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RESUMO

A alelopatia € um fendmeno no qual substancias do metabolismo secundario das plantas séo
liberadas no ambiente e interferem de modo prejudicial ou ndo no desenvolvimento de outras.
Embora o Brasil seja um pais extremamente rico em relacdo as espécies vegetais, trabalhos
voltados para a acéo alelopatica de espécies nativas ainda séo escassos. Richardia grandiflora
(Cham. & Schitdl.) Steud. é uma espécie anual de habito herbaceo, presente em locais de solo
arenoso e muita luminosidade sendo considerada uma espécie invasora por se encontrar
amplamente disseminada. Até 0 momento inexistem trabalhos em relacdo ao seu potencial
alelopético. Considerando a necessidade de estudos sobre a mesma, objetivou-se, com este
trabalho, analisar a acdo alelopatica do extrato das folhas, caule e raiz de Richardia
grandiflora em diversas concentragdes na germinacao das sementes e desenvolvimento das
plantulas de Lactuca sativa L. (alface) e de Cenchrus echinatus L. (carrapicho), assim como
contribuir com estudos sobre compostos quimicos presentes no referido extrato. Os bioensaios
foram realizados em placas de petri forradas com dois discos de papel germitest umedecidos
com 3 mL dos EBAs a 25%, 50% e 75% (Tratamentos). O grupo controle constou apenas de
agua destilada (0%). Foram analisados o nimero de sementes germinadas, o Indice de
Velocidade de Germinacao (IVG), o comprimento do cauliculo e da radicula das plantulas das
duas espécies receptoras. Nos bioensaios com L. sativa o extrato da folha de R. grandiflora
ndo provocou efeito significativo em relacdo as varidveis analisadas. O extrato do caule
provocou um aumento do IVG das sementes e no desenvolvimento da plantula, estimulando o
comprimento do cauliculo, assim como o da radicula submetida ao extrato a 25 e 50% e
inibindo a 75 e 100%. O extrato da raiz inibiu 0o comprimento do cauliculo em todas as
concentracdes, principalmente a 25%, e estimulou o crescimento da radicula. Nos bioensaios
com C. echinatus o extrato da folha de R. grandiflora ndo interferiu na germinacdo e nem no
IVG, porém estimulou o crescimento do cauliculo a 25, 50 e 75% de concentragdo e inibiu a
100%. Ja a radicula da espécie receptora sofreu inibicdo em todas as concentracdes testadas.
O extrato do caule ndo afetou a germinacdo, porém inibiu todos os outros parametros. A
germinacdo das sementes de C. echinatus submetida ao extrato da raiz de R. grandiflora a 50
e 75% de concentracdo sofreu uma inibicdo enquanto a 25 e 100% foi estimulada. O IVG e o
comprimento do cauliculo ndo foram afetados em nenhuma das concentracfes testadas. Ja o
crescimento da radicula foi inibido em todas as concentracBes testadas. Os compostos
encontrados nos extratos da folha, caule e raiz de R. grandiflora através do HPLC foram:
quercetina, rutina, luteolina, cidos galico, elagico, cafeico, p-cumarico e clorogénico, estando
este Ultimo presente apenas na raiz. O efeito alelopatico dos extratos de R. grandiflora sobre
as duas espécies receptoras pode ser atribuido a acdo isolada ou conjunta dos referidos
compostos.

Palavras-chave: Alelopatia. Bio-herbicida. Aleloquimicos.



ABSTRACT

Allelopathy is a phenomenon in which secondary metabolism of plant substances are released
into the environment and interfere or not the development of others. Although Brazil is a very
rich country on plant species, studies related to the allelopathic action of native species are
scarce. Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud. is an annual species of herbaceous
habit, found in sandy soil and sunny sites and is considered an invasive species because it is
widespread. Up to now there are no works in relation to its allelopathic potential. Considering
the need for studies about it, we aimed with this work to analyze the allelopathic action of
Gross Aqueous Extract - GAE (100%) of the leaves, stem and root of Richardia grandiflora
on seed germination and seedling growth of Lactuca sativa L. (lettuce) and Cenchrus
echinatus L. and contribute to studies on chemical compounds present in its extracts.
Bioassays were carried out in petri dishes lined with two discs of moistened germitest paper
with 3 ml of extract at 25%, 50% and 75% (treatments). The control group only consisted of
distilled water (0%). The parameters analyzed were number of germinated seeds, Germination
Speed Index (GSI), stalk length and radicle length of two receptor species. Bioassays with L.
sativa, the R. grandiflora leaf extract caused no significant effect on the variables analyzed.
The stem extract resulted in an increase on GSI seed and seedling development, stimulating
the stalk length as well as the radicle length at 25 and 50% and inhibiting at 75 and 100%.
The extract of the root inhibited stalk length at all concentrations, particularly 25%, and
stimulated growth of the radicle. The bioassays with C. echinatus, the R. grandiflora leaf
extract did not affect the germination nor GSI, but stimulated the stalk growth at 25, 50 and
75% and inhibited at 100%. While the radicle of the species receptor suffered inhibition at all
concentrations tested. The stem extract did not affect germination, but inhibited all other
parameters. The germination of the seeds of C. echinatus submitted to the root extract of R.
grandiflora at 50% and 75 suffered inhibition while 25 and 100% was stimulated. GSI and the
stalk length were not affected in any of the tested concentrations. The compounds found in
extracts of leaf, stem and root of R. grandiflora by HPLC were: quercetin, rutin, luteolin,
gallic acid, ellagic, caffeic, chlorogenic and p-coumaric acid, the latter being present only in
the root. The allelopathic effect of R. grandiflora extracts on the two receptor species can be
assigned to isolated or combined action of these compounds.

Keywords: Allelopathy. Bioherbicide. Allelochemicals.
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1. INTRODUCAO

A alelopatia € um fendmeno onde metabdlitos secundarios produzidos por uma planta
(doadora), impedem a germinacdo e o desenvolvimento de outra (receptora) (SOARES,
2000). Esta definicdo é menos abrangente que a de Rice (1984), para quem a alelopatia seria o
efeito direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, de uma planta ou microrganismo sobre
outra, devido a atuacdo de substancias quimicas liberadas no ambiente, ou que a de Almeida
(1988), para quem a alelopatia é entendida como qualquer processo onde substancias do
metabolismo secundario de plantas e microrganismos, alteram a germinacdo e

desenvolvimento de outros sistemas.

Os aleloquimicos séo considerados como produto final do metabolismo celular sendo
encontrados em maior quantidade nos vacutolos celulares, nos quais seriam depositados para
evitar sua propria autotoxicidade. Ou ainda a producdo desses compostos se deve as leis da
genética sendo constantemente sintetizados e degradados pelos vegetais. (ALVES et al.,
2004)

A producdo dos aleloquimicos é influenciada por diversos fatores tais como
temperatura, umidade, indice de precipitacdo, radiacdo e variacdo sazonal (alteracfes bruscas
na temperatura e umidade do solo), provocando desvios de rotas biossintéticas de metabdlitos
primarios e secundarios (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O metabolismo secundario se caracteriza pela elevada capacidade biossintética, tanto
em relacdo ao numero de substancias produzidas quanto a sua diversidade estrutural numa
mesma espécie. Varias funcbes relacionadas a esses compostos tais como: defesa contra
herbivoros e micro-organismos, protecdo contra os raios ultravioleta, atracdo de polinizadores
ou animais dispersores de sementes, e acdo alelopatica, estdo esclarecidas (CSEKE;
KAUFMAN, 1998).

