apresentar outras funções no ambiente

(INDERJIT; DUKE, 2003).

Os aleloquímicos podem ser produzidos em qualquer parte ou tecido do vegetal,

incluindo sementes, caules, rizomas, raízes, frutos, flores e folhas, e são biossintetizados em

várias organelas celulares, no entanto, são estocadas em estruturas especializadas (ductos,



19

vacúolos, parede celular e superfícies cerosas), a fim de proteger os processos metabólicos da

planta de seus efeitos tóxicos (RICE, 2012; IQBAL et al, 2019). A produção de aleloquímicos

pode variar em quantidade e qualidade de espécie para espécie e, numa mesma espécie, de

acordo com a parte da planta e o seu estágio de desenvolvimento (LEBEDEV; KRUTOVSKY;

SHESTIBRATOV, 2019).

A produção e concentração dos aleloquímicos podem ser determinadas ainda pelas

características genéticas das espécies que os produzem e pelas condições ambientais em que

as plantas são encontradas, uma vez que muitos desses compostos têm suas sínteses

desencadeadas por eventuais variabilidades a que as plantas estão expostas (FERREIRA;

AQUILA, 2000). Fatores relacionados ao estresse abiótico, como temperatura, intensidade

luminosa, disponibilidade de água e nutrientes, composição, textura e atividade microbiana do

solo, podem afetar diretamente a taxa de produção dos aleloquímicos, bem como sua

atividade biológica no ambiente (AKULA; RAVISHANKAR, 2011; ISAH, 2019).

São conhecidos cerca de 10.000 metabólitos secundários com ação alelopática, o que é

considerado uma pequena parcela da quantidade eventualmente existente na natureza (PIRES;

OLIVEIRA, 2011). Embora pouco se conheça sobre o modo como esses compostos são

formados nas células, é provável que eles sejam sintetizados a partir de precursores

provenientes do metabolismo primário, a partir da rota do acetato, chiquimato, mevalonato e

na via do metileritritol fosfato (TAIZ et al., 2017).

3.3 Vias de liberação dos metabólitos secundários

Os metabólitos secundários, incluindo os aleloquímicos, podem ser liberados para o

ambiente a partir dos diversos tecidos do vegetal, como folhas, caules, raízes, flores, sementes,

rizomas e pólen (RICE, 2012; TAIZ et al., 2017). Uma série de mecanismos está relacionada

à liberação dos compostos secundários no ambiente, dentre eles, a volatilização, lixiviação,

exsudação de raízes e decomposição de resíduos de plantas (Figura 1) (ZHANG; FU, 2009;

CHENG, F.; CHENG, Z., 2015).
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Figura 1 - Possíveis vias de liberação de compostos alelopáticos para o meio ambiente.

Fonte: Adaptado de Albuquerque et al. (2011).

Após a liberação dos metabólitos secundários, o solo é o principal veículo que medeia

o contato entre os aleloquímicos e a planta-alvo (CHOMEL et al., 2016). Até mesmo

compostos altamente voláteis, como os terpenóides, que perdem sua eficácia em ambientes de

elevadas temperaturas podem ser eficazes no solo (TREZZI et al., 2016). Segundo Vilhena et

al. (2014), determinados compostos voláteis que são liberados pelas raízes têm seus efeitos

ampliados no solo por serem menos suscetíveis à volatilização.

O processo de volatilização ocorre comumente em plantas aromáticas pela liberação

de substâncias voláteis (SOUZA-FILHO; ALVES, 2002). Esses compostos são volatilizados

pelos diversos tecidos do vegetal e posteriormente absorvidos por outras plantas (LI et al.,

2013; TREZZI et al., 2016). Nesse grupo de substâncias estão os terpenóides, que são

adsorvidos ao solo permanecendo em estado ativo até atingirem o sítio de inibição dentro das

plantas (SOUZA-FILHO; ALVES, 2002). Vale salientar que a liberação desses compostos

voláteis pode interferir diretamente na composição florística do local onde essas espécies se

encontram (CORSATO et al., 2016).

A lixiviação dos compostos alelopáticos no ambiente ocorre principalmente devido à

ação da chuva, orvalho e/ou neblina, que atuam carreando as subtâncias químicas de partes

áereas da planta, das raízes ou, mesmo, dos resíduos vegetais que estão em processo de

decomposição, até o solo (CORSATO et al., 2016). A qualidade e quantidade das substâncias
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lixiviadas dependem de fatores externos e internos, os quais incluem, umidade, temperatura,

intensidade da chuva, distúrbios fisiológicos e estado nutricional do vegetal (REIGOSA;

SÁNCHEZ-MOREIRAS; GONZÁLEZ, 1999; RICE, 2012).

Os exsudatos radiculares contêm numerosos metabólitos secundários biologicamente

ativos de baixo peso molecular, os quais são facilmente degradados e usados como fontes de

carbono pela maioria dos organismos decompositores; assim como podem incluir

constituintes da raiz de alta massa molecular a exemplo de mucilagem (polissacarídeos) e

proteínas (BERTIN; YANG; WESTON, 2003; WALKER et al., 2003), esses compostos são

sintetizados pelas plantas e liberados no solo pelas raízes (WESTON; MATHESIUS, 2014;

CHOMEL et al., 2016).

Os metabólitos secundários liberados pelo processo de exsudação das raízes podem

atuar nas interações entre plantas e na dinâmica microbiana do solo na rizosfera (LÜTTGE et

al., 2010). Deste modo, as raízes das plantas vivas podem repelir ou atrair microrganismos,

estimular relações simbióticas, alterar as propriedades texturais do solo e inibir ou estimular o

crescimento de espécies adjacentes (WATT; WESTON, 2009; WEIDENHAMER; BOES;

WILCOX, 2009).

A liberação de substâncias alelopáticas pode ocorrer também através do processo de

decomposição de partes aéreas ou subterrâneas depositadas sobre o solo, onde a perda da

integridade de membranas celulares permite a liberação de um grande número desses

constituintes químicos (CHOMEL et al., 2016). Nesse processo está envolvida a participação

de microrganismos presentes no solo, os quais atuam sobre os polímeros presentes nos tecidos

vegetais, promovendo a liberação de compostos alelopáticos (SOUZA-FILHO; ALVES,

2002).

As substâncias alelopáticas podem permanecer nos tecidos dos vegetais mesmo após a

sua morte, onde podem ser liberadas por volatilização, se forem produtos voláteis, ou por

lixiviação através da chuva, se forem solúveis na água; e ao atingirem o solo podem

influenciar no crescimento e atividade dos microorganismos e vegetais presentes no ambiente

(ALMEIDA, 1991; RICE, 2012). Assim, pode-se afirmar que a sucessão da vegetação de uma

determinada área pode ser condicionada à preexistência de espécies e às substâncias liberadas

por elas no ambiente, bem como, seu tempo de permanência no local (TEXEIRA et al., 2004;

BRASS, 2009).
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3.4 Azadirachta indica A. Juss. – Espécie doadora

Azadirachta indica conhecida popularmente como “nim” ou “nim indiano”,

pertencente à Família Meliaceae é uma árvore nativa da Índia (MOURÃO et al., 2004). Foi

introduzida no Brasil na década de 1980, onde atualmente mantém uma ampla distribuição,

sendo encontrada em todas as regiões do país (BRASIL, 2001). Apresenta um crescimento

rápido, chegando a atingir 25 metros de altura com copa bastante densa (SCHMUTTERER,

1990; MARTINEZ, 2002).

Morfologicamente, A. indica possui folhas compostas e imparipinadas, e geralmente

aglomeradas na extremidade dos ramos simples (MARTINEZ, 2002). Possui flores pequenas

e de coloração branca (Figura 2A), as quais encontram-se reunidas em inflorescência densa

(BRASIL, 2001). Seus frutos são macios e possuem a forma elíptica e, quando maduros,

apresentam polpa amarelada e um tegumento flexível, contendo no seu interior uma semente

de coloração marrom (Figura 2B) (LOPES, 1993).

Figura 2 – Características gerais de Azadirachta indica A. Juss. -Várzea Alegre - CE, Brasil.

(A) Flores e inflorescência; (B) Frutos.



23

Fonte: Arquivo Pessoal.

Azadirachta indica é conhecida pelo seu múltiplo potencial de utilização, sendo

empregada no controle de pragas agrícolas, na indústria de cosméticos, na produção de

madeiras, fertilizantes, adubo, no reflorestamento, na ornamentação urbana e na produção de

biomassa em propriedades rurais (MARTINEZ, 2002; NDE; BOLDOR; ASTET, 2015;

SILVA et al., 2015; MURTHY et al., 2017; SHAH et al., 2019).

Através da investigação fitoquímica dos compostos de A. indica, foram isoladas mais

de 400 substâncias, incluindo alguns dos seus principais componentes biologicamente ativos,

dentre eles, azadiractina, meliantriol, limoneno, odoratone e outros triterpenóides, que podem

ser extraídos das diferentes partes da planta (SIDIQUI et al., 2003; QUINTELA; PINHEIRO,

2004; TORETI el al., 2013; MALES; TIHANAVILOVICA; CUKOVIC-BAGIC, 2020).

Dentre os compostos ativos, a azadiractina é considerado o mais potente, encontrado

principalmente nas sementes, o composto tem demonstrado grande eficácia no combate de

diversas doenças e pragas que atacam plantas e animais (NADEKAR et al., 2018).

Aliado ao rápido crescimento em campo, A. indica ganhou um grande apelo comercial

no Brasil, principalmente devido a sua vasta utilização e a pouca exigência com relação ao

ambiente inserido (SILVA, 2017). Em consequência, o plantio da espécie vem crescendo

rapidamente no país, passando a ser cultivada em vários estados sem o devido embasamento

técnico, levando consequentemente ao seu estabelecimento sob condições inadequadas de

cultivo (NEVES; CARPANEZZI, 2008; MORO; WESTERKAMP; MARTINS, 2013).

Atualmente, A. indica é invasora de diversos ecossistemas, a exemplo de cerrados,

ecossistemas florestais, campos, bem como, áreas degradadas, pastagens e áreas agrícolas, e

possui também grande potencial de invasão e de impacto sobre ecossistemas naturais da

caatinga (INSTITUTO HÓRUS, 2019). Sendo considerada segundo Leão et al. (2011) uma

ameaça à diversidade biológica na Bacia do Rio Xingu, onde já é possível observar processos

de invasão em florestas ciliares.

Azadirachta indica possui a capacidade de alterar a estrutura de ecossistemas abertos,

causando perdas significativas de espécies, seja pela densidade populacional ou pelo

sombreamento (SCHWARZ; ALBUQUERQUE; SILVA, 2018). Podendo também exercer

dominância ao longo do tempo, mesmo em áreas florestais, através da liberação de

fitoquímicos no ambiente, inibindo a germinação e desenvolvimento de espécies nativas

(alelopatia) (LEÃO et al., 2011; GIST, 2018; SILVA et al., 2018).
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3.5Myracrodruon urundeuva Allemão – Espécie receptora

Myracrodruon urundeuva Allemão pertencente à Família Anacardiaceae, é uma planta

nativa do Brasil, conhecida popularmente como “aroeira”, “aroeira-preta” ou “aroeira-do-

sertão” (RODRIGUEZ et al., 2017). Apresenta ampla distribuição nas regiões Nordeste,

Sudeste e Centro-Oeste, sendo encontrada em áreas de caatinga, cerrado e Mata Atlântica

(SANTIN, 1989; DORNELES; RANAL; SANTANA, 2005).

