FELIX D SATA,
w 0 w

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI — URCA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE — CCBS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA BIOLOGICA — DQB
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOPROSPECCAO MOLECULAR
MESTRADO ACADEMICO EM BIOPROPECCAO MOLECULAR

AMANDA OLIVEIRA ANDRADE

POTENCIAL ALELOPATICO DE Psychotria viridis RUIZ & PAVON

CRATO, CE
FEVEREIRO DE 2015



AMANDA OLIVEIRA ANDRADE

POTENCIAL ALELOPATICO DE Psychotria viridis RUIZ & PAVON

Dissertacdo apresentada a Banca junto ao
Programa  de Pds-Graduagdo em
Bioprospeccdo Molecular da Universidade
Regional do Cariri — URCA, como requisito

para a obtencdo do titulo de Mestre.

Area de concentracdo: Biodiversidade

Orientadora: Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva

CRATO, CE
FEVEREIRO DE 2015



Andrade, Amanda Oliveira.
A553p Potencial alelopatico de Psychotria viridis Ruiz & Pavon/
Amanda Oliveira Andrade — Crato, 2015

75p.; il.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Bioprospecgdo Molecular da Universidade Regional do Cariri —
URCA. Area de concentracio: Biodiversidade

Orientadora: Profé. Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva

1. Psychotria viridis; 2. Alelopatia; 3. CLAE; 4. Lactuca sativa.
I. Titulo.

CDD: 581.1




AMANDA OLIVEIRA ANDRADE

POTENCIAL ALELOPATICO DE Psychotria viridis RUIZ & PAVON

Dissertacdo apresentada e aprovada pela Banca em 20/02/2015

BANCA DE DEFESA

Prof.2 Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva
Universidade Regional do Cariri
Orientadora

Prof. Dr. Diniz Maciel de Sena Junior
Universidade Regional do Cariri
Avaliador Interno

Prof. Dr. Sebastido Medeiros Filho
Universidade Federal do Ceara
Avaliador Externo

Prof.2 Dra. Imeuda Peixoto Furtado
Universidade Regional do Cariri
Suplente



@WmMaWMMm fvis o



AGRADECIMENTOS

A Deus pelas inimeras gracgas concedidas em minha vida;
Ao0s meus pais, Cesar e Aparecida, pois sem eles eu ndo existiria;

Ao meu companheiro Alison, pessoa especial e essencial na minha vida, uma vez
que desde que o conheci tem sido uma fonte de inspiracdo para 0 meu
desenvolvimento profissional, pelo seu apoio no meu dia-a-dia, orientacbes e

cumplicidade. E a nossa filha Serena, fonte de amor e luz em nossas vidas;

A minha orientadora Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva, pela oportunidade de
crescimento que me foi dada desde o periodo de graduacdo como orientadora de

Iniciacdo Cientifica, Monografia e agora no Mestrado;
A CAPES pelo financiamento dessa pesquisa;

Ao comité de pesquisa do Centro Espirita Beneficente Unido do Vegetal-CEBUDV,

pela concessdo do material vegetal e autorizacdo para realizacdo da pesquisa;

Aos meus Irméos: Samanta, Samara, Julio Cesar e Milena, que me deram um
imenso apoio cuidando da minha filha diariamente, para que eu pudesse desenvolver

essa pesquisa;
A Banca Examinadora pelas contribuicdes para melhoria do trabalho;

Ao Corpo Docente do Curso de Pés Graduacdo em Bioprospeccdo Molecular
por todas as contribuices que me proporcionaram para a minha formagdo como

profissional;

A Equipe do Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN — URCA) pela

colaboracdo nos ensaios fitoquimicos;

Ao Laboratério de Pesquisas Fitoquimicas da Universidade Federal de Santa

Maria, pela realizagdo das analises de HPLC;



Ao Professor Luis Marivando Barros, por levar os extratos a UFSM, para analise
de HPLC;
A Marcos Aurélio de Figueiredo por me atender sempre que solicitado, me dando

um imenso apoio nas estatisticas e graficos;
A Elizete, Isabella, Janete, Jeane, e Thales pelo auxilio nos testes;

Aos meus colegas de Mestrado: Helen, Rosa Carolina, Lilian, Elizete e Hemerson,

pela amizade e companheirismo;

A equipe do Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) e
Laboratério de Botanica Aplicada (LBA), pela amizade, apoio e companheirismo.

Ao Sr. Luiz pelo cafezinho feito toda tarde, me fazendo escapar do sono. A Sylvana,
Marcos, Fernando e Leda pela amizade;

A Universidade Regional do Cariri, em especial ao programa de P6s Graduagdo
em Bioprospeccdo Molecular pela oportunidade concedida;

A0S meus amigos por todo carinho, motivagdo, companheirismo e amizade por

estarem do meu lado dando forga nos momentos bons e ruins;

E a todos que de alguma forma contribuiram para a realiza¢do deste trabalho.

M Gt



RESUMO

A alelopatia pode ser definida como um processo pelo qual produtos do metabolismo
secundario de um determinado vegetal sdo liberados, impedindo ou estimulando a
germinacdo e o desenvolvimento de outras plantas relativamente proximas. No
presente trabalho objetivou-se avaliar o potencial alelopatico do extrato das folhas de
Psychotria viridis Ruiz & Pavon (chacrona) sobre a germinacdo e desenvolvimento
de Lactuca sativa L, além de identificar e quantificar os compostos secundarios. Os
tratamentos constaram de quatro concentrac@es para o Extrato Bruto Aquoso (EBA)
(25, 50, 75 e 100%), cinco concentraces para o Extrato Etanodlico Bruto (EEB) e
fracdes diclorometano, acetato de étila e metanol (6,25; 12,5; 25; 50 3 100%), mais
um controle (0%) constando de &agua destilada. Os tratamentos foram dispostos em
Delineamento Experimental Inteiramente Casualizado, com cinco repeti¢cdes de 20
sementes cada. Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variéncia e de
regressdo polinomial. No estudo da regressdo polinomial foi empregada a equacéo
que melhor se ajustou aos dados. Foi medido o potencial osmético do EBA e pH do
EBA, EEB e das fracdes. O pH foi ajustado quando necessario. Os experimentos
foram conduzidos em camara de germinacdo do tipo BOD a 25°C e fotoperiodo de
12 horas por sete dias. Foram avaliados, a porcentagem de germinacéo, o indice de
Velocidade de Germinacdo - IVG e o comprimento do cauliculo e da radicula das
plantulas. A analise estatica dos dados foram submetidos a analise de variancia e
regressdo pelo programa ASSISTAT 7.7 beta. A quantificagdo dos compostos
quimicos foi realizada através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
A andlise do potencial osmético do EBA e do pH do EBA, EEB e das fracGes
mostraram que estdo de acordo com os padrbes aceitaveis para a germinacao,
crescimento e desenvolvimento de plantulas, sendo descartada a possibilidade de
interferéncia destes nos resultados. O EBA de P. viridis, sobre L. sativa estimulou a
germinacdo e o comprimento do cauliculo em baixas concentracbes e inibiu em
concentracdes mais altas. Em relacdo ao IVG e ao comprimento da radicula. O EBA
inibiu de modo proporcional ao aumento da concentracdo. JAa o EEB estimulou o
comprimento do cauliculo nas concentracbes 6,25; 50 e 100% e inibiu na
concentracdo 12,5%, inibindo o comprimento da radicula em todas as concentracdes
testadas. A fracdo diclorometano causou inibicdo no IVG nas concentracdes 6,25;
12,5; 25 e 100%, inibindo o comprimento do cauliculo e da radicula em todas as
concentracdes testadas. A fracdo acetato de etila inibiu a germinacdo nas
concentragOes de 50 e 100%, estimulando na concentragcdo a 6,25%, e inibiu o
comprimento da radicula em todas as concentracdes testadas. A fracdo metandlica
inibiu a germinagdo de L. sativa nas concentragdes 6,25, 12,5 e 50%, e inibiu o
comprimento do cauliculo e da radicula em todas as concentracdes testadas. Foram
identificados e quantificados no EEB e nas fragdes, acido galico, &cido clorogénico,
acido caféico, acido elagico, catequina, orientina, vitexina, quercetina, apigenina,
rutina, e luteolina. Psychotria viridis apresentou acdo alelopatica em todos os tipos
de extrato e fracdes testados, com fitotoxidez maior promovida pelo EBA. Tal acéo é
atribuida a variedade de compostos fenolicos e flavonoides identificados para esta
espécie.

Palavras-Chave: Chacrona. Alelopatia. CLAE. Lactuca sativa.



ABSTRACT

Allelopathy can be defined as a process in which secondary metabolism products of a
given plant are liberated, either impeding or stimulating the germination and
development of other plants which are relatively near. This work aims to evaluate the
allelopathic potential of the leaf extract of Psychotria viridis Ruiz & Pavon
(chacrona) on the germination and development of Lactuca sativa L, in addition to
identifying and quantifying the secondary compounds. The treatments consisted of
four concentrations of the Brute Aqueous Extract (BAE) (25, 50, 75 and 100%), five
concentrations of the brute hydroethanolic extract (BHE) and dichloromethane, ethyl
acetate and methanol fractions (6,25; 12,5; 25; 50 and 100%), in addition to a control
(0%) of distilled water. The treatments were applied in a totally randomized
experiment design layout, with five replicates of 20 seeds each. The results were
submitted to variance and polynomial regression analysis. In the study of polynomial
regression the equation best suited to the data was used. The osmotic potential of the
BAE and the pH of the BAE, BHE and fractions were measured. The pH was
adjusted when necessary. The experiments were carried out in a BOD germination
chamber at 25 °C with a photoperiod of 12 hours over seven days. The following
were analyzed; germination percentage, Germination Speed Index — GSI, caulicle
and radicle length of seedlings. The statistical analysis of the data was submitted to
variance and regression analysis using the program ASSISTAT 7.7 beta. The
quantification of chemical compounds was carried out using High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). The analysis of the osmotic potential of the BAE
and the analysis of the pH of the BAE, BHE and fractions show that these are in
accordance with acceptable levels for germination, growth and development, thus
eliminating the possibility of their interference in the results. The BAE of P. viridis
on L. sativa stimulated germination and caulicle length at low concentrations and
inhibited at higher ones. Regarding GSI and radicle length, the BAE inhibited in a
proportional manner according to increase in concentration. The BHE stimulated
caulicle length at concentrations of 6.25, 50 and 100% and inhibited at 12.5%. It
inhibited radicle length at all the concentrations tested. The dichloromethane fraction
caused GSI inhibition at the concentrations of 6.25, 12.5, 25 and 100% and inhibited
caulicle and radicle length at all the concentrations tested. The ethyl acetate inhibited
germination at 50 and 100% concentrations, stimulated at 6.25% concentration and
inhibited radicle length at all the concentrations tested. The methanol fraction
inhibited the germination of L. sativa at the concentrations of 6.25, 12.5 and 50% and
inhibited caulicle and radicle length at all the concentrations tested. The following
were identified and quantified in the BHE and fractions: gallic acid, chlorogenic
acid, caffeic acid, ellagic acid, catechin, orientin, vitexin, quercetin, apigenin, rutin
and luteolin. Psychotria viridis showed allelopathic effect in all the extract types and
fractions tested, with greatest phytotoxicity caused by the BAE. Such action is
attributed to the variety of phenolic compounds and flavonoids identified in this
species.