Os aleloquimicos liberados pelas plantas pertencem a diferentes grupos, entre 0s quais:
acidos fenolicos, cumarinas, terpenoides, flavonoides, glicosideos cianogénicos, alcaloides,
derivados do &cido benzoico, quinonas complexas e taninos (PINA-RODRIGUES; LOPES,
2001). Com diferentes formas de agdo, como nos efeitos das atividades hormonais, na
biossintese e distribuicdo dos metabdlitos, na fotossintese, na respiracdo, acimulo de ions e
interferéncia nas relag6es hidricas, devido a mudancas na membrana celular (EINHELLIG,
1995).
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A acgdo dos aleloquimicos é atribuida a somente dois modos de agdo, o direto e 0
indireto. O primeiro, referindo-se as alteracdes no solo, nas atividades dos microrganismos,
entre outros e o ultimo, a ligacdo de uma substancia as membranas, ou inclusdo de uma
substancia as células, modificando o metabolismo do organismo (FERREIRA; AQUILA,
2000).

A reducdo da taxa de germinacdo, morte das plantulas, falta de vigor, clorose das
folhas, reducdo do perfilhamento e a deformacéo ou atrofiamento das raizes, foram atribuidos
por Almeida (1991) como sintomas provocados pelos aleloquimicos presentes em coberturas
mortas nas culturas. Tais sintomas foram entendidos por Ferreira e Aquila (2000) como
sinalizagBes secundérias de mudangas, inicialmente, ocorridas em nivel molecular e celular e

posteriormente exteriorizando em nivel de semente e plantula.

Durante décadas as substancias toxicas vém sendo utilizadas em quase todas as
culturas, resultando na contaminacdo dos vegetais e do solo; contribuindo para a degradacéo
ambiental e trazendo prejuizos a satide do homem. N&o é mais admissivel a utilizagdo de tais
produtos, sendo necessaria a substituicdo destes por produtos naturais que funcionem como
bioherbicidas. Dentro deste contexto Zeng, Mallik e Luo (2010) sugeriram que aleloquimicos
podem ser utilizados diretamente na formulacdo de bioherbicidas, tornando a alelopatia um

método natural e reversivel no controle de plantas daninhas.

Os aspectos acima referidos justificam a necessidade de se intensificar estudos sobre a
acao alelopética das diversas espécies vegetais presentes nos diferentes ambientes no Brasil,
visando a descoberta e isolamento de produtos do metabolismo secundario das mesmas que
funcionem como bioherbicidas (BALBINOT-JUNIOR, 2004).

O género Richardia é composto por 15 espécies distribuidas desde a América do Sul
ao sul dos Estados Unidos (LEWIS; OLIVER, 1974), sendo tais espécies consideradas ervas
daninhas por competirem com culturas econdmicas (PEDRINHO JUNIOR; BIANCO:;
PITELLI, 2004). R. grandiflora é nativa da Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai, e Uruguai
(LEWIS; OLIVER, 1974), apresentando indicagdes etnofarmacoldgicas no combate as
hemorroidas e atuando como vermifugo, sendo conhecida popularmente por ervango, poaia ou
ipeca-mirim (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Pelo fato de estudos realizados
por diversos autores comprovarem o uso de R. grandiflora na medicina tradicional e tal acdo
ser atribuida a presenca de metabdlitos secundarios, com comprovada acdo alelopatica, no
presente estudo objetivou-se analisar a acdo alelopatica do Extrato Aquoso Bruto das folhas,

caule e raiz de R. grandiflora em diversas concentragcbes na germinagdo das sementes e
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desenvolvimento das plantulas de Lactuca sativa L. e Cenchrus echinatus L. assim como
contribuir com estudos sobre 0os compostos quimicos presentes nos referidos extratos, visando

um melhor entendimento da acao alelopatica desta espécie.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alelopatia

Uma das primeiras observacdes de interacdes entre plantas foi realizada por
Theophrastus, 300 a.C., ao verificar que a presenca de restos de folhas e caules de gréo-de-
bico, promovia uma exaustdo do solo além de alteragcdes nas plantas vizinhas. (RICE, 1984).
Em 1881, Stickney e Hoy publicaram uma pesquisa mostrando a a¢do de Juglans nigra, sobre
a germinacao e o desenvolvimento de outras espécies em sua volta e a inibi¢cdo que a mesma
provocava em determinadas culturas (SOUZA FILHO; ALVES, 2002).

Mais de meio século depois, em 1937 o efeito acima referido foi designado por Hans
Molisch de alelopatia (originario do grego Allelon = mutuo e Pathos = prejuizos). Atualmente
a definicdo para este fenbmeno ndo pode se ater somente ao significado da palavra, pois a
alelopatia em si ndo contempla prejuizos matuos, mas sim para planta receptora podendo em
muitos casos trazer beneficios (PINA-RODRIGUES; LOPES, 2001; BITTENCOURT,
2007;).

Rice (1984) definiu alelopatia como sendo, a influéncia de uma planta em relagédo a
outra ou entre planta e microrganismo de forma direta ou indireta, através de substancias
liberadas no meio, resultando em beneficios ou maleficios as plantas receptoras. Tais
substancias sdo conhecidas como aleloquimicos, termo este proposto por Whittaker (1970)
para indicar substancias que interagem com organismos de diferentes espécies.
Posteriormente, foi proposto o termo semiogquimicos para nomear substancias que interagem
entre organismos. Os semioquimicos sdo divididos em dois grupos: os feromdnios e 0s
aleloquimicos, sendo os primeiros responsaveis pelas interacdes intraespecificas e os ultimos
por interacGes interespecificas (MIZUTANI, 1999).

A alelopatia difere da competicdo entre plantas, pois esta Gltima se d& atraves da

retirada de um componente do meio, necessario a sobrevivéncia de ambas, por exemplo, luz,
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nutriente, dgua, enquanto na alelopatia ha a inser¢do de um elemento ao meio (SOUZA
FILHO; ALVES, 2002).

A alelopatia € um importante mecanismo ecologico que influencia a dominancia
vegetal, a sucessdo, a formacdo de comunidades vegetais e de vegetacao climax, assim como
a produtividade e manejo de culturas. As substancias alelopaticas se encontram espalhadas em
diferentes partes do vegetal e em concentracOes variadas, dependendo da etapa de vida.
Quando essas substancias sao liberadas em concentracfes suficientes provocam o estimulo ou
inibicdo da germinacdo, crescimento e/ou desenvolvimento de plantas, além do

desenvolvimento de micro-organismos (CARVALHO, 1993).

2.2 Aleloquimicos

Substancias que os vegetais produzem, através do metabolismo secundéario, e que
influenciam as plantas mais proximas, sendo de grande importancia na adaptacéo das espécies
e na organizacdo de comunidades vegetais (SILVA, 2004). Apesar do pouco conhecimento
sobre a formacdo dos aleloquimicos nas células, acredita-se que tais produtos sejam
sintetizados a partir da via acetato-mevalonato ou do &cido chiquimico (SOUZA FILHO;
ALVES; FIGUEIREDO, 2003).

Sdo vérias as categorias dessas substancias, cerca de quatorze segundo Rice (1984),
distribuidas em: &cidos organicos soluveis em agua; alcoois de cadeia curta; aldeidos
alifaticos e cetonas; lactonas simples insaturadas; acidos graxos de cadeia longa e
poliacetilenos; naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas; fendis simples; &acido
benzoico e derivados; acido ciandmico e derivados; cumarinas; flavonoides; taninos;
terpenoides e esteroides; aminoacidos e polipeptideos; alcaloides e cianohidrinas; derivados

sulfurados e glicosideos de 6leo mostarda, além de purinas e nucleosideos.

Segundo Gatti, Perez e Lima (2004) qualquer planta pode produzir aleloquimicos,
regulados por fatores ambientais tais como, luminosidade, quantidade de agua, nutrientes,
temperatura, microrganismos presentes no solo, etc.. Fatores como a radiagdo ultravioleta,
estresse, ataques de insetos e doengas das mais diversas, podem alterar a taxa de produgdo

desses compostos, aumentando a sua producao.