Pode chegar a atingir até 35 metros de altura nas florestas pluviais, e 20 metros de

altura em áreas de caatinga, cerrado e em zonas de transição cerrado-floresta estacional

(LORENZI, 1992) (Figura 3A). Morfologicamente, M. urundeuva possui folhas alternas,

imparipinadas, com cinco a sete pares de folíolos, ovalado-obtusos, pubescentes em ambas as

faces (SANTOS; BORBA; QUEIROZ, 2008). Suas flores são dispostas em panículas,

purpúreas com pelos brancacentos e suas sementes estão contidas dentro de frutos drupáceos,

pequeninos, globoso-ovais com exocarpo fortemente lignificado e envoltório membranáceo

liso (Figura 3 B, C e D) (QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002; SILVA;

RODRIGUES; AGUIAR, 2002; GUERRA et al., 2009.

Figura 3 - Aspectos gerais deMyracrodruon urundeuva Allemão - Várzea Alegre - CE,

Brasil. (A) Indivíduos no período de frutificação; (B) Ramo com frutos maduros; (C e D)

Sementes.

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Na medicina popular, M. urundeuva é utilizada no combate às inflamações na pele,

gengiva, garganta, vagina e colo do útero, o que contribuiu nas investigações e descobertas

sobre a sua composição de quantidades significativas de compostos químicos responsáveis

pela sua eficácia como medicamento natural (VIANNA et al., 2002; MAGALHÃES et al.,

2019). Possuindo altas concentrações de compostos fenólicos, em especial os taninos com

utilizações terapêuticas e as chalconas diméricas, responsáveis pela ação anti-inflamatória e

analgésica (MONTEIRO et al., 2012).

Em termos econômicos, M. urundeuva é considerada a espécie produtora de madeira

de maior resistência da flora brasileira (ANDREACCI; MELO JÚNIOR, 2011). Em função da

sua durabilidade, a árvore é amplamente utilizada na forma de madeira serrada, indicada na

construção civil, na produção de caibros, vigas, ripas, assim como na produção de móveis.

Sua madeira também é bastante utilizada na construção de cercas no interior do Brasil, em

currais como batente, mourão e estacas (LORENZI, 1992; PAULA; ALVES, 2007)

Segundo Scalon, Scalon Filho e Maseto (2012), em decorrência dos seus múltiplos

usos, M. urundeuva vem enfrentando um processo de exploração intensa e predatória, que ao

longo de décadas reduziu drasticamente o número de indivíduos, levando à espécie à lista

oficial da flora brasileira ameaçada de extinção (IBAMA, 2008), onde, atualmente, encontra-

se classificada na categoria “menos preocupante” (BRASIL, 2019). Além disso, a exploração

seletiva para utilização na indústria madeireira, implicou na redução brusca nos indivíduos de

grande porte (BRANDÃO, 2000). Aliado ao uso extensivo da madeira, a espécie é ameaçada

pelas técnicas agressivas de coleta de cascas a fim de atender as demandas das indústrias

farmacêuticas, assim como para o comércio, feiras e mercados locais (OLIVEIRA et al., 2007;

ALBUQUERQUE et al., 2008; MELO; AMORIM; ALBUQUERQUE, 2009).

Myracrodruon urundeuva é bastante utilizada em projetos de arborização urbana, no

reflorestamento e na recomposição de áreas desmatadas (SCALON; SCALON FILHO;

MASETTO, 2012). Deste modo, estudos ecológicos, principalmente sobre a germinação de

sementes, são essenciais para que possam gerar informações que venham subsidiar programas

de preservação, manejo e restauração de suas populações (DINIZ et al., 2015).
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4 RESULTADOS

Os resultados da pesquisa serão apresentados em dois manuscritos, os quais foram

distribuídos em duas subseções denominadas “Resultado 1” e “Resultado 2”. No resultado 1

constam as análises de germinação e viabilidade dos diásporos de Myracrodruon urundeuva

Allemão mantidas sob diferentes períodos e recipientes de armazenamento. Enquanto no

resultado 2 são apresentados os efeitos alelopáticos da decomposição das folhas decíduas de A.

indica sobre a germinação e crescimento inicial deM. urundeuva.

Os dados obtidos são disponibilizados em dois manuscritos intitulados:

1. Avaliação da germinação de diásporos de Myracrodruon urundeuva Allemão

(Anacardiaceae) submetidos a diferentes métodos de armazenamento (Artigo 1), que se

encontra aceito para pulicação no periódico Journal of Agricultural Science (Anexo A), cujo

Qualis CAPES é B1 na área de avaliação em Biodiversidade.

2. Efeito da decomposição das folhas de Azadirachta indica A. Juss. sobre a

germinação e crescimento de Myracrodruon urundeuva Allemão (Artigo 2), a ser submetido

ao periódico Plant Physiology and Biochemistry, com Qualis CAPES A2 na área de avaliação

em Biodiversidade.
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4.1 Resultado 1

Avaliação da germinação de diásporos deMyracrodruon

urundeuvaAllemão (Anacardiaceae) submetidos a diferentes

métodos de armazenamento

Viviane Bezerra da Silva1,*, José Weverton Almeida Bezerra2, Marcos Aurélio Figueiredo dos

Santos3, Pâmela Lavor Rolim1 & Maria Arlene Pessoa da Silva1,3
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*Correspondente: Viviane Bezerra da Silva, Universidade Regional do Cariri, Crato, Ceará,

Brasil. Tel: (55) 88 988479442. E-mail: viviane_silvabezerra@hotmail.com

Resumo

O objetivo com esta pesquisa foi avaliar a germinação e viabilidade dos diásporos de

Myracrodruon urundeuva Allemão mantidas em geladeira, sob diferentes períodos e

recipientes de armazenamento. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente

casualizado, com tratamentos sob arranjo fatorial 4 x 5, correspondendo, respectivamente aos

quatro recipientes de armazenamento em geladeira (saco de papel, saco plástico, pote de vidro

e garrafa plástica) e aos cinco períodos de acondicionamento (0, 90, 180, 270 e 360 dias), o

qual inclui também as sementes recém-colhidas. Para cada período e recipiente de

armazenamento, foram avaliadas as seguintes variáveis: teor de umidade, germinabilidade,

índice de velocidade de germinação (IVG) e a sincronia da germinação das sementes. Os

testes de germinação foram conduzidos em placas de Petri em câmara de germinação do tipo

B.O.D., em quadruplicatas de 50 sementes cada, e avaliados durante 10 dias, para cada

período de armazenamento. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância sendo

as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Os resultados

evidenciaram que o teor de umidade das sementes não apresentou variação em nenhum dos
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tratamentos analisados. Observou-se que a porcentagem de germinação dos diásporos de M.

urundeuva se manteve acima de 80% em todos os tempos e recipientes de armazenamento,

sofrendo uma redução a partir dos 270 dias, em sementes armazenadas em saco plástico, pote

de vidro e garrafa plástica. Verificou-se que, em todos os recipientes utilizados para

acondicionamento, o IVG e a sincronia da germinação foram afetados em todos os tempos de

armazenamento, quando comparado as sementes recém-colhidas. A melhor condição para

conservação de sementes de M. urundeuva se deu com o acondicionamento em sacos de papel,

por 360 dias, sem a perda da viabilidade.

Palavras-chave: Aroeira, acondicionamento, conservação, sementes, viabilidade.

1. Introdução

Myracrodruon urundeuva Allemão é uma árvore nativa do Brasil e amplamente

distribuída nas regiões Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste (Carmello-Guerreiro & Paoli, 1999).

Conhecida popularmente como “aroeira” ou “aroeira do Sertão”, a espécie possui grande

valor econômico, principalmente devido à durabilidade de sua madeira, empregada sobretudo

na construção civil (Rizzini, 1995; Lorenzi, 2008; Nunes, Fagundes, Almeida & Veloso,

2008). A árvore é utilizada também na arborização urbana, na indústria de curtimento de

couro, para a construção de cercas, na apicultura e como planta medicinal devido as suas

atividades analgésica, antibacteriana, anti-inflamatória, antiulcerosa e antioxidante (Viana et

al., 2003; Monteiro, Albuquerque, Freitas Lins-Neto, Araújo & Amorim, 2006; Souza et al.,

2007; Albuquerque & Oliveira, 2007; Guedes et al. 2011; Lucena et al. 2011; Trentin et al.,

2013; Mota et al., 2015).

Devido aos seus múltiplos usos, M. urundeuva vem enfrentando um processo de

exploração intensa e predatória, que ao longo de décadas vem contribuindo para uma redução

drástica na quantidade de indivíduos, levando à espécie a constar na lista oficial da flora

brasileira ameaçada de extinção, onde, atualmente, é classificada na categoria "menos

preocupante" (MMA, 2008, Scalon, Scalon Filho & Masetto, 2012). Além do uso extensivo

da madeira, a espécie é ameaçada pelas técnicas agressivas de coleta de cascas a fim de

atender as demandas das indústrias farmacêuticas, do comércio, das feiras e mercados locais

(Bertoni & Dickfeldt, 2007; Oliveira, Lins, Araújo & Albuquerque, 2007; Albuquerque et al.,

2008; Melo, Amorim & Albuquerque, 2009).

Myracrodruon urundeuva foi considerada no “Relatório Brasileiro sobre Recursos

Genéticos Florestais” em 2012 (FAO, 2012), como uma espécie arbórea prioritária para

conservação genética e para iniciativas de pesquisa no Brasil, devido ao seu alto valor
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econômico. Tida como uma espécie que necessita de estratégias de conservação adequadas,

torna-se imprescindível a realização de estudos com ênfase na biologia reprodutiva, métodos

de propagação, estrutura genética, além da definição de métodos tecnológicos e estratégias

que contribuam para sua propagação através da produção de mudas de qualidade,

conhecimentos estes, que poderão subsidiar trabalhos de recuperação de áreas degradadas

(Kageyama, Cunha, Barreto, Camargo & Sebbenn, 2003; Cunha, Andrade, Bruno, Silva &

Souza, 2005; Santos, 2016).

Para a manutenção da diversidade vegetacional e regeneração de florestas, a

germinação é considerada um processo ecofisiológico fundamental (Bewley, Bradford,

Hilhorst & Nonogaki, 2013), e o conhecimento sobre esse campo é indispensável para a

realização de trabalhos de recuperação de áreas. Além de avaliar o potencial germinativo das

sementes, estudos de análise dos processos de germinação, podem evitar prejuízos decorrentes

da baixa germinação ou da germinação desuniforme, atuando como indicadores de falhas na

produção de mudas (Luiz, 1999; Figliolia, 2015).

O conhecimento dos métodos para avaliação do potencial fisiológico das sementes,

auxiliam pesquisadores, principalmente os que trabalham com espécies ameaçadas de

extinção, no que se diz respeito às instruções para realizar os testes de análises de sementes,

os tratamentos utilizados para promover a germinação, métodos de armazenamento de

sementes e na otimização da produção de mudas (Brasil, 2009; Figliolia, 2015)

Para promover a germinação, faz-se necessário o conhecimento de diversos fatores

relacionados a tal fenômeno, a exemplo do vigor das sementes, dos métodos para manter a

qualidade das mesmas durante o armazenamento, entre outros, aspectos fundamentais a serem

considerados no processo produtivo (Oliveira, Carvalho, Vieira & Von Pinho, 1999; Araujo,

2016). Desse modo, informações sobre o comportamento das sementes diante das diversas

condições a que elas são submetidas durante o seu armazenamento, podem auxiliar na tomada

de decisões sobre a escolha do melhor armazenamento, a fim de preservar a sua viabilidade e

vigor, em função da sua finalidade (Zucareli, et al., 2015). De acordo com Morais et al. (2009)

estudos sobre o armazenamento de sementes têm sido considerada uma das linhas de pesquisa

mais importantes para conservação de muitas espécies.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a germinação e a

viabilidade de diásporos de M. urundeuva mantidas em geladeira, sob diferentes períodos e

recipientes de armazenamento. Tendo em vista que o conhecimento de métodos tecnológicos

básicos de propagação e conservação de sementes de espécies florestais é necessário no
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estabelecimento de protocolos para a produção de mudas, visando principalmente a

recuperação de áreas degradadas.

