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RESUMO

Alguns compostos quimicos produzidos através do metabolismo secundario das plantas,
sdo responsaveis pela acdo alelopética observada em vérias espécies, entre as quais, as
pertencentes a familia Rubiaceae. As plantas que germinam e crescem de forma
espontanea em locais indesejados sdo consideradas como daninhas. Dentre essas
espeécies, destaca-se Cenchrus echinatus L; (carrapicho) considerada altamente nociva
por apresentar um elevado potencial competitivo, podendo causar danos diretos e
indiretos em diversas culturas. Dentro deste contexto com o presente trabalho objetivou-
se avaliar o perfil fitoquimico e atividade alelopéatica de Cordiera myrciifolia
(K.Schum.) C.H.Perss. & Delprete, Cordeira sessilis (Vell.) Kuntze e Cordiera rigida
(K.Schum.) Kuntze sobre a germinacdo de sementes e crescimento da espécie invasora
Cenchrus echinatus L. (Poaceae). O perfil quimico foi identificado qualitativamente a
partir da metodologia proposta por Matos (1997) e quantitativamente analisando 0s
fenois totais e flavonoides totais e também pelo processo de cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com Detector de Matriz de Diodos (HPLC-DAD). Os tratamentos
constaram do Extrato Aquoso Bruto (EAB) e do Extrato Aquoso por Infusdo (EAI) das
folhas das trés espécies de Cordiera. Os experimentos foram conduzidos em camara de
germinacdo do tipo BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas por cinco dias. Avaliaram-
se, a porcentagem de germinacgdo, o indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), os
comprimentos das radiculas, dos cauliculos e foliolos, o indice Mitético e a ocorréncia
de aberracbes cromossémicas. As espécies de Cordiera foram caracterizadas
quimicamente por HPLC apresentando em sua composi¢do &cido galico, &cido
citrogénico, &cido cafeico, vanilina, &acido p-cumarico, acido ferdlico, rutina e
quercetina. Dentre as trés espécies doadoras, Cordiera myrciifolia foi a que apresentou
um efeito alelopatico, mais expressivo interferindo de forma negativa sobre todos os
parametros analisados junto as sementes e plantulas de Cenchrus echinatus submetidas
aos dois extratos utilizados. O Extrato Aquoso Bruto das trés espécies de Cordiera
apresentou um efeito mais expressivo que o Extrato Aquoso por Infusdo na germinacao
e desenvolvimento de Cenchrus echinatus. Quanto a analise citotdxica, tanto o Extrato
Agquoso Bruto quanto o Extrato Aquoso por Infusdo de Cordiera myrciifolia, Cordiera
sessilis e Cordiera rigida estimularam o Indice Mit6tico e promoveram a proliferacio
de células em divisdes, em sua maioria contendo aberragdes cromossdmicas o0 que
influenciou na inibicdo do desenvolvimento da radicula de Cenchrus echinatus. Os
resultados podem subsidiar pesquisas futuras com vistas ao uso das espécies de
Cordiera como herbicida natural no controle do carrapicho e possivelmente de outras
espécies daninhas.

Palavras-chave: Alelopatia; Citotoxicidade; Citogenética.



ABSTRACT

Some chemical compounds produced through the secondary metabolism of plants are
responsible for the allelopathic action observed in several species, including those
belonging to the Rubiaceae family. Plants that germinate and grow spontaneously in
unwanted locations are considered weeds. Among these species, Cenchrus echinatus L
stands out; (butterbur) considered highly harmful because it has a high competitive
potential and can cause direct and indirect damage to several crops. Within this context,
the present work aimed to evaluate the phytochemical profile and allelopathic activity of
Cordiera myrciifolia (K.Schum.) C.H.Perss. & Delprete, Cordeira sessilis (Vell.)
Kuntze and Cordiera rigida (K.Schum.) Kuntze on seed germination and growth of the
invasive species Cenchrus echinatus L. (Poaceae). The chemical profile was identified
qualitatively from the methodology proposed by Matos (1997) and quantitatively by
analyzing the total phenols and total flavonoids and also by the process of High
Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detector (HPLC-DAD). The
treatments consisted of the Crude Aqueous Extract (EAB) and the Aqueous Extract by
Infusion (EAI) of the leaves of the three species of Cordiera. The experiments were
carried out in a BOD-type germination chamber at 25 °C and a 12-hour photoperiod for
five days. The percentage of germination, the Germination Speed Index (GVI), the
lengths of the radicles, stems and leaflets, the Mitotic Index and the occurrence of
chromosomal aberrations were evaluated. The Cordiera species were chemically
characterized by HPLC showing in their composition gallic acid, citrogenic acid, caffeic
acid, vanillin, p-coumaric acid, ferulic acid, rutin and quercetin. Among the three donor
species, Cordiera myrciifolia was the one that presented the most expressive allelopathic
effect, interfering negatively on all the parameters analyzed with the seeds and seedlings
of Cenchrus echinatus submitted to the two extracts used. The Crude Aqueous Extract
of the three species of Cordiera showed a more expressive effect than the Aqueous
Extract by Infusion on the germination and development of Cenchrus echinatus. As for
the cytotoxic analysis, both the Crude Aqueous Extract and the Infusion Aqueous
Extract of Cordiera myrciifolia, Cordiera sessilis and Cordiera rigida stimulated the
Mitotic Index and promoted the proliferation of cells in divisions, most of them
containing chromosomal aberrations, which influenced the inhibition of the radicle
development of Cenchrus echinatus. The results can support future research with a view
to the use of Cordiera species as a natural herbicide in the control of butterflies and
possibly other weed species.

Keywords: Allelopathy; Cytotoxicity; Cytogenetics.
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1. INTRODUCAO

A alelopatia é definida como um fendmeno promovido por compostos quimicos
produzidos pelo metabolismo secundario dos vegetais e que, quando liberados no
ambiente, influenciam o desenvolvimento de outras plantas podendo se manifestar de
forma benéfica ou prejudicial (RICE, 1984; XAVIER et al., 2019). Essas substancias
sdo denominadas aleloquimicos, os quais estdo divididos em diferentes categorias de
compostos tais como, fendis, terpenos, alcaloides, polietilenos, 4&cidos graxos,
peptideos, entre outros (PEREIRA et al., 2018).

Os aleloquimicos sdo encontrados em diversas partes da planta, sendo que sua
distribuicdo ndo é uniforme, com registros de sua ocorréncia em folhas, raizes, frutos,
cascas e sementes onde sdo encontrados em concentracfes distintas segundo o ciclo de
vida do vegetal (CARVALHO, 1993; ALVES; SOUSA, 2002).

Tais compostos sdo liberados no ambiente em sua volta por varias vias, com a
exsudacdo das raizes no solo; lixiviagdo provenientes da parte aérea das plantas; Pela
decomposicdo dos residuos vegetais ou também pela volatilizacdo das substancias no ar
(SOUSA FILHO, 2006), que podem comprometer o0 processo germinativo, interferir no
desenvolvimento inicial, nos processos fisioldgicos e também nos fatores genéticos de
plantas circunvizinhas (HARUN et al., 2014), como consequéncia, podem afetar
drasticamente tanto os ambientes naturais e artificiais (diversidade vegetal, lavouras,
sistemas agroflorestais entre outros).

Quando as plantas germinam e crescem espontaneamente de forma indesejadas
sdo consideradas daninhas. Dentre essas espécies, destaca-se Cenchrus echinatus L.
(carrapicho) pertencente a familia Poaceae, graminea anual, que se desenvolve
espontaneamente em todo territério nacional. Essa especie € considerada altamente
nociva por apresentar um elevado potencial competitivo, podendo causar danos diretos e
indiretos as culturas (LORENZI, 2014; FMCAGRICOLA, 2011; DAN et al., 2011).

Espeécies invasoras sdo consideradas uma grande ameaga a biodiversidade, por
sua capacidade de modificar os sistemas naturais em varios fatores (ZILLER, 2006).
Quando em uma determinada cultura existe a presenca de plantas daninhas, estabelece-
se uma influéncia dessas diretamente no crescimento e desenvolvimento das raizes da

cultura, interferindo na utilizacdo dos recursos do solo (BRAGA, 2018). E necessario,
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portanto, combaté-las quer nos ambientes agricolas quer nos ambientes naturais, o que
tem sido feito exaustivamente com o uso indiscriminado de agrotdxicos.

O uso de agrotoxicos no controle de plantas daninhas ocasiona diversos
prejuizos ao ambiente, logo, a alelopatia oferece uma nova perspectiva, uma vez, que
compostos quimicos liberados por plantas que podem atuar como bioherbicidas e causar
menos impactos ao meio. Assim, pesquisas voltadas para esse fendmeno tém recebido
cada vez mais atencdo da classe cientifica nas Ultimas décadas (REIGOSA, 2013;
HIERRO; CALLAWAY, 2003; NEGI et al., 2016).

A alelopatia € um fenémeno inerente a diversas espécies do Cerrado (MARCHI
et al., 2017; GATTI et al.,, 2014) e isso ocorre ao fato de estarem frequentemente
expostas a constantes variagdes ambientais, 0 que propicia 0 aumento na producdo de
metabolitos secundarios nas plantas. Dentro desse bioma destaca-se Rubiaceae que €
considerada uma das principais familias da flora brasileira, estando entre as dez
maiores, sendo classificada como a sexta maior do grupo das Angiospermas, com
ocorréncia em todos os dominios fitogeogréaficos do pais, englobando cerca de 128
géneros e 1.415 espécies (BARBOSA et al., 2015; FLORA DO BRASIL, 2020).