17

Os aleloguimicos sdo produzidos em diversas partes da planta tais como folhas, flores,
caule, raizes, frutos entre outras, podendo variar com as condi¢des fisiologicas do vegetal
(RODRIGUES; RODRIGUES; REIS, 1992). Os mesmos sdo metabdlitos secundarios
produzidos pelos vegetais para sua protecdo inibindo a acdo de diversos organismos, tais
como: virus, bactérias e insetos, ou ainda, promovendo ou reduzindo o desenvolvimento de
outros vegetais (PERIOTTO; PEREZ; LIMA, 2004).

2.3 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae é uma das maiores dentre as angiospermas abrangendo
aproximadamente 637 géneros e 10700 espécies, distribuidas em areas tropicais e subtropicais
de todo o planeta, podendo habitar regides temperadas como a Europa e o norte do Canada
(VIEIRA; PEREIRA; CARVALHO-OKANO, 2006; JUDD et al., 2009). Ocupa a quarta
colocacdo em relagdo a diversidade entre as angiospermas, atrds apenas de Asteraceae,
Orchidaceae e Fabaceae, sendo dividida em duas subfamilias principais Cinchonoideae e
Rubioideae (ROBBRECHT; MANEN, 2006).

No Brasil, esta representada por 125 géneros e 1400 espécies, principalmente na Mata
Atlantica. No Nordeste esta representada por 82 géneros e 401 espécies e no Ceara por 42
géneros e 94 espécies (BARBOSA et al., 2014). Séo caracterizadas pelo habito arboreo,

herbaceo ou arbustivo, folhas simples, opostas e estipulas interpeciolares (JOLY, 1983).

As espécies desta familia apresentam flores de diferentes formas e cores, sendo o
néctar seu atrativo principal. Seus frutos podem ser carnosos ou capsulares, tendo algumas
sementes aladas (ALMEIDA; ALVES, 2000). Os géneros mais representativos sao Borreria,
Diodia e Richardia, este conhecido como poaia, de habito herbaceo e subarbustivo

encontrado principalmente em terrenos abandonados (JOLY, 1983).

Existem espécies de valor econdémico, usadas no setor alimenticio, ornamental,
farmacéutico e medicinal e/ou toxicas, tais como diversas espécies dos géneros Borreria,
Diodia e Richardia, as quais provocam danos ao setor agropecuario, além de outras que sdo
toxicas ao gado (COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006; MATOS et al. 2011).
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Dentre as de valor econdmico podemos citar a Coffea arabica L., (café) e Psychotria
colorata (Wiild. ex. Schult) Mull. Arg. por suas propriedades analgésicas, devido a presenca
de alcaloides em suas folhas e frutos (ELISABETSKY et al., 1995).

Investigacdes realizadas sobre Rubiaceae, através de testes fitoquimicos, revelaram a
presenca de alcaloides inddlicos como sendo 0s principais marcadores quimicos desta familia
(CARBONEZI et al., 2004). Além de iridoides glicosilados e ndo glicosilados, antraquinonas,
saponina triterpénica, flavonoides, lignoides, terpenos e derivados fendlicos (HAMERSKI et
al., 2005; SILVA, 2006).

2.4 Género Richardia

O género Richardia é constituido por aproximadamente 15 espécies vegetais,
geralmente de habito herbaceo e perene com algumas anuais distribuindo-se do sul dos
Estados Unidos ao centro da América do Sul (LEWIS; OLIVER, 1974) (Figura 1). No Brasil
existem 7 espécies identificadas sendo 2 endémicas (Richardia Schumannii W. H. Lewis & R.
L. Oliv. e Richardia stellaris (Cham. & Schltdl.) Steud.) e as demais constando de (Richardia
brasiliensis Gomes; Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud.; Richardia humistrata
(Cham. & Schitdl.) Steud.; Richardia pedicellata (K. Schum.) Kuntze; Richardia scabra L.;)
(CABRAL; SALAS, 2014).
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Figura 1. Distribuigdo do Género Richardia.
Adaptado (LEWIS; OLIVER, 1974)

A identificacdo das espécies deste género é relevante para o setor agricola, pois as
mesmas sao tidas como ervas daninhas e possiveis competidoras por espaco e recursos de
crescimento em diversas culturas, como Richardia brasiliensis que reduz o crescimento de
plantas de Coffea arabica diminuindo o didmetro do caule, altura da planta, nimero de folhas
e matéria seca (HAUSER; PARHAM, 1969; RONCHI et al., 2003; RONCHI; SILVA, 2006;
PEDRINHO JUNIOR; BIANCO; PITELLI, 2004; SAN MARTIN MATHEIS, 2004).

Estudos com o género revelaram metabdlitos, tais como isorametina-3-O-rutinosideo,
acido oleandlico, a cumarina escopoletina, os acidos p-hidroxi-benzéico, p-sitosterol,
estigmasterol, o &cido o-hidroxibenzoico, o acido m-metoxi-p-hidroxi-benzdico e a feofitina
A, 132-hidroxi-(132-S)-feofitina A, e acido ursolico (PINTO, et al., 2008; TOMAZ et al.,
2008; PEREIRA, 2011).

2.5 Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud.

Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud. é nativa da Argentina, Brasil,
Bolivia, Paraguai, e Uruguai (LEWIS; OLIVER, 1974). No Brasil, ocorre desde 0 Maranhéo
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até o Rio Grande do Sul (LEWIS; OLIVER, 1974). E conhecida popularmente por ervanco,
trevo-mexicano, poaia ou ipeca-mirim. E utilizada na medicina popular no tratamento de
hemorroidas, como vermifugo, sendo sua raiz indicada para o tratamento de bronquite,
catarro, diarreia e alivio no surgimento da 12 denticdo, além de possuir potencial como
acaricida (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; SANTOS et al., 2013; SOUZA,
MENDONCA; SILVA, 2013). Trata-se de uma erva prostrada e ramificada (Figura 2),
contudo, em algumas ocasifes comportam-se de forma ereta alcancando de 20-60 cm de

altura.

Figura 2. Aspecto geral de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Fonte: Autor.

E formada por ramos flexuosos, hirsutos. Suas folhas contam com filotaxia oposta.
Sua lamina foliar é lanceolada de base atenuada e apice agudo de consisténcia membranacea,
escabra a hispida em ambas as faces, medindo de 2-5x0,5-2 cm e conta com 2-3 pares de
nervuras secundarias; o peciolo é de 4-5x1-2 mm. Apresenta estipulas 4-6x3-5 mm, unidas,
fimbriadas, hirsutas, com 6-8 lacinios ciliados formando uma bainha. Suas flores sdo reunidas
em glomérulos capituliformes terminais, 0,7-1,5%0,8-1,4 cm, sésseis, 6-8 - 12-16 flores; 4
bracteas involucrais, folidceas, 1-2,5x0,5-1 cm, ovadas, verdes, escabras a hispidas, 4

bractéolas florais, 2-3x1-2 mm, lineares, verdes, glabras. Flores sésseis, botbes florais
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arredondados, apice obtuso a circular. O célice é subulado, 6-laciniado, 4-5x1-2 mm, hispido
a escabro, lacinios iguais entre si. A corola é infundibuliforme, hexamera, tubo 0,7-1x0,2-0,3
cm, glabro externamente, internamente com um anel de tricomas no terco inferior ou na base,
lobos 1-3x1-2 mm, triangulares, pilosos no apice de coloracéo lilas. Estames 6, excertos,
presos na fauce; filetes 1-2 mm comprimento. Hipanto muricado. Ovario trilocular,
uniovulado, dvulos presos ao septo; estilete exserto, 0,9-1,2 cm comprimento, glabro; estigma
trifido. O fruto é do tipo esquizocarpo 1,2-1,5x1-1,2 mm, oblongo a oblongo-eliptico,
muricado, trés mericarpos indeiscentes, glabro. Frutos de capsulas secas, pequenos, esféricos
e indeiscentes. As sementes sdo plano convexas, semicilindricas, muricadas medindo 0,5-
1x0,5-1,2 mm. Produz néctar como recurso floral Unico, sendo, portanto, considerada
nectarifera (KIILL; HAJI; LIMA, 2000; PEREIRA; BARBOSA, 2006).