Key words: Chacrona. Allelopathy. HPLC. Lactuca sativa.
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1. INTRODUCAO

O género Psychotria possui cerca de 1.600 espécies distribuidas em regides
tropicais ofertando recursos a fauna tais como néctar e frutos. Esta representado no
territorio brasileiro por 252 espécies, muitas delas ocorrendo em areas de Mata
Atlantica (TAYLOR et al., 2014; MORELLATO, 1992). Psychotria viridis Ruiz &
Pavon (Rubiaceae) denominada de rainha ou chacrona, ocorre espontaneamente na
Floresta Amazonica (TAYLOR, 2014), México, Antilhas, Bolivia, Argentina e
Sudeste do Brasil, sendo também cultivada em varias regides do mundo, com fins
religiosos (TAYLOR, 2007). P. viridis e Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb.)
C.V. Morton (Malpighiaceae) compéem a “ayahuasca”, também conhecida por
daime, caapi, yajé, hoasca e vegetal, bebida utilizada em rituais religiosos
(SCHULTES; HOFMANN, 1993; PEPIN; DUFFORT, 2004).

Determinadas espécies vegetais possuem substancias quimicas que, quando
liberadas no meio, interferem de forma positiva ou negativa no desenvolvimento de
outras plantas. Este processo € chamado de alelopatia. Os compostos aleloquimicos
agem inibindo a germinacéo das sementes e/ou interferindo no desenvolvimento das
plantulas que germinam ou crescem proximas do vegetal que liberam os metabdlitos;
porém, algumas vezes, um composto que € tdxico para uma espécie pode ndo ser
para outra (RICE, 1984; FERREIRA; BORGHETTI, 2004; FUJII; HIRADATE,
2007).

Desta maneira, estes efeitos sdo capazes de influenciar ecossistemas, naturais
ou manejados, como os sistemas agricolas. Comunidades, dominancia e sucessdo
vegetais, tanto quanto manejo e produtividade de culturas, sdo afetados pelos efeitos
alelopéaticos de certas espécies, que utilizam este mecanismo de defesa para sua
sobrevivéncia e estabelecimento nos diversos ambientes (CHOU, 1986).

Os efeitos alelopaticos causados nas plantas sdo mediados por substancias
pertencentes a varios compostos secundarios como alcaldides, cumarinas e fendis,
podendo ser liberados por volatilizacdo, lixiviacdo da parte aérea ou da matéria em
decomposi¢do no solo e também por exsudacéo das raizes (MACIAS et al., 2003;
FUJII; HIRADATE, 2007).

Diante da variedade da atuacdo dos compostos secundarios, principalmente
na acdo alelopéatica, Bagchi, Jain e Cimap (1997) consideraram os aleloquimicos

como um recurso para o desenvolvimento de herbicidas naturais a ser utilizado na



agricultura orgéanica, como forma de minimizar os impactos ambientais causados
pelos herbicidas comerciais ou como um estimulante para o crescimento de plantas.
Dentro deste contexto, no presente trabalho, objetivou-se determinar a atividade
alelopatica dos extratos foliares de P. viridis sobre a germinacdo e o
desenvolvimento de Lactuca sativa L. alem da caracterizacdo dos seus metabolitos

secundarios.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Rubiaceae

Rubiaceae Juss. foi descrita inicialmente por Atoine Laurent de Jussieu, em
1789, e tem seu nome derivado do género Rubia L. do latim rubium, em alusdo a
tinta vermelha, utilizadas para tingir tecido, produzida pelas raizes de espécies deste
género (CRONQUIST, 1981). E uma das maiores familias entre as eudicotiledoneas
com distribuicdo cosmopolita, abrange cerca de 13.100 espécies e 611 géneros
estando subdividida em trés subfamilias Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae
(GOVAERTS et al,, 2007). Ocupa o quarto lugar em diversidade entre as
angiospermas, sendo superada somente por Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae,
como mostra a Figura 1 (MABBERLEY, 1997).

Figura 1: Comparagdo entre o numero de espécies nas familia: A: Asteraceae: 21.000 spp.; B:
Orchidaceae: 17.500 spp.; C: Fabaceae (Leguminosae): 16.500 spp.; D: Rubiaceae: 13.000 spp.; E:
Poaceae (Graminae): 8.000 spp.; F: Mammalia: 5.000 spp.

Fonte: ROBBRECHT, 2014.



As espécies de Rubiaceae estdo largamente distribuidas nos diversos
ecossistemas brasileiros (Florestas Amazonica, Atlantica e no Cerrado) (BOLZANI
et al., 2001). Na América do Sul, encontra-se 30% do total das espécies da familia, o
que supera em numero de espécies todas as regibes da Terra. No Brasil, séo
encontrados aproximadamente 125 géneros e 1.401 espécies (BARBOSA et al.,
2014).

Suas espécies apresentam habitos variados (ervas subarbustos, arvores e
lianas); possuem folhas opostas, menos frequentemente verticiladas, simples, quase
sempre com estipulas interpeciolares ocasionalmente transformadas em espinhos ou
semelhantes as folhas, margem inteira; inflorescéncia geralmente cimosa, as vezes
formando glomérulo ou reduzida a uma unica flor; flores vistosas bissexuadas ou
menos frequentemente unissexuadas, actinomorfas geralmente diclamideas, calice
geralmente dialissépalo, as vezes com uma das sépalas muito desenvolvida,
prefloracdo valvar ou imbricada, estames em nimero igual ao das pétalas, epipétalos,
anteras rimosas, disco nectarifero presente ou nao e ovario geralmente infero; frutos
dos tipos capsula, esquizocarpo, drupa ou baga (SOUZA; LORENZI, 2008).

As espécies de Rubiaceae sdo importantes componentes de sub-bosques de
florestas neotropicais, onde existe alta diversidade de sistemas reprodutivos e de
tipos de polinizacdo (VIEIRA; PEREIRA; CARVALHO-OKANO, 2006). Varias de
suas espécies sao fontes de recursos para animais que se alimentam de pdlen, néctar e
frutos (POULI et al., 1999; CASTRO; OLIVEIRA, 2002; LOPES, 2002; MELO;
BENTO; OLIVEIRA, 2003), sendo componentes importantes para o funcionamento
destas florestas. No Brasil, € uma das mais bem representadas em levantamentos
floristicos e fitossociol6gicos de varias formacBes vegetacionais, principalmente
quando sdo incluidos individuos arbustivos e subarbustivos na amostragem (SALIS;
ZICKEL; TAMASHIRO, 1996).

Espécies dessa familia apresentam grande importancia econdmica, sendo
exploradas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.),
ornamentais (Ixora spp., Mussaenda spp., Gardenia spp., dentre outras), e medicinais
(Chinchona pubescens Vahl, empregada no tratamento da malaria) (COELHO;
AGRA; BARBOSA, 2006). Certas espécies de Rubiaceae também provocam danos
ao setor agropecuario brasileiro, incluindo espécies daninhas de Borreria, Richardia

e Diodia conhecidas popularmente como poias e, espécies causadoras de intoxicagdo



ao gado, principalmente pertencentes aos géneros Palicourea e Psychotria (SOUZA;
LORENZI, 2008).

As espécies de Rubiaceae apresentam grande diversidade de metabolitos
secundarios, elaborados a partir da sintese de metabdlitos primarios tais como:
carboidratos, aminoédcidos e lipideos (DOURADO, 2006), elencados por Gottlieb,
Kaplan, Borin (1996) como metabdlitos especiais tais como alcaloides indolicos,
taninos, triterpenos, saponinas, esteroides e flavonoides (CRONQUIST, 1981,
CARDOSO et al., 2008; ADOLPHO et al., 2006; PINTO et al., 2008).

2.2. Género Psychotria

Psychotria foi descrito por Linneaus em 1759, como um dos maiores géneros
de plantas com flores, taxonomicamente complexo devido a dificuldade de
delimitacGes de suas fronteiras (FARIA, 2009; LOPES et al., 2004; FARIAS, 2006).
Este género é comumente representado por arbustos, arvoretas, ervas e raramente por
epifitas. De distribuicdo pantropical e subtropical é encontrado nos dois hemisférios.
E um dos géneros mais representativos nos sub-bosques de florestas tropicais
(BURGER; TAYLOR, 1993; TAYLOR,1996), o que leva a muitas espécies de
Psychotria entre outros elementos de Rubiaceae serem utilizadas na avaliacdo do
estado de conservagdo de ambientes tropicais (DELPRETE, 2004).

Psychotria abrange cerca de 1.600 espécies distribuidas em regides tropicais
representando rica fonte de néctar e frutos para a fauna, apresentando flores pequenas
polinizadas por abelhas, moscas e mariposas (HAMILTON, 1990). Esta representado
no territorio brasileiro por 252 espécies muitas delas ocorrendo em areas de Mata
Atlantica e Amazénia (TAYLOR; GOMES; ZAPPI, 2014).

Este género é amplamente empregado na medicina popular no tratamento de
diversas doencas (ADJIBADE, 1989), sendo atribuidas as espécies integrantes do
mesmo, inumeras atividades farmacoldgicas descritas na literatura, dentre as quais se
destaca a acdo sobre o sistema nervoso central (FARIAS, 2006). Investigagdes
fitoquimicas do género levaram a identificacdo de varios alcaldides com ampla
variedade de atividades farmacoldgicas tais como analgésicas, antidepressivas e
antiflamatorias (AMADOR et al., 2001; LEAL; ELISABETSKY, 1996).



No Brasil, o interesse etnobotanico neste género, foi motivado principalmente
pelo uso de espécies de Psychotria, junto com o decocto de Banisteriopsis caapi, na
preparacdo da “ayahuasca”, uma bebida utilizada para fins religiosos, medicinais e
sociais pelos caboclos da Amazonia (MCKENNA; TORRES; ABBOTT, 1984,
LIWIAZYC, 1992). O alcaldide N, N - dimetiltriptamina isolado de Psychotria
viridis apresenta semelhanca estrutural com a serotonina, 0 que o torna uma droga
potente no tratamento de distirbios do sistema nervoso central (SERPICO;
CAMURCA, 2006).

Além da presenca de alcaldides e outras substancias bioativas em espécies de
Psychotria, pesquisadores do Instituto Nacional do Céncer (NCI) apontaram 0s
géneros Palicourea e Psychotria como “hot” (quente), referindo-se ao potencial
citotoxico de seus extratos e fraces (CRAAG; NEWMAN; YANG, 2006).

2.3. Psychotria viridis Ruiz & Pavon

Psychotria viridis conhecida popularmente por chacrona ou rainha é um
arbusto nativo, ndo endémico do Brasil, encontrado nos dominios fitogeogréaficos da
Amazobnia e Mata Atlantica (Figura 2), com distribuicdo geografica na regido Norte
(Acre e Amazonas) e na regido Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo) (TAYLOR,
GOMES; ZAPPI, 2014). E utilizada e cultivada em diferentes regides do Brasil e do
mundo, por ser constituinte de uma bebida ritualistica e medicinal, a “ayahuasca”
(QUINTEIRO et al., 2006).
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Figura 2: Distribuicdo geografica de Psychotria viridis.

Fonte: Tropicos, 2014.

Psychotria viridis foi descrita por Ruiz & Pavon em 1779 (ARANHA,;
TRAVANI; CORREA, 1991). E um arbusto com cerca de 2 m de altura (Figura 3).
Ramos cilindrico, glabros. Folhas simples, opostas, glabras, peninérveas, elipticas,
bordo inteiro, apice cuspidado, base acunheada (Figura 4); com domaceas; nervura
central proeminente, sete pares de nervuras secundarias; lamina 2,3-4,5 x 6,2-11,5
cm, peciolo 1,7 cm comprimento, estipulas 1 mm de comprimento, persistentes.
Inflorescéncia paniculadas terminais; corola branca, 2 mm comprimento. Ovario
bilocular, uniovulado. Fruto do tipo baga de cor vermelho-alaranjado na maturagéo
(MENDONCA, 2012).