Dentre as espécies pouco exploradas em relacdo a alelopatia estdo as
pertencentes ao género Cordiera A. Rich ex DC., as quais apresentam frequentemente
em sua constituicdo compostos quimicos de comprovada agdo alelopatica a exemplo
terpenos, fendis entre outros (CANELHAS, 2012).

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Avaliar o perfil fitoquimico e atividade alelopatica de extratos obtidos de
Cordiera myrciifolia (K.Schum.) C.H.Perss. & Delprete, Cordiera sessilis (Vell.)
Kuntze e Cordiera rigida (K.Schum.) sobre a espécie invasora Cenchrus echinatus L.

(Poaceae).
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2.2.  Objetivos Especificos

Determinar os aleloquimicos presentes nos extratos das espécies do género

Cordiera;

Verificar a acdo dos extratos das folhas das espécies de Cordiera sobre o
processo germinativo das sementes e desenvolvimento de plantulas de C.

echinatus;

Observar o efeito dos extratos das espécies de Cordiera sobre o indice mitotico

das radiculas das espécies receptoras.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Alelopatia

Em 1937 o pesquisador alemdo Hans Molish estudando as interferéncias que as
plantas causavam umas sobre as outras, atribuiu a este fenébmeno o nome de Alelopatia,
termo advindo da juncdo das palavras gregas allelon (mutuo) e pathos (prejuizo). Para o
referido estudioso, tal fendmeno abrangia tanto influéncias positivas quanto negativas
que uma planta, através da producdo de compostos quimicos liberados no ambiente,
exercia sobre outras em seu entorno. Tal conceito foi reformulado em 1974 por Rice,
para quem a Alelopatia correspondia a todo efeito dos aleloquimicos produzidos pelas
plantas e microorganismos gque ao serem liberados no ambiente exerciam influéncias
sobre outras, de forma direta ou indireta, danosa ou benéfica (MOLICH, 1937; RICE,
2012).

Essa definicdo foi ampliada pela International Allelopathy Society, para a qual
esse processo natural se deve aos metabdlitos secundarios, por plantas, algas fungos e
bactérias os quais influenciam o crescimento e o desenvolvimento de sistemas
florestais, agricolas e/ou bioldgicos (SILVA et al., 2018).

Os compostos quimicos responsaveis pela alelopatia (aleloquimicos), estdo
presentes em varias partes dos vegetais (ZENG et al., 2010), eles sdo provenientes
principalmente do metabolismo secundario das plantas (LIMA et al., 2018). A sua
atividade biologica depende, na maioria dos casos, das condi¢cBes ambientais e
fisioldgicas das plantas, da sua concentracdo e mobilidade na mesma, muitas vezes mais
que da sua composi¢do quimica, pois um aleloquimico que as vezes é toxico para uma
espécie vegetal pode ser inofensivo para outra planta (PUTNAM; DUKE, 1974).

Os efeitos alelopaticos observados nos individuos de uma comunidade séo,
frequentemente, mais intensos durante a germinagdo e desenvolvimento inicial das
plantulas. Mas também, outras partes das plantas podem ser afetadas, como flores,
laminas foliares, talos, hastes, cascas, raizes e solo (PEREIRA et al., 2018).

Estudos em alelopatia séo bastante evidentes, pois a mesma atua de forma direta
na sucessao vegetal primaria e secundaria, influencia também na estrutura e composicao
das plantas, pode propiciar meios mais ecolégicos ao controle de plantas daninhas
auxiliando na preservacdo dos ambientes, causando grande impacto sobre a
biodiversidade e a agricultura (SILVA; AQUILA, 2006; TAVEIRA, 2011).
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3.2 Fitotoxicidade: Mecanismo, modo de acéo e vias de liberacédo dos

aleloquimicos

A produgdo de aleloquimicos nos vegetais é influenciada por diversos fatores,
como temperatura, umidade, indice de precipitacdo, radiagdo e varia¢do sazonal (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Cada espécie que apresente efeito fitotoxico produz um conjunto
variado desses compostos com acgdes diferenciadas dependendo da comunidade em que
ela se encontra, principalmente, do tipo de solo, da populacdo microbiana e das
condic@es climaticas (OLIVEROS-BATIDAS et al., 2009).

Os aleloquimicos, podem interferir nas atividades consideradas vitais nas
plantas, tais como: fotossintese, respiracdo, assimilacdo de nutrientes, sintese de
proteinas, atividades enzimaticas, permeabilidade da membrana e também no
desenvolvimento vegetal (SIQUEIRA et al., 1991). Sendo que o processo de
germinacdo € menos sensivel aos aleloquimicos. Em contrapartida, o desenvolvimento
inicial da raiz priméaria, quando testada e observada em laboratorio demonstra ser a
varidvel mais sensivel, podendo receber influéncias tanto benéficas como prejudiciais
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Em muitas ocasifes a competicdo e a alelopatia embora sejam fenémenos
distintos (Figura 1) sdo considerados como coisas semelhantes, no entanto, a primeira
consiste na retirada ou reducdo de um recurso natural do ambiente, j& a segunda resulta
na liberacdo de compostos quimicos no ambiente os quais ao serem absorvidos por
outros individuos pode ou ndo interferir na germinacdo e ou desenvolvimento do
mesmo (RICE, 1980; SAMPIETRO, 2003).

Os mecanismos de liberacdo dos aleloquimicos (Figura 1) envolvem a
lixiviacdo, a volatilizacdo, a exsudacdo de raizes e a decomposicao (CHENG, 2015). O
processo de lixiviacdo envolve a remocdo de substancias quimicas de plantas vivas ou
mortas, decorrente da acdo de chuvas, orvalhos e neblina. Na volatilizagdo, tais
compostos sdo liberados na forma volatil, sendo um processo bastante comum nas
plantas aromaticas (SOUZA FILHO; ALVES, 2002; HIJANO et al., 2021). Na
exsudagédo, os exsudatos radiculares s&o simplesmente degradados e usados para
produzir carbono por organismos decompositores (BERTIN; YANG; WESTON, 2003),
o qual é posteriormente liberado no solo através das raizes vivas (RICE, 1984). Ja na
decomposicdo 0s organismos vegetais mortos decompostos sdo na maioria das vezes,
adicionados ao solo (SOUZA FILHO; ALVES, 2002).
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Figura 1: Mecanismo de interferéncia das plantas (competicao e alelopatia) e das vias

de liberacdo dos aleloquimicos.

Interferéncia das plantas

Fonte: Adaptado de Chou (2016).

3.3 Citogenética

E de extrema importancia que substancias potencialmente citotoxicas e
genotoxicas sejam detectadas, bem como entender seus provaveis efeitos nos
organismos para contribuir nos estudos do impacto que eles podem trazer as populagdes
vegetais (SOUZA, 2005).

A citogenotoxicidade é um fendmeno que a partir de sua interferéncia na
célula vegetal, pode apresentar varios resultados, dentre eles, a ma evolucdo e até
mesmo a morte das celulas devido as mudancas que geralmente ocorrem em suas
divisdes, ploidias e estruturas cromossémicas por meio de mutacdes (LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

O efeito genotoxico pode ser caracterizado por compostos que afetam
provocando danos ao DNA da célula vegetal resultando em quebras cromossdmicas e
delecBes nos nucleotideos, essas substancias intoxicam o DNA nuclear de forma direta
ou atuam de forma indireta afetando o metabolismo celular acarretando divisdes
celulares incorretas nas plantas (MATSUMOTO, et al., 2006).
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Cada vez mais os trabalhos cientificos, no intuito de confirmar a ocorréncia de
toxicidade ao nivel celular, realizam diferentes testes de mutagenicidade,
genotoxicidade e citotoxicidade, através de analises de alguns parametros comuns nesse
tipo de estudo, como investigando a regularidade dos microndcleos, as alteracGes
cromossdmicas e Indice Mitético (IM) (PEDREIRO, 2016). Esse Gltimo pode sofrer
alteracOes provenientes do potencial citotoxico de compostos ou substancias quimicas, o
que pode resultar no aumento ou reducdo das células em divisdes mitdticas pertencentes
aos tecidos que sdo expostos a esses agentes (SALES; SANTOS; PERON, 2017).

Através de bioensaios é possivel avaliar efeitos citogenotdxicos gerados por
compostos existentes nos produtos naturais, especialmente em extratos vegetais e suas
derivacdes (VERRI; MOURA; MOURA, 2017).

Inexistem outras pesquisas cientificas direcionadas a aplicagdo de estudos
citogenéticos, bem como Indice Mitético na planta daninha Cenchrus echinatus
(carrapicho), artigos que com analises desses parametros voltados para plantas
consideradas bioindicadoras por varios autores, como Allium cepa L. e Lactuca sativa
L. sdo mais comuns (MORALES, 2017; DO CARMO; LEAL; RIBEIRO, 2020).

3.4 Plantas Daninhas e Cenchrus echinatus L. (carrapicho)

Segundo Pitelli (2015) algumas plantas sdo nomeadas com o termo “planta-
daninha”, por melhor expressar o conceito de interferéncia nas atividades humanas.
Ressaltando que a vegetacdo que infesta areas agricolas e de pecuéaria recebe o nome na
ecologia de comunidade infestante por se tratar de um conjunto de plantas daninhas que
habitam determinado ambiente.