2. Material e métodos

Foram utilizadas sementes de 10 indivíduos deM. urundeuva (Figura 1), coletadas em

uma área de caatinga no município de Várzea Alegre - Ceará, Brasil, na segunda semana de

outubro de 2018, sob coordenadas 6º 52’ 8,926’’ S e 39º 25’ 36,052’’ W. As sementes foram

coletadas com o auxílio de uma tesoura de poda alta, e acondicionadas em sacos de papel para

transporte ao Laboratório de Botânica Aplicada – LBA da Universidade Regional do Cariri –

URCA, Crato-CE, Brasil. O material testemunho de M. urundeuva foi depositado no Herbário

Caririense Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) da Universidade Regional do Cariri - URCA

sob Voucher nº 14.198.

Figura 1. Localização dos pontos de coleta de sementes de Myracrodruon urundeuva,

situados no município de Várzea Alegre, Ceará, Brasil. (A): Detalhes para os indivíduos no

período de frutificação.
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No laboratório as sementes dos diferentes indivíduos permaneceram à sombra por um

período de 72 horas para secagem natural (25 ºC), a fim de reduzir seu teor de água. Após

esse período foi realizada a primeira avaliação, utilizando sementes recém-colhidas, as quais

não foram submetidas a armazenamento, sendo estas utilizadas como testemunha.

As sementes restantes foram separadas e armazenadas em geladeira (6 ± 2ºC) em

embalagens de diferentes permeabilidades: sacos de papel, sacos plásticos, garrafas plásticas e

em recipientes de vidro vedados com tampa emborrachada.

O conteúdo de umidade das amostras foi determinado pelo método de estufa a

105±3ºC por 24 horas, utilizando-se quatro repetições de 50 sementes. Os resultados,

expressos em porcentagem, foram calculados com base no peso das sementes avaliado antes e

depois desse período (Brasil, 2009).

Os testes de germinação foram realizados nos períodos de 0, 90, 180, 270 e 360 dias

de armazenamento nos diferentes recipientes. Foram avaliados: o teor de umidade das

sementes, a porcentagem de germinação (%), o Índice de velocidade de germinação (IVG) e a

sincronia da germinação, para cada período de armazenamento, incluindo o experimento

realizado com as sementes recém-colhidas.

Os testes de germinação foram conduzidos em placas de Petri devidamente

esterilizadas, tendo por substrato duas folhas de papel germitest, umedecidadas com 3 mL de

água destilada (equivalente a 2,5 vezes a massa do substrato seco) (Brasil, 2009). Após a

distribuição das sementes de M. urundeuva nas placas, estas foram seladas com papel filme e

acondicionadas em câmara de germinação do tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a 25

ºC, com fotoperíodo de 12 horas (claro/escuro) (Virgens, Castro, Fernandez & Pelacani, 2012;

Brasil, 2013).

Os testes de germinação foram realizados em quadruplicatas contendo 50 sementes

por repetição, totalizando 200 sementes por tratamento (cada recipiente de armazenamento).

Para tanto, as sementes foram previamente desinfectadas por imersão em hipoclorito de sódio

(2%) por 15 minutos, sendo, em seguida, lavadas em água destilada por três vezes durante 5

minutos (Souza et al., 2014).

A avaliação da germinação foi realizada diariamente a partir do primeiro dia depois da

semeadura, até que todas as sementes germinassem ou ficassem deterioradas (Brasil, 2009).

Foram consideradas germinadas as sementes que emitiram radícula, e a partir desse registro

foram determinadas a porcentagem de germinação (%), o índice de velocidade de germinação

(IVG) e a sincronia da germinação.
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A porcentagem de Germinação (%) foi determinada ao final de 10 dias de experimento.

Os valores de porcentagem foram obtidos utilizando a fórmula proposta por Brito e Santos

(2012):

G= (N/A) * 100 (1)

Onde: N - refere-se ao número total de sementes germinadas ao final do experimento

A- refere-se ao número total de sementes semeadas.

O Índice de velocidade de germinação - IVG foi determinado a partir do registro do

número de sementes germinadas diariamente, calculado segundo a fórmula proposta por

Maguire (1962):

IVG = E1 / N1 + E2 / N2 + ... + En / Nn, (2)

Onde: E1, E2 e En se referem ao número de plântulas computadas na primeira, segunda e

última contagem, e N1, N2 e Nn se refere ao número de dias de semeadura na primeira,

segunda e última contagem.

Para avaliar a sincronia da germinação das sementes, foi empregado o Índice de

Sincronia (E) adaptado de Primack (1980) por Ranal e Santana (2006). O índice indica que

quando a sincronia é igual a 1, a germinação das sementes ocorre ao mesmo tempo, enquanto

a sincronia próxima de 0 indica que pelo menos duas sementes completaram o processo de

germinação em momentos diferentes.

Os dados obtidos foram submetidos à análise da variância, em delineamento

inteiramente ao acaso, no esquema fatorial de dois fatores, sendo: 5 x 4 (período de

armazenamento e tipo de recipiente armazenado, respectivamente), e as médias comparadas

pelo do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. Resultados e Discussão

O teor de umidade das sementes de M. urundeuva não apresentou variação em

nenhum dos tratamentos analisados (Figura 2), não mostrando diferença estatisticamente

significativa. De uma maneira geral, os resultados apresentaram-se uniformes, durante o

armazenamento, tal fato demonstra que os recipientes foram eficientes em proteger as

sementes dos fatores físicos do ambiente, assegurando, por exemplo, menor probabilidade de

deterioração em função da elevação do teor de umidade.
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Figura 2. Teor de umidade das sementes de Myracrodruon urundeuva submetidas a

diferentes períodos e recipientes de armazenamento. Letras maiúsculas comparam os períodos

de acondicionamento dentro de cada método de armazenamento. Letras minúsculas

comparam os tempos iguais de armazenamento entre os diferentes recipientes. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p<0,05).

Teófilo et al. (2004), observaram em pesquisa anterior que os diásporos de aroeira

acondicionados em câmara fria (8 ± 2ºC), mantidos em saco de papel e garrafa plástica,

mantiveram o teor de umidade constante ao longo do tempo de armazenamento, fato que

também foi observado neste trabalho, com diásporos armazenados em geladeira (6 ± 2ºC)

(Figura 2). Teófilo et al. (2004) observaram ainda, que as sementes mantidas em ambiente

natural, apresentaram comportamento oscilatório do teor de umidade ao longo do tempo, em

ambos os recipientes de armazenamento. Os autores supracitados sugerem que a troca de

vapor de água entre sementes e o meio externo pode influenciar diretamente o teor de

umidade dos diásporos de dispersão. Eles relatam, que isso se deva ao fato de o equilíbrio

higroscópico da semente variar de acordo com a umidade relativa do ambiente no qual se

encontram, portanto, em ambientes controlados, onde essa variação de umidade é

relativamente baixa, a umidade das sementes mantém-se, também, estável (Teófilo et al.

2004).

Segundo Fowler (2000) em sementes ortodoxas (suportam longos períodos de

armazenamento), como é o caso da M. urundeuva, o teor de umidade é um dos fatores mais

importantes para a manutenção da viabilidade ao longo do tempo. A diminuição no teor de

umidade dessas sementes pode causar decréscimo na atividade metabólica, o que prolonga a

sua viabilidade (Fowler, 2000). Essa diminuição no processo respiratório e no metabolismo

enzimático leva a um menor consumo das reservas das sementes, antes da sua germinação,
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sendo tal processo essencial, uma vez que tais reservas serão translocadas para o

desenvolvimento inicial da plântula (Barboza, Silva, Melo, Gonçalves & Viana, 2018).

As médias de porcentagem de germinação dos diásporos de M. urundeuva

mantiveram-se acima de 80% em todos os tempos avaliados (Figura 3). Barboza (2014)

observou que os diásporos mantidos em geladeira, conservaram o potencial de emergência por

12 meses, atingindo o valor máximo de germinação de 75% no 10º mês de armazenamento,

resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho. Vieira et al. (2011) verificaram

porcentagem abaixo de 60%, após acondicionamento em geladeira por três meses, sendo que

nas avaliações iniciais realizadas com sementes de M. urundeuva recém colhidas foram

obtidos porcentagem de 67% de germinação, diferindo da porcentagem inicial obtidos no

presente estudo, a qual foi observado média de 99,6% (±0,26) de germinação.

Figura 3. Germinabilidade dos diásporos de Myracrodruon urundeuva submetidas a

diferentes períodos e recipientes de armazenamento. Letras maiúsculas comparam os períodos

de acondicionamento dentro de cada método de armazenamento. Letras minúsculas

comparam os tempos iguais de armazenamento entre os diferentes recipientes. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05).

Verificou-se que não houve diferença estatística ao se comparar isoladamente os

períodos de armazenamento dentro de cada método (Figura 3). No entanto, ao comparar os

tempos iguais de armazenamento, nota-se que aos 360 dias as sementes armazenadas em saco

plástico (94,0±2,16ab), pote de vidro (92,0±3,26ab) e garrafa plástica (89,0±2,64b)

apresentaram menores valores de germinabilidade. Enquanto as sementes mantidas em saco

de papel, conservaram o potencial de emergência durante os 360 dias (99,0±0,5a).

O tipo de recipiente a ser utilizado para armazenamento de sementes será determinante

na taxa de deterioração, e consequentemente, na maturação da qualidade fisiológica das

sementes (Antonello et al., 2009). Considerando que um dos objetivos básicos do
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armazenamento é manter o percentual de germinação ao final do período avaliado o mais

próximo ao do inicial, o acondicionamento das sementes em sacos de papel foi o tratamento

que mais se aproximou do desejado (Figura 3). Esses resultados assemelham-se aos de

Oliveira-Bento et al. (2013), que ao analisar a germinação de sementes de Calotropis procera

(Aiton) W.T. Aiton, classificadas como ortodoxas, assim como as de M. urundeuva

observaram que dentre os tipos de armazenamento utilizados, o saco de papel foi o que

apresentou maior porcentagem de germinação.

Quanto ao Índice de Velocidade de Germinação (IVG) (Figura 4), as sementes recém-

colhidas apresentaram maior índice (44,67±0,64Aa), com redução em função da presença e do

aumento do período de armazenamento. Verifica-se, na figura 4, que ao analisar isoladamente

o IVG das sementes em cada método de armazenamento, houve decréscimo em todos. Quanto

ao fator “período de armazenagem”, observa-se que o IVG das sementes tende a decrescer

significativamente a partir de 90 dias nos diásporos mantidos em saco plástico (32,43±0,58b),

pote de vidro (27,52±0,85c) e garrafa plástica (26,60±0,42c). Para o método de

acondicionamento em saco de papel, os valores de IVG mostram-se elevados em todos os

tempos, quando comparados aos mesmos períodos dos demais métodos.