R. grandiflora é uma planta anual que pode se desenvolver em agrupamentos nas
dunas e praias com potencial para servir de ornamento por suas flores rdseas ou branco-
rosadas (BRITO et al., 2006). S80 comumente encontradas em areas com prevaléncia de
plantas arbutivas-herbaceas, com solos arenosos, com intensa luminosidade e até mesmo na
borda das matas, florescendo de marco a novembro (PEREIRA; BARBOSA, 2006).

E uma planta daninha que acarreta prejuizos a diversas culturas. Segundo Cardoso et
al. (2010), Richardia grandiflora, juntamente com outras ervas daninhas, reduziram em
91,93%, a produtividade da cultura de algoddo. Sendo uma das espécies que causam maiores
problemas a agricultura no Nordeste do Brasil é de suma importancia o conhecimento de sua

influéncia sobre outras espécies em ambientes naturais e antropizados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material botanico

O material botanico de Richardia grandiflora foi coletado no Campus Pimenta da
Universidade Regional do Cariri - URCA. Nas coordenadas 7° 14* 19”” S ¢ 39° 24” 55°* O, no
ano de 2014. Sendo identificado e incorporado ao acervo do Herbario Caririense Dardano de
Andrade-Lima (HCDAL/URCA), com nimero de registro 8044.

3.2 Bioensaio de alelopatia

3.2.1 Preparacéo do Extrato Bruto Aquoso (EBA)

Os Extratos Aquosos Brutos (EBA) foram preparados com 100 g de folha, de caule e
de raiz, cada, de Richardia grandiflora, triturados por cerca de 3 min. em 909 mL, 588 mL e

455 mL de agua destilada, respectivamente, com auxilio de liquidificador industrial.

A quantidade de &gua destilada a ser adicionada na producdo dos extratos, foi
calculada através da relacdo entre o peso de matéria fresca (PMF) e o peso de matéria seca
(PMS) multiplicado por 100. Para isso 100 gramas de folha, 100 gramas de caule e 100
gramas de raiz frescos foram postos em estufa para secagem sob uma temperatura de 70 °C
até peso constante. Apds esse periodo o material botanico referido foi pesado, determinando-
se assim o0 peso de matéria seca (PMS), resultando em 11 g para a folha, 17 g para o caule e
22 g para a raiz (MEDEIROS, 1989).

ApOs a trituracdo, os extratos produzidos a partir das folhas, caule e raiz foram
filtrados e centrifugados a 3000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram considerados como
o0s Extratos Aquosos Brutos a 100% de concentracdo e a partir deles foram feitas diluigcdes a
25%, 50% e 75% (Tratamentos). Para o grupo controle foi utilizado somente agua destilada
(0%).
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3.2.2 Caracteristicas Fisico-quimicas dos extratos

Posteriormente, foram aferidos o pH e a osmolaridade dos extratos nas diversas
concentracdes, com auxilio de um pHmetro e osmdmetro. As medidas dos potenciais
osmoticos nas diversas concentracdes foram obtidas em mOsm/Kg, sendo convertidas para

pressdo osmotica “MPa”, através da equacgdo abaixo (LARCHER, 2004):

o =-Wx0,00832 % Tabs

Onde:
IT = Pressao Osmotica em MPa;
W = Potencial Osmotico em Osm/Kkg;

Tabs - Temperatura absoluta, expressa em Kelvin (K).

3.2.3 Tratamentos

O experimento envolveu 12 tratamentos para cada espécie receptora, constando dos
extratos aquosos brutos (100%) das folhas, caule e raiz e suas dilui¢des a 25, 50, 75%, mais 0
controle agua destilada, ndo sendo este considerado um tratamento. O experimento foi
disposto em um Delineamento Experimental Inteiramente Casualizado (DIC), com 5
repeticdes, contendo 20 sementes cada, totalizando 100 sementes por tratamento. Foram
utilizadas como espécies receptoras Lactuca sativa L. (alface) e Cenchrus echinatus L.

(capim-carrapicho).

3.2.4 Semeadura e procedimentos

As sementes de L. sativa e C. echinatus foram colocadas para germinar em placas de
petri de 9 cm de diametro, tendo por substrato duas folhas de papel germitest umedecidas com

3 mL do extrato das folhas, caule e raiz de R. grandiflora nas diversas concentracdes e para o
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grupo controle foi utilizado 3 mL de &gua destilada. As placas foram vedadas com o auxilio
de filme PVC.

O experimento foi conduzido em camara de germinacao do tipo B.O.D., ajustada a um
foto-periodo de 12h a uma temperatura de 25°C por um periodo de sete dias para a L. sativa e

cinco dias para C. echinatus.
3.2.5 Variaveis analisadas

As variaveis analisadas foram: NUmero de sementes germinadas (sementes que
apresentaram protusdo radicular acima de 2 mm), indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)
e comprimento das radiculas e cauliculos (medidos com auxilio de régua milimetrada). O IVG
foi calculado conforme proposto por Fernandes, Miranda e Sanqueta (2007) através da

férmula abaixo:

IVG =%, (<)

Onde:
ni: numero de sementes germinadas no dia i;

i: nimero de dias.

3.3 Quantificacédo quimica por HPLC

As andlises cromatograficas foram realizadas sob condi¢Ges de gradiente usando
coluna de Phenomenex Cig (4.6 mm x 250 mm) cheio com particulas de 5 um de didmetro; a
fase movel foi agua contendo 2% de &cido acético (A) e metanol (B), e o gradiente de
composicao foi: 5% (B) por 2min; 25% (B) até 10 min; 40, 50, 60, 70 e 80% (B) a cada 10

min; segundo o método descrito por Oboh et al. (2014) com pequenas modificacdes.
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3.4 Anélise estatistica

Para andlise estatistica dos dados da germinacdo, comprimentos dos cauliculos e
radiculas, foi utilizado o programa ASSISTAT versdo 7.7 (2014), com analise de variancia
(ANOVA) e comparacdo das médias feitas através de Andlise de Regressdo ou pelo Teste de
Tukey e 5% de probabilidade.

Para o HPLC as diferencas entre os grupos de HPLC foram avaliados por uma analise
do modelo de variancia e teste de Tukey. O nivel de significancia para as analises foi definido
como p <0,05. Estas analises foram realizadas com o software livre R versdo 3.1.1. (R Core
Team, 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 pH e Osmolaridade

O pH dos Extratos das folhas, caule e raiz de Richardia grandiflora a 25, 50, 75, 100%
de concentra¢do, mantiveram-se entre 5,30 e 6,0 (Tabela 1), estando assim em um nivel

considerado seguro para a germinacao das sementes e desenvolvimento de plantulas.

Tabela 1. Valores do pH e osmolaridade dos extratos de R. grandiflora (Cham. & Shitdl.)
Steud. nas diversas concentragoes.

Folha 25 5.59 -0.011
50 5.64 -0.027
75 5.77 -0.043
100 6.00 -0.056
Caule 25 5.45 -0.020
50 5.54 -0.040
75 5.62 -0.063
100 5.65 -0.084
Raiz 25 5.30 -0.013
50 5.45 -0.034
75 5.50 -0.059
100 5.54 -0.079

Solutos tais como aglcares, aminoacidos e acidos organicos podem disfargar o efeito
alelopatico por modificar o pH e serem osmoticamente ativos (FERREIRA; AQUILA, 2000).
Maraschin-Silva e Aquila (2006), estudando o potencial alelopético de diferentes plantas
nativas, sobre a germinacédo e crescimento inicial de Lactuca sativa, encontraram valores de
pH entre 5,0 e 6,0, 0s mesmo desse estudo, sendo esta faixa de pH considerada ideal para

germinacao e crescimento das plantulas de Lactuca sativa.
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A osmolaridade dos extratos em todas as concentracdes testadas variou de -0,011 a
-0,084 MPa. Para Gatti, Perez e Lima (2004) os valores adequados de potencial osmotico para
germinacdo de sementes de Lactuca sativa ndo devem ultrapassar -0,2 MPa em estudos
alelopaticos, uma vez que a osmolaridade pode mascarar e dificultar o entendimento do que
seria efeito alelopético e o que seria efeito de mudancas na dinamica de absorcao de &gua ou
mesmo de modificagOes de pH (TUR; BORELLA; PASTORINI, 2010).