As plantas daninhas podem proporcionar alguns beneficios, como a protecdo
do solo contra erosdo, fixagdo de nitrogénio no solo, valor ornamental,
uso medicinal, importancia apicola, 6leos essenciais, entre outros (SILVA et al., 2021).
Porém, os efeitos negativos causados pelas mesmas s@o bastante alarmantes e se
mostram de forma direta ou indireta. Sendo diretos: a competi¢cdo por recursos naturais,
tais como: agua, luz, nutrientes e espaco, alelopatia e outros; reducdo da produtividade
vegetal e/ou animal; ndo certificagdo de sementes; demanda adicional de 4gua e menor
qualidade do produto colhido. Como indiretos: hospedeiras de pragas, doencas e
nematoides; impedem tratos culturais ou a colheita; causar ferimentos em trabalhadores,

causar intoxicagdes; obstrucdo de equipamentos e canais de irrigacdo e aumento dos
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custos com controle de doencas e pragas (SILVA et al., 2010; CONCENCO et al.,
2014).

Em relagcdo aos prejuizos diretos, a redugdo em produtividade de cultivos
comerciais, devido a competicdo por recursos do meio como também
pela liberacdo de compostos alelopaticos estdo em bastante evidéncia (Silva et al.,
2021). Considerados como fatores preponderantes na perda de produtividade agricola,
geram um prejuizo anual de bilhdes de dolares (BRIGHENTI et al., 2018).

Cenchrus echinatus L., Poaceae (Figura 2), apresenta em sua fase vegetativa um
aspecto de grama e evolui para uma planta com haste longa cujos de frutos do tipo
cariopse cobertos por espinhos (USDA, 2013). E uma planta anual, herbécea, ereta ou
eventualmente semiprostrada, com nds pigmentados, com altura entre 20-60 cm.
(LORENZI, 2000).

Apresenta elevado potencial competitivo com as culturas principalmente por
agua, nutrientes e luz. Invadem culturas de algoddo, amendoim, arroz de sequeiro, café,
cana-de-acucar, feijdo, frutiferas, fumo, mandioca, milho, entre outros. E pode ser
indicadora de campos agricolas erodidos e adensados, surgindo em pastagens onde o
pisoteio foi intenso (SANTOS, 2007; DAN et al., 2011).

No estado atual, a alelopatia apresenta novas perspectivas na pesquisa, com
estudos de compostos quimicos liberados por plantas, os aleloquimicos, que podem vir a
ser utilizados como herbicidas naturais e consequentemente causar menos impactos ao
meio ambiente (REIGOSA, 2013).

Estudos nessa area tém norteado a busca por plantas com potencial alelopatico,
capazes de interferir no ciclo de vida das plantas daninhas apresentado fundamentos nos
estudos interdisciplinares da atualidade e um importante caminho a se seguir (SILVA, et
al., 2017).
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Figura 2: Cenchrus echinatus L. - Crato - CE, Brasil. (A) Habito; (B) Frutos

Fonte: De autoria propria.

3.5 Familia Rubiaceae Juss e 0 Género Cordiera A. Rich. ex DC.

Rubiaceae ocupa a sexta posicdo entre as Angiospermas quanto a sua
diversidade (DELPRETE; JARDIM, 2012; ROBBRECHT, 2018). Segundo Govaerts et
al. (2016) essa familia conta aproximadamente com 13.765 espécies distribuidas em
611 géneros. No Brasil é constituida por cerca de 128 géneros e 1.415 espécies
(BARBOSA, et al., 2015; FLORA DO BRASIL, 2020). Dentre as familias da flora
brasileira, € uma das mais importantes por seu valor econdmico, ornamental e
fitoterapéutico (VALLI, et al., 2016; SOUZA; LORENZI, 2008).

Do ponto de vista quimico, plantas da familia Rubiaceae demonstram ser
bastante fitotoxicas, em razdo de possuirem grande diversidade de metabdlitos
secundarios. Considera-se que as antraquinonas, iridoides e alcaloides indolicos séo
marcadores quimiotaxonémicos das subfamilias Rubioideae, Ixoroideae e
Cinchonoideae, respectivamente (MARTINS; NUNEZ, 2015).
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3.5.1 Cordiera rigida (K.Schum.) Kuntze

Cordiera rigida é uma espécie endémica do Brasil que se distribui apenas em
poucos estados do pais, inserida nos dominios fitogeograficos da Caatinga e Cerrado
das regides Centro-oeste, Sudeste, Norte e Nordeste (BARBOSA et al., 2015).

Morfologicamente, espécies de Cordiera rigida caracterizam-se por serem
arbustos com variacdo de tamanho entre 0,5 e 6,0 m de altura, (Figura 3), de folhas
opostas cruzadas, coridceas e sésseis; venagdo com nervuras secundarias e terciarias
conspicuas em ambas as faces, 4-8 pares. Compostas de flores unissexuadas, as
masculinas, em inflorescéncias de 3-5-flores, apresentando estigma nao receptivo e as
femininas, unifloras, apresentando anteras sem pdlen. Os individuos femininos dessa
espécie podem ser identificados em campo mediante do hipanto turbinado e na auséncia
das flores pela presenca dos frutos. Os frutos sdo do tipo baga (Figura 3) e quando
maduros sdo adocicados e comestiveis. Floresce de agosto a janeiro e frutifica de
novembro a janeiro (VARJAO; JARDIM; CONCEICAO. 2013).

Figura 3: Cordiera rigida (K.Schum) Kuntze - Crato - CE, Brasil. (A) Habito; (B)
Frutos.
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Fonte: De autoria prépria.
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3.5.2 Cordiera myrciifolia (K.Schum.) C.H.Perss. & Delprete

Cordiera myrciifolia, conhecida como café-bravo, é uma arvore nativa de
pequeno porte que ocorre abundantemente no Nordeste do Brasil (GADELHA
MILITAO, et al., 2005; LUCIANO et al, 2010).

Estruturalmente C. myrciifolia (Figura 4) caracteriza-se por ser um arbusto ca.
1,2 m de altura. Ramos glabros, cilindricos; entrends 2-5 cm de comprimento; estipulas
truncadas. Folhas opostas decussadas, peciolo glabro; 1dmina foliar obovada; glabra em
ambas as faces; nervuras obliquivénias, 5-8 pares. Inflorescéncia estaminada em cimas
fasciculadas terminais; flores pistiladas solitarias. Flor estaminada; calice truncado;
corola tetrdmera; estames 4, inclusos, inseridos na base do tubo ou proximos a ela,
filiformes; antera dorsifixa, rimosa. Flor pistilada ndo observada. Fruto baga, globosa, 9
X 7 mm, pubérula; sementes achatadas, ovais, 3 x 2 mm (PERSSON; DELPRETE;
STEYERMARK, 2004)
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Figura 4: Cordiera myrciifolia (K.Schum.) C.H.Perss. & Delprete -Crato - CE, Brasil.
(A) Habito; (B) Folhas; (C) Flor; (D) Fruto.

Fonte: De autoria propria.

Estudos fitoquimicos voltados para C. myrciifolia apontam isolamento de D-
manitol, escopoletina, &cido pomdlico, ésteres metilicos de acidos ursolico e oleandlico e
os flavonoides citotoxicos corimbosina, letedocina, apometzgerina, acetina e apigenina
(LUCIANQO, et al., 2005; ZANI, et al., 1995). Iridéide: acido 10-O Vaniloilgeniposidico

(LUCIANQO, et al., 2010). Triterpenos: éster metilico do &cido pomolico; éster metilico
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de &cido ursodlico; éster metilico de acido oleandlico (AHMAD, 1556). Flavonas:5-
hidroxi-7,3’,4’,5’-tetrametoxiflavon;5,5’-dihidroxi 7,3’ 4’ trimetoxiflavona; 5,7,5-
trihidroxi-3’,4’-dimetoxiflavona; 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona; 5,7,4’-trihidroxiflavona
(MILITAO, 2005).

3.5.3 Cordiera sessilis (Vell.) Kuntze

Cordiera sessilis sindbnimo de Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum. (Zappi et al.,
2014), é uma espécie que apresenta um porte arbustivo podendo chegar em 4m ca.
(LORENZI, 2002), popularmente conhecido como marmelinho ou marmelo-do-cerrado,
apresenta frutos saborosos que sdo frequentemente procurados pelas aves regionais e
pode ser utilizado na confeccdo de geleias e tortas (WALTER, CARVALHO;
RIBEIRO, 2008).

Normalmente, sua madeira é bastante utilizada como lenha e carvao, as folhas
consumidas por bovinos e, além do mais, popularmente podem ser usadas para
tratamento de infeccBes cutaneas através de compressas ou 0 proprio banho contendo a
aplicacdo dessa parte da planta (SILVA et al., 2013).

Cordiera sessilis (Figura 5) morfologicamente caracteriza-se  pelas
inflorescéncias terminais, frutos carnosos e com muitas sementes, suas folhas sé&o
simples e opostas e coridceas com bordas curvas e onduladas. Apresenta um caule
ramificado, curto, fino e rugoso (LORENZI, 2002; MATHEUS et al., 2008).