Segundo Corréa (2011) P. viridis apresenta crescimento de até 3 metros de
altura em regides extra-amazoénicas, podendo atingir até 5 metros de altura em seu
habitat natural. Através do tecido meristematico presente especialmente nas
adjacéncias das domaceas na folha ocorre reproducdo vegetativa com o

desenvolvimento de raizes adventicias e formacgdo de uma nova planta.



Figura 3: Aspecto geral de Psychotria. viridis, Sitio Santa Fé, Municipio do Crato—Cear4, 2014.

Fonte: Oliveira, A.H. (2014)

Sob a dtica botanica, pouco ou quase nada foi publicado a respeito da
ocorréncia natural, centro de dispersdo, comportamento da espécie, processos de
domesticacdo e cultivo, variabilidade genética, conservagdo de germoplasma,
cruzamento e hibridizacdo natural de P. viridis e outras espécies do género
(CORREA, 2011).

Uma vasta literatura no campo da antropologia, medicina e farmacologia,
relatam o uso da ayahuasca e sua acdo neurofisiologica. Porém, informac6es
botéanicas especificas sobre P. viridis, sdo escassas. Diante da importancia religiosa e
farmacoldgica desta espécie se se faz necessario um maior conhecimento dos

aspectos biologicos, ecologicos e farmacologicos tais como: identificacdo dos



agentes polinizadores, formas de propagacéo, disperséo das sementes e sua relagéo
com os outros individuos (agdo alelopética), para que assim, seja possivel um manejo
adequado da referida espécie, diminuindo os riscos de impactos ambientais e danos a
variabilidade da espécie (SERPICO; CAMURGCA, 2006).

Figura 4: Detalhe de Psychotria. viridis em éarea de cultivo A: Estipulas interpeciolares; B:
Inflorescéncia; C: Filotaxia; D: Doméaceas. Sitio Santa Fé, Municipio de Crato, Ceara 2014.

Fonte: Oliveira, A.H. (2014)



2.4. Historico da alelopatia

ObservagOes da acdo alelopatica de uma planta sobre outra tem sido feitas
desde tempos longinquos a exemplo de: Teofasto, 300 a.C, sobre o cultivo de Cicer
arietinum L. (grdo de bico); Plinio 1 d.C., sobre Hordeum vulgare L. (cevada) e
Trigonella foenum-graecum L. (feno grego) (WEIR et al.,, 2004). Entretanto o0s
primeiros experimentos cientificos envolvendo interagBes alelopaticas somente
foram realizados na segunda metade do século XIX, com o reconhecimento da

alelopatia quanto fenémeno ecologico ocorrendo a partir de 1970 (RICE,1984).

Apesar da descrenca de alguns em relagcdo a importancia desse fendmeno em
ambientes naturais, devido principalmente a maioria dos experimentos serem feitos
em laboratério (REIGOSA; SANCHEZ-MOREIRAS; GONZALEZ, 1999),
indmeras pesquisas comprovam a influéncia das interagBes alelopaticas em
comunidades  vegetais (PELLISSIER; SOUTO, 1999; CALLAWAY,;
ASCHEHOUG, 2000; OUDEN, 2000).

O termo alelopatia foi criado em 1937, pelo pesquisador alemdo Hans
Molisch, com a reunido das palavras gregas allelon (mutuo) e pathos (prejuizo),
referindo-se a capacidade que as plantas e microrganismos tém de interferir na
germinacdo de sementes e no desenvolvimento, seja de forma positiva ou negativa
(RICE, 1984). Posteriormente, Putnan e Duke (1978) definiram a alelopatia como
efeitos apenas prejudiciais de espécies vegetais (doadoras) na germinagdo, no
crescimento ou no desenvolvimento de outras espécies vegetais (receptoras).

Elroy L. Rice um dos mais importantes estudiosos do assunto, na primeira
versdo de “Allelophathy” em 1974, delimitou o conceito apenas as influéncias
negativas. Porém, em 1984, na segunda edicdo desse livro, Rice ampliou a
definicdo, passando a concordar com Molish. De fato, muitos trabalhos
demonstraram que a variagdo e concentracdo de compostos organicos podem causar
tanto estimulo como inibicdo a processos fisioldgicos nos organismos vegetais
(JEFFERSON; PENNACCHIO, 2003; GATTI; PEREZ; LIMA, 2004; KIM;
JOHNSON; LEE, 2005).

A Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) tornou mais abrangente a

definicdo deste fendmeno conceituando-o como uma ciéncia que estuda qualquer



processo envolvendo, principalmente, metabolitos secundarios produzidos por
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento de sistemas

biolégicos com efeitos positivos e negativos (PINTO et al., 2002).

2.5. Um fendbmeno designado alelopatia

Nas comunidades vegetais, as plantas podem interagir de maneira positiva,
negativa ou neutra. E mais comum que plantas vizinhas interajam de maneira
negativa, de modo que a emergéncia e, ou, 0 crescimento sejam inibidos (PIRES et
al.,, 2001). Muller (1969) denominou de interferéncia as interagdes que se
desencadeiam entre organismos vizinhos. Entretanto, por ser um termo muito amplo
envolvendo varios mecanismos, Szczepanski (1977) o dividiu em trés tipos:
alelospolia ou competicdo (interferéncia causada pela retirada de um ou mais fatores
de crescimento); alelomediacdo ou interferéncia indireta (alteracbes provocadas por
organismos no ambiente fisico ou bioldgico) e alelopatia (interferéncia provocada
por substancias quimicas, produzidas e liberadas por organismos que, no ambiente,
afetam os outros componentes da comunidade).

Miller (1996) classifica o efeito alelopatico em dois tipos: autotoxicidade
(mecanismo intraespecifico de alelopatia que ocorre quando uma espécie de planta
libera determinada substdncia quimica que retarda a germinacdo ou o
desenvolvimento de plantas da prépria espécie) e heterotoxicidade (efeito fitotoxico
de uma substancia liberada por determinada planta afetando a germinacdo e o
crescimento de plantas de outra espécie).

A alelopatia é um processo pelo qual produtos do metabolismo secundario de
um determinado vegetal sdo liberados, impedindo ou estimulando a germinacéo e o
desenvolvimento de outras plantas relativamente proximas, atraves da liberacdo de
substancias pelas partes aéreas, subterraneas ou pela decomposicdo do material
vegetal (RICE, 1984; FERREIRA; BORGHETTI, 2004; FUJII; HIRADATE, 2007,
LORENZI, 2000). E um fendmeno frequente em comunidades de plantas nativas ou
cultivadas considerado como mecanismo importante de variagdes na dindmica da
populacdo, sendo responsdvel por alteracdes expressivas na densidade, na
diversidade e no desempenho das espécies, implicando em alteragdes na dinamica
dos agrossistemas (KHANH, 2005).



O efeito alelopéatico pode levar a uma vantagem seletiva para o doador sendo
um mecanismo de defesa desenvolvido ao longo do processo evolutivo
proporcionando uma maior adaptacéo evolutiva, o que leva também a diminuicéo ou
eliminacdo da competicdo por recursos (OLIVEIRA et al., 2014; CHOU, 1999;
CHOU, 2006). Muitas substancias apontadas como alelopaticas estdo também
relacionadas as funcdes de protecdo ou defesa das plantas contra o ataque de
microrganismos e insetos (MEDEIROS, 1990; FERREIRA; AQUILA, 2000). Para
Almeida (1993), constitui uma forma de comunicacdo, permitindo que as plantas
reconhecam os organismos prejudiciais, benéficos ou, até mesmo, indiferentes as
mesmas.

Frequentemente a alelopatia € confundida com o processo de competicao,
contudo, sdo fenbmenos totalmente distintos uma vez que a competicdo reduz ou
remove do ambiente um fator de crescimento necessario a ambas as plantas (luz,
agua, nutrientes e outros) enquanto a alelopatia, ocorre pela adi¢do de um fator ao
meio, produtos do metabolismo secundario (SOUZA; VELINI; MAIOMONI-
RODELLA, 2003).Deve ser enfatizado que sua acdo € eficaz se a liberacdo for
continua por permitir que os efeitos persistam até as culturas subsequentes
(RODRIGUES; PASSINI; FERREIRA, 1999).

Estudos envolvendo alelopatia, uma subarea da ecologia quimica, vém sendo
desenvolvidos na tentativa de determinar novas substancias, que causem algum tipo
de efeito benéfico ou deletério sobre o desenvolvimento de outras plantas ou
microrganismos, visando minimizar o impacto ambiental provocado pelos herbicidas
sintéticos usados nas culturas (BELZ; HURLE, 2004; QIMING et al., 2006).

2.6. Metabolitos secundarios

Os compostos produzidos por espécies vegetais constam de produtos
originarios do metabolismo primério e produtos origindrios do metabolismo
secundario. Entre os metabdlitos primarios, enquadram-se as moléculas essenciais
para o desenvolvimento das plantas, e que estdo presentes em todas as células. Os
produtos originarios do metabolismo secundario, incluindo-se 0s compostos

alelopéticos, por sua vez, ndo estdo envolvidos em processos imprescindiveis ao



metabolismo vegetal e normalmente apresentam producéo restrita a algumas partes
do corpo da planta (HARBONE, 1997; RAVEN, 2010).

Uma vez que 0s vegetais sao sésseis, necessitam de substancias que possam
protegé-los das agressdes que possam sofrer. Os metabolitos secundarios podem
proteger a planta contra a herbivoria e infecgdo por patdgenos e atrair polinizadores e
dispersores, além de atuarem na competicdo planta-planta e na simbiose planta-
microrganismo por meio da alelopatia (LARCHER, 2004; OLIVEIRA-
BASTISDAS, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009; RAVEN et al., 2010).

Os metabdlitos exercem ainda a funcdo de reconhecimento, defesa ou
inibicdo de outras substancias toxicas (LARCHER, 2004), sua produgdo, acimulo e
liberacdo no ambiente, pode ser influenciada por fatores abidticos (GLOBO-NETO;
LOPES, 2007) como radiacdo solar (THARAYIL; TRIEBWASSER, 2010),
temperatura, intensidade luminosa, radiagdo ultravioleta, textura do solo
disponibilidade de &gua e nutrientes. E por fatores bi6éticos como microrganismos,
ataque de insetos (CHOU, 1986; EINHELLIG 1996; BLANCO, 2007) e idade da
planta (LARCHER, 2004).

Entre os compostos secundarios que atuam como aleloquimicos, estdo os
fenois, terpendides, alcaldides, acidos graxos e esterdides. Destes grupos os mais
importantes sdo os terpendides, fenois, e compostos nitrogenados (INDERJIT, 1996)

Os terpenos sdo a maior classe de metabdlitos secundarios existentes nas
plantas. S0 na maioria apolares e insollveis em agua. Alguns terpenos tém papel
importante no desenvolvimento vegetativo das plantas podendo ser considerados
metabolitos primarios. Exemplos destes terpenos sdo as giberilinas, os esteroides de
membrana celular, os carotenoides e o &cido abscisico. Como metabdlito secundério,
os terpenos podem ter acdo alelopatica (DUKE; OLIVA, 2004), inseticida e repelente
contra insetos (VIEGAS-JUNIOR, 2003) e também atuar contra infeccBes de
patégenos (YANG at al., 2006).