4.2 Analise em HPLC

As amostras de Richardia grandiflora contém entre os compostos majoritarios: acido
galico (tempo de retencdo-tr = 12.37 min, pico 1), acido clorogénico (tg = 19.82 min, pico 2),
acido cafeico (tg = 21.09 min, pico 3), acido p-cumaérico (tr = 25.98 min, pico 4), acido
elagico (tg = 27.16 min, pico 5), rutina (tg = 32.45 min, pico 6), quercetina (tg = 37.29 min,
pico 7), e luteolina (tg = 42.61 min, pico 8). Estando presente em maior concentracdo no
extrato da folha a quercetina e o &cido elagico. No extrato do caule os compostos mais
abundantes foram a quercetina, a rutina e o acido elagico. Para o extrato da raiz observou-se 0
acido elagico e a luteolina, o acido clorogénico foi encontrado apenas neste extrato. A analise
do HPLC é mostrado na Tabela 2 e Figura 3.

Tabela 2. Componentes dos extratos de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Folhas Raiz Caule LOD LOQ
Compostos

mg/g mg/g mg/g ug/mL pg/mL
Acido galico 0.32+0.01a 4.05+0.03a 0.75+0.01a 0.018 0.053
Acidoclorogénico - 397+0.01a - 0.025 0.082
Acido cafeico 2.65+0.03b 541+0.02b 0.78+0.03 a 0.011 0.037
Aci. p-Cumérico 2.69+0.01b 2.63+£0.03¢ 254+£0.01b 0.016  0.051
Acido elagico 7.03+£0.01c 7.02+£0.01d 431+0.01c 0.009 0.029
Rutina 5.17+0.02d 3.98+0.01a 4.69+0.02d 0.028  0.093
Quercetina 8.94+0.03 e 1.73+0.02¢ 8.75+0.01e 0.017  0.056
Luteolina 356+0.01f 6.85+0.01f 1.63+0.03f 0.021  0.069

Os resultados séo expressos como médias + desvio padrdo (DP) de trés determinacdes.
Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade <

0.05.
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Figura 3. Representacdo do perfil do HPLC (high performance liquid chromatography) do
extrato aquoso das folhas (A), raiz (B) e caule (C) de Richardia grandiflora (Cham. & Shitdl.)
Steud.

Legenda: Acido galico (pico 1), 4cido clorogénico (pico 2), acido cafeico (pico 3), acido p-
cumarico (pico 4), acido elagico (pico 5), rutina (pico 6), quercetina (pico 7) e luteolina (pico
8).

4.3 Anélise do efeito alelopatico do extrato da folha, caule e raiz de Richardia grandiflora
sobre as sementes e plantulas de Lactuca sativa

4.3.1 Germinacao

Os dados obtidos revelaram que o extrato das folhas, caule e raiz de R. grandiflora nas
diversas concentracbes ndo afetaram a germinacdo das sementes de L. sativa quando

comparados ao grupo controle (Tabela 3).

Nossos resultados se assemelham com os obtidos por Oliveira et al. (2014) ao testar a
acao alelopéatica do extrato das folhas de Palicourea rigida H.B.K., espécie de Rubiaceae
sobre a germinacgéo de sementes de alface onde a taxa de germinacgéo foi pouco afetada pelas

diferentes concentragdes dos extratos da espécie doadora.
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Tabela 3. Médias do nimero de sementes germinadas de Lactuca sativa L., submetidas aos
extratos da folha, caule e raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 19.6 a
20.0a
Folha 25 19.6 a
50 19.2a
75 194 a

100
Caule 25 19.6 a
50 196a
75 19.6a
100 20.0a
Raiz 25 184 a
50 19.2a
75 19.2 a
100 17.8a

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Ferreira e Aquila (2000) evidenciam que a germinagio das sementes é afetada em
menor extensdo pelos aleloquimicos das diversas espécies vegetais 0 que explica em nosso
caso a nao alteracdo no numero de sementes germinadas como pode ser observada em
diversos outros trabalhos sobre alelopatia a exemplo dos de Maraschin-Silva e Aquila (2006),
onde a germinacdo de aquénios de Lactuca sativa (alface) submetida aos extratos foliares de
Cecropia pachystachya (embaiba), Peltophorum dubium (canafistula), Psychotria leiocarpa
(chacroninha), Sapium glandulatum (pau-de-leite) e Sorocea bonplandii (folha de serra) ndo
mostrou diferenca em relacdo ao controle; Manoel et al. (2009) onde as sementes de tomate
submetidas ao extrato de folhas frescas do Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(barbatimdo) e Bauhinia forficata Link (pata de vaca) ndo tiveram sua germinacao afetada.

Segundo Ferreira e Borghetti (2004), o efeito alelopatico ndo se da, normalmente,
sobre a porcentagem final de germinacdo, mas sim sobre a velocidade de germinacdo ou sobre
outro parametro, como o comprimento médio da raiz priméaria. Para Chiapusio et al. (1997),
apesar da maioria das pesquisas com alelopatia analisarem o porcentual de germinacéo, este
ndo mostra todos os processos que envolvem este fenémeno, apenas o resultado final,

deixando de lado modificacBes que podem ocorrer entre o inicio e o final do processo. As
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substancias presentes em R. grandiflora, como os esteroides B-sitosterol e estigmasterol
(TOMAZ et al., 2008) nao apresentaram efeito alelopético sobre a germinagdo de E.
heterophylla e I. grandifolia (INOUE et al., 2010), fato esse que se confirma com o presente
trabalho, no qual nenhum dos extratos foi capaz de alterar a germinacdo das sementes de L.

sativa.

4.3.2 Indice de Velocidade de Germinagéo

O Indice de Velocidade de Germinagdo das sementes submetidas ao extrato da folha
de R. grandiflora também ndo sofreu nenhuma alteracdo significativa, porém em todas as
concentracdes testadas verificou-se um aumento do IVG sendo o mesmo mais efetivo nas

sementes submetidas ao extrato a 25% de concentracdo (Tabela 4).

Tabela 4. indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) das sementes de Lactuca sativa L.,
submetidas ao extrato das folhas de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 17.916 a
Folha 25 19.650 a
50 18.474 a
75 18.300 a
100 18.934 a

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

J& o extrato do caule de R. grandiflora em todas as concentracdes testadas promoveu
um aumento do VG sendo este mais efetivo a 25 e 50% de concentracdo em relacdo ao grupo

controle (Figura 4).
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Figura 4. indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) das sementes de Lactuca sativa L.,
submetidas ao extrato do caule de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Alguma substancia, como a rutina, ou conjunto de substancias presentes no extrato do
caule de R. grandiflora pode ter provocado o aumento do Indice de Velocidade de
Germinacdo, e esse resultado pode ser um fator importante de sobrevivéncia, ja que o atraso
da germinagdo expde as sementes, tanto no meio natural quanto em culturas, a patdégenos,
predacdo e fatores ambientais (OLIVEIRA, 2003). Para Ferreira e Aquila (2000) a acdo
alelopatica de algumas espécies se expressa mais em relacdo a velocidade de germinacéo das

sementes do que mesmo sobre a germinabilidade destas.