Nas folhas de C. sessilis sdo encontrados compostos como triterpenos, iridoides,
flavondides e ésteres de acido cafeico (OLEA; ROQUE; BOLZANI, 1997; SILVA et
al., 2006). Em estudo realizado por Olea, Roque e Bolzani (1997) foram isolados os
flavondides: quercetina-3-O-B-D-(2"-O-trans-p-coumaroyl)-rutinoside; kaempherol-3-
OpB-D-(2"-O-trans-p-coumaroyl)-rutinosideo; os triterpenos: acido oleandlico; acido
ursolico; acido epi-betulinico; os iriddides: jardindsidos; deacetilasperulésido; 10-
desidrogardendsido; B-gardiol; a-gardiol; 4&cido geniposidico; geniposido; 6a-
hidroxigeniposido; 6p-hidroxigeniposido e os compostos fenolicos: 3,4,5-trimet3,4,5-

trimetoxifenil-1-O-B-D-(5-O-siringoil)-apiofuranosil- (1—6)-p-D
glucopiranosideooxifenil-1-O-f-D-(5-O-siringoil)-apiofuranosil- (1—6)-p-D
glucopiranosideo; Glicosideos de lignanas: (+)-lyoniresinol-3a-O-B-D-

glucopiranosideo; (—)-lyoniresinol-3a-OpB-D-glucopiranosideo (LUCIANO et al., 2004).
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Figura 5: Cordiera sessilis K.Schum. -Crato - CE, Brasil. (A) Habito; (B) Frutos.

Fonte: De autoria propria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material botanico

O material vegetal das espécies doadoras foi coletado na Chapada do Araripe em
areas de Cerrado, Cerraddo e Mata Umida na cidade de Crato-CE (Figura 6) no periodo
de junho a setembro de 2021. Os frutos maduros de Cenchrus echinatus (espécie
receptora) foram coletados durante 0 mesmo periodo, nas redondezas da Universidade
Regional do Cariri Campus do Pimenta e Parque de Exposicao Pedro Felicio Cavalcante
em Crato-CE. Eles passaram pelo processo de descasque para utilizacdo das sementes.

As coletas foram autorizadas pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA),
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) e do Sistema de
Autorizacédo e Informacéo em Biodiversidade (SISBIO) sob o numero: 80398-1 emitido
em 13 de outubro de 2021 (Anexo A).

Figura 6: Localizacdo dos pontos de coleta de Cordiera myrciifolia, Cordiera sessilis e

Cordiera rigida em Crato, Ceara, Brasil.
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Fonte: De autoria propria.

As espécies do género Cordiera foram coletadas e tratadas segundo os métodos

usuais de herborizacdo. A identificacdo foi feita por comparagdo com amostras do
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acervo do Herbério Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) e confirmada pelo
Dr. Elnatan Bezerra de Souza (UVA), especialista em Rubiaceae. As exsicatas foram

incorporadas ao acervo do HCDAL (Tabela 1).

Tabela 1- Espécies de Cordiera utilizadas com os respectivos locais de coleta, coletor e

namero de registro.

Espécie Familia Local de Coletor N°
Coleta HCDAL
Cordiera myrciifolia
(K.Schum.) Rubiaceae Trilha do NASCIMENTO, 14.988
C.H.Perss & Delprete Belmonte M.P. et al.
Cordiera sessilis Rubiaceae Trilha do NASCIMENTO, 14.989
(Vell.) Kuntze Belmonte M.P.
Cordiera rigida Rubiaceae Trilha de NASCIMENTO, 14.990
(K.Schum.) Kuntze Minguiribas, M.P.
estrada
Crato/Exu

Fonte: De autoria prépria.

4.2 Extrato Aquoso por Infuséo (EAI)

O Extrato Aquoso por Infusdo (100%) das espécies de Cordiera foi produzido a
partir de 30 mg/mL de folhas frescas de cada espécie, imersas em 1.000 mL de agua
destilada a 100 °C contidos em Beckeres que foram vedados até completo resfriamento
evitando a liberacdo de vapores e volatilizacdo dos aleloquimicos. Apds o resfriamento,
os Extratos Aquosos por Infusdo (100%) foram diluidos em &gua destilada nas
concentracdes de 75%, 50% e 25% consistindo nos quatro tratamentos distintos. O

grupo controle (0%) constou somente de agua destilada.

4.3 Extrato Aquoso Bruto (EAB)

Para obtencgéo do Extrato Aquoso Bruto (100%) foram utilizadas 200 mg/mL de
folhas frescas de cada uma das espécies de Cordiera separadamente, em seguida
trituradas em um liquidificador com 1000 ml de agua destilada durante 5 minutos. Apos
a trituracdo o contetido obtido foi filtrado para separacdo de particulas maiores. Em

seguida essa solucdo foi centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos. Na sequéncia, 0
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extrato foi diluido em agua destilada nas concentracbes de 25%, 50%, e 75%
consistindo tais dilui¢cbes nos tratamentos. O grupo controle (0%) constou somente de

agua destilada.

4.4 Paréametros fisico-quimicos (PH e Osmolaridade)

O Extrato Aquoso Bruto e Aquoso por Infusdo das espécies de Cordiera foram
avaliados individualmente quanto ao pH através de um pHmetro. Sempre que
necessario foi feito o ajuste com HCI (4cido) e NaOH (base) de forma que o pH ficasse
entre 4 e 6, de modo a evitar a interferéncia dessa variavel nos testes alelopaticos. A
avaliacdo da osmolaridade foi realizada com auxilio de um osmémetro, onde os valores
obtidos em mOsm/kg foram convertidos para pressdo osmotica (MPa) através da

equacéo abaixo proposta por Larcher (1993):

= -W x 0,00832 x tabs

Onde:
n = Pressdo osmatica em Mpa;
W = Potencial Osmético em Osm/Kg;

Tabs = Temperatura absoluta em graus Kelvin.

4.5 Bioensaios de Germinacao

O bioensaio constou de oito tratamentos compostos pelos dois tipos de extratos
mais um grupo controle constando somente de agua destilada (0%) para cada uma das
espéecies doadoras estudadas nesse trabalho. Cada tratamento contou com cinco
repeticdes de 20 sementes da especie receptora (carrapicho), totalizando 100 sementes
por tratamento. O bioensaio foi conduzido em caixas Gerbox esterilizadas tendo por
substrato duas folhas de papel filtro umedecidas com 3 ml dos extratos.

O experimento foi conduzido em cédmara de germinacdo do tipo BOD a uma
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas por cinco dias. As sementes da espécie
receptora foram consideradas germinadas quando as radiculas se apresentaram com

cerca de 2 mm de comprimento.
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Os parametros analisados foram: percentual de germinacéo das sementes; indice
de Velocidade de Germinacdo (IVG), médias dos comprimentos de radicula, cauliculo e
foliolo. O percentual de germinacdo foi determinado segundo férmula proposta por
Labouriau (1997).

G = (N/A). 100

Onde:
N: NUmero de total de sementes germinadas;
A: Numero total de sementes colocadas para germinar.

O indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) foi avaliado a cada 24 h por um
periodo de cinco dias. Sua determinacéo se deu através do somatorio da razdo entre o
namero de sementes germinadas no dia i (ni) e o numero de dias (i), de acordo com a
formula: IVG=G1/N2+... +Gn/Nn; em que: G1, G2, Gn= nlmero de sementes germinadas na
primeira, segunda e ultima contagem; N1, N2, Nn= ndmero de dias da semeadura & primeira,
segunda e Ultima contagem (FERNANDES; MIRANDA; SANQUETA., 2007).

4.6 Indice Mitético

Para a analise do Indice Mitdtico as radiculas foram coletadas e preparadas
através da técnica de esmagamento seguida de coloragcdo proposta por Guerra e Sousa
(2002), as mesmas foram coletadas a cada 24 horas do primeiro ao terceiro dia de
germinacdo. As radiculas foram postas em solugdo de Carnoy (3 partes etanol: 1 parte
de acido acético glacial) por 2 horas para a fixacdo das células em divisdo mitotica, em
seguida, estocadas em freezer no proprio fixador até a andlise. ApoOs esse periodo as
radiculas foram submetidas a duas lavagens com agua destilada por 5 minutos cada,
para retirada do Carnoy, na sequéncia foram colocadas em laminas imersas em uma
gota da enzima celulase/pectinase suficiente para cobrir as radiculas e estocadas em
cameras Umidas, e em seguida colocadas em estufa a 37 °C durante 1h:40 m a fim de
digerir as paredes celulares. Em seguida os meristemas das radiculas foram separados e
esmagados sobre as ldaminas em &cido acético a 45%, com auxilio de seringas e sob
estereomicroscopio, cobertas com uma laminula e congeladas em nitrogénio liquido

durante 2 minutos para a remogdo da laminula. Posteriormente foram secas ao ar,
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coradas com Giemsa a 2%, secas ao ar novamente e por fim, montadas em verniz vitral
(Adaptado de GUERRA; SOUSA 2002).

As células foram contadas em um microscépio éptico com um aumento de 400X
observando o numero de células que estavam nas fases da mitose, fotografadas em
todos os tratamentos. O indice Mitético foi obtido dividindo o nimero de células que
estavam em mitose (préfase + metafase + anafase + tel6fase) pelo nimero total de
celulas (interfase + mitose) multiplicando por 100 segundo equagéo proposta por Pires
et al., (2001):

IM = (m/T) x 100

Onde:
m = NUmero de células em mitose;

T = NUmero total de células observadas.

4.7 Analises Quimicas
A analise fitoquimica foi realizada no Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais - LPPN da Universidade Regional do Cariri - URCA.

4.7.1 Testes qualitativos
Os ensaios quimicos para deteccdo das classes de metabdlitos secundarios foram
realizados de acordo com a metodologia descrita por Matos (1997), baseada em leituras

colorimétricas ou formacao de precipitado ap6s a adi¢do de reagentes especificos.