Figura 4. Índice de Velocidade de Germinação (IVG) dos diásporos de Myracrodruon

urundeuva submetidas a diferentes períodos e recipientes de armazenamento. Letras

maiúsculas comparam os períodos de acondicionamento dentro de cada método de

armazenamento. Letras minúsculas comparam os tempos iguais de armazenamento entre os

diferentes recipientes. Médias seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste

de Tukey, p <0,05).

Segundo Guedes et al. (2012), armazenamento e refrigeração são importantes para

minimizar a redução do índice de emergência de plântulas de M. urundeuva. Em seus estudos,
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os autores observaram que, no ambiente da geladeira, houve maior conservação dos diásporos

quando acondicionados em embalagens de papel por 240 dias, resultados semelhantes aos

obtidos neste trabalho.

As sementes de M. urundeuva são oleaginosas, fato que contribui para a perda de

viabilidade e redução da velocidade de germinação. Esta perda de vigor, pode decorrer da

baixa estabilidade química dos lipídios, uma vez que a elevação da temperatura em

consequência do processo respiratório, já é suficiente para a decomposição dos mesmos e

elevação da taxa de deterioração (Marcos Filho, 2005).

Ao analisar separadamente cada tipo de armazenamento, foi possível observar redução

na sincronia da germinação das sementes de M. urundeuva em todos os períodos de

armazenamento (Figura 5).

Figura 5. Sincronia da germinação das sementes de Myracrodruon urundeuva submetidas a

diferentes períodos e recipientes de armazenamento. Letras maiúsculas comparam os períodos

de acondicionamento dentro de cada método de armazenamento. Letras minúsculas

comparam os tempos iguais de armazenamento entre os diferentes recipientes. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05).

Quanto aos períodos de armazenamento, foi possível observar que os diásporos

armazenados por 90 e 270 dias não apresentaram diferença estatística ao comparar os mesmos

períodos de acondicionamento entre os diferentes recipientes (Figura 5). Já nas sementes

armazenadas durante 180 e 360 dias, foi observado diminuição no índice de sincronia nos

diferentes recipientes de acondicionamento, quando comparado os mesmos períodos de

armazenamento.

O armazenamento das sementes de M. urundeuva tornou o processo de germinação

mais lento do que o registrado nas sementes recém-colhidas (Figura 4) e mais assíncrono

(Figura 5) no decorrer do período de armazenamento. Embora o armazenamento tenha
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promovido uma germinação mais lenta e menos sincronizada, nos diferentes métodos de

acondicionamento, a porcentagem de germinação se manteve elevada e próxima aos valores

dos diásporos recém coletados (Figura 3).

Considerando estudos anteriores nos quais diásporos de M. urundeuva armazenados

em ambientes naturais (não controlados) tiveram seu percentual de emergência reduzido

drasticamente (Teófilo et al., 2004; Guedes, 2012; Barboza, 2014), o armazenamento das

sementes em ambientes sob condições controladas e em recipientes adequados se torna uma

estratégia para minimizar o processo de deterioração (Pirola, 2013) propiciando

consequentemente maiores condições de germinabilidade.

6. Conclusões

As médias de porcentagem de germinação dos diásporos de Myracrodruon urundeuva

mantiveram-se acima de 80% em todos os tempos avaliados. Dentre as condições de

armazenamento analisadas, o recipiente de papel foi o mais adequado para a conservação dos

diásporos, por 360 dias, sem a perda da viabilidade. Para a conservação ex situ de sementes de

M. urundeuva, recomenda-se o acondicionamento dos seus diásporos em sacos de papel

armazenados em geladeira, por um período de até 360 dias.
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4.2 Resultado 2

EFEITO DA DECOMPOSIÇÃO DAS FOLHAS DE Azadirachta indica A. JUSS.

SOBRE A GERMINAÇÃO E CRESCIMENTO DEMyracrodruon urundeuva

ALLEMÃO

RESUMO

Azadirachta indica é uma espécie conhecida por suas propriedades inseticidas e herbicidas e

por suas potencialidades alelopáticas, atribuídas à presença de aleloquímicos capazes de

alterar a diversidade vegetal em áreas circunvizinhas. Considerando tais aspectos, com este

trabalho objetivou-se avaliar se as folhas decompostas de A. indica podem afetar a

germinação e crescimento de Myracrodruon urundeuva, espécie nativa de áreas de caatinga

(Nordeste do Brasil), identificando ainda, quais os aleloquímicos liberados no solo durante a

decomposição das folhas. Para tanto, folhas de A. indica foram coletadas ao final da

senescência e misturadas com solo em diferentes concentrações (0, 10, 20, 30 g/Kg) e postas

para serem decompostas durante 90 e 180 dias. Posteriormente, o solo contendo o material

decomposto foi utilizado como substrato para a condução dos experimentos de germinação e

crescimento de M. urundeuva. E por fim, o solo de ambos os períodos de decomposição

foram analisados por UPLC-MS-ESI-QTOF, para a identificação dos compostos liberados e

incorporados ao solo. Através desta análise foi identificada a presença de diterpenos e

triterpenos, tais como margocinolide, epoxyazadiradione e salimuzzalin. A decomposição

foliar afetou negativamente a germinabilidade, a velocidade de emergência e o índice de

sincronia de germinação de M. urundeuva, sobretudo durante o primeiro período de

decomposição. Os resíduos das folhas de A. indica também afetaram negativamente o

comprimento das plantas jovens de M. urundeuva, visto que os comprimentos do caule e da

raíz foram reduzidos nos dois tempos de decomposição, sendo que no tratamento de menor

concentração (A1, 8,57±1,49) foi observado redução no comprimento da raíz apenas em T1.

Os resíduos das folhas, no primeiro tempo de decomposição também influenciaram de forma

negativa a biomassa total de M. urundeuva, em todos os tratamentos avaliados. Os produtos

da decomposição, foram ainda, capazes de alterar a quantidade de pigmentos fotossintéticos

no primeiro período de decomposição, visto que o conteúdo de clorofila total teve redução

significativa do valor médio de 3,23 g/Kg (±0,093) para 2,40 g/Kg (±0,082), correspondendo

a uma inibição de 25,71%. Os resultados observados sugerem que os compostos presentes na
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serrapilheira de A. indica têm ação alelopática sobre M. urundeuva, sendo necessário limitar o

uso da primeira em áreas que necessitem de restauração ecológica e em ambientes naturais

preservados.

Palavras-chave: Alelopatia, Aroeira, Caatinga, Terpenos, Nim.

1 INTRODUÇÃO

Globalmente, a introdução de espécies exóticas tem se tornado uma das ameaças mais

importantes enfrentadas pelos ecossistemas naturais (Al Harun et al., 2015). Geralmente, o

sucesso da introdução dessas espécies é determinado pelas características do habitat e pelos

atributos biológicos da invasora, dentre eles a ação alelopática (Adkins; Sowerby, 1996; Sakai

et al., 2001; Yuan et al., 2012). São levantadas hipóteses que a alelopatia é um dos principais

mecanismos que permite o estabelecimento de espécies em ecossistemas nativos, comumente

afetanto a diversidade, estrutura e composição da comunidade de plantas nativas através da

liberação de subtâncias químicas alelopáticas (Hierro; Callaway, 2003; Callaway; Ridenour,

2004; Chu et al., 2014). O potencial alelopático de espécies exóticas tem recebido cada vez

mais atenção, tendo em vista que tais espécies possuem características que lhes confere a

capacidade de formar grandes populações nas áreas ocupadas (Gioria; Osborne, 2014; Negi et

al., 2016).

Devido à eficiência de crescimento, adaptação e produção de muitas sementes, o

plantio e cultivo de determinadas plantas exóticas tem despertado o interesse principalmente

para fins ornamentais e comerciais, a exemplo de Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae),

introduzida no Brasil na década de 80, tornando-se apartir de então a principal espécie

cultivada para arborização e restauração ecológica de ecossistemas degradados (Moro;

Westerkamp, 2011; Moro; Westerkamp; Martins, 2013). Sendo reconhecida também por

apresentar propriedades inseticidas, herbicidas e alelopáticas com seus aleloquímicos agindo

sobre a germinação e desenvolvimento de outras espécies vegetais (França et al., 2008; Rickli

et al., 2011; Costa et al., 2016; Silva et al., 2018).

Considerando o atual nível de naturalização de A. indica nas diversas regiões do Brasil

e tendo em vista que a espécie vem se mostrando invasora em vários países, representando

ameaça à biodiversidade, trabalhos têm sido realizados no Brasil com o intuito de alertar

quanto aos mecanismos adaptativos que a espécie possui e aos danos que estes podem
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representar às espécies vegetais nativas (Moro; Westerkamp; Martins, 2013; Silva et al., 2018)

e à fauna, especialmente aos polinizadores (Amaral et al., 2015; Tschoeke et al., 2019).

A maioria dos trabalhos sobre o potencial alelopático de A. indica, confirmam a sua

fitotoxicidade, porém não desvendam o processo da ação alelopática observada, tendo em

vista que experimentos em laboratório, baseados exclusivamente na aplicação de extratos

vegetais não exclarecem completamente o seu efeito (Al Harun et al., 2015). Logo, estudos

que procurem simular o ambiente de campo são imprescindíveis para demonstrar de forma

mais clara os efeitos alelopáticos, tendo em vista que fatores diversos a exemplo dos

ambientais, edáficos, fisiológicos, bioquímicos entre outros, têm influência crucial no

processo (Inderjit; Duke, 2003).

Diante da capacidade de A. indica de se estabelecer em novos ambientes, mesmo que

estes possuam condições ambientais rigorosas, como é o caso da região semiárida do Brasil

(Moro; Westerkamp; Martins, 2013); e considerando que a presença de indivíduos da espécie

pode causar impactos prejudiciais por meio da liberação e acúmulo de aleloquímicos no

ambiente, os quais podem inibir a regeneração natural e o desenvolvimento de outras plantas,

tornam-se necessários estudos a fim de avaliar os mecanismos alelopáticos utilizados por essa

espécie sobre a germinação de sementes e no crescimento de plântulas de espécies nativas

(Fabricante et al., 2017; Silva et al., 2018).

Myracrodruon urundeuva Allemão (Anacardiaceae), conhecida como “aroeira” ou

“aroeira-do-sertão”, é uma espécie nativa amplamente distribuída em todo o território

brasileiro, principalmente nas regiãos semiáridas, onde também desempenha papel

socioeconômico essencial (Oliveira et al., 2019). Suas cascas são ricas em compostos

fenólicos, os quais estão associadas as suas propriedades cicatrizantes e antiinflamatórias

(Carlini et al., 2010). Sua madeira, é empregada na construção e mobiliário (Souza et al.,

2018). Os múltiplos usos de M. urundeuva, associados à exploração indevida, tem se tornado

uma ameaça a sua sobrevivência, levando a mesma a integrar a lista oficial das espécies da

flora brasileira ameaçadas de extinção, onde, atualmente, encontra-se na categoria “menos

preocupante” (MMA, 2008, Scalon, Scalon Filho; Masetto, 2012).