O extrato da raiz de R. grandiflora ndo promoveu nenhuma alteracdo no indice de
Velocidade de Germinacdo das sementes de L. sativa, quando comparada ao controle. (Tabela
5).
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Tabela 5. indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) das sementes de Lactuca sativa L.,
submetidas ao extrato da raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 8.144 a
Raiz 25 7972 a
50 8.426 a
75 8.366 a
100 7.534 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

4.3.3 Comprimento do Cauliculo

O comprimento do cauliculo das plantulas de alface ndo foi afetado de forma
significativa pela exposicdo ao extrato das folhas de R. grandiflora em nenhuma das
concentragdes testadas quando comparadas ao controle, contudo para todas as concentragoes
observou-se um aumento na média do comprimento do cauliculo embora néo significativo
como pode ser observado na Tabela 6. Os resultados obtidos no presente estudo se
assemelham aos obtidos por Correia, Centurion e Alves (2005) onde o extrato de sorgo nédo
teve nenhuma acédo sobre o comprimento do cauliculo de plantulas de soja. No entanto, outras
pesquisas mostram efeito contrario ao observado nesta pesquisa como no caso de Oliveira et
al. (2014) ao comprovar que o extrato aquoso das folhas de Palicourea rigida (Rubiaceae)
promoveu inibicdo no crescimento de plantulas de alface onde todas as concentragdes
testadas. De Silveira, Maia e Coelho (2012) e Tur, Borella e Pastorini (2010) ao verificarem
que o extrato de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir e os extratos de folhas secas e frescas de
pingo-de-ouro, respectivamente causaram redugdo no comprimento do cauliculo de Lactuca
sativa L.. Para Ferreira e Aquila (2000) o desenvolvimento das plantulas é uma das variaveis
mais sensiveis ao efeito dos aleloquimicos e das mais utilizadas para comprovagao do efeito

alelopatico.
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Tabela 6. Comprimento médio dos cauliculos das plantulas de Lactuca sativa L., submetidas
ao extrato das folhas de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 2.084 a
Folha 25 2512 a
50 2440 a
75 2440 a
100 2.620 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.

J& o extrato do caule de R. grandiflora, em todas as concentracdes testadas promoveu

um aumento significativo a 5% de probabilidade no comprimento do cauliculo das plantulas

de alface quando comparadas ao controle como pode ser observado na Figura 5. Tal acéo foi

mais efetiva em relacdo aos cauliculos submetidos ao extrato a 50% de concentragéo.
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Figura 5. Comprimento médio dos cauliculos das plantulas de Lactuca sativa L., submetidas

ao extrato do caule de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.
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Em estudo com extratos de folhas frescas de Coleus barbatus Benth. (falso-boldo)
ocorreram estimulos no crescimento da parte aérea, ndo havendo, porém, relagdo direta com o
aumento da concentracdo testada (PELEGRINI; CRUZ-SILVA, 2012). Tanto o &cido
oleandlico quanto o beta-sitosterol sdo referidos para C. barbatus, (HUANG et al., 2011) e
para R. grandiflora (TOMAZ et al., 2008; PEREIRA, 2011) sendo atribuido a estes
compostos o efeito observado nesta pesquisa. No trabalho de Spiassi et al. (2011) as palhas de
cartamo proporcionaram um estimulo nas plantulas de milho, havendo um crescimento
acentuado. Algo semelhante ao ocorrido com o comprimento dos cauliculos de L. sativa no

presente trabalho.

J& o extrato da raiz de R. grandiflora em todas as concentragdes testadas provocou
inibicdo do comprimento do cauliculo em relacdo ao controle sendo tal resultado significativo
ao nivel de 1% de probabilidade. Esse efeito foi mais acentuado nos cauliculos das plantulas
submetidas a 25% 0T -
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Figura 6. Comprimento médio dos cauliculos das plantulas de Lactuca sativa L., submetidas
ao extrato da raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

A inibicdo no comprimento do cauliculo é frequentemente observada em pesquisas
sobre acdo alelopatica como € o caso de Dias et al. (2005) que verificou uma inibicdo
significativa no comprimento do hipocétilo em sementes de L. sativa submetidas aos extratos

de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek; Periotto, Perez e Lima (2004), onde os extratos
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aquosos de folhas e caule de Andira humilis Mart. ex Benth., em todas as concentragdes
testadas interferiram de forma negativa sobre o desenvolvimento de plantulas de L. sativa;

O extrato da raiz de R. grandiflora contém diversos compostos fendlicos e taninos, aos
quais em diversos estudos sdo atribuidos o efeito alelopatico inerente a inibicdo no
desenvolvimento de plantulas, a exemplo de Peres et al. (2009) que atribuem a redugdo no
comprimento de raizes e caule de plantulas de alface submetidas aos extratos de
Microgramma vaccniifolia (Langsd. & Fisch.) Copel. a presenca de compostos fenolicos e
taninos nos referidos extratos. Estudo realizado por Souza Filho e Alves (2002), comprova
que muitos aleloquimicos fendlicos podem modificar a biossintese de inimeros constituintes
quimicos dos vegetais, ocasionando a interferéncia no desenvolvimento das plantulas e

consequentemente provocando inibi¢do no desenvolvimento das mesmas.

4.3.4 Comprimento da Radicula

Em relacdo ao comprimento radicular das sementes de L. sativa quando submetidas as
diversas concentracBes do extrato aquoso bruto das folhas de R. grandiflora, ndo ocorreu
alteracdo significativa. Porém foi observada inibicdo embora ndo significativa nas
concentracdes de 50, 75 e 100% como pode ser observado na Tabela 7. No estudo de
Maraschin-Silva e Aquila (2006), em relagdo ao crescimento inicial das plantulas de L. sativa,
os extratos de Cecropia pachystachya Trec., Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.,
Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl., Sapium glandulatum (Vell.) Pax e Sorocea
bonplandii (Baill.) W.C. Burger, Lanjouw & Boer provocaram inibi¢gdes nos caules e raizes,
quando comparados ao controle, sendo os efeitos mais acentuados nas raizes. No estudo de
May et al. (2011), foi verificado que a biomassa das plantulas de Cucumis sativus L.
submetidas ao extrato aquoso da casca de café, foi estimulada, com o aumento da

concentracédo do extrato.
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Tabela 7. Comprimento médio das radiculas das plantulas de Lactuca sativa L., submetidas
ao extrato das folhas de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 2.408 a
Folha 25 2.468 a
50 1.672 a
75 1.876 a
100 1.964 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Ja o extrato do caule de R. grandiflora, atuou de forma variavel em relacdo ao
comprimento das radiculas de alface uma vez que a 25 e 50% de concentracdo promoveu um
aumento significativo ao nivel de 5% de probabilidade e a 75 e 100% uma diminui¢do no
comprimento da referida estrutura quando comparado ao controle (Figura 7).
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Figura 7. Comprimento médio das radiculas das plantulas de Lactuca sativa L., submetidas
ao extrato do caule de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.
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Na pesquisa realizada por Prates et al. (2000), as radiculas e outras partes testadas de
milho foram inibidas pelo extrato de leucena em funcdo da sua concentragdo. Para Suzuki et
al. (2008) a reducdo no crescimento da raiz € um primeiro efeito aparente da exposi¢do a
aleloguimicos, associado com lignificacdo precoce da parede celular. O fato é que o fenémeno
da alelopatia pode se expressar ora provocando inibi¢do ora provocando estimulo em relagdo
as diversas variaveis afetadas com tais efeitos, estando relacionados a concentracdo de

aleloquimicos presentes no ambiente ou extrato.

Para Rice (1984) as vezes as substancias estimulam em concentragdes mais baixas e
ao mesmo tempo inibem em concentra¢fes mais elevadas. Na maioria das vezes as raizes tém
uma maior sensibilidade aos aleloquimicos do que a parte aérea, mesmo estando em
concentracdes baixas, ja que mantém um maior contato com as substancias presentes no
substrato (MIRO; FERREIRA; AQUILA, 1998).