4.7.2 Quantificacdo do contetdo fendlico total

A quantificacdo dos fendis totais foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteu baseado na metodologia de Singleton, Orthofer & Lammela-Ranvenson
(1999). Foram adicionados 25 pL dos extratos das espécies de Cordiera diluidos em
agua destilada a 625 pL de reagente Folin—Ciocalteu a 10% e 500 pL de carbonato de
sodio a 7,5% seguido de incubacdo por 15 min no escuro a 45 °C, a absorbancia foi
medida a 765 nm usando o solvente como branco. O &cido galico foi usado como
padrdo para a curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em pg de equivalente

de 4cido galico por mg de extrato. A analise foi realizada em triplicata.
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4.7.3 Quantificacdo do teor total de flavondides

O teor total de flavonoides foi determinado pela colorimetria de cloreto de
aluminio de acordo com o metodo proposto por Kosalec et al, (2004). Aliquotas de
1000 pL dos extratos das espécies de Cordiera foram adicionadas a 760 pL de solvente
(Etanol), 40 pL de cloreto de aluminio a 10% e 40 puL a 0,1 M de acetato de potéassio.
Apos incubagdo por 30 min sob a luz em temperatura ambiente, a absorbancia foi
medida a 415 nm usando solvente como branco. A quercetina foi usada como padréo
para curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em pg de equivalente de

quercetina por g de extrato. A analise foi realizada em triplicata.

4.7.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Matriz de
Diodos (HPLC-DAD)

Foram realizadas analises cromatogréficas de fase reversa em condigdes de
gradiente utilizando coluna C18 (4,0 mm x 250 mm x 5 um). A fase mdvel constituida
por uma mistura de solventes: A (agua acidificada com &cido férmico 0,1 %) e B
(Metanol) utilizando o seguinte gradiente de elui¢éo linear: 0-3,2 min: 5% B em A; 3,2-
3,7 min: 10% B em A; 3.7-50 min: 50% B em A, se mantendo nessa composicao até 70
min. Os comprimentos de onda utilizados foram de 250 nm para o &cido galico, &cido
cafeico e rutina; 290 nm para a vanilina, acido p-cumarico, acido ferulico, acido
cinamico, e naringenina; e 360 nm para o acido clorogénico e a quercetina. O fluxo da
fase movel foi de 1,00 mL/min e o volume de injecdo de 20 uL. As amostras e a fase
movel foram filtradas através de um filtro de membrana de 0,22 um (milllipore). As
fracdes organicas dos extratos aquosos foram dissolvidos em metanol HPLC (5
mg/mL). Com metanol HPLC foram preparadas solucbes de referéncia de normas em
stock, numa gama de concentracbes de 2-50 ppm. A quantificacdo foi realizada
integrando os picos utilizando o método padrdo externo. Os picos foram confirmados
comparando o seu tempo de retencdo com os das normas de referéncia e por espectros
DAD (190 a 400 nm). Todas as operagOes cromatograficas foram realizadas com a
temperatura da coluna ajustada para 30°C e em triplicata. As quantificacdes dos
compostos foram baseadas em curvas analiticas das normas referenciais. O limite de
deteccdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram calculados com base no
desvio padrdo das respostas e na inclinagdo, utilizando trés curvas analiticas
independentes. LOD e LOQ foram calculadas como 3,3 e 10 o/S, respectivamente, onde

o € 0 desvio padrdo da resposta e S € o declive da curva de calibragéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analises quimicas

As classes de metabdlitos secundarios presentes no Extrato Aquoso Bruto de
Cordiera sessilis foram Taninos Flababenicos, Flavonas, Flavonois, Xantonas,
Flavonondis, Leocoantocianidinas e Catequinas (Tabela 2), ja o Extrato Aquoso por
Infusdo dessa espécie revelou a presenca das classes citadas anteriormente, além da
classe de Flavononas (Tabela 2). Os Extratos Aquosos Bruto e por Infusdo de Cordiera
myrciifolia revelaram a presenca de Taninos Piralogalicos, Flavonas, Flavonois,
Xantonas, Flavononois, Catequinas e Flavonononas (Tabela 2). Os Extratos Aquoso
Bruto e por Infusdo de Cordiera rigida apresentaram em suas composicdes as classes de
Taninos Piralogélicos, Flavonas, Flavondis, Xantonas, Flavonondis e Flavononas
(Tabela 2).

E comum encontrar na literatura trabalhos envolvendo o género Cordiera que
sdo em sua maioria, especificos em areas farmacéuticas ou quimicas, devido a presenca
de diferentes metabdlitos secundarios, como triterpenos, alcal6ides e flavonoides em C.
macrophylla (K. Schum.) Kuntze (BOLZANI et al., 1991; YOUNG et al., 1992), C.
myrciifolia (K.Schum.) C.H.Perss & Delprete (LUCIANO et al., 2004; LUCIANO et
al., 2010) e C. sessilis (Vell.) Kuntze (OLEA et al., 1997; SILVA et al., 2006; SILVA et
al.,, 2007). Souza Filho e Alves (2002) afirmaram que esses compostos estdo

relacionados aos fenémenos alelopatcos observados nas plantas.
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Tabela 2- Prospeccao fitoquimica qualitativa do Extrato Aquoso por Infusdo (EAI) e do
Extrato Aquoso Bruto (EAB) de Cordiera myrciifolia, Cordiera sessilis e Cordiera

rigida

Constituintes Cordiera sessilis Cordiera myrciifolia Cordierarigida

Quimicos (Vell.) Kuntze (K.Schum.) C.H.Perss (K.Schum.) Kuntze

& Delprete
EAI EAB EAI EAB EAI EAB

Fenois - - - - - -
Taninos Piralogélicos - - + + + +
Taninos Flababenicos + + - - - -
Antocianinas - - - - - -
Antocianidinas - - - - - -
Flavonas + + + + + ¥
Flavondis + + + + + ¥
Xantonas + + + + + +
Chalconas - - - - - -
Auronas - - - - - -
Flavononois + + + + + +
Leocoantonianidinas + + - - - -
Catequinas + + + + - +
Flavononas + - + + + ¥

(+) presente (-) ausente

Os resultados mostram valores significativamente maiores para fendis totais no
Extrato Aquoso Bruto de Cordiera sessilis e Cordiera myrciifolia, 10,34 = 0,41 pg
EAG/10 mg e 13,8 + 0,26 pg EAG/10 mg respectivamente (Tabela 3), ja& em Cordiera
rigida o Extrato Aquoso por Infusdo apresentou um valor relativamente maior, 3,84 +
0,69 pg EAG/10 mg (Tabela 3).

Silva e et al. (2010), investigaram o potencial alelopatico da parte aérea e
subterranea de Hydrocotyle bonariensis Lam. (Araliaceae) em laboratério e
evidenciaram a presenca de compostos quimicos a partir do consideravel teor de fenois
totais que promoveram atividades fitotoxicas na germinagdo e crescimento de alface,

tomate, cebola e trigo.



37

Quanto a quantidade de flavonoides totais presentes nos extratos das espécies de
Cordiera, verificou-se que os Extratos Aquosos Brutos de Cordiera rigida e Cordiera
sessilis, apresentaram maiores quantidades de flavonoides totais, 1,47 £ 0,69 pug EQ/10
mg e 0,57 £ 0,07 pug EQ/10 mg respectivamente (Tabela 3), ao contrario do observado
para Cordiera myrciifolia, onde a maior quantidade desses compostos esteve presente
no Extrato Aquoso por Infusdo com 0,69 + 0,26 pg EQ/10 mg (Tabela 3).

Tabela 3- Quantificacdo de fenois totais e flavondides totais das folhas de Cordiera
myrciifolia, Cordiera sessilis e Cordiera rigida.

Cordiera sessilis ~ Cordiera myrciifolia Cordierarigida
(Vell) Kuntze  (K.Schum.) C.H.Perss (K.Schum.) Kuntze
& Delprete
Fenois Totais  EAI 3,24 +£0,74 4,91 +0,06 3,84 +£0,69
ug EAG/10mg EAB 10,30+ 0,41 13,80 + 0,26 2,65+0,49
Flavonoides EAI 0,15+0,10 0,69 +0,26 0,78 £0,39
Totais EBA 0,57 £ 0,07 0,43 +0,27 1,47 0,69

png EQ/10 mg

Esses resultados sdo expressos como média + DP (n = 3). Valores do p < 0,05.

Os compostos identificados no perfil quimico por HPLC dos extratos de
Cordiera sdo apresentados na tabela 4. De acordo com a andlise, houve variagdo entre o
namero de compostos, segundo o método de extracdo utilizado. Os compostos que se
apresentaram como constituintes principais foram o &cido galico no Extrato Aquoso por
Infusdo de Cordiera sessilis (4,8 mg/g) e acido cafeico no Extrato Aquoso Bruto de
Cordiera sessilis (12,8 mg/g); Cordiera myrciifolia (4,6 mg/g); Cordeira rigida (7,4
mg/g) e também no Extrato Aquoso por Infusdo de Cordeira myrciifolia (6,8 mg/g). No
Extrato Aquoso por Infusdo de Cordeira rigida ndo foram encontrados nenhum dos

compostos quimicos analisados (Tabela 4).
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Figura 7 - Perfil representativo de cromatografia liquida de alta eficiéncia dos Extratos
Aquosos de espécies do género Cordiera. Acido galico (tR= 8,1 min), 4cido clorogénico
(tR = 23,3 min), &cido cafeico (tR = 24,7 min), vanilina (tR = 26,4 min), acido p-
cumarico (tR = 32,3 min), acido ferulico (tR = 35,1 min), rutina (tR = 44 min) e
quercetina (tR = 55.6 min). Curva de calibracdo para acido galico: Y = 9780X + 2.96 (r
= 0,96); &cido clorogénico: Y = 19181X — 143.4 (r = 0,981); acido cafeico: Y=52739X-
71.48 (r = 0,98); vanilina: Y = 118289X + 45.65 (r= 0.99); acido p-cumarico: Y=
746499X+168.8 (r = 0,99); acido feralico: Y =104446X + 104.16 (r = 0.98); rutina: Y
=39243X + 23.16 (r = 0,99) e quercetina: Y = 78142X - 51.68 (r = 0.99).
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Tabela 4. Quantificacdo por HPLC /DAD de écidos fendlicos e flavonoides de extratos

aquosos das espeécies do género Cordiera.