Entre os compostos fendlicos mais importantes estdo os derivados do &cido
benzoico, acido caféico e outros fenilpropandides simples, cumarinas, ligninas,
taninos e flavondides (LARCHER 2004). Os derivados do acido benzoico, &cido
caféico, fenilpropanoides simples e cumarinas, estdo relacionados a atividade
fitotoxica (EINHELLIG, 2004). Os taninos hidrolisaveis ou condensados podem ter
acdo alelopatica ou ainda inseticida e repelente, formando complexos protéicos
dificeis de serem digeridos por herbivoros (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os flavonoides



sdo categorizados em antocianinas (pigmentos), flavonas ou flavonois e isoflavonas.
As flavonas ou flavondis, geralmente absorvem luz em comprimento de onda na
regido do UV podendo funcionar como atrativos aos polinizadores e protetores de
tecidos contra o excesso de radiacdo (FERREIRA; OLIVEIRA; SANTOS, 2008). As
flavonas ou flavondis séo descritos ainda como alelopaticos mediadores da interacdo
planta-bactérias simbiontes, e do desenvolvimento de vegetais competidores. As
isoflavonas sdo descritas como inseticidas (EINHELLIG, 2004).

Os compostos nitrogenados de metabolismo secundarios séo os alcaloides, 0s
glicosideos cianogénios, os glucosinolatos e os aminoacidos ndo proteicos (TAIZ;
ZEIGER, 2009). Os alcaldides bastante comuns nos vegetais sao alcalinos e sollveis
em agua. Muitos apresentam acao contra herbivoros pelo sabor amargo, sdo farmacos
importantes ou podem ser aleloquimicos. Os glicosideos cianogénios protegem as
plantas contra a predacdo, uma vez que sdo convertidos em &cido cianidrico no trato
digestivo dos herbivoros (VETTER, 2000).

Estes compostos resultantes do metabolismo secundario exercem influéncia,
principalmente, por ocasionarem efeitos fisiologicos negativos como a inibicdo da
porcentagem e velocidade da germinagdo e a reducdo do crescimento inicial de
plantulas (MACIAS et al., 2007), podendo causar alteracbes em nivel celular, fito-
hormonal, fotossintético e respiratorio, o que, indiretamente, pode interferir na
produtividade agricola e na biodiversidade local, devido a alteracBes na sucessdo
vegetal, na estrutura, dominancia de certas espécies e composicdo das comunidades
vegetais (R1ZVI et al., 1992; CHOU, 1999; CHOU, 2006).

Os metabdlitos secundarios sdo utilizados pela sociedade como produtos
farmacoldgicos, corantes, pesticidas ou como estruturas precursoras na sintese de

substancias orgéanicas dai sua importancia econémica (ALVES; SANTOS, 2002).

2.7. Aleloquimicos

Os aleloguimicos sdo produzidos em diferentes 6rgaos da planta, sendo que a
concentracdo é variavel entre tecidos (DELACHIAVE et al., 1999). O acumulo de
substancias com efeitos alelopaticos tem sido verificado em todos 0s 0rgaos vegetais,
havendo uma tendéncia de acumulo nas folhas (RICE, 1984; GLIESSMAN, 2000;
ANAYA, 1999; SINGH et al., 2001). Os que se localizam nos tecidos mais externos



dos vegetais atuam na defesa contra herbivoros e patdgenos (ALVES; ARRUDA,;
SOUZA-FILHO, 2002) e sdo sintetizados “de novo” quando a planta sofre danos por
esses organismos, constituindo a chamada defesa induzida (HADACEK, 2002).
Aqueles que se acumulam em compartimentos especializados se situando mais
internamente, sendo liberados por exsudacdo, estdo relacionados a competicdo por
recursos entre vegetais (ALVES; ARRUDA; SOUZA-FILHO, 2002; HADACEK,
2002) estabelecendo a chamada defesa constitutiva (HADACEK, 2002).

Plantas sob estresse, como seca extrema ou chuvas prolongadas, podem
apresentar variacdo na producdo de aleloquimicos, embora ndo tenha sido esclarecido
ainda se tal fato também implica no aumento de liberagdo para o meio (SOUZA-
FILHO; ALVES, 2002).

Os aleloquimicos podem apresentar acdo direta ou indireta sobre a planta
alvo. Os efeitos indiretos sdo relativos as alteracbes provocadas pelos referidos
compostos nas propriedades e caracteristicas nutricionais do solo e também nas
populacdes e/ou atividade de organismos que o habitam. Os efeitos diretos, por sua
vez, compreendem alteracdes celulares e metabdlicas, incluindo modificacdes no
funcionamento de membranas, na absorcdo de nutrientes e de agua, na atividade
fotossintética e respiratéria, entre outras (RICE, 1984; RIZVI et al., 1992;
REIGOSA; SANCHEZ-MOREIRAS; GONZALEZ, 1999).

Uma vez introduzidos no ambiente, é necessario o acumulo destes compostos
em quantidades suficientes para que possam afetar outras plantas, além de se
manterem por determinado tempo ou serem liberados continuamente, para que 0s
efeitos sejam persistentes (RODRIGUES; PASSINI; FERREIRA,1999).

A acdo visivel dos aleloquimicos sobre as plantas é somente uma sinalizacéo
secundaria de mudancas anteriores. Assim, o efeito de aleloquimicos de uma planta
sobre a germinacdo e desenvolvimento de outra, envolve processos ocorridos
inicialmente a nivel molecular e celular (FERREIRA; AQUILA, 2000; FERREIRA;
BORGHETTI, 2004), podendo resultar em efeitos sobre a permeabilidade de
membranas, transcricdo e traducdo do DNA, funcionamento dos mensageiros
secundarios, respiracdo, fotossintese, conformacdo de enzimas e de receptores ou
ainda na combinacao destes fatores (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Assim, a vegetacdo de uma determinada area pode ter um modelo de sucesséo
condicionado as plantas preexistentes e as substancias quimicas que as mesmas

liberaram no meio, conforme seu tempo de existéncia no referido ambiente (CHOU,



1999; FERREIRA; BORGHETTI, 2004). E comum verificar efeitos alelopaticos
causados pela introducdo de espécies exdticas, em comunidades nativas (HIERRO;
CALLAWAY, 2003). Em sistemas agroculturais, os efeitos tendem a ser danosos
diminuindo o crescimento e a produtividade (REIGOSA; SANCHEZ-MOREIRAS;
GONZALEZ, 1999; FERREIRA; AQUILA, 2000; FERREIRA, 2004). Estudos
sugerem que as espécies que coexistem por longo periodo de tempo séo tolerantes as
toxinas liberadas pelas mesmas, enquanto, os aleloquimicos liberados por espécies
exoticas podem interferir de forma drastica sobre as espécies nativas (BAIS;
VEPACHEDU; VIVANCO, 2003; HIERRO; CALLAWAY, 2003).

As substéncias alelopéaticas pertencem a diferentes categorias de compostos
secundarios e 0s avangos na quimica de produtos naturais, métodos de extracdo e
isolamento estdo contribuindo para a identificacdo destas substancias (FERREIRA,;
AQUILA, 2000). As saponinas, 0s taninos, glicosideos cianogénicos, alcaloides,
sesquiterpenos, acidos e os flavonoides, estdo entre os aleloquimicos comumente
citados como responsaveis por causarem efeitos diretos e indiretos sobre plantas
receptoras, podendo ser liberados em condicdes naturais, ja que sdo hidrossoluveis
(RICE, 1984; FERREIRA; AQUILA, 2000).

A atividade alelopética raramente é resultado de uma Unica substancia, sendo
mais comum o efeito sinérgico, ou seja, um conjunto de substancias agindo em
associacdo. Assim, torna-se dificil o entendimento dos processos envolvidos pelo
fato de um mesmo composto influenciar diversas func@es bioldgicas, e a uma mesma
funcdo poder ser influenciada por mais de um composto (MALHEIROS; PERES,
2001).

Segundo Rizvi et al., (1992), é quase impossivel enumerar cada um dos
compostos hoje considerados alelopaticos, devido a sua grande diversidade e
quantidade. Entre as rotas de liberacdo estd a volatilizacdo pelas partes aéreas da
planta; a lixiviacdo através da chuva, orvalho e neblina; a exsudacédo pelas raizes, e a
decomposicdo de residuos vegetais (WHITTAKER; FEENY, 1971; CHOU, 1999;
ANAYA, 1999).



2.8. Bioensaios

Vaérios tipos de bioensaios tém sido empregados para investigar e demonstrar
atividades alelopaticas de certas plantas (LEATHER; EINHELLIG, 1988). Tais
ensaios geralmente norteiam a bioatividade de extratos, fragbes e compostos
isolados, sendo de grande utilidade na identificacdo e andlise de substancias
potencialmente toxicas (NOLDIN; YUNES, 2003). O potencial alelopatico destas
substancias varia com a espécie vegetal, com a parte da planta utilizada (JAVAID, et
al., 2006) com o periodo e horario de coleta, entre outros fatores. Frequentemente, 0s
pardmetros analisados para comprovacao do potencial alelopatico de determinadas
espécies sdo a germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas.

Ferreira e Aquila (2000) e Ferreira (2004) argumentaram que a germinacéo é
menos sensivel a acdo de aleloquimicos do que o crescimento da plantula, pois, para
cada semente o fendbmeno é discreto: germina ou ndo germina. O padrdo de
germinacdo é avaliado segundo a germinabilidade, tempo médio de germinacéo,
velocidade de germinacdo entre outros pardmetros (FERREIRA; AQUILA, 2000;
FERREIRA, 2004). J4 o padrdo de crescimento é avaliado, geralmente, segundo a
massa seca da parte aérea e raiz, comprimento da parte aérea e radicular e plantulas,
a presenca ou auséncia de pelos radiculares, formacéo e quantidade de raizes laterais
e ocorréncia de necrose nas radiculas (OLIVEIRA; FERREIRA; BORGHETT,
2004).

Durante a montagem de um bioensaio para avaliar a acdo alelopatica é
importante verificar o potencial osmotico dos extratos a serem testados, um aspecto
pouco considerado e que pode mascarar o efeito alelopatico (FERREIRA; AQUILA
2000). Sementes de espécies cultivadas de boa qualidade que tenha germinacgéo
rapida e uniforme a exemplo do tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) e da alface
(Lactuca sativa L.) sdo frequentemente utilizadas em testes alelopaticos.

De acordo com Souza et al. (2005), a principal vantagem do uso de alface
como alvo de estudos alelopaticos reside na sensibilidade das sementes da espécie,
pois, mesmo em baixas concentraces de aleloquimicos o seu processo de
germinacdo pode ser comprometido. Além disso, a germinacdo € rapida, em
aproximadamente 24 h, possui crescimento linear, é insensivel as diferencas de pH

em ampla faixa de variacao e aos potenciais osmoticos das solucdes (RICE, 1984).



Para uma melhor compreensdo dos efeitos alelopaticos € indispensavel o
conhecimento da natureza quimica dos compostos secundarios. Para tal, a
identificacdo e o isolamento desses compostos sdo de extrema importancia em
estudos envolvendo atividade alelopatica (DURIGAN; ALMEIDA, 1993).

Para elementos da familia Rubiaceae pesquisas envolvendo tal atividade
foram realizadas por Pires et al. (2010) ao testar cascas de Coffea arabica sobre o
crescimento de L. sativa, e as espécies forrageiras Calopogonium muconoides
(Kunth) Benth. ex Hemsl., Stylosanthes capitata Vogel. Santos et al. (2001) ao
verificar a influéncia das coberturas mortas de casca de Coffea arabica (café) e casca
de Oryza sativa L. (arroz ) sobre o crescimento inicial de Amaranthus viridis L.
(caruru-de-mancha). E Rodrigues et al. (2011) através de bioensaios com extrato
aquoso de Coffea arabica L. sobre o desenvolvimento inicial de Glycine max L.
Merril (soja).