O extrato aquoso bruto da raiz de R. grandiflora, em todas as concentragdes provocou
um aumento significativo a 1% de probabilidade no comprimento das radiculas em
comparacdo ao controle. Sendo tal efeito mais pronunciado nas radiculas das plantulas

submetidas a 25 e 50% de concentracdo (Figura 8).
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Figura 8. Comprimento médio das radiculas das plantulas de Lactuca sativa L., submetidas
ao extrato da raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.
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Ao contrério do que foi observado no presente estudo Alves et al. (2004), verificaram
que o efeito inibitoério do 6leo do alecrim-pimenta na radicula de alface ocorreu de modo
proporcional ao aumento da concentracdo do extrato. A acdo dos aleloquimicos pode variar
qguanto a sua intensidade, ja que o mesmo € condicionado por diversos fatores, tais como
concentracédo, temperatura e outras condi¢cbes ambientais. Na maioria das vezes, os efeitos
causados tendem a ser dependentes da concentracdo, sendo mais acentuados em
concentragdes mais altas (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006). Entretanto nem sempre
tal efeito é registrado como observado na presente pesquisa em que O aumento da
concentracdo do extrato provocou um aumento seguido por uma diminui¢gdo no comprimento

das radiculas das plantulas de alface submetidas ao extrato de R. grandiflora..

Os efeitos alelopaticos resultam da acdo de varias substancias que atuam em conjunto,
uma vez que, geralmente, os aleloquimicos sdo encontrados em baixas concentracdes no
ambiente. Os extratos aquosos sdo misturas que podem conter substancias de varias classes
como terpenoides, fendis, alcaloides, aminoacidos ndo proteicos, dentre outras, e que
apresentam efeitos complexos sobre Lactuca sativa (alface), ainda ndo totalmente
esclarecidos. E importante acrescentar que resultados demonstrando ac&o alelopéatica obtidos
em laborat6rio podem nao se repetir em condi¢des naturais, devido a ocorréncia simultanea de
diversos fatores bidticos e abidticos que podem mascarar este fenédmeno. (EINHELLIG,
1999).

4.4 Analise do efeito alelopatico dos extratos da folha, caule e raiz de Richardia

grandiflora sobre as sementes e plantulas de Cenchrus echinatus

4.4.1 Germinagao

O extrato da folha e do caule de Richardia grandiflora em nenhuma das concentragdes
testadas provocou efeito significativo sobre a germinagcdo das sementes de Cenchrus

echinatus quando comparadas ao controle (Tabela 8).
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Tabela 8. Meédia de sementes germinadas de Cenchrus echinatus L., submetidas aos extratos
da folha e caule de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 124 a
Folha 25 120a
50 118a
75 142 a
100 13.8a
Caule 25 124 a
50 134 a
75 12.0a
100 14.0a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Resultados diferentes foram encontrados em um estudo realizado por Felix (2012)
onde o extrato por infusdo de sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith
(Fabaceae) interferiu de forma negativa na germinacgdo de sementes de alface (Lactuca sativa

L.), picdo-preto (Bidens pilosa L.) e carrapicho (Cenchrus echinatus L.).

J& o extrato da Raiz de R. grandiflora a 50 e 75% de concentracdo, promoveu um
estimulo significativo na média de sementes germinadas, ao passo que a 25 e 100% provocou

uma inibi¢do (Figura 9).
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Figura 9. Média de sementes germinadas de Cenchrus echinatus L. submetidas ao extrato da
raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Outras espécies de Rubiaceae ja apresentaram acdo semelhante a encontrada em nossa
pesquisa para R. grandiflora a exemplo de Corréa, Soares e Fett-Neto (2007), em um estudo
realizado com extrato de folhas de Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) sobre
sementes de alface onde a porcentagem final de sementes germinadas foi bastante reduzida

quando comparada ao controle.

Compostos fendlicos, como o acido cafeico substancia presente nos trés extratos
analisados na presente pesquisa, pode atuar de forma antagdnica ora promovendo um aumento
na germinagdo de sementes, como em estudo realizado com o arroz, trigo e mostarda por
Mandal (2001) ora ndo afetando a germinacdo da espécie receptora como relatado em
pesquisa realizada por Vidal, Hickman e Bauman (1998) tendo por espécie doadora Setaria
faberi R.A.W. Herrm. A resposta vai depender da concentracdo da substancia e da

receptividade da planta receptora.

O motivo pelo qual o extrato de R. grandiflora nas concentracdes de 25 e 100%
promoveu uma reducdo na germinacao das sementes de C. Equinatus pode estar relacionada a
diversos fatores tais como alteracbes na permeabilidade das membranas, na transcrigdo e

traducdo do DNA, na respiracdo, na conformacdo de enzimas e de receptores, ao
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funcionamento de mensageiros secundarios ou, ainda, na combinagdo desses fatores como

sugerido por Ferreira e Aquila (2000).

Ecologicamente a inibicdo na emergéncia de plantas daninhas é importante em
sistemas agricolas, pois permitem manter as culturas livres de competidoras por um periodo
mais longo, reduzindo o numero de aplicagdes de herbicidas sintéticos os quais podem
contaminar o solo (FELIX, 2012).

4.4.2 Indice de Velocidade de Germinagcéo

O indice de Velocidade de Germinagdo das sementes submetidas ao extrato da Folha e

da Raiz de R. grandiflora também ndo sofreu nenhuma alteracéo significativa (Tabela 9).

Tabela 9. Indice de Velocidade de Germinacgdo (IVG) das sementes de Cenchrus echinatus
L., submetidas aos extratos da folha e raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 7.548 a
Folha 25 8.130 a
50 6.980 a
75 7.018a
100 8.338a
Raiz 25 6.812 a
50 6.974 a
75 6.472 a
100 5.956 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

J& o extrato do Caule de R. grandiflora em todas as concentracdes testadas promoveu
uma reducdo, significativa a 5% de probabilidade, no IVG das sementes de C. Echinatus
sendo este mais efetivo a 25 e 75% de concentracdo em rela¢do ao grupo controle (Figura 10).
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Este resultado mostra que o referido extrato pode conter substancias responsaveis pelo atraso
na germinacdo de C. Echinatus. Plantas que germinam mais lentamente podem apresentar
tamanho menor, podendo se tornar mais suscetiveis a estresses ambientais e terem menos
chance em competicdes por recursos naturais (GATTI; PEREZ; FERREIRA, 2007).
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Figura 10. indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) das sementes de Cenchrus echinatus
L., submetidas ao extrato do caule de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Resultados semelhantes ao obtido em nossa pesquisa foram encontrados por Corréa,
Soares e Fett-Neto (2007), ao testar o extrato das folhas de Psychotria leiocarpa (Rubiaceae)
sobre as sementes de L. sativa com o referido IVG sendo afetado de forma negativa. Por
Oliveira et al. (2014) o indice de Velocidade de Germinagio das sementes de L. sativa, sendo
afetado de forma negativa quando submetidas ao extrato aquoso de Palicourea rigida. Para
este ultimo autor tal resultado se deve aos compostos quimicos presentes (compostos
fenolicos, taninos, flavonoides, esteroides, triterpenos), também encontrados em Richardia
grandiflora. Para Pires et al. (2010) os extratos aquosos da casca do fruto de Coffea arabica
L. (Rubiaceae) nas maiores concentracdes reduziram o Indice de Velocidade de Germinacio
de sementes de Calopogonium muconoides Desv., Stylosanthes capitata Vog. e Lactuca

sativa
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Em outro trabalho realizado por Anese et al. (2007), o parametro IVG foi inibido,
podendo-se notar que todas as concentragdes, tanto do extrato do caule como o das folhas de
Ateleia glazioveana Baillon (timbd), causaram atraso na germinacdo nas sementes de Lactuca
sativa (alface), sendo o efeito mais significativo nas concentracdes de 20 e 30%. Resultados
semelhantes foram obtidos por Pind-Rodrigues e Lopes (2001), onde demonstraram que 0s
extratos de Mimosa caesaepinaefolia Bentham reduziram a velocidade de germinacdo de

Tabebuia alba (Cham.) Sandw (ipé-amarelo).