Cordiera sessilis (Vell.) Cordiera myrciifolia Cordiera rigida
Kuntze (K.Schum.) C.H.Perss & (K.Schum.) Kuntze
Delprete
EAI EAB EAI EAB EAI EAB
mg/g mag/g ma/g ma/g ma/g ma/g
Acido Gélico 4,8 £ 0,002 ND ND ND ND ND
Acido Clorogénico 2,8 £ 0,000 ND ND ND ND ND
Acido Cafeico 4,4+0001 12,6+0,023 68+0,0015 4,6+0,0005 ND 7,4 +0,001
Vanilina ND 0,22 + 0,000 ND ND ND ND
Acido p-cumarico ND 1,6 = 0,000 0,44 + 0,24 + 0,000 ND 0,4 + 0,0001
0,0001
Acido Ferulico ND 0,9 + 0,002 0,38+ 0,24+0,0002 ND 0,128 + 0,0007
0,0001
Rutina 2,2+0,000 1,74+0,003 FLQ 0,62+0,0000 ND 1,00+0,0016
Quercetina 0,24 + 1,00+ 0,0002 0,3 £ 0,0000 ND ND ND
0,000

Resultados dos valores sdo expressos como média (mg/g do extrato) = DP (n = 3). ND: Né&o detectado;
FLQ: Fora do limite de quantificacéo.

O écido cafeico presente nos extratos das espécies de Cordiera é descrito na
literatura como um importante metabdlito secundario. Bubna et al. (2011) verificaram
que esse aleloquimico estimula a formacdo dos mondmeros de ligninas e solidifica a
parede celular inibindo o crescimento radicular de Glycine max. Loffredo, Monaci e
Senesi (2005) descrevem o &cido cafeico como um aleloquimico com efeito alelopatico
que propicia a inibicdo da germinacdo das sementes e o crescimento do tomateiro.

Extrato do caule e folhas de Eragrostis plana Nees (Poaceae) inibiu a
germinacdo de sementes, o indice de velocidade de germinacdo e o desenvolvimento
inicial das plantulas de Zea mays L., Avena sativa L., Lolium multiflorum Lam.,
Trifolium pratense L., Lotus corniculatus L. e identificou-se a presenca de acido
cafeico, acido clorogénico e rutina, tais compostos podem ter sido os causadores desse
efeito alelopatico (FIORENZA, et al., 2016). Esses resultados sdo semelhantes aos
indices de inibicdo que as espécies de Cordiera estudadas nessa pesquisa causaram no
carrapicho e também aos compostos identificados no presente estudo, confirmando que
esses efeitos podem ser decorrentes da presenca de tais metabolitos secundarios.

Flavonoides (rutina e quercetina) e acidos fendlicos (&cido clorogénico, acido
cafeico e acido galico) foram identificados em Fagopyrum esculentum (Polygonaceae) e

promoveram um efeito alelopatico inibitério no crescimento das plantulas de Lactuca
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sativa, a rutina foi o composto quimico com maior concentracdo e que mais contribuiu
para esse efeito (GOLISZ et al., 2007).

5.2 Anélise dos parametros fisico-quimicos

A variacdo observada no potencial osmético e no pH dos extratos utilizados
mostram que os valores apresentados ndo sdo capazes de exercer influéncia sobre a
germinacdo e o desenvolvimento das plantulas (Tabela 5) o que sugere que os efeitos
observados se devem a presenca dos compostos quimicos presentes nos extratos. Os
valores do pH dos Extratos Aquoso Bruto e Aquoso por Infusdo das folhas de C.
myrciifolia, C. sessilis e C. rigida variaram de 4,09 e 6,30. Pinto e Kolb, (2016),
afirmaram que os efeitos do pH sobre testes alelopaticos sdo verificados apenas quando
ele se encontra abaixo de 3 e acima de 11.

A quantificacdo do pH e do potencial osmético em qualquer pesquisa de
alelopatia é fundamental, pois valores extremos de ambos podem atuar sobre a
germinacdo das sementes e no desenvolvimento das plantulas, dessa forma podem
dificultar a identificacdo dos efeitos ocasionados por substancias alelopaticas (CARMO,
et al., 2007).

Tabela 5- Valores do pH do Extrato Aquoso por Infusdo (EAI) e do Extrato Aquoso
Bruto (EAB) de Cordiera myrciifolia, Cordiera sessilis e Cordiera rigida.

EAI EAB

Espécie Concentragdo pHinicial pH ajustado pH inicial pH ajustado
25% 3,77 4,64 3,96 4,13
Cordiera sessilis 50% 4,16 4,16 4,97 4,97
(Vell.) Kuntze 75% 3,75 4,18 4,43 4,43
100% 4,09 4,09 4,44 4,44
Cordiera myrciifolia 25% 3,58 6,30 3,72 4,17
(K.Schum.) 50% 3,75 4,66 3,95 4,15
C.H.Perss & 75% 3,62 5,55 4,15 4,15
Delprete 100% 3,23 4,10 4,17 4,17
25% 3,81 4,12 2,91 441
Cordiera rigida 50% 3,24 4,53 3,42 4,46
(K.Schum.) Kuntze 75% 4,40 4,40 3,32 4,51
100% 3,65 5,46 3,11 4,52

Fonte: De autoria prépria.
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Os extratos podem conter solutos como agUcares, aminoacidos e &cidos
organicos capazes de camuflar o efeito alelopético, isso porque eles interferem no pH e
sdo osmoticamente ativos. Um potencial osmotico elevado pode interferir na
germinacdo das sementes e atrasar sua velocidade (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os valores do potencial osmotico dos Extratos Aquosos Bruto e por Infusdo das
folhas de C. myrciifolia, C. sessilis e C. rigida variaram de -0,000 a -0,164 (Tabela 6).
Segundo Grisi e colaboradores (2011), potenciais osmoticos abaixo de -0,3Mpa néo
interferem na germinacdo de sementes ou no crescimento inicial de plantulas. Gatti,
Peres e Lima (2004), afirmaram que os valores do potencial osmético ndo devem
ultrapassar -0,2 Mpa.

Tabela 6- Valores do potencial osmoético do Extrato Aquoso por Infusdo (EAI) e do
Extrato Aquoso Bruto (EAB) de Cordiera myrciifolia, Cordiera sessilis e Cordiera

rigida nas diversas concentragoes.

Osmolaridade (Mpa)

Espécie Concentracao EAI EAB

25% -0,000 -0,016

Cordiera sessilis (Vell.) 50% -0,007 -0,064
Kuntze 75% -0,023 -0,107

100% -0,041 -0,150

Cordiera myrciifolia 25% -0,000 -0,023
(K.Schum.) C.H.Perss & 50% -0,000 -0,070
Delprete 75% -0,089 -0,025

100% -0,036 -0,034

25% -0,000 -0,023

Cordiera rigida (K.Schum.) 50% -0,000 -0,000
Kuntze 75% -0,000 -0,100

100% -0,000 -0,000

Fonte: De autoria propria.
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5.3 Efeitos citotoxicos do Extrato Aquoso Bruto (EAB) de Cordiera spp.
sobre Cenchrus echinatus

O Extrato Aquoso Bruto das folhas de C. sessilis, C. myrciifolia e C. rigida a
75% e 100%, e também a 50% desta Gltima, interferiram de forma negativa na
germinacdo de sementes de C. echinatus (Figura 8). Para as demais concentragdes nao

houve efeito significativo quando comparados ao controle para este parametro.
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Figura 8- Numero de sementes germinadas de Cenchrus echinatus L. submetidas ao
Extrato Aquoso Bruto em diversas concentragdes de (A) Cordiera myrciifolia, (B)
Cordiera rigida e (C) Cordiera sessilis.

(****) (p < 0,01); (***) (0,01< p <0,05); (**) e (*) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p
> 0,05). Quantidades iguais de asteriscos nao diferem estatisticamente entre si.

Em algumas ocasides as plantas liberam no ambiente compostos quimicos que
sdo produzidos pelo seu metabolismo secundario, muitas vezes para sua propria defesa,
diante disso, a inibicdo da germinacdo de sementes quimicamente sensiveis a
substancias alelotoxicas, liberadas por individuos de sua propria espécie
(autotoxicidade) ou ndo, pode resultar na reducdo da densidade de seus individuos, que
a médio ou longo prazo pode levar a extincdo local da espécie, ocasionando perdas para
a biodiversidade local (HUANG, et al., 2019).