Desta forma, devido à importância socioeconômica e a necessidade de preservação das

populações de M. urundeuva, e considerando também o atual nível de naturalização de A.

indica nas diversas regiões do Brasil, este trabalho objetivou-se avaliar o efeito da

decomposição das folhas decíduas de A. indica sobre a germinação e crescimento inicial de

Myracrodruon urundeuva Allemão. Utilizando um modelo experimental a fim de simular o
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impacto da serapilheira no crescimento desta última, identificando também quais os

aleloquímicos que são liberados no substrato durante a decomposição de suas folhas.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Coleta do material botânico

Folhas de A. indica ao final da senescência foram coletadas durante a última semana

de novembro de 2018 em uma área de caatinga, localizada na zona rural do município de

Várzea Alegre - CE (Fazenda Oiticica), sob coordenadas 6º 52’ 10,976’’ S e 39º 25’ 31,434’’

W (Figura 1). Foram consideradas senescentes as folhas plenamente amarelas que se

destacavam das plantas com um leve toque, as quais foram coletadas duas vezes ao dia com o

auxílio de uma malha estendida ao solo. Após a coleta, o material foi seco à temperatura

ambiente e armazenado em sacos de nylon até a utilização para o processo de decomposição

foliar.

Sementes maturas de M. urundeuva foram coletadas na segunda semana do mês de

outubro de 2018, sob coordenadas 6º 52’ 8,926’’ S e 39º 25’ 36,052’ W (Figura 1), em uma

área próxima ao local de coleta das folhas de A. indica. Os diásporos foram coletados com o

auxílio de uma tesoura de poda alta, e acondicionados em sacos de papel. As sementes foram

selecionadas de acordo com a inexistência de sinais de herbivoria, e posteriormente

armazenadas em geladeira.

Figura 1 - Local de coleta do material botânico de Azadirachta indica A. Juss. e

Myracrodruon urundeuva Allemão no município de Várzea Alegre - CE, Brasil.
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Além do material botânico a ser utilizado no experimento, foram coletados também

materiais testemunhos de A. indica e M. urundeuva, os quais foram depositados no Herbário

Caririense Dárdano de Andrade-Lima - HCDAL da Universidade Regional do Cariri – URCA,

Crato – CE, Brasil, sob Voucher nº 13.928 e 14.198, respectivamente.

2.2 Decomposição foliar

Como substrato foi utilizado solo de caatinga, o qual foi coletado no horizonte A (10-

20 cm). O solo foi peneirado para posteriormente ser misturado com as diferentes quantidades

de folhas de A. indica.

Para simular a degradação da biomassa, as folhas de A. indica coletadas, foram

misturadas com o solo, sendo depositadas em camadas intercaladas e postas à decomposição

em concentrações variadas (0, 10, 20, 30 g/Kg) da massa total do solo (p/p), durante 90 (T1) e

180 dias (T2) em sacos voal (Huang et al., 2013). Os sacos contendo o solo e as folhas, foram

distribuídos em uma área de 5 metros quadrados, onde permaneceram durante os dois

períodos de decomposição (T1 e T2), a fim de simular condições de decomposição no campo

(Huang et al., 2013).

Para a determinação da quantidade de folhas utilizadas para a condução do

experimento foi realizado um cálculo com a quantidade da liberação anual de folhas de A.

indica, que é de aproximadamente 10 t/ha (Brasil, 2001). Essa quantidade equivale à
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concentração de 10 g/Kg utilizada no experimento. O experimento constou de três

concentrações entre folhas/solo (A1: 10 g/Kg, A2: 20 g/Kg e A3:30 g/Kg) e um grupo

controle ao qual não foi adicionado folhas (CK: 0 g/Kg) (Huang et al., 2013).

2.4 Testes físico-químicos do solo

Amostras do substrato de cada tratamento foram coletadas ao final de ambos os

períodos de decomposição para a realização de testes físico-químicos, sendo analisados

aspectos físicos, macro e micronutrientes que potencialmente influenciam na germinação e

desenvolvimento de espécies vegetais. Tais testes foram realizados no Laboratorio de

Fertilidade do Solo na Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuária - IPA (Recife – PE),

segundo metodologia da EMBRAPA (1997).

2.5 Preparação e análise cromatográfica dos extratos

Após cada período de decomposição foliar, o solo contendo as partículas de folhas de

A. indica da concentração de 30 g/Kg e o solo controle foram submetidos a extração com

solventes orgânicos. Devido ao fato das plantas absorverem somente compostos de natureza

polar, inicialmente foi realizada uma extração exaustiva utilizando 8 L de n-hexano (1:2 p/v)

juntamente com 4 quilos de solo, onde, a mistura permaneceu ao abrigo da luz durante 96

horas. Em seguida, a amostra foi filtrada e o solvente concentrado em evaporador rotatório.

Posteriormente, a extração foi realizada com etanol, utilizando o mesmo volume de solvente

por igual período para a obtenção dos compostos polares.

A identificação dos compostos presentes nos extratos foi realizada em um sistema

Acquity® UPLC acoplado a um sistema quádruplo de tempo de vôo (QTOF) (Waters

Corporation, Milford, EUA), no Laboratório de Química e Produtos Naturais da Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA (Fortaleza, Ceará). Os ensaios

cromatográficos foram realizados em uma coluna Waters Acquity® UPLC BEH (150 x 2,1

mm, 1,7 µm), com temperatura fixa a 40 ° C, fases aquosas móveis com 0,1% de ácido

fórmico (A) e acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico (B), gradiente variando de 2% a 95%

de B (15 min), fluxo de 0,4 ml / min e volume de injeção de 5 µl. O modo ESI foi obtido na

faixa de 110-1180 Da, com temperatura da fonte fixa a 120 °C, temperatura de dessolvatação

de 350 °C, fluxo de gás de dessolvatação de 500 L / h, cone de extração de 0,5 V, voltagem
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capilar de 2,6 kV. O modo ESI + foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte

fixa de 120 °C, temperatura de dessolvatação de 350 °C, fluxo de gás de dessolvatação de 500

L / h e tensão capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O modo de

aquisição foi o MSE (espectrometria de massa de alta energia). O instrumento foi controlado

pelo software Masslynx® 4.1 (Waters Corporation, Milford, EUA).

2.7 Testes de germinação e crescimento deMyracrodruon urundeuva

Após 90 (T1) e 180 dias (T2) os sacos contendo o solo juntamente com o material

vegetal decomposto de A. indica foram levados ao Laboratório de Botânica Aplicada da

Universidade Regional do Cariri – URCA, Crato-CE, Brasil, para a condução dos

experimentos de germinação e crescimento de M. urundeuva.

2.7.1 Testes de germinação

Os ensaios de germinação de cada período de decomposição foram conduzidos em

casa de vegetação do Laboratório de Botânica Aplicada da Universidade Regional do Cariri

(URCA), utilizando bandejas plásticas com 200 células. O solo contendo o material

decomposto de A. indica e o solo controle (CK) foram utilizados como substrato para a

germinação das sementes de M. urundeuva, estas, foram distribuídas nas bandejas, uma em

cada célula, as quais foram umedecidas com 5 mL de água destilada, cada, seguida por regas

diárias a fim de manter a umidade do substrato (Brasil, 2009). Os experimentos de

germinação foram realizados em quadruplicata contendo 50 sementes por repetição.

Durante os experimentos foram realizadas observações a cada 24 horas por um

período de 15 dias e a emergência das radículas foi utilizada como critério para considerar as

sementes germinadas. Ao final de cada avaliação foram calculadas: a germinabilidade (%), o

Índice de Velocidade de Emergência (IVE), sincronia (E) e o tempo de germinação de 50%

das sementes (t50).

A germinabilidade foi determinada ao final dos 15 dias de experimento, calculando-se

a proporção do número de sementes cujas radículas emergiram acima do substrato. Os valores

foram obtidos utilizando a fórmula: G= (N/A) * 100, onde: N - refere-se ao número total de

sementes germinadas ao final do experimento e A – número total de sementes semeadas

(Brito; Santos, 2012).
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O Índice de velocidade de emergência (IVE) foi determinado a partir dos registros

diários do número de sementes germinadas, através da fórmula proposta por Maguire (1962):

IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... + En/Nn, onde: E1, E2 e En - número de plântulas computadas na

primeira, segunda e última contagem; N1, N2 e Nn - número de dias após a semeadura do

experimento.

A sincronia da germinação foi obtida por meio da fórmula: E = - ∑fi.log2fi, onde fi é a

frequência relativa de germinação (i.e., a proporção de sementes germinadas em um dado

intervalo) e log2= logaritmo de base 2 (Ranal; Santana, 2006).

O tempo de germinação/emergência de 50% das plântulas (T50) de M. urundeuva foi

calculado de acordo com a fórmula: t50 = ti + [(N/2 – ni)(tj – ti)]/(nj – ni), onde N representa

o número final de sementes germinadas e ni e nj é o número de sementes acumuladas que

emergiram por contagens adjacentes nos tempos ti e tj, respectivamente, quando ni <N / 2 <nj

(Farooq et al., 2005).

2.7.2 Testes de crescimento

Para a análise do crescimento de M. urundeuva, sementes da referida espécie foram

colocadas para germinar em placas de Petri de 9 cm de diâmetro devidamente esterilizadas,

contendo duas folhas de papel filtro umedecidas com 3 mL de água destilada. As placas foram

seladas com papel filme e acondicionadas em câmara de germinação do tipo B.O.D.

(Biochemical Oxygen Demand) a 25 ºC com fotoperíodo de 12 hrs (claro/escuro), onde

permaneceram até as sementes germinarem e apresentarem radículas de 2 mm de

comprimento, o que ocorreu após cerca de 28 horas.

Após a germinação, as plântulas de M. urundeuva foram transplantadas para

recipientes plásticos individuais contendo o solo com as diferentes quantidades de folhas (0

g/Kg, 10 g/Kg, 20 g/Kg e 30 g/Kg). Antes da semeadura, os recipientes foram previamente

umedecidos com água destilada, a qual foi determinada de acordo com a capacidade de campo

do substrato (Brasil, 2009).

Foram definidos no experimento, 12 repetições para cada tratamento, sendo que cada

repetição correspondeu a um recipiente contendo uma plântula de M. urundeuva. Após a

semeadura, os recipientes foram levados para casa de vegetação onde permaneceram durante

dois meses. No decorrer do experimento os potes foram regados a cada dois ou três dias a fim

de manter a umidade do solo.
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Passados dois meses de crescimento, as plantas jovens de cada tratamento foram

levadas ao laboratório, retiradas dos recipientes e lavadas cuidadosamente com água corrente

para posterior medições dos índices de crescimento, peso seco e conteúdo de clorofila. Todas

as etapas de experimentação e parâmetros analisados foram realizados em ambos os períodos

de decomposição (T1 e T2).

Os comprimentos das raízes e dos caules das plantas jovens M. urundeuva foram

medidos com o auxílio de uma régua graduada em centímetros. Para o comprimento do caule,

tomou-se a medida da base do colo ao ápice da planta, para a raiz, mediu-se da base do colo a

extremidade da raiz, sendo os resultados expressos em centímetros (cm).

O peso seco das partes aéreas, da raiz e total das plantas jovens foi obtido a partir da

separação das raízes e partes áereas, que após serem acondicionados em sacos de papel

previamente identificados foram postos em estufa de circulação de ar a 105ºC, onde

permaneceram durante 30 minutos. Passado esse tempo, a temperatura foi alterada para 80ºC,

com permanência de 24 horas, ao final do qual foram pesadas em balança analítica (Huang et

al., 2013).