Em relacdo a atividade alelopatica de especies do género Psychotria foram
realizados poucos trabalhos podendo-se referir os de Maraschin-Silva e Aquila
(2006) que testaram o extrato aquoso de Psychotria leiocarpa Cham. & Schlecht
sobre geminacdo e desenvolvimento inicial de L. sativa. Corréa; Soares e Fett- Neto
(2007), com o estudo do efeito do extrato aquoso de P. leiocarpa a 4 % (p/v) por
maceracao estatica sobre o desenvolvimento inicial de Arabidopsis thaliana (L.)
Heyhn., L. sativa L. (alface lisa), Oryza sativa L. (arroz) e Quillaja brasiliensis (St.
Hil.). Mart. (sabdo-de-soldado). E estes mesmo autores com a pesquisa da influencia
do extrato aquoso de P. leiocarpa sobre Lactuca sativa em dois tipos de substrato:
um inerte (placas de petri com papel filtro) e um ndo asséptico (terra vegetal ndo
autoclavada) observando uma possivel interferéncia sobre a germinacdo e

crescimento inicial de L. sativa L. (alface lisa).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e Identificacdo do Material Botanico

As folhas de P. viridis foram coletadas no periodo da manha em uma area de

plantio, pertencente ao Centro Espirita Beneficente Unido do Vegetal - CEBUDV,



localizada na Rodovia Vicente Teles s/n, Distrito de Santa Fé, municipio de Crato,
CE.

O material vegetal foi coletado e tratado segundo os métodos usuais de
herborizacdo e identificado por especialista em Rubiaceae. As exsicatas encontram-
se depositadas no Herbario Caririense Dardano de Andrade - Lima da Universidade
Regional do Cariri (HCDAL- URCA), sob o nimero de registro 6159 (Figura 5).

3.2. Preparacao dos Extratos

3.2.1. Extrato Aquoso Bruto

Para a obtencdo do Extrato Bruto Aquoso (EBA) foram utilizadas 200g de
folhas frescas de P. viridis, que foram acondicionadas em sacos plasticos, vedados
para evitar a perda de umidade, identificadas e levadas ao laboratorio para a
realizacdo dos experimentos.

Para estabelecer a quantidade de agua a ser adicionada para extracdo, foi feita
a relacdo entre o peso de matéria fresca (PMF) e o peso de matéria seca (PMS). Para
isso, 100 gramas de folhas frescas foram postas em estufa a temperatura de 75°C, até
peso constante sendo em seguida determinado o peso da matéria seca (PMS). Da
relacdo PMF/PMS foi obtido um indice que foi multiplicado pelo peso de matéria
fresca (100g) correspondendo ao volume de agua destilada em mL a ser adicionada
para obtencdo do Extrato Bruto Aquoso (MEDEIROS, 1989).



Figura 5: Exsicata de Psychotria. viridis depositada no Herbéario Caririense Dardano de Andrade-
Lima (HCDAL) da Universidade Regional do Cariri (2014).

Fonte: Andrade, A.O. (2014)

O Extrato Bruto Aquoso (EBA) foi preparado utilizando-se 100g de folhas
frescas e 427 mL de &gua destilada. Apos a trituracdo, o material foi filtrado com
auxilio de funil de vidro e algoddo, e o liquido resultante centrifugado a 3000 rpm
por 10 minutos para a obtencdo do extrato a 100% de concentracdo. A partir desse
extrato foram feitas diluicbes com &gua destilada nas concentragdes de 75, 50 e 25%.
O controle (0%) foi constituido somente de agua destilada.

O pH de cada concentracdo foi aferido em pHmetro (Tecnal, pHmeter Tec-2)
e devido a alta acidez foi ajustado a um valor entre 6,0 e 8,0 com solucdes de KOH



0,1mol/L e HCI a 5%, conforme recomendado por Macias, Gallindo e Molinillo
(2000).

3.2.2. Extrato Etandlico Bruto

Para o preparo do Extrato Etandlico Bruto (EEB), foram utilizadas 5009 de
folhas frescas de P. viridis trituradas e submetidas a maceracdo com etanol P.A.
(99,3%) e agitacdes periddicas por um periodo de sete dias. Foram utilizados
aproximadamente trés litros de etanol, para que todas as folhas ficassem em contato
direto com o solvente. Ap6s sete dias, procedeu-se a filtragem dessa solucdo e os
materiais solidos foram colocados para secar em estufa a 100°C, para posterior
pesagem da massa seca, sendo o solvente evaporado em evaporador rotativo a vacuo,
e concentrado em banho-maria. Este procedimento foi realizado no Laboratério de
Pesquisas de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri
(URCA).

3.2.3. Frac0es

Para obtencdo das fracdes, o extrato foi fracionado a partir de filtracdo a
vacuo com a utilizagcdo de solventes de diferentes polaridades. Utilizou-se 10,9
gramas do extrato etanolico das folhas de P. viridis, misturando-se a silicagel e, em
seguida, transportado para um funil de Buchner com papel de filtro, acoplado a um
kitassato e bomba de vacuo para filtracdo. Os solventes hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol foram vertidos sobre a mistura um a um, obedecendo a
escala crescente de polaridade, a fim de se obter as fracdes desejadas. Cada fracao foi
concentrada em evaporador rotativo e levada a banho-maria, para retirada de todo o
solvente. Foram obtidos os seguintes rendimentos: fracdo hexanica: 0,42g; fracdo

diclorometano: 1,03g; fracdo acetato de etila: 1,25¢g e fracdo metandlica: 7,01g.

3.3. Bioensaios

Os testes de alelopatia foram conduzidos no Laboratério de Botanica

Aplicada (LBA) do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Regional



do Cariri. Os bioensaios para 0 extrato aquoso constaram de cinco tratamentos nas
concentragfes de 100, 75, 50 e 25%, mais um grupo controle (dgua destilada)
dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC). Cada
tratamento foi composto por cinco repeticbes com 20 sementes de Lactuca sativa L.
totalizando 100 sementes por tratamento. Para o extrato etandlico e as fragdes as
concentragdes foram: 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.

O Extrato Etanodlico Bruto e as fragdes de P. viridis foram dissolvidos em
etanol a 66% na propor¢do de 1:1m/v, ou seja, 100 mg do EEB para 100 mL do
etanol, obtendo-se assim a solugdo estoque de 100%, j& as concentracGes de 6,25,
12,5, 25, 50% foram obtidas por diluicdo (MAZZAFERA, 2003).

Os experimentos foram conduzidos em placas de Petri, previamente
autoclavadas contendo dois discos de papel filtro, sobre as quais foram dispostas as
sementes de alface. Em cada placa foram adicionados 3 mL de cada concentracéo do
extrato, enquanto o controle foi umedecido com 3 mL de &gua destilada. Os
experimentos foram conduzidos em camara de germinacdo do tipo BOD a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas por sete dias.

Para os bieosaios com o0 extrato etandlico e as fragdes as placas foram
deixadas abertas durante 48 horas para completa evaporacdo do alcool
(MAZZAFERA, 2003). O experimento constou de cinco tratamentos e um controle
com cinco repeticdes cada. Para cada repeticdo foram utilizadas 20 sementes de L.
sativa distribuidas aleatoriamente, totalizando 100 sementes por tratamento. Apos as
48h foram adicionados, em cada placa, 3 mL de agua destilada. As placas de Petri
contendo os didsporos foram seladas com filme plastico para garantir o modelo de
sistema fechado e levadas a uma camara de germinacdo (BOD), com temperatura
constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, adequadas as espécies receptoras.

As solugdes que apresentaram pH fora do ideal para germinacdo foram
ajustadas com solucdo de KOH 0,1N e HCI a 5% e as medicdes foram realizadas

com auxilio de um pHmetro (Tecnal, pHmeter Tec-2).



3.4. Variaveis Avaliadas

3.4.1. Germinacdo e indice de velocidade de germinacao

A germinacdo das sementes foi verificada 7 dias apds a semeadura, sendo
considerada germinada a semente que apresentou protusdo radicular acima de 2mm.
A porcentagem de germinacdo (PG) foi calculada de acordo com a férmula abaixo,

conforme proposto por Laboriau e Valadares (1976).

PG = (N/A).100
Em que:
N - nimero total de sementes germinadas.

A - nimero de sementes colocadas para germinar.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi avaliado a cada 24h, sendo
determinado através do somatorio da razdo entre 0 nimero de sementes germinadas
no dia i (ni) e o numero de dias (i), de acordo com a formula abaixo, conforme

proposto por Fernandes; Miranda e Sanqueta, (2007).

IVG = (Z ni/ i)
Em que:
ni - Numero de sementes germinadas no dia i.

i - Numero de dias.
3.4.2. Biometria do cauliculo e radicula
Para medicdo do comprimento dos cauliculos e radiculas de L. sativa foram

utilizadas 5 plantulas por repeticdo, totalizando 25 por tratamento. As medi¢oes

foram realizadas com auxilio de paquimetro digital e expressas em centimetro.



3.4.3. Caracteristicas fisico-quimicas do extrato

Foram analisados os pH dos extratos aquoso, etanolico e fracdes nas
diferentes concentracGes, com auxilio de pHgametro e a osmolaridade do extrato
aquoso com Osmometro (P2L -1000 Tecnologia em Equipamentos). As medidas dos
potenciais osméticos nas diferentes concentracdes, foram obtidas em mOsm/kg e
convertidos para pressdo osmotica (MPa) através da equacdo abaixo (LARCHER,
2004):

n=-W x 0,00832 x Tabs

Em que:
7 = Pressdo Osmotica em MPa;
W = Potencial Osmotico em Osm/kg;

Tabs = Temperatura absoluta, em Kelvin.

3.5. Analises Estatisticas

A anélise estatistica dos dados de Porcentagem de germinacdo, indice de
Velocidade de Germinacgdo, comprimento dos cauliculos e radiculas, consistiu da
andlise de variancia e de regressdo polinomial, pelo programa ASSISTAT versédo 7.7
beta. Equacdes de regressdo cujos valores de R® < 0,7 foram desconsiderados nas

representacdes graficas.

3.6. Quantificacdo Quimica por HPLC

3.6.1. Extrato Aquoso Bruto

As analises cromatogréaficas de fase reversa foram realizadas sob as condigdes
de gradiente usando coluna de Phenomenex Cig (4,6 mm x 250 mm) empacotada

com particulas de diametro de 5um; a fase mével foi dgua contendo 2% de acido

formico (A) e metanol (B), e a composicdo do gradiente foi: 17% de B até 10 min



com mudanga; 20, 30, 50, 70 e 10% B a 20, 30, 40, 50 e 60 min, respectivamente,
seguindo 0 método descrito por Klimaczewski et al. (2014).

3.6.2. Extrato Etandlico Bruto

As andlises cromatograficas de fase reversa foram realizadas sob as condi¢es
de gradiente utilizando coluna Cig (4,6 mm x 250 mm) empacotada com particulas
de didametro de 5um; como fase movel foi usada agua contendo 2% de &cido acético
(A) e metanol (B), e a composicdo do gradiente foi: 5% de (B) até 2 min com
mudanca; 25% (B) até 10 min; 40, 50, 60, 70 e 80% (B) a cada 10 minutos; seguindo
0 método descrito por Barbosa Filho et al., (2014).