Santos e colaboradores (2011), testaram o potencial alelopatico de
Calopogonium mucunoides (Fabaceae), sobre a germinagdo das plantas invasoras
Cassia tora (mata-pasto), Mimosa pudica (malicia) e Cassia occidentalis (fedegoso) e
observaram que a planta doadora provocou uma inibicdo na germinagdo de todas as

receptoras. C. mucunoides apresenta alguns dos mesmos compostos quimicos presentes
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em C. myrciifolia e C. sessilis a exemplo de quercetina e acido cafeico os quais pode ser

atribuido o efeito inibitorio observado para a germinacédo da espécie receptora.

O Extrato Aquoso Bruto de C. rigida em todas as concentracfes testadas
promoveu reducdo no indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) das sementes de
carrapicho. Similarmente ao observado para C. myrciifolia e C. sessilis, exceto a 25%
de concentracdo, sem efeito significativo, ao contrario dos demais, 0s quais a medida
que aumentaram as concentracfes, maior foi a reducdo do IVG em comparacdo ao

grupo controle (Figura 9).
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Figura 9- Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) de Cenchrus echinatus L.
submetido ao Extrato Aquoso Bruto em diversas concentracbes de (A) Cordiera
myrciifolia, (B) Cordiera rigida e (C) Cordiera sessilis.

(****) (p < 0,01); (***) (0,01< p <0,05); (*) (p > 0,01); (ns) ndo significativo (p >
0,05). Quantidades de asteriscos iguais nao diferem estatisticamente entre si.

Esses resultados confirmam que os Extratos Aquosos Brutos das folhas de todas
as espécies de Cordiera trabalhadas nesta pesquisa possuem compostos quimicos, que
afetam o IVG de Cenchrus echinatus. E importante chamar a atencio para o fato de que
é mais frequente os aleloquimicos atuarem inibindo o IVG do que na germinagdo das
sementes (LEANDRO et al., 2019).

Cordiera myrciifolia e C. sessislis apresentam em sua composi¢ao a apigenina e
acido cafeico respectivamente (LUCIANO, et al., 2005; ZANI, et al., 1995; OLEA,
ROQUE; BOLZANI, 1997; SILVA et al., 2006), ambos também presentes nos extratos
das folhas de Senna cearensis Afr. Fern. (Fabaceae), que em pesquisa realizada por
Torquato e colaboradores (2020), foram responsaveis por promover a reducdo do IVG
de C. echinatus.
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O Extrato Aquoso Bruto de todas as espécies de Cordiera em todas as
concentragOes testadas inibiram o desenvolvimento das radiculas das plantulas de
carrapicho (Figura 10). Esta atividade pode estar associada a presenca de acido cafeico

encontrado por Olea, Roque e Bolzani e Silva, et al., (2006) nas folhas das referidas
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Figura 10- Comprimento das radiculas de Cenchrus echinatus L. submetidas ao Extrato
Aquoso Bruto em diversas concentracdes de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera
rigida e (C) Cordiera sessilis.

(****) (p < 0,01); (***) (0,01< p <0,05); (*) (p > 0,01); (ns) néo significativo (p >
0,05). Quantidades de asteriscos iguais nao diferem estatisticamente entre si.

Os extratos das cascas do caule Guettarda uruguensis Cham. & Schitdl.
(Rubiaceae) apresentam em sua composicao quimica os triterpenos: acido oleandlico e
acido ursélico e, quando utilizados na germinacdo das sementes de alface, promoveram
reducdo no comprimento das radiculas de suas plantulas (DUARTE, 2012). De acordo
com Golisz et al. (2007), o &cido cafeico, possui um efeito inibitério sobre crescimento
da radicula de plantulas de alface, desse modo, considerando que esta substancia
também €é encontrada em espécies de Cordiera pode-se supor que o efeito alelopatico
observado pode também ser atribuido a presenga do composto.

Possiveis efeitos causados por varios compostos quimicos sobre o crescimento ja
foram apontados, com destaque para as alteracdes de membranas, na sintese proteica, na
respiracdo, na conformagéo de moléculas, no alongamento celular e na ultraestrutura de
apices radiculares (FERREIRA, 2004)

Em relacdo aos cauliculos de carrapicho, p6de-se observar que seu comprimento
foi inibido em todos os tratamentos de C. myrciifolia. Por outro lado, apenas os extratos

de C. sessilis a 100% afetou o comprimento dos cauliculos de carrapicho, ao passo que
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o0 Extrato Aquoso Bruto de C. rigida inibiu o comprimento dos cauliculos submetidos

aos extratos a partir de 50% de concentragdo (Figura 11).
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Figura 11- Comprimento dos cauliculos de Cenchrus echinatus L. submetidas ao
Extrato Aquoso Bruto em diversas concentragdes de (A) Cordiera myrciifolia, (B)
Cordiera rigida e (C) Cordiera sessilis.

(****) (p < 0,01); (***) (0,01< p <0,05); (**) e (*) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p
> 0,05). Quantidades de asteriscos iguais ndo diferem estatisticamente entre si. Em (A) e
(C) foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.

Tais resultados podem ser devidos a presenca de aleloquimicos encontrados nas
plantas os quais podem interferir de forma negativa no desenvolvimento vegetal,
atuando na divisdo celular, permeabilidade de membranas, ativacdo de enzimas,
sequestro de oxigénio, entre outros (ROSADO, 2009; FERREIRA; AQUILA, 2000).

Em relacdo ao desenvolvimento dos foliolos de carrapicho, o Extrato Aquoso
Bruto de C. rigida ndo surtiu efeito em qualquer concentracdo. Ja os Extratos Aquosos
Brutos de C. sessilis a 100% e de C. mysciifolia a 75% e 100% de concentracdo
interferiram de forma negativa no desenvolvimento dos foliolos promovendo a reducéo

de seu desenvolvimento (Figura 12).
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Figura 12: Comprimento dos foliolos de Cenchrus echinatus L. submetidas ao Extrato
Aquoso Bruto em diversas concentracdes de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera
rigida e (C) Cordiera sessilis

(****) (p < 0,01); (**) e (*) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p > 0,05). Quantidades de
asteriscos iguais ndo diferem estatisticamente entre si. Em (B) e (C) foi aplicado o teste
de Kruskal-Wallis.
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Fiorenza et al. (2016) em pesquisa realizada com o Extrato Aquoso por infuséo
do caule e folhas de Eragrostis plana Nees (capim-annoni - Poaceae) em diversas
concentragdes, cuja composicdo quimica apresenta compostos semelhantes aos das
espeécies estudadas nesta pesquisa, verificaram que ele interferiu no crescimento inicial
do milho, aveia-branca, azevém-anual, trevo-vermelho e cornichdo, com reducéo e/ou
inibicdo no comprimento da parte aérea (cm) das mesmas.

Observa-se que os extratos de C. myrciifolia, C. sessilis e C. rigida apresentaram
mais interferéncias negativas quando se refere as raizes de carrapicho do que das partes
aéreas do mesmo. Estruturas distintas podem responder de formas diferentes aos
aleloquimicos (DE CONTI; FRANCO, 2011) os quais podem atuar de forma isolada ou
conjunta. Esta diferenca entre o crescimento da radicula e parte aérea das plantas pode
inviabilizar o desenvolvimento, gerando plantulas anormais (FERREIRA; AQUILA,
2000).

5.4 Efeitos citotdxicos do Extrato Aquoso por Infusdo (EAI) de Cordiera spp.
aplicados ao carrapicho.

Para a germinacdo de carrapicho, o Extrato Aquoso por Infusdo de C. myrciifolia
demonstrou interferéncias inibitérias em todas as concentrac6es, sendo 50% e 75% mais
expressivos. Por outro lado, os EAI de C. rigida e C sessilis ndo causaram interferéncia
significativa em relagdo a este parametro (Figura 13).

(A) P.germinacdo myrcifolia infusédo (B) P.germinagdo C. rigida infusdo (C) P.germinacédo C. sessilis infusédo
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Figura 13: Numero de sementes germinadas de Cenchrus echinatus L. submetidas ao
Extrato Aquoso por Infusdo de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera rigida e (C)
Cordiera sessilis.
(***) (0,01< p <0,05); (**) e (*) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p > 0,05).
Quantidades de asteriscos iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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O extrato hidroetandlico das folhas de Caryocar coriaceum Wittm.
(Caryocaraceae) na concentracdo de 10.000 mg L-1 afetou o percentual de sementes
germinadas de Lactuca sativa L., C. coriaceum apresenta em sua composicdo quimica
alguns dos mesmos compostos que sdo encontrados em espécies de Cordiera, como por
exemplo a quercetina, acido cafeico e acido galico (MIRANDA et al., 2021).

Segundo Ferreira e Aquila (2000), muitas vezes o efeito alelopatico ndo é
expressivo sobre a porcentagem de germinacdo final, mas podem atuar em outros
parametros do processo germinativo, esse pode ser um dos motivos para os Extratos
Aquosos por Infusdo de C. sessilis e C. rigida ndo terem apresentados resultados
significativos para tal variavel.

No indice de velocidade de germinacdo, os resultados foram similares ao
nimero de sementes germinadas, pois o EAI de C. myrciifolia reduziu o IVG de
carrapicho a partir da concentracdo de 50% (Figura 14). Ao contréario desta, todos os
extratos de C. sessilis e C. rigida, ndo demonstraram nenhum tipo de interferéncia em

relacdo a esse parametro.

(A) VG myrciifolia infuséo (B) IVG C. rigida infuséo (Q) VG C. sessilis infuséo
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Figura 14: indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) de Cenchrus echinatus L.
submetidas ao Extrato Aquoso por Infusdo de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera
rigida e (C) Cordiera sessilis.