A extração e quantificação do conteúdo de clorofila e carotenoides das folhas de M.

urundeuva foram realizadas segundo a metodologia proposta por Arnon (1949) e

Lichtenthaler e Wellburn (1983), utilizando amostras de folhas frescas (100 mg), removendo-

se as nervuras. Com as luzes apagadas, as amostras foram maceradas com carbonato de cálcio

(CaCO3) e acetona a 80% (10 mL) com o uso de um almofariz e pistilo. Após a maceração, as

amostras foram centrifugadas por três minutos a 200 gravidades, e o sobrenadante de cada

amostra foi analisado nas absorbâncias de 470 nm, 646 nm, 663 nm e 710 nm. As

concentrações de clorofila a, b, total e carotenoides foram calculados conforme o método

descrito por Porra, Thompson e Kriedemann (1989).

2.8 Análise estatística

Para a análise estatística dos dados foi utilizado o programa GraphPadPrism versão

6.0, com análise de variância (ANOVA) de duas vias (Two-way) em função do tempo de

decomposição e quantidade de folhas no substrato (tratamentos), seguida do teste de Tukey a

5%.

3 RESULTADOS
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Verificou-se nas análises físico-químicas do solo, que a maioria dos micro e

macronutrientes tiveram aumento em suas concentrações entre os distintos tratamentos e/ou

após os períodos de decomposição foliar (Tabela 1). Dois elementos (H, Mg) tiveram

aumento em suas concentrações entre os tratamentos à medida que se elevou a quantidade de

biomassa de A. indica, e apresentaram diminuição no segundo tempo de decomposição em

comparação ao primeiro. Enquanto os teores de fósforo (P) e sódio (Na) não mostraram

grandes alterações entre os diferentes tratamentos e períodos de decomposição (Tabela 1).

Quanto aos valores de pH do substrato, estes se tornaram mais elevados entre os

tratamentos comparado ao solo no qual não foi adicionado material vegetal, apresentando

valores próximos a 7, enquanto o controle apresentou pH de 5,30 em ambos os períodos de

decomposição. Por fim, verificou-se que com a adição das folhas de A. indica a saturação por

base (V) mostrou valores elevados entre os diferentes tratamentos e com aumento no segundo

período de decomposição em comparação ao primeiro (Tabela 1).

Tabela 1 - Análise de caracteres físico-químicos do substrato antes e depois da decomposição

foliar.

Período Tratamento pH P K Na H Al Ca Mg S CTC V M
(H2O) Mg/dm3 ----------------- Cmolc/dm3---------------- -Cmolc/dm3- ------%-------

T1

CK 5,30 2 0,14 0,13 5,02 0,25 6,60 2,40 9,3 14,5 64,00 3,00
A1 6,60 2 0,19 0,10 4,20 0,00 5,90 3,70 9,9 14,1 70,00 0
A2 6,90 2 0,30 0,11 4,29 0,00 5,25 4,50 10,2 14,5 70,00 0
A3 7,50 2 0,37 0,10 3,38 0,00 7,25 5,00 12,7 16,1 79,00 0

T2

CK 5,30 2 0,13 0,11 2,30 0,25 8,25 0,90 9,4 11,9 79,00 3,00
A1 6,90 2 0,27 0,08 1,96 0,00 8,60 1,15 10,1 12,1 84,00 0
A2 7,00 2 0,25 0,11 1,65 0,00 7,80 2,10 10,3 11,9 86,00 0
A3 7,70 3 0,34 0,14 0,41 0,00 10,00 2,20 12,7 13,1 97,00 0

Legenda: T1: Primeiro período de decomposição (90 dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias);

CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg; pH: potencial hidrogeniônico; P: fósforo; K: Potássio;

Na: sódio; H: hidrogênio; Al: alumínio; Ca: cálcio; Mg: magnésio; S: soma de base; CTC: capacidade de troca

catiônica; V: capacidade de saturação de base; M: saturação de alumínio.

A germinabilidade de M. urundeuva foi afetada negativamente no tratamento de maior

concentração de resíduos de folhas de A. indica (A3, 25%±7,32) no primeiro período de

decomposição, enquanto nas menores concentrações não foi verificada diferença estatística

quando comparado ao controle (CK, 70%±4,32). Enquanto no T2 não foi observada diferença

significativa na germinação das sementes em nenhum dos tratamentos analisados. Quando
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comparado os tratamentos de iguais concentrações entre os períodos de decomposição,

também não foi verificada diferença estatatística (Figura 2).

Figura 2 – Germinabilidade das sementes de Myracrodruon urundeuva submetidas ao

substrato contendo folhas decompostas de Azadirachta indica em diferentes concentrações.

Legenda: T1: Primeiro período de decomposição (90 dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias);

CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg; Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1,

A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e T2), enquanto as letras minúsculas comparam os

tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro de cada período de decomposição. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).

A velocidade de emergência de M. urundeuva diminuiu à medida que se elevou a

concentração das folhas de A. indica quando as sementes de M. urundeuva foram semeadas

no solo após 90 dias de decomposição (T1) (Figura 3), essa diminuição tornou-se mais

aparente nas concentrações de 20 e 30 g/Kg (4,47±1,63 e 2,08±0,62, respectivamente),

comparado ao controle (9,07±0,55). Quanto ao IVE das plântulas no segundo período de

decomposição, não foi observada diferença estatística entre os diferentes tratamentos e o

grupo controle (Figura 3). E ao comparar isoladamente cada tratamento entre os períodos de

decomposição também não foi verificada alterações significativas (Figura 3).

Figura 3 – Índice de Velocidade de Emergência – IVE das sementes de Myracrodruon

urundeuva submetidas ao substrato contendo folhas decompostas de Azadirachta indica em

diferentes concentrações.
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Legenda: T1: Primeiro período de decomposição (90 dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias);

CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg; Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1,

A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e T2), enquanto as letras minúsculas comparam os

tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro de cada período de decomposição. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).

O menor índice de sincronia de germinação foi registrado na concentração de 30 g/Kg

de folhas de A. indica, em 90 dias de decomposição (0,124±0,042). Os demais tratamentos em

ambos os períodos de decomposição não apresentaram resultados estatisticamente

significativos quando comparados aos tratamentos as quais não foram adicionadas folhas

(CK). Entre os tratamentos de iguais concentrações também não foi verificado diferença

estatística na sincronia de germinação quando comparado os dois períodos (Tabela 2).

Tabela 2 - Ação da decomposição foliar de Azadirachta indica sobre a sincronia da

germinação deMyracrodruon urundeuva.

Períodos

Tratamentos

CK A1 A2 A3

T1 0,278±0,017Aa 0,210±0,020Aa 0,177±0,045Aa 0,124±0,042Ab

T2 0,245±0,044Aa 0,188±0,033Aa 0,219±0,021Aa 0,205±0,023Aa

Legenda: T1: Primeiro período de decomposição (90 dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias);

CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg; Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1,

A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e T2), enquanto as letras minúsculas comparam os

tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro de cada período de decomposição. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).
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O tempo gasto para a emergência de 50% das plântulas de M. urundeuva não mostrou

diferença estatística em nenhuma das concentrações testadas de ambos os períodos de

decomposição das folhas de A. indica quando comparado ao controle (Tabela 3). Assim como

não foi observada alterações significativas ao comparar os mesmos tratamentos entre os dois

períodos de decomposição (Tabela 3).

Tabela 3 - Ação da decomposição foliar de Azadirachta indica sobre o tempo de emergência

de 50% das plântulas deMyracrodruon urundeuva.

Períodos

Tratamentos

CK A1 A2 A3

T1 3,24±0,07Aa 3,87±0,25Aa 4,94±0,57Aa 5,10±0,64Aa

T2 4,60±0,55Aa 4,61±0,32Aa 5,38±0,59Aa 4,33±0,34Aa

Legenda: T1: Primeiro período de decomposição (90 dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias);

CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg; Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1,

A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e T2), enquanto as letras minúsculas comparam os

tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro de cada período de decomposição. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).

Pode-se observar na figura 4 que a adição de resíduos de folhas de A. indica

apresentou efeito inibitório sobre o comprimento do caule de M. urundeuva em todos os

tratamentos nos dois tempos de decomposição. Verificou-se ainda, que não ocorreu diferença

estatística ao comparar os tratamentos de iguais concentrações entre os dois períodos (Figura

4).

Figura 4 – Comprimento dos caules das plantas jovens de Myracrodruon urundeuva

submetidas ao substrato contendo folhas decompostas de Azadirachta indica em diferentes

concentrações.
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Legenda: T1: Primeiro período de decomposição (90 dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias);

CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg; Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1,

A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e T2), enquanto as letras minúsculas comparam os

tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro de cada período de decomposição. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).

Para os tratamentos A2 e A3, o efeito inibitório sobre as raízes de M. urundeuva foi

observado em ambos os períodos de decomposição (Figura 5). Enquanto o tratamento de

menor concentração (A1, 8,57±1,49) apresentou efeito negativo apenas em T1, em

comparação ao grupo controle (CK, 25,41±1,01) (Figura 5).

A interação dos tratamentos contendo concentrações iguais de resíduos de A. indica

entre os diferentes períodos de decomposição, mostrou diferença estatística no comprimento

das raízes das plantas de M. urundeuva no primeiro tempo de decomposição em relação ao

segundo em todos os tratamentos analisados, evidenciando, portanto, que o efeito inibitório

foi mais acentuado aos 90 dias de decomposição das folhas de A. indica (Figura 5).

Figura 5 – Comprimento das raízes das plantas jovens de Myracrodruon urundeuva

submetidas ao substrato contendo folhas decompostas de Azadirachta indica em diferentes

concentrações.
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Legenda: T1: Primeiro período de decomposição (90 dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias);

CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg; Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1,

A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e T2), enquanto as letras minúsculas comparam os

tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro de cada período de decomposição. Médias

seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).

O resíduo das folhas de A. indica em decomposição, influenciou significativamente a

biomassa seca de M. urundeuva (Figura 6). Comparada com o controle (20,06±1,47), a

biomassa das folhas foi reduzida significativamente no primeiro tempo de decomposição nas

concentrações de 20 e 30 g/Kg de folhas da espécie doadora (11,86±2,54 e 11,11±0,95,

respectivamente) (Figura 6A). No segundo período de decomposição não foi observada

diferença significativa quando comparado os distintos tratamentos ao grupo controle (Figura

6A). Ao analisar os mesmos tratamentos entre os dois períodos de decomposição, foi

verificado que apenas no A1 ocorreu redução significativa do peso seco das folhas de M.

urundeuva no T1 (11,86±2,54) em relação ao T2 (20,96±2,45) (Figura 6A).

Não foram observados efeitos inibitórios para o peso seco dos caules de M. urundeuva

em nenhum dos tratamentos analisados de ambos os períodos de decomposição, comparado

ao controle (Figura 6B). A interação entre os diferentes tratamentos dos dois períodos de

decomposição também não mostrou diferença estatística (Figura 6B).

Pode-se observar na figura 6 (C) que a biomassa seca das raízes de M. urundeuva foi

afetada negativamente no primeiro período de decomposição em todos os tratamentos

analizados, quando comparado ao grupo controle; enquanto no T2 não foi observada diferença

significativa nos tratamentos nos quais resíduos de folhas de A. indica foram adicionadas nas

diferentes concentrações (Figura 6C). A interação entre os tratamentos iguais dos dois
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períodos de decomposição mostrou que apenas no A3 ocorreu redução significativa da

biomassa das raízes no T1 (94,86±5,50) em relação ao T2 (147,0±6,09) (Figura 6C).