3.6.3. Frac0Oes

A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna Cig (4,6 mm x 250
mm) empacotada com particulas de diametro de 5um; a eluicdo binaria do gradiente
de eluente A (0,05% de &cido trifluoroacético em agua) e eluente B (acetonitrila
100%) foi utilizada para a detecgdo dos compostos. O programa de elui¢do foi fixado
como se segue: 5% de B entre 0-5 minutos, 12% de B entre 5-50 minutos, 30% de B
entre 50-51 minutos, 90% de B entre 51-56minutos, e 5% de B entre 56- 70 minutos
(COLPO et al., 2014).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extrato Aquoso

Os resultados da influéncia do extrato aquoso das folhas de P. viridis sobre a
germinac3o, o Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG) e o desenvolvimento de L.
sativa foram significativos ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01), apresentado

influéncia tanto negativa quanto positiva.



4.1.1. Germinacdo e Indice de Velocidade de Germinagio (IVG)

A germinacao de L. sativa foi estimulada na presenca do extrato de P. viridis
nas concentracdes de 25% e 50% e inibida na concentracdo de 75% e 100% em

relacdo ao controle, com expressao cubica da equacao de regressao (Figura 6).
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Figura 6: Porcentagem de germinacdo de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentragdes do
Extrato Bruto Aquoso (EBA) das folhas de Psychotria. viridis.

As alteracdes no padrdo de germinacdo podem resultar de diversos efeitos
causados em nivel primario. Entre esses, Ferreira e Aquila (2000), destacam
alteracdes na permeabilidade de membranas, na transcri¢do e tradugdo do DNA, no
funcionamento de mensageiros secundarios, na respiracao, devido ao sequestro de
oxigénio, na conformacdo de enzimas e receptores, ou ainda pela combinacdo destes
fatores. Na presente pesquisa apesar da germinacao ter sido afetada, o crescimento
inicial da alface sofreu efeitos mais acentuados por parte da maioria dos extratos. As
substancias presentes nos extratos foram capazes de inibir o crescimento das
plantulas, além de causarem altera¢Ges no aspecto morfoldgico das mesmas.

Neste contexto, Reigosa; Sanchez-Moreiras e Gonzalez (1999) relataram que

os efeitos dos aleloquimicos nos diferentes processos fisioldgicos de uma planta séo



dependentes da concentragdo, ou a0 menos se espera que sejam promovendo
ativagdes em baixas concentragdes e inibicbes em altas concentragdes. No entanto
Petersen et al. (2001), afirmaram que substancias aleloquimicas podem, em baixas
concentracOes, atrasar a germinacdo e, em altas concentragdes, penetrar nas sementes
tornando-as inviaveis.

O indice de Velocidade de Germinagéo (IVG) foi reduzido significativamente
nas concentracdes de 50, 75 e 100%, com modelo linear de regressdo dos dados
(Figura 7). Resultados similares foram obtidos por Pires et al. (2010), ao verificarem
que o percentual de germinacdo e o IVG de C. muconoides, S. capitata e L. sativa
foram influenciados negativamente pelo extrato aquoso das folhas secas de Coffea
arabica L. (Rubiaceae) sendo tal fato atribuido a xantina (alcaloide), poderoso
inibidor de crescimento. E Rodrigues et al. (2011) ao observarem que 0 extrato das
folhas secas de C. arabica provocou uma reducdo sobre o indice de velocidade de
germinacdo de Glycine max (L.) Merr. (soja).
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Figura 7: indice de Velocidade de Germinagio das sementes de Lactuca sativa submetidas ao Extrato
Aquoso Bruto das folhas de Psychotria. Viridis nas diversas concentragdes.



4.1.2. Biometria do cauliculo e da radicula

O comprimento do cauliculo das plantulas de L. sativa foi estimulado na
concentracdo de 25 e 50%; e reduzido na concentracdo de 75 e 100%, quando
comparadas ao controle, com expressdo cubica da equacdo de regressdo (Figura 8).
Maraschin-Silva e Aquila (2006), ao testarem a influéncia do extrato das folhas de
cinco espécies, observaram que apenas 0s extratos de P. leiocarpa foram capazes de
reduzir o tamanho do hipocotilo das plantulas de alface, em relacdo ao controle,
observando-se também um escurecimento das raizes, somando-se ao aspecto fragil e

quebradico das plantulas.
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Figura 8: Comprimento médio dos cauliculos de Lactuca sativa sobre o efeito do Extrato Aquoso
Bruto das folhas de Psychotria..viridis nas diferentes concentragdes.

O comprimento da radicula das plantulas de alface foi inibido nas
concentragfes de 50, 75 e 100%, inversamente proporcional & dose, isto é quanto
maior a concentracdo do extrato, menor o comprimento das radiculas, com modelo

linear de regressédo dos dados (Figura 9). Rodrigues et al. (2011) ao testarem extratos



aquoso de C. arabica sobre o desenvolvimento inicial de soja, observaram que
houve redugdo no comprimento da raiz em todas as concentragbes do extrato

testadas.
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Figura 9: Comprimento médio das radiculas Lactuca sativa sobre o efeito do Extrato Aquoso Bruto
das folhas de Psychotria. viridis nas diferentes concentragdes.

Os resultados obtidos na presente pesquisa, corroboram com os de Santos et
al. (2001) ao confirmarem a inibicdo do crescimento de Amaranthus viridis L., sobre
coberturas mortas de casca de café.

Corréa, Soares e Fett-Neto (2007) ao testarem a influéncia do Extrato Aquoso
Bruto de P. leiocarpa sobre o crescimento inicial de L. sativa, observaram uma
diminuicdo da porcentagem de germinagdo e comprimento do cauliculo e da radicula
dessa ultima espécie.

Todas as médias obtidas com germinacdo, 1VG, Comprimento do cauliculo e
da radicula de L. sativa submetidas ao extrato etanolico e fracbes de P. viridis estdo

apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1: Medias + Desvio Padrao da germinacgdo, IVG, comprimento dos cauliculos e radiculas de
alface submetidas ao EBA de Psychotria.viridis.

Concentracdo  Germinagdo** IVG** Cauliculo** Radicula**
(%)

Controle 15,4 + 1,67 36,66 * 4,69 2,87+£0,41 1,65+0,21
25% 172+1,78 35,85+ 6,17 3,91+0,22 1,60 + 0,25
50% 17,0+ 2,00 28,03 £ 8,38 3,58 +0,42 1,34 £0,22
75% 13,4 £ 1,67 22,23 + 4,45 2,59 +£0,42 0,98+ 0,14
100% 13,8+ 1,30 20,75 £ 2,60 2,35+£0,40 0,88+0,11

(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).

4.1.3. Osmolaridade e pH

Na Tabela 2 encontram-se os valores de pH e do potencial osmotico do
extrato aquoso de P. viridis para as concentracGes de 25, 50, 75 e 100%. Vale
ressaltar que os valores de pH obtidos ndo sdo recomendados para germinacdo de
sementes e crescimento de plantulas, tendo sido portanto, feito ajuste do pH dos

extratos para uma faixa de 6,0 como recomendado para testes alelopaticos.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas do Extrato Aquoso Bruto das folhas de Psychotria viridis.

Concentraces (%) pH normal pH ajustado Osmolaridade (Mpa)
25 4,67 6,13 -0,063
50 4,74 6,05 -0,093
75 4,73 6,17 -0,143
100 4,72 6,23 -0,181

A verificacdo do pH e do potencial osmoético € importante, pois 0s extratos
podem conter solutos como agUcares, aminoécidos e acidos organicos que podem
mascarar o efeito alelopatico dos extratos por interferir no pH e serem
osmoticamente ativos. Um potencial osmotico elevado pode refletir na germinagéo
das sementes atrasando a velocidade da mesma (FERREIRA e AQUILA, 2000).



Os valores de potencial osmotico apresentado na Tabela 2, estdo de acordo
com os padrdes aceitiveis para a germinacdo e desenvolvimento de plantulas em
testes com potenciais alelopaticos, os quais ndo devem ultrapassar -0,2 Mpa como
afirmam Gatti; Perez e Lima (2004); Mano (2006) e Gatti; Perez e Ferreira (2007).

Portanto, os valores obtidos para pH e potencial osméticos do extrato de P.
viridis, estdo dentro do recomendado, descartando-se, assim, a possibilidade de
interferéncia do pH e do potencial osmético nos resultados, indicando que a a¢do do
extrato da espécie em estudo seja consequéncia dos metabolitos secundarios

produzidos pela mesma.

4.2. Extrato Etanolico e Fragoes

4.2.1. Germinacéo e IVG

A germinagédo de L. sativa foi influenciada tanto de forma positiva quanto
negativa pelas fracfes acetato de etila e metandlica com significancia ao nivel de 5%
de probabilidade (0,01< p< 0,05) para a fragdo acetato de etila e 1% de probabilidade
(p < 0,01), para a fracdo metandlica. O indice de Velocidade de Germinacdo (IVG),
sofreu influéncia apenas da fragdo diclorometano com significancia ao nivel de 5%
de probabilidade (0,01 <p <0,05).

A germinacdo das sementes de L. sativa foi estimulada na concentracdo de
6,25% e inibida nas concentracdes de 50 e 100%, pela fracdo de acetato de etila, com
modelo linear de regressdo dos dados (Figura 10). Ja, com o tratamento da fracéo
metanolica a germinacédo foi inibida nas concentragdes de 6,25; 12,5 e 50%. O fato
do Extrato Etandlico Bruto e da fracdo de diclorometano ndo terem afetado a
germinacdo pode ser explicado por Ferreira e Borghetti (2004), os quais relatam que
o efeito alelopéatico ndo se da, frequentemente, sobre a porcentagem de germinacao
final, e sim sobre a velocidade de germinacdo ou sobre outra varidvel, como o

comprimento médio da raiz primaria.
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Figura 10: Germinacdo de sementes de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentragbes da
fracdo acetato de etila.

As alteracbes no padrdo da germinacdo, segundo Ferreira (2004) podem ser
decorrentes da acdo dos metabolitos secundarios sobre a permeabilidade de
membranas, da transcricdo e traducdo de DNA, da respiracdo, por sequestro de
oxigénio (fenois), da conformacdo de enzimas e de receptores ou, ainda, da
combinacdo destes fatores. Souza Filho (1997) destaca que uma mesma substancia
pode desempenhar vérias funcbes, dependendo de sua concentracdo e forma de

translocacéo.

Pires (2010) ao testar a influéncia do extrato aquoso da casca de C. arabica
(Rubiaceae), sobre sementes e pléantulas de L. sativa verificou a ocorréncia de efeitos
negativos acentuados no percentual de germinacdo, no indice de velocidade de
germinacdo, na contagem final das sementes germinadas e no peso da matéria seca,
comprovando que a casca de café possui elementos que provocam uma inibi¢do do
crescimento de L. sativa e das espécies forrageiras C. mucunoides e S. capitata.
Almeida (1988) trabalhando com casca de café observou que o extrato aquoso desse
residuo promoveu a inibi¢do do crescimento de vérias espécies de plantas silvestres

inclusive o Amaranthus retroflexus L. (caruru-gigante).



A fragéo diclorometano foi o Gnico tratamento que causou inibigdo no Indice
de Velocidade de Germinacdo das sementes de alface, com significancia ao nivel de
5% de probabilidade (0,01< p < 0,05), nas concentrag¢fes de 6,25; 12,5; 25 e 100%,

com expressdo cubica da equacdo de regressao (Figura 11).
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Figura 11: indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), de sementes de Lactuca sativa submetidas a
diferentes concentracdes da fragdo diclorometano de Psychotria.viridis.