4.4.3 Comprimento do Cauliculo

O extrato da Folha de R. grandiflora a 25, 50 e 75% de concentragdo promoveu um
estimulo, significativo a 5% de probabilidade, no comprimento médio dos cauliculos das
plantulas de C. echinatus enquanto que nas plantulas submetidas ao extrato a 100% de
concentragdo promoveu inibicdo. (Figura 11)
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Figura 11. Comprimento médio dos cauliculos das plantulas de Cenchrus echinatus L.,
submetidas ao extrato da folha de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.
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Vérios Autores encontraram resultados semelhantes aos de nossa pesquisa a exemplo
de Santos et al. (2001), ao verificarem um aumento no crescimento de Amaranthus viridis L.
sob a acdo de cascas de Coffea arabica (café) e de Oryza sativa L. (arroz). De Rios e Rosabal
(2008), onde em testes utilizando extrato de Bambusa vulgaris Schrad. ex J.C. Wendl. sobre
as sementes e plantulas de milho, promoveram um estimulo no comprimento do hipocotilo
desta ultima espécie. Vale ressaltar que Bambusa vulgaris possui esteroides, triterpenos e
flavonoides em sua composicdo (VALDES et al., 2010), substancias também presentes na R.
grandiflora e que podem estar relacionadas a tais efeitos alelopaticos. E de Bach e Silva
(2010), ao verificarem que a menor concentracdo do extrato de Bidens pilosa L. (pic&o-preto)
promoveu um aumento no comprimento médio do cauliculo das plantulas de Lactuca sativa

(alface) em relacdo ao controle.

Ja o extrato do Caule de R. grandiflora, em todas as concentra¢fes testadas, promoveu
uma diminuicdo, significativa a 5% de probabilidade, no comprimento do cauliculo das
plantulas de C. echinatus quando comparadas ao controle como pode ser observado na Figura
12. Tal acdo foi mais efetiva em relacdo aos cauliculos submetidos ao extrato a 50% de

concentracao.
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Figura 12. Comprimento médio dos cauliculos das plantulas de Cenchrus echinatus L.,
submetidas ao extrato do caule de Richardia grandiflora (Cham. & Shitdl.) Steud.
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Gulzar e Siddiqui (2013) utilizaram concentragdes de 2, 4, 6, 8 e 10% de extrato de
Terminalia arjuna (Roxb. Ex DC.) Wight & Arn., verificando um efeito inibidor na
germinacdo de sementes e no crescimento de plantulas de ervas daninhas, devido a presenca
de compostos secundarios na casca da arvore (taninos, cardenoloides, triterpenoides,
saponinas, acido elégico, oligomérico, proantocianidinas, fitoesterdis, célcio, magnésio e
zinco). Alguns destes compostos foram identificados para a espécie Richardia grandiflora,
em estudos anteriores, como os triterpenoides; e neste trabalho, onde se identificou a presenca

de &cido elagico, sendo possiveis responsaveis pela inibi¢cdo do comprimento do cauliculo.

O extrato da Raiz em todas as concentragdes ndo afetou de modo significativo o
comprimento dos cauliculos das plantulas de C. echinatus quando comparados ao controle
(Tabela 10).

Tabela 10. Comprimento médio dos cauliculos das plantulas de Cenchrus echinatus L.,
submetidas ao extrato da raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.

Controle (Agua destilada) 0 1.18a
Raiz 25 112 a
50 112 a
75 112a
100 1.17a

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

4.4.4 Comprimento da Radicula

Todos os extratos testados da folha, caule e raiz de R. grandiflora em todas as
concentragfes provocaram inibicdo quanto ao comprimento médio da radicula, sendo
significativo a 5% de probabilidade para o extrato da folha e ao nivel de 1% para o caule e a
raiz. Para o extrato da folha a concentracao de 50% foi a mais significativa, 0 mesmo ocorreu
com o extrato do caule, enquanto que no da raiz a concentracdo de 75% obteve a menor média
(Figuras 13, 14 e 15).
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Figura 13. Comprimento médio das radiculas das plantulas de Cenchrus echinatus L.,
submetidas ao extrato da folha de Richardia grandiflora (Cham. & Shitdl.) Steud.
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Figura 14. Comprimento médio das radiculas das plantulas de Cenchrus echinatus L.,
submetidas ao extrato do caule de Richardia grandiflora (Cham. & Shltdl.) Steud.
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Figura 15. Comprimento médio das radiculas das plantulas de Cenchrus echinatus L.,
submetidas ao extrato da raiz de Richardia grandiflora (Cham. & Shitdl.) Steud.

Resultados obtidos por Rodrigues et al. (2011) revelaram os efeitos alelopaticos do
extrato aquoso de folhas frescas e secas de cafeeiro sobre a germinacdo de sementes e
crescimento de plantulas de soja (Glycine max L.). Um dos resultados obtidos foi que o
comprimento da radicula foi inibido pelos dois extratos, sendo que a maior reducdo ocorreu
com o extrato de folha seca. Assim como o estudo feito por Frescura (2012), em que 0s
extratos aquosos das folhas de Psychotria brachypoda (Mull. Arg.) Britton e de Psychotria
birotula L.B. Sm. & Downs interferiram no crescimento radicular de Eruca sativa com um
potencial inibitério maior para os extratos de Psychotria brachypoda e que quanto maior foi a
concentragdo maior foi a inibigéo.

O écido gélico encontrado em todos os extratos de Richardia grandiflora, sendo nesta
pesquisa encontrado em maior concentragcdo no extrato da raiz, possui segundo Souza-Filho et
al. (2006), atividade alelopatica inibitéria. O que nos leva a considera-lo um dos responsaveis
pela acdo alelopatica negativa observada nesta pesquisa. Gatti (2008) ao analisar o efeito do
extrato aquoso bruto de Miconia albicans (Sw.) Triana, o qual apresentou flavonoides, sobre
plantulas de tomate verificou que na concentracdo de 25% o referido extrato interferiu de

forma negativa sobre o desenvolvimento da radicula de tomate.
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Além disso, substancias fenolicas como (B-sitosterol, stigmasterol, &cido o-hidroxi-
benzoico - 4&cido salicilico-fendlico, &cido m-metdxi-p-hidroxi-benzoico) também foram
encontrados em R. grandiflora em um estudo de Tomaz et al. (2008). Para Hui Li et al. (2010)
os aleloquimicos fendlicos podem inibir o alongamento da radicula paralisando suas divisdes

celulares.
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5. CONCLUSOES

A andlise do extrato das folhas, caules e raizes de R. grandiflora revelou a presenca de
quercetina, rutina, luteolina, acidos galico, elagico, cafeico, p-cumarico e clorogénico, estando
este Ultimo presente apenas na raiz. Tais compostos isoladamente ou em conjunto podem ser

responsaveis pelos efeitos alelopaticos observados.

O extrato das folhas, raizes e caules de Richardia grandiflora ndo promoveu alteracao
na germinacdo das sementes de L. sativa e nem em relacdo ao indice de Velocidade de
Germinacdo, exceto o extrato do caule de R. grandiflora que em todas as concentragdes
testadas promoveu um aumento do IVG. O extrato das folhas ndo provocou nenhum efeito em
relacdo ao desenvolvimento das plantulas de L. sativa enquanto os extratos do caule e da raiz

afetaram ora de forma positiva ora de forma negativa o desenvolvimento das mesmas.

O extrato das folhas de R. grandiflora ndo afetou nem a germinacgéo e nem o IVG, das
sementes de E. echinatus, porém, estimulou o comprimento do cauliculo a 25, 50 e 75% de
concentracdo e inibiu a 100%. Interferindo de forma negativa em relacdo ao comprimento da
radicula em todas as concentracdes. O extrato do caule ndo afetou a germinacdo da espécie
receptora, porém inibiu todos os outros parametros analisados. J& o extrato da raiz estimulou a
germinacdo em 50 e 75% de concentracdo e inibiu em 25 e 100%, ndo provocando alteractes
em relacdo ao IVG. Ao tempo em que inibiu o comprimento da radicula das plantulas de C.

echinatus ndo provocou nenhuma alteracdo quanto ao comprimento do cauliculo das mesmas.
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