O peso seco total das plantas de M. urundeuva foi reduzido significativamente em

todas concentrações no primeiro tempo de decomposição, enquanto no T2 não foi verificada

diferença estatística quando compado ao controle (Figura 6D). E ao analisar a interação dos

tratamentos entre os tempos de decomposição, verificou-se que não ocorreu diferença

significativa do peso seco total das plantas entre os dois períodos (Figura 6D).

Figura 6 – Ação da decomposição foliar de Azadirachta indica sobre o peso seco de

Myracrodruon urundeuva.

Legenda: Peso seco das folhas (A), caules (B), raízes (C) e total (D). T1: Primeiro período de decomposição (90

dias); T2: Segundo período de decomposição (180 dias); CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg;

Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1, A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e

T2), enquanto as letras minúsculas comparam os tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro

de cada período de decomposição. Médias seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de

Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).

Verificou-se que as plantas jovens de M. urundeuva submetidas ao tratamento de

maior concentração de folhas decompostas de A. indica mostraram efeitos inibitórios no teor

de clorofila no primeiro período de decomposição (Figura 7). O teor médio de clorofila a e b

foram reduzidos de 2,22 g/Kg (±0,063) e 1,01 g/Kg (±0,063) no controle, para 1,67 g/Kg

(±0,039) e 0,72 g/Kg (±0,055), respectivamente (Figura 7 A e B). Enquanto o conteúdo de
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clorofila total teve redução significativa do valor médio de 3,23 g/Kg (±0,093) para 2,40 g/Kg

(±0,082), correspondendo a uma inibição de 25,71% (Figura 7 C). Já o conteúdo de

carotenoides não mostrou diferença estatística em nenhum dos tratamentos e períodos de

decomposição (Figura 7 D).

Figura 7 – Ação da decomposição foliar de Azadirachta indica sobre o conteúdo de clorofila

e carotenoides deMyracrodruon urundeuva.

Legenda: Clorofila a (A), b (B), total (C) e carotenoides (D). T1: Primeiro período de decomposição (90 dias);

T2: Segundo período de decomposição (180 dias); CK: Controle; A1: 10 g/Kg; A2: 20 g/Kg; A3: 30 g/Kg;

Letras maiúsculas comparam cada tratamento (CK, A1, A2 e A3) entre os dois períodos de decomposição (T1 e

T2), enquanto as letras minúsculas comparam os tratamentos (A1, A2 e A3) com o grupo controle (CK) dentro

de cada período de decomposição. Médias seguidas pela mesma letra não diferiram estatisticamente (teste de

Tukey, p <0,05) (Média ± erro padrão).

Foram identificados sete constituintes em cada período de decomposição das folhas,

sendo seis destes, comuns em ambos (Tabela 3 e 4).

Após o período de decomposição de 90 dias, foram determinados quatro diterpenos

(C20) e três triterpenos (C30) (Figura 8). O composto 1 representa um diterpeno (C26H33O6) de

m/z 441.2290 também identificado por Santos et al. (2018) nos extratos das folhas de A.

indica. Os demais diterpenos (Margocinolide (C27H32O8), Epoxyazadiradione (C28H34O6) e

Margosinone (C29H50O4)) foram encontrados em ambos os períodos de decomposição.
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Os triterpenos identificados, Iso-azadirolide (C32H42O10), Salimuzzalin (C30H40O7) e

Deacetylsalannin (C32H42O8) foram encontrados nos extrados do solo após 90 e 180 dias de

decomposição foliar de A. indica. No segundo período de decomposição foi verificado a

presença do composto Nimbolide B (C27H30O9), este constituinte foi caracterizado por Kato-

Noguchi et al. (2014) que em seu trabalho identificou propriedades alelopáticas inibitórias

decorrentes da substância. Os cromatogramas das análises da decomposição das folhas

senescentes de A. indica após 90 e 180 dias de decomposição são apresentados nas figuras 8 e

9, respectivamente.

Figura 8- UPLC-MS no modo iônico negativo do extrato etanólico do solo utilizado para

decomposição das folhas de Azadirachta indica após 90 dias.

Figura 9- UPLC-MS no modo iônico negativo do extrato etanólico do solo utilizado para

decomposição das folhas de Azadirachta indica após 180 dias.
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Tabela 4 - Componentes identificados no solo de caatinga após 90 dias (T1) de decomposição foliar de Azadirachta indica.
Nº
Pico

Rt
Min

[M-H]-
Observada

[M-H]-
Calculada

Fragmentos Principais (intensidade
%) m/z

Fórmula Ppm Composto Referências

1 7.234 441.2290 441.2277 163.0887 (13); 293.0417 (17); 442.2323
(23); 499.2037 (6); 601.2568 (8)

810.3610 (3)

C26H33O6 2.9 Limonoide Cruz Silva (2007)

Haldar (2014)

Santos et al. (2018)

2 7.512 483.2033 483.2019 193.0853 (52); 245.1149 (9); 311.1751
(6); 347.2048 (20); 439.2115 (44);

484.2149 (29); 499.2049 (9)

C27H32O8 2.9 Margocinolide
(tetranortriterpenóide)

Dayakar et al.
(2015)

Deepa; Sreekumar;
Biju (2016)

3 8.313 587.2751 587.2700 325.1845 (20); 427.2175 (57); 459.2643
(24); 585.2753 (58); 587.2817 (30)

C32H42O1

0

8.7 Iso-azadirolide
tetranortriterpenóide

Álvarez-Caballero;
Coy-Barrera (2019)

Deepa; Sreekumar;
Biju (2016)

4 9.478 513.2875 513.2852 131.0711 (24); 144.9263 (16);

311.1704 (21); 325.1883 (27);

425.2334 (23); 443.2834 (40); 514.2933
(35); 559.2947 (23); 675.2946 (10)

C30H40O7 4.5 Salimuzzalin
(triterpenóide
tetracíclico)

Álvarez-Caballero;
Coy-Barrera (2019)

5 10.026 467.2417 467.2434 297.1573 (30); 311.1700 (45); 341.1017
(15); 507.3824 (16); 549.2834 (46);

550.2925 (20); 745.4335 (6)

C28H34O6 -3.6 Epoxyazadiradione
(limonóide)

Álvarez-Caballero;
Coy-Barrera (2019)

Deepa; Sreekumar;
Biju (2016)

Santos et al. (2018)

6 12.470 555.2898 555.2957 293.2236 (8633); 311.1637 (30);
387.2970 (20); 721.5185 (13)

C32H42O8 -0.2 Deacetylsalannin
(triterpenóide)

Dayakar et al.
(2015)

Pandreka et al.
(2015)

Santos et al. (2018)
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7 17.441 461.3678 461.3631 283.2687 (14); 311.1680 (5);
337.2479 (4); 355.2708 (5); 462.3777

(23)

C29H50O4 9.2 Margosinone
(terpenóide)

Deepa; Sreekumar;
Biju (2016)

Tabela 5 - Componentes identificados no solo de caatinga após 180 dias (T2) de decomposição foliar de Azadirachta indica.
Nº
Pico

Rt
Min

[M-H]-
Observada

[M-H]-
Calculada

Fragmentos Principais (intensidade %)
m/z

Fórmula Ppm Composto Referências

1 7.606 483.2035 483.2019 193.0870 (100); 245.1253 (13); 311.1744
(18); 325.1844 (15); 485.2346 (29)

C27H32O8 3.3 Limonoide
(tetranortriterpenóide)

Dayakar et al.
(2015)

Deepa; Sreekumar;
Biju (2016)

2 8.129 587.2861 587.2856 287.2167 (52); 325.1891 (50); 415.2619
(33); 427.2177 (100); 585.2764 (69);

586.2768 (25)

C32H42O10 0.9 tetranortriterpenóide Álvarez-Caballero;
Coy-Barrera (2019)
Deepa; Sreekumar;

Biju (2016)

3 9.502 513.2868 513.2868 144.9278 (18); 311.1664 (48);

793.5111 (8); 833.5198 (10)

C30H40O7 3.1 Salimuzzalin
(triterpenóide tetracíclico)

Dayakar et al.
(2015)

4 9.881 497.1781 497.1812 311.1683 (62); 325.1768 (25);

339.2129 (14); 379.1213 (32);

529.2976 (29); 541.3083 (22)

C27H30O9 -6.2 Nimbolide B Kato-Noguchi et al.
(2014)

5 10.320 467.2479 467.2434 116.9299 (68); 183.0125.(29); 297.1519
(14); 343.1175 (50); 371.1153 (68);
439.1798 (100); 440.1835 (27)

C28H34O6 8.7 Epoxyazadiradione
(limonóide)

Álvarez-Caballero;
Coy-Barrera (2019)

Deepa; Sreekumar;
Biju (2016)

Santos et al. (2018)

6 11.810 555.2982 555.2958 215.2632 (37); 341.1053 (100); 523.2809
(18); 539.2802 (16); 721.4508 (15);

767.4411 (8)

C32H42O8 4.3 Deacetylsalannin
(triterpenóide)

Dayakar et al.
(2015)

Pandreka et al.
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(2015)

Santos et al. (2018)
7 17.440 461.3677 461.3631 337.3228 (20); 355.2665 (12); 411.3421

(13); 462.4215 (14)
C29H50O4 6.3 Margosinone (terpenóide) Deepa; Sreekumar;

Biju (2016)
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4 DISCUSSÃO

Os metabólitos secundários desempenham papel importante na taxa de decomposição,

na ciclagem de nutrientes e sobre as comunidades bióticas do solo (Chomel et al., 2016). Em

escalas amplas, como a de uma comunidade vegetal, a disposição e persistência de

metabólitos secundários no solo podem resultar em impactos diretos na germinação e

crescimento de vegetais, podendo representar implicações na regeneração, estrutura e

propriedade dos ecossistemas (Ormeño; Fernandez; Mévy, 2007; Iason; Dicke; Hartley, 2012;

Fernandez et al., 2013; Chomel et al., 2016).

Estudos demonstram que a decomposição de serapilheira e consequentemente a

liberação de metabólitos secundários é um fator chave em processos alelopáticos, afetando

principalmente o crescimento e a sobrevivência de plântulas (Bonanomi et al., 2006; Huang et

al., 2019). O efeito alelopático da decomposição de resíduos vegetais tem sido atribuído

principalmente ao fato de que os compostos químicos liberados da serapilheira podem

persistir no solo mesmo após a senescência e decomposição do vegetal, podendo causar

efeitos sobre o crescimento ou a germinação de plantas vizinhas e de próximas gerações

(Jilani et al., 2008; Bonanomi et al., 2011).

Neste estudo verificou-se que os resíduos das folhas de A. indica afetaram a

germinação e o crescimento de M. urundeuva, indicando que provavelmente tal efeito se deva

ao acúmulo de metabólitos secundários liberados pelas folhas de A. indica especialmente

durante o período inicial de decomposição, resultados semelhantes aos encontrados nos

trabalhos Huang et al. (2014) e Álvarez‐Iglesias et al. (2018). Huang et al. (2014) atribuíram a

redução dos metabólitos secundários no solo ao longo do tempo, ao papel que os

microrganismos desempenham na decomposição desses resíduos vegetais, e

consequentemente na redução do acúmulo de tais compostos no solo. Acredita-se ainda, que à

medida que o vegetal decompõe, sua qualidade bioquímica modifica-se devido a depleção

progressiva de substâncias químicas facilmente degradáveis e solúveis em água (Mazzoleni et

al., 2015; Chomel et al., 2016).