Frescura (2012) testou a influéncia alelopatica de Psychotria brachypoda
(Mull. Arg.) Briton e Psychotria birotula Smith sobre Eruca sativa M. e constatou
que apenas 0 extrato de P. brachypoda na concentracdo 20 mg/L inibiu
significativamente a porcentagem de germinacdo e o IVG de E. sativa, em

consonancia com os resultados obtidos no presente trabalho.

4.2.2. Biometria do cauliculo e radicula

O comprimento do cauliculo de L. sativa sofreu influéncia do EEB e das
fracOes diclorometano e metandlica, j& para comprimento das radiculas todas as

fracOes e o EEB causaram efeito alelopatico.



Com relagdo ao comprimento do cauliculo o EEB causou um efeito variavel
em seu desenvolvimento com um aumento em seu comprimento na concentracao de
6,25%, seguida de um decréscimo nas concentracdes de 12,5 e 25% e novamente um
aumento nas concentracdes de 50 e 100%, quando comparadas ao controle, com
modelo linear de regressdo dos dados (Figura 12). O estimulo no crescimento de
plantulas vem sendo rotineiramente descrito em trabalhos relacionados a alelopatia e
possivelmente, este processo pode estar relacionado a influéncia do extrato sobre a
producdo fito-hormonal da espécie alvo ou aumento na sensibilidade de seus tecidos
(Rice, 1984). Segundo Hong et al. (2004), o maior crescimento das plantulas em
menores concentracOes de extratos pode ser um mecanismo de protecao.

Ja para Goldfarb et al. (2009) isso pode estar relacionado ao fato que um dado
composto quimico tem efeito inibitério ou estimulante, dependendo da concentragédo

do mesmo no ambiente.
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Figura 12: Comprimento do cauliculo de plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentragdes do Extrato Etandlico Bruto (EEB) de Psychotria. viridis.

Determinados extratos em baixas concentragdes podem inibir o crescimento
de determinadas espécies, mas ndo de outras, isso mostra que ndo ha padrdo de
respostas quanto a concentracao, necessitando sempre testes especificos envolvendo
plantas teste e concentracdo do extrato (PREMASTHIRA; ZUNGSONTIPORN,

1996). Além disso, o efeito do tipo de extrato depende da sensibilidade da planta



teste para com o aleloquimico, sendo que, em determinadas espécies uma substancia
alelopética pode ser inibidora da germinagdo ou do crescimento e, em outra, esta

mesma substancia pode ser indcua ou estimulante (ALMEIDA, 1988).

Ja as fracGes diclorometano e metandlica inibiram o comprimento do
cauliculo de L. sativa em todas as concentracOes testadas, com significancia ao nivel
de 5% de probabilidade (0,01< p < 0,05) e com expressdo cubica da equagdo de
regressao (Figuras 13 e 14).

Maraschin-Silva e Aquila (2006) testaram o potencial alelopatico de cinco
espécies nativas, no entanto, para o parametro comprimento do cauliculo, a espécie
P. leiocarpa, foi a Unica capaz de reduzir o tamanho do hipocétilo das plantulas de
alface, inibindo também o comprimento das radiculas deixando-as com um aspecto

fragil e quebradico.
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Figura 13: Comprimento do cauliculo de plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentragdes da fracdo diclorometano de Psychotria.viridis
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Figura 14: Comprimento do cauliculo de plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentragdes da fragdo Metandlica de Psychotria viridis.

O comprimento da radicula das plantulas de L. sativa foi inibido por todos os
tratamentos testados, com significancia ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01),
para 0 EEB e fracdo diclorometano e ao nivel de 5% de probabilidade para a fracdo

de acetato de étila e metanolica (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Comprimento da radicula de plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentragdes do Extrato Etandlico Bruto (EEB) de Psychotria viridis.
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Figura 16: Comprimento da radicula de plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentragdes da frag8o acetato de etila de Psychotria viridis.



Resultados similares foram obtidos por Frescura (2012) para duas espécies de
Psychotria com ambas inibindo o comprimento da radicula de E. sativa, de forma
proporcional ao aumento da concentracdo dos extratos. E Rodrigues et al., (2011)
que verificou que C. arabica inibiu a porcentagem de germinacdo, IVG,
comprimento da radicula e 0 peso da biomassa radicular de G. max quando testada a
influéncia de seu extrato aquoso foliar.

O crescimento inicial das plantulas é mais sensivel que a germinacao, pois
para cada semente o fendbmeno é discreto, germinando ou ndo (FERREIRA;
AQUILA, 2000). Em geral, as raizes sdo mais sensiveis as substancias presentes nos
extratos quando comparadas com as demais estruturas das pléntulas (CHON;
COUTTS; NELSON, 2000). Isso se deve ao fato das raizes estarem em contato
direto e prolongado com o extrato (aleloquimicos) em relacdo as demais estruturas
das plantulas (CHUNG et al., 2001) e/ou a um reflexo da fisiologia distinta entre as
estruturas (AQUILA et al., 1999).

Segundo Hoffmann et al. (2007) o alongamento da parte aérea e das raizes €
dependente de divisdes celulares, da formacdo do cambio e dos vasos xilematicos e
essas estruturas sé@o dependentes da particdo de nutrientes pela plantula. Como as
plantulas de L. sativa apresentaram reducgdo das raizes, presume-se que as mesmas
foram afetadas por fitoconstituintes presentes no extrato. O sistema radicular das
plantas é sensivel a acdo de aleloguimicos porque o seu alongamento depende de
divisbes celulares que, se inibidas comprometem o desenvolvimento normal
(HOFFMANN et al., 2007). Assim, quanto menor o IVG, maior a dificuldade para a
planta se alongar, conforme o observado com a fracdo de diclorometano.

Todas as medias obtidas com germinacdo, IVG, Comprimento do cauliculo e
da radicula de L. sativa submetidas ao extrato etandlico e fracGes de P. viridis estdo

apresentadas na Tabela 3.



Tabela 3: Medias + Desvio Padrao da germinacdo, IVG, comprimento dos cauliculos e radiculas de

Lactuca sativa submetidas ao EEB e as fragdes diclorometano, acetato de étila e metandlica, de

Psychotria.viridis.

Etanélico Germinacdo™ IVG"™ Cauliculo™ Radicula”™
Controle 1540+1,67 36,66+x469 2,26+0,23 1,99 +£0,21
6,25% 16,0 £ 1,87 38,48+£3,83 2,75+0,31 1,44 + 0,06
12,5% 1640+151 38,63+£455 2,09+0,23 1,23 +£0,20
25% 16,20+ 2,58 39,39+7,48 2,25 0,29 1,01 £0,29
50% 1460+£2,40 31,59%+10,5 3,14 +0,32 1,21 £0,25
100% 1460+2,30 3538%£570 2,66+0,23 0,78+ 0,10
Diclorometano Germinagao™ IVG Cauliculo”™  Radicula”
Controle 1540+1,67 36,66+4,69 2,26+0,23 1,99+0,21
6,25% 1520+2,28 31,82+556 1,85+0,23 1,25+0,17
12,5% 16,0+ 1,22 34,70 £5,40 1,96 £0,21 1,70 £0,21
25% 15,60 1,51 34,04+£369 156+0,14 1,66 £0,13
50% 1760+£194 36,85+4,82 1,66+0.16 159+0,31
100% 15,8 £ 1,30 2945+541 1,66 %0,05 1,63+£0,52
A.deEtila  Germinacéo IVG™ Cauliculo™  Radicula”™
Controle 1540+1,67 36,66+469 2,26+0,23 1,99 +£0,21
6,25% 16,20+ 1,30 35,33+240 2,02+0,32 1,49 £ 0,26
12,5% 1540+2,07 32,67x+553 2,27+0,32 1,60 £ 0,40
25% 1540+2,30 3292791 2,26+0,34 1,67 +£0,29
50% 13,60 £ 3,13 29,55+10,33 2,16 +0,31 0,80+ 0,28
100% 1340+2,70 31,17+£9.95 2,12+0,26 0,88 + 0,40
Metandlico ~ Germinacdo” IVG"™ Cauliculo™  Radicula’
Controle 1540+1,67 36,66+469 2,26+0,23 1,99+0,21
6,25% 150+£1,22 36,43+£1,43 1,73+0,27 1,30 £ 0,29
12,5% 1460+054 3460+1,05 1,85+0,07 1,33+£0,15
25% 16,0 £ 2,55 39,09+£580 2,01+0,29 1,18 £ 0,36
50% 1420+0,83 33,62+3,23 1,71+0,39 1,29 £ 0,54
100% 1540+2,07 31,88+£490 2,06+0,16 1,38 £0,30

(*) significancia ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 <p <0,05).
(**) indica diferenca do controle a um nivel de significancia de 1% de probabilidade (p < 0,01).



4.2.3.pH

Os valores obtidos de pH do Extrato Etanolico Bruto (EEB) e das fracdes,
estavam diferentes do ideal para a germinacdo de sementes e desenvolvimento de
plantulas como pode ser observado na tabela 4, tendo sido necessaria a corre¢do do

pH dos extratos e fracGes para 6,0 ou proximo a esse valor.

Tabela 4: Valores do pH para as concentracdes dos extratos etanolico e fracGes das folhas frescas de
Psychotria viridis.

Tratamentos Concentracéo (%0) pH Normal pH Corrigido
6,25 5,6 6,3
12,5 6,0 -
Etanodlico 25 6,4 -
50 5,2 6,5
100 51 6,6
6,25 6,1 -
12,5 5,8 6,1
Diclorometano 25 59 6,1
50 57 6.0
100 5,4 6,3
6,25 55 6,0
12,5 58 6,0
Acetato de Etila 25 7,0 6,7
50 6,2 -
100 54 6,7
6,25 4,9 6,4
12,5 4,9 6,3
Metandlico 25 5,0 6,6
50 53 6,3
100 4,5 6,3

Macias et al. (2000) recomendam que o pH dos extratos aquosos seja ajustado
para 6,0; pois esta € a faixa de pH ideal para a germinacdo de sementes e observagéo
dos efeitos alelopaticos. Tanto a germinagdo como o crescimento das plantulas séo
afetados quando o pH é extremamente alcalino ou extremamente acido (ROY, 1986),
com efeitos deletérios observados em condicdes de pH abaixo de 4 e superior a 10
(EBERLEIN, 1987). Para Ferreira e Aquila (2000) os extratos podem conter solutos



como acgucares, aminoacidos e &cidos orgénicos que podem mascarar o efeito

alelopatico dos extratos por interferir no pH.

4.2.4. Quantificagdo de Compostos por CLAE

O método analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
revelou no extrato aquoso de P. viridis como pode ser observado na Tabela 5, a
presenca do acido galico (tempo de retencdo (tR) = 11,85 min ; pico 1), catequina (tR
= 16,27 min; pico 2), o &cido clorogénico (tR = 20,63 min ; o pico 3), &cido cafeico
(tR = 23,81 min ; pico 4), rutina (tR = 32,19 min ; pico 5) e quercetina (tR = 42,05
min ; pico 6) (Figura 17).

Tabela 5: Tabela 5: Quantificagdo de compostos fendlicos e flavonoides presentes no Extrato Aquoso
das folhas de Psychotria. viridis.