(***) (0,01< p <0,05); (**) e (*) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p > 0,05).
Quantidades de asteriscos iguais nao diferem estatisticamente entre si.

Na literatura sdo encontrados estudos de atividades biologicas com outras
especies pertencentes a familia Rubiaceae ao qual sdo atribuidos efeitos alelopaticos
sobre outras plantas (MOREIRA 2018; GONCALVES, 2007; ANDRADE et al, 2015).
Gongalves, 2007, estudou a atividade alelopética de Alibertia edulis Rich. (Rubiaceae)
em relacdo ao indice de Velocidade de Germinagdo quando aplicado nas sementes de

alface, observou uma interferéncia prejudicial afetando o mesmo.
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Os comprimentos das radiculas das plantulas de carrapicho, submetidas aos
Extratos Aquosos por Infusdo a 50% e 75% de concentragdo de C. myrciifolia e C.
sessilis sofreram interferéncia negativa (Figura 15). O oposto foi observado no EAI de

C. rigida, que ndo promoveu nenhuma atividade alelopatica significativa.

(A)Comp.radiculas myrcifolia infusdo (B) Comp.radiculaC.rigida infusdo (C) Comp.radicula C. sessilis infuséo
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Figura 15: Comprimento das radiculas de Cenchrus echinatus L. submetidas ao Extrato
Aquoso por Infuséo de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera rigida e (C) Cordiera
sessilis.

(***) (0,01< p <0,05); (**) e (*) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p > 0,05).
Quantidades de asteriscos iguais ndo diferem estatisticamente entre si. Em (C) foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis.

Moreira, 2018, mostrou que os extratos das folhas e caule de Borreria latifolia
(Aub.) K. Schum.) (Rubiaceae) ndo interferiram na germinacdo das sementes de trigo,
por outro lado, afetaram prejudicialmente o desenvolvimento das plantulas. Em trigo e
couve o0s extratos induziram a reducdo do desenvolvimento do sistema radicular e
aumento da parte aérea. Enquanto em azevém, os extratos da mesma espécie doadora
reduziram tanto o desenvolvimento das raizes quanto da parte aérea.

Os Extratos Aquosos por Infusdo de C. sessilis e C. rigida também néo
interferiram no desenvolvimento dos cauliculos do carrapicho, ao contrario de C.
myrciifolia que a partir de todas as concentracOes, interferiu negativamente reduzindo o

comprimento da referida estrutura (Figura 16).
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(C) Comp. cauliculoC. sésilis infusao
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Figura 16: Comprimento dos cauliculos de Cenchrus echinatus L. submetidas ao
Extrato Aquoso por Infusdo de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera rigida e (C)

Cordiera sessilis.

(****) (p < 0,01); (***) (0,01< p <0,05); (**) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p >
0,05). Quantidades de asteriscos iguais ndo diferem estatisticamente entre si. Em (B) foi
aplicado o teste de Kruskal-Walis.

Andrade e colaboradores, 2015, relataram que os extratos das folhas de

Palicourea rigida Kunth (Rubiaceae) reduziram o desenvolvimento da parte aérea de

Lycopersicum esculentum Mill em todas as concentragOes testadas, atribuindo tal efeito

a presenca de aleloquimicos, os quais atuariam de forma isolada ou conjuntamente.

Em relacdo ao desenvolvimento dos foliolos, os Extratos Aquosos por Infusédo

das espécies doadoras nédo interferiram em nenhuma concentracdo testada, exceto no

extrato a 75% de C. myrciifolia, que promoveu uma redu¢do no tamanho da estrutura

(Figura 17).
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Figura 17: Comprimento dos foliolos de Cenchrus echinatus L. submetidas ao Extrato
Aquoso por Infusdo de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera rigida e (C) Cordiera

sessilis.

(™) (p > 0,01), (ns) ndo significativo (p > 0,05). Quantidades de asteriscos iguais ndo
diferem estatisticamente entre si. Em (B) foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.
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Dessa forma pode-se observar que 0s compostos quimicos presentes em C.
myrciifolia interferiram negativamente, tanto na germinacgao quanto no desenvolvimento

radicular e da parte aérea das plantulas de Cenchrus echinatus.

5.5 Indice Mitético

5.5.1 Indice Mitético e Aberragdes Cromossdémicas das células das radiculas
de Cenchrus echinatus submetidas ao Extrato Aquoso Bruto de C. myrciifolia, C.

sessilis e Cordiera rigida.

O Extrato Aquoso Bruto de Cordiera myrciifolia a 25% de concentracdo causou
uma diminuicdo do Indice Mitdtico das células de carrapicho e a partir de 50% de
concentragdo provocou um aumento do mesmo (Figura 18A). Dentre as curvas de

regressdes, 0 modelo cubico foi o que mais se adequou aos dados obtidos.

O Extrato Aquoso Bruto de C. sessilis nas diversas concentracdes ndo interferiu
estatisticamente nos valores do indice Mitdtico das células meristematicas do
carrapicho, porém observa-se no grafico da figura 18 um aumento a partir da

concentracdo de 25%, mas de forma ndo significativa em comparacdo ao controle
(Figura 18B).

Houve um estimulo no Indice Mitético das células meristematicas de carrapicho
sob aplicacdo do Extrato Aquoso Bruto das folhas de Cordiera rigida em todas as
concentragfes quando comparados com a amostra controle. O modelo quadratico foi o
que melhor explicou esse estimulo (Figura 18C).
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Figura 18: indice Mitdtico das células meristematicas radiculares de carrapicho
submetidas ao Extrato Aquoso Bruto de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera sessilis
e (C) Cordiera rigida.
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O Extrato Aquoso Bruto de Cordieira myrciifolia estimulou a proliferacéo
celular de carrapicho, porém boa parte dessas células encontrava-se com anomalias em
suas divisdes, essas deformidades foram observadas nas células radiculares das
plantulas submetidas ao Extrato Aquoso Bruto em todas as concentracdes testadas de
ambas as espécies doadoras.

Existem na literatura trabalhos de diferentes autores onde s&o relatadas a
ocorréncia de proliferacdo celular causada por extratos contendo compostos quimicos
das plantas doadoras, a exemplo de estudo realizado por Solano et al. (2015), o Extrato
Aquoso Bruto das cascas de Hymenea coubaril L. (Fabaceae) estimulou as divisoes
celulares das células meristematicas das raizes de Lactuca sativa.

Alteracdes (anomalias) nas divisdes celulares foram observadas, principalmente
na profase sendo essa a fase mais encontrada nas amostras. Tais alteragdes podem ser
prejudiciais as células, pois podem levar a uma proliferacdo celular desordenada e
formacéo de calos em raizes (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Foi possivel observar em C. myrciifolia, células apresentando anomalias a partir
da concentracdo de 25% com percas cromossdmicas na metéafase (Figura 19A), profases
anormais (Figura 19B), adesdo cromossdmica na metafase (Figura 19C), profases com
auséncia da membrana (Figura 19D), ponte anafésica (Figura 19E), célula apoptotica
(Figura 19F), adesdo cromossdmica na telofase (Figura 19G), profase rompida (Figura
19H), adesdo cromossdmica na anafase (Figura 191). Nas células das radiculas das
plantulas submetidas ao extrato a 50% observaram-se perda do material genético
(Figura 19J), perda cromossémica na metéafase (Figura 19K), adesdo cromossémica na
anafase (fig. 19L) e telofase (fig. 19M), ponte anafasica (fig. 19N), célula binucleada
(Figura 190), aderéncia e perda cromossémica na metafase (Figura 19P), anafase com
perda cromossdmica (Figura 19Q). Na concentracdo de 75% verificou-se a ocorréncia
de célula com adesdo do nucleo e perda cromossémica (fig. 19R), anafase com perda
cromossdmica (Figura 19S), metéfase invertida (Figura 19T), célula apoptética (Figura
19U). E a 100% observou-se células com nucleos altamente condensados (Figura 19V).

Uma divisdo uniforme em todos os componentes celulares permite um
crescimento equilibrado do organismo da planta. O crescimento e morfogénese da
planta dependem de progressdo adequada do ciclo celular e o numero de células em
divisdo, diante disso, qualquer mudanca no tempo e ordem desses eventos, pode
contribuir como desequilibrio em seu desenvolvimento (SANCHEZ-MOREIRAS; DE
LA PENA; REIGOSA., 2006).
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Figura 19: Celulas meristematicas radiculares de carrapicho sob o efeito do Extrato
Aquoso Bruto de Cordiera myrciifolia nas concentracfes de 25% (A - 1); 50% (J - Q);
75% (R - U) e 100% (V). A. Perda cromossémica na metéafase; B. Profase anormal; C.
Aderéncia cromossomica na metéfase; D. Profase com auséncia da membrana; E. Ponte
anafésica; F. Célula apoptotica; G. Adesdo cromossdmica na tel6fase; H. Préfase
rompida; I. Adesdo cromossdmica na anafase; J. Perda de material genético; K. Perda
cromossdmica na metafase; L. Adesdo cromossdmica na anafase; M. Aderéncia
telofasica; N. Ponte anafasica; O. Célula binucleada; P. Aderéncia e perda
cromossomica; Q. Anafase com perda cromossémica; R. Célula com adesé@o do nucleo e
perda cromossdmica; S. metafase com perca cromossémica; T. Metafase invertida; U.
Célula apoptotica; V. Nucleo altamente condensado.