Estudos mostram que ao passo em que a decomposição progride, a biomassa presente

diminui gradualmente e o material vegetal decomposto é transformado em nutrientes,

principalmente pela ação dos microrganismos do solo (Guo et al., 2009; Cheng, F.; Cheng, Z,

2015; Li et al., 2015). Neste trabalho verificou-se que com aumento da serapilheira de A.

indica nos diferentes tratamentos, em ambos os tempos de decomposição, houve um aumento

também na quantidade de determinados nutrientes do solo, logo, era de se esperar que
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ocorresse um aumento no desenvolvimento de M. urundeuva nos tratamentos em que foram

adicionados as folhas da espécie doadora quando comparados ao grupo controle, no entanto,

nesses tratamentos foi observado um efeito inibitório sobre a germinação e crescimento de M.

urundeuva, sobretudo durante o primeiro período de decomposição. Segundo

Mohammadkhani e Servati (2017) esse efeito pode estar relacionado ao fato de que os

aleloquímicos liberados no solo pelas folhas durante a decomposição diminuem ou inibem a

absorção de minerais pelas plantas, afetanto a eficiência da translocação de assimilados e o

acúmulo de nutrientes em plantas, e consequentemente, afetando o desenvolvimento das

mesmas.

Além de atuarem nos processos de germinação, os aleloquímicos podem afetar o

crescimento das plantas receptoras, interrompendo as atividades fisiológicas celulares normais,

através de alterações na divisão, alongamento e estrutura das células. (Zhong-Ling; Qing-

Cheng; Long-Fei, 2011; Rice, 2012; Huang et al., 2013). Os aleloquímicos podem também

causar alterações no crescimento da planta-alvo, afetando a sua fotossíntese, através da

redução do conteúdo de clorofila (Li, Y.; Li, X.; Hu, 2013; Chen et al., 2018).

Observou-se neste trabalho, que os teores de clorofila a, b e total foram reduzidos no

primeiro tempo de decomposição no tratamento de maior concentração de folhas decompostas

de A. indica. Tais pigmentos são essenciais para o vegetal, os seus conteúdos e

funcionalidades são indispensáveis para os processos de absorção e conversão da energia

luminosa em energia química nos fotossistemas (Prasad et al., 2004; Rice, 2012; Chen et al.,

2018). Com a diminuição dos teores de clorofila, o vegetal reduz a capacidade de realizar o

processo fotossintético, e como consequência, não gera compostos orgânicos suficientes

através da fotossíntese para o seu crescimento (Huang et al., 2013). O que sugere possíveis

limitações fotossintéticas exercidas por compostos alelopáticos contidos nas folhas de A.

indica e liberados durante o processo de decomposição foliar, que pode ser evidenciado tanto

no peso seco como no comprimento das plantas jovens de M. urundeuva.

Dentre os constituintes químicos liberados das folhas de A. indica durante a

decomposição, foram identificados a presença de diterpenos e triterpenos, classes de

compostos caracterizados pelas suas propriedades alelopáticas, e os quais foram os compostos

provavelmente envolvidos na ação inibitória observada sobre M. urundeuva. Os diterpenos

(C20) destacam-se por seus constituentes atuarem em diferentes processos nos vegetais,

podendo inibir a germinação e crescimento de mudas, inibir a síntese de ATP, diminuirem a

indução de hormônios do crescimento, além de atuarem como inibidores da fotossíntese,
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agindo sobre a síntese de clorofila, como observado neste estudo (Gu; Duan; Luo, 1998;

Morales-Flores et al., 2007).

O diterpeno Nimbolide B liberado pelas folhas de A. indica durante o segundo período

de decomposição, é um metabólito que possui comprovada atividade alelopática, sendo que

em trabalho anterior o composto derivado de extratos aquosos das folhas de A. indica foi

isolado e atuou como potente inibidor do crescimento das raízes e da parte aérea de diversas

espécies de cultivares e plantas daninhas, dentre estas, Lactuca sativa L. e Digitaria

sanguinalis L. (Kato-Noguchi et al., 2014).

Os triterpenos (C30) foram a segunda classe de compostos encontrados nos extratos em

ambos os períodos de decomposição. Ecologicamente, esses compostos possuem funções

importantes para os vegetais, atuando como componentes de ceras superficiais e membranas

especializadas nas células, fornecendo proteção contra patógenos e pragas, (Thimmappa et al.,

2014) além de atuarem em processos alelopáticos (Macias et al., 2003). Neste último caso, os

triterpenos agem a nível celular, onde podem inibir alguns estágios da mitose e influenciar na

perda da integridade da membrana celular, podendo causar ainda desequilíbrios hormonais e

influenciar diretamente no processo fotossintético, reduzindo a formação de clorofila, logo,

todos esses fatores podem influenciar diretamente no desenvolvimento dos vegetais sob a

ação desses compostos (Macías-Rubalcava et al., 2007; Rizzi et al., 2016). À vista disso, os

triterpenos (Iso-azadirolide, Salimuzzalin e Deacetylsalannin) liberados pelas folhas de A.

indica podem estar relacionados diretamente aos efeitos inibitórios observados sobre a

germinação e crescimento de M. urundeuva.

No solo, os aleloquímicos são submetidos a processos de retenção,

degradação/transformação e translocação. No processo de retenção ocorre a atração dos

compostos alelopáticos às partículas do solo, matéria orgânica e nutrientes através da

adsorção, o que irá restringir a mobilidade dos aleloquímicos (Kah; Brown, 2007). Durante a

degradação ou transformação, os aleloquímicos adsorvidos no solo passarão por uma série de

reações bioquímicas atráves da ação de microrganismos, os quais possuem a capacidade de

alterar os componentes desses compostos, podendo implicar em mudanças específico-

químicas dos aleloquímicos e de suas estruturas, modificando-os em compostos mais ativos,

menos ativos, ou até mesmo inativos (Li et al., 2015; Scavo; Abbate; Mauromicale, 2019) o

que pode explicar o fato de que determinados compostos (Limonoide-T1 e Nimbolide B-T2)

foram identificados em apenas um dos períodos de decomposição, e que as suas atividades

alelopáticas foram mais acentuadas em um determinado período em relação ao outro.
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Chen et al. (2018) ao realizarem experimentos de alelopatia semelhantes, com a

decomposição de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, observaram que os aleloquímicos

liberados pela espécie durante a decomposição foram capazes de afetar as características

fotossintéticas, causando diminuição dos teores de clorofila e carotenóides da espécie

receptora (Medicago sativa L.), além de causar alterações na capacidade de adaptação à luz e

no metabolismo fisiológico da planta. Outro estudo similar, avaliando o impacto da

decomposição das folhas de Cinnamomum septentrionale Hand.-Mazz., indicou que os

terpenos liberados pela espécie reduziram o conteúdo de pigmentos fotossintéticos e afetaram

diferentes parâmetros de crescimento (altura, diâmetro basal, biomassa) de Eucalyptus

grandisW.Hill (Huang et al., 2013). Neste estudo, verificou-se que A. indica também é capaz

de liberar e incorporar ao solo aleloquímicos (terpenos), os quais apresentaram diferentes

ações alelopáticas sobre M. urundeuva.

5 CONCLUSÃO

A decomposição da serapilheira de Azadirachta indica exerceu efeitos alelopáticos

sobre Myracrodruon urundeuva, provavelmente devido à presença de compostos químicos

(diterpenos e triterpenos) que foram liberados e incorporados ao solo durante o processo de

decomposição foliar. Tais efeitos são observados sobre a germinabilidade, velocidade e

sincronia de germinação das sementes, bem como sobre as atividades fisiológicas, que foram

evidenciadas com a inibição do crescimento, biomassa e conteúdo de pigmentos

fotossintéticos da espécie receptora. Verificou-se que a ação alelopática ocorre dependente

das concentrações do material vegetal decomposto, dado que, a germinação e crescimento

foram reduzidos de acordo com o aumento da biomassa de A. indica. Os efeitos alelopáticos

da serrapilheira de A. indica sobre M. urundeuva limitam o seu uso na restauração ecológica.

Por fim, sugere-se que o plantio de A. indica não seja feito sob ou próximo ao plantio de M.

urundeuva, tendo em vista que a serapilheira de A. indica pode inibir a germinação e

crescimento deM. urundeuva.
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Manuscrito I

O uso indevido das espécies vegetais da caatinga, principalmente para utilização na

indústria madeireira é uma realidade na qual a Myracrodruon urundeuva está inserida. A

exploração intensa e predatória levou essa espécie a constar na lista oficial da flora brasileira

ameaçada de extinção, onde, atualmente, é classificada na categoria "menos preocupante".

As técnicas de armazenamento e promoção da germinação de M. urundeuva

apresentadas neste trabalho, são aspectos fundamentais a serem considerados no processo

produtivo da espécie, tais informações podem auxiliar na tomada de decisões sobre a escolha

do melhor armazenamento, a fim de preservar a sua viabilidade e vigor, em função da sua

finalidade. Considerando que o conhecimento de métodos tecnológicos básicos para a

conservação de sementes de espécies florestais é essencial para o estabelecimento de

protocolos para a produção de mudas, visando principalmente a recuperação de áreas

degradadas, demonstrou-se neste trabalho que a melhor condição de armazenamento de

diásporos M. urundeuva se deu com o acondicionamento em sacos de papel, por 360 dias,

sem a perda da viabilidade. Vale salientar também que as médias de porcentagem de

germinação de M. urundeuva mantiveram-se acima de 80% em todos os tempos e recipientes

avaliados.

Manuscrito II

Os trabalhos que abordam os efeitos alelopáticos de Azadirachta indica, são vastos,

porém, em sua maioria consideram o uso dos extratos das diversas partes da planta (folhas,

caule, raiz e frutos), sendo que os efeitos alelopáticos da decomposição do vegetal não foram

relatados até o presente momento. Neste estudo busca-se contribuir para o entendimento de

como ocorre a liberação e atuação dos metabólitos secundários à medida que as folhas

senescentes de A. indica se decompõem, e os seus efeitos alelopáticos sobre M. urundeuva,

espécie florestal de grande importância econômica e medicinal. Dado que, a compreensão da

biossíntese, liberação e ação dos metabólitos secundários durante a decomposição do vegetal

pode levar a uma melhor compreensão sobre questões ecológicas maiores, a exemplo das
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interações alelopáticas e a sua influência no sucesso do estabelecimento do vegetal, bem

como a atuação dos aleloquímicos sobre outros vegetais a níveis fisiológicos e ecológicos.

Os resultados demontram que os produtos da decomposição da serapilheira de A.

indica exerceram efeitos alelopáticos sobre M. urundeuva, os quais podem ser atribuídos à

presença de compostos químicos (diterpenos e triterpenos) que foram liberados e

incorporados ao solo durante o processo de decomposição foliar. Sugerindo que os efeitos

alelopáticos de A. indica sobre M. urundeuva limitam o seu uso na restauração ecológica, à

vista disso diferentes estratégias de manejo devem ser adotadas para proteção das espécies

que são alvo da serapilheira do vegetal. Do ponto de vista da proteção de M. urundeuva,

recomenda-se que o plantio de A. indica não seja realizado sob ou próximo a áreas que

possuam indivíduos da primeira espécie, tendo em vista que a serapilheira de A. indica pode

inibir a germinação e crescimento de M. urundeuva.
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ANEXOS

ANEXO A: Comprovante de Aceite - Artigo 1



83

ANEXO B: Documento de Autorização para coleta de material botânico
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