P. viridis LOD LOQ

Compostos
mg/mL % ug/mL ug/mL
Acido galico 2,76 £0.03a 0,27 0,031 0,102
Catequina 495+0.01b 0,49 0,009 0,029
Acido clorogénico 454+0.01c 0,45 0,016 0,053
Acido caféico 5,71+0.02d 0,71 0,008 0,024
Rutina 1,93+0.03¢ 0,19 0,023 0,083
Quercetina 0,47 +0.01f 0,04 0,027 0,088

LOD: limite de deteccdo e LOQ: limite de quantificagéo.
Os resultados sdo expressos como médias + desvio padréo (DP ) de trés determinacfes. Médias
seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a p < 0,05



Figura 17: Compostos fenolicos e flavonoides presente no Extrato Aquoso Bruto das folhas de
Psychotria viridis. Acido galico (pico 1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), acido caféico
(pico 4), rutina (pico 5) quercetina (pico 6).

Para a amostra do EEB foi possivel detectar e quantificar, acido galico (tR-
10,67 min, pico 1), o &cido cloro génico (tR = 20,07 min, pico 2), acido caféico (iR =
24,91 min, pico 3), orientina (tR = 27,86 min, pico 4), vitexina (tR = 43,27 min, 5 de
pico), a quercetina (tR = 49,11 min, pico 6) e apigenina (tR = 62,73 min, pico 7)
(Tabela 6). Tais resultados caracterizaram a presenca de flavonodides (orientina e
vitexina), grupo dos flavonois (quercetina e catequina), flavonas (Apigenina) e
compostos fendlicos acidos (acido galico, &cido clorogénico, e acido caféico) (Figura
18).



Tabela 6: Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides presentes no Extrato Aquoso das
folhas de Psychotria. viridis.

Psychotria viridis LOD LOQ

Compostos

mg/mL % pg/mL pg/mL
Acido Galico 257+0.03a 0,25 0,011 0,037
Acido Clorogénico 598+0.01b 0,59 0,025 0,083
Acido Caféico 8,43+0.01c 0,84 0,009 0,029
Orientina 579+0.02b 0,57 0,018 0,059
Vitexina 13,06 +0.01d 1,30 0,027 0,091
Quercetina 6,12+ 0.03 b 0,61 0,030 0,099
Apigenina 8,53+0.01c 0,85 0,024 0,079

LOD: limite de deteccdo e LOQ: limite de quantificag&o.
Os resultados sdo expressos como média £ E.P. de trés determinagdes. Médias seguidas de letras
diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,01.
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Figura 18: Compostos fendlicos e flavonoides presente no Extrato Etanolico das folhas de Psychotria
viridis. Acido galico (pico 1), &cido clorogénico (pico 2), acido caféico (pico 3), orientina (pico 4),
vitexina (pico 5), quercetina (pico 6) e apigenina (pico 7).



Jé& para as fracGes (metanol, acetato de étila e diclorometano), observa-se na

Tabela 7, a presenca do acido gélico (o tempo de retengdo de TR-10,73 min, pico 1),

catequina (tR = 17,04 min, pico 2), o &cido clorogénico (tR = 22,19 min, pico 3),

acido caféico (tR = 26,53 min, pico 4), acido elagico (tR = 29,45 min, 5 de pico), a

rutina (tR = 38,91 min, pico de 6), quercetina (tR = 49,11 min, pico 7), luteolina (TR
= 54,30 min, pico de 8) e apigenina (tR = 59,78 min, pico de 9) (Figuras 19, 20 e 21).

Tabela 7: Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides das fragdes diclorometano, acetato de
étila e metandlica das folhas de Psychotria.viridis.

Psychotria viridis LOD LOQ

Compostos Metanolica Acet. Etila Diclorometano pg/m
mg/mL mg/mL mg/mL ho/mL- L

Acido Galico 349+0,01a 1,07+0.03a 0,53+0.03a 0,018 0,059
Catequina 0,87+0,03b 1,83+0.01b 1,14+0.02 b 0,027 0,091
Acido Clorogénico 6,02+0,01c 9,36 £0.01c 0,62+0.03a 0,030 0,099
Acido Caféico 3,56 £0,01a 11,29 +0.02d 219+0.01c 0,009 0,029
Acido Elagico 3,09 £0,02d 11,05+0.03d 248+0.01c 0,011 0,037
Rutina 3,82+0,03e 1,76 £0.01b - 0,025 0,083
Quercetina 8,05+0,03f 8,12+0.01e - 0,013 0,045
Luteolina 397+0,01¢g 6,04 £0.02 f 3,97+0.03e 0,008 0,026
Apigenina 2,86 +0,01h 3,45+0.03¢g 2,15+0.03c 0024 0,079

LOD: limite de deteccdo e LOQ: limite de quantificag&o.
Os resultados sdo expressos como média + E.P. de trés determinacGes. Médias seguidas de letras

diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,05.
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Figura 19: Compostos fendlicos e flavonoides presente na fragdo diclorometano das folhas de
Psychtria viridis. Acido gélico (pico 1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), &cido caféico
(pico 4), acido elagico (pico 5), a rutina (pico 6), quercetina (pico 7), luteolina (pico 8) e apigenina
(pico 9).
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Figura 20: Compostos fendlicos e flavonoides presente na fracdo acetato de étila das folhas de
Psychotria. viridis. Acido galico (pico 1), catequina (pico2), acido clorogénico (pico 3), acido caféico
(pico4), acido elagico (pico 5), a rutina (pico 6), quercetina (pico 7), luteolina (pico 8) e apigenina
(pico 9).



Figura 21: Compostos fenolicos e flavonoides presente na fragao metandlica das folhas de Psychotria
viridis. Acido galico (pico 1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), &cido caféico (pico 4),
&cido eléagico (pico 5), a rutina (pico 6), quercetina (pico 7), luteolina (pico 8) e apigenina (pico 9).

Os 4acidos galicos, clorogénico e caféico, foram detectados em todos os
extratos e fracGes analisadas. A orientina e a vitexina s6 foram encontradas no
Extrato Etanolico Bruto de P. viridis, destacando também a catequina que soO esteve
ausente no extrato etandlico, a apigenina ausente apenas no extrato aquoso e a
quercetina que s6 ndo foi detectada na fracdo diclorometano. De acordo com 0s
resultados obtidos, observou-se que o teor de compostos fenolicos foi maior na
fracdo acetato de étila, e para flavonoides foi maior no Extrato Etandlico Bruto,
sendo observando também menores concentracfes de compostos fendlicas na fragcdo

diclorometano e de flavonoides no extrato aquoso.

Na ecologia quimica, vem sendo ressaltada a participacdo de fen6is como a
hidroquinona, o acido elagico e ésteres de acido galico na defesa das plantas, além de
participarem da inter-relacdo entre animais e vegetais, com atividades como a
inibicdo da germinacdo de sementes, do crescimento de fungos e de plantas em geral

(SIMOES et al., 2010), o que caracteriza a acio alelopatica, na fracdo acetato de



etila, que foi o tratamento que mais inibiu a germinacgdo e o crescimento da radicula

de L. sativa.

O acido gélico que foi encontrado em todos os extratos e fracfes de P viridis
¢ considerado como um metabolito secundario especial, de ocorréncia ampla no
Reino Vegetal, o qual apresenta diversas atividades bioldgicas; dentre elas é
confirmada sua atividade alelopética sobre outras plantas (WOODSON, 1983;
SOUZA et al., 2006; ZHAO-UI LI et al., 2010).

O acido caféico, identificado na presente pesquisa, € relatado por Inderjit et
al. (1995), como um composto de acdo alelopatica que ocorre em abundéncia no
solo, tendo sido comprovado em condicBes de laboratorio seu efeito de inibicéo
sobre a germinacao e crescimento em diversas plantas. A toxicidade do acido caféico
inclui mudancas na absorcdo mineral, emergéncia das plantulas, crescimento da raiz,
balanco hidrico e fotossintese, evapotranspiracdo e expansdo da folha, rizogénese e
enzimas relacionadas, formacdo de raizes adventicias e geracdo de espécies reativas
de oxigénio (BUBNA, 2009).

Os derivados dos acidos cinamicos, como acido clorogénico e acido caféico
sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e sdo inibidores de varias espécies.
Muitas destas substancias ja foram identificadas como inibidoras da germinacdo
vegetal. Os efeitos toxicos destes compostos sdo pronunciados devido a sua grande
persisténcia no solo (SAMPIETRO, 2014).

Estudos feitos por Santos (2004), utilizando compostos fendlicos (&cidos
clorogénicos, acido feralico, acido p-anisico e genisteina), individualmente mostra
que esses compostos apresentam atividades alelopéaticas, porém o efeito é
potencializado quando utilizado em uma solucdo mista, por tais compostos
apresentarem comportamento sinergeético.

Diversas funcdes sdo atribuidas aos flavonoides, dentre essas estdo a protecao
dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioletas e visiveis; além da protecéo
contra insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade de
polinizacdo; antioxidantes; controle da acdo de hormdnios vegetais; agentes

alelopéticos e inibidores de enzimas (SIMOES et al., 2010).



A vitexina presente apenas no Extrato Etanolico Bruto ja foi descrita como
detentora de potente atividade antiiflamatéria e com efeito hipotensor
(PRABHAKAR et al., 1981). A quercetina € um potente antioxidante amplamente
presente em plantas comestiveis, principalmente sob a forma de glicosideos como a
rutina (MANACH et al., 1997).

Alguns flavonoides tém atividades farmacoldgicas a exemplo de: quercetina,
(antitumoral, antiespasmodica, antitlcera, antiiflamatoria, antiviral e antioxidante)
luteolina, (antioxidante, antiiflamatoria e antiviral) rutina, (Antioxidante) apigenina,
(antiviral e antiiflamatoria). (SIMOES et al., 2010)



5. CONCLUSOES

O Extrato Aquoso Bruto de P. viridis em suas diversas concentragdes apresentou uma
acdo diferenciada em relacdo a estrutura e ao fendbmeno observado. A porcentagem de
germinacdo e o desenvolvimento dos cauliculos de L. sativa foram estimulados em
baixas concentracdes e inibidos em altas concentracdes. Ja o indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG) e o comprimento das radiculas de L. sativa foram inibidos em todas

as concentracdes testadas do referido extrato.

O Extrato Etandlico Bruto de P. viridis tanto estimulou como inibiu 0 comprimento
do cauliculo de L. sativa; j& o comprimento da radicula foi inibido por todas as
concentracgdes testadas.

A frag&o diclorometano de P. viridis inibiu o IVG, o comprimento do cauliculo e da

radicula de L. sativa.

A fracdo acetato de étila de P. viridis tanto estimulou como inibiu a porcentagem de
germinacdo de L. sativa, causando inibicdo no comprimento da radicula em todas as

concentracgdes testadas.

A fracdo metandlica causou estimulo e inibicdo na porcentagem de germinacéo de L.
sativa, acarretando um decréscimo no comprimento do cauliculo e da radicula em

todas as concentracdes testadas.

A identificacdo dos constituintes quimicos do extrato e das fracBes de P. viridis,
mostrou a presenca dos seguintes compostos: &cido galico, acido clorogénico, acido
caféico, acido elégico, catequina, orientina, vitexina, quercetina, apigenina, rutina, e

luteolina.

Essa foi a primeira quantificacdo quimica de compostos fenolicos e flavonoides para
P. viridis, uma vez que a maioria dos estudos realizados com esta espécie aborda a
ocorréncia do alcaloide DMT na constituicdo da mesma. Considerando que o foco do

presente trabalho foi conhecer o comportamento alelopatico de P.viridis,



compreende-se serem tais resultados de grande valia para o conhecimento da
ecologia da espéecie e de suas potencialidades alelopaticas que podem subsidiar
futuras pesquisas na busca por um bioherbicida como alternativa bioldgica de acao

especifica e menos prejudicial ao meio ambiente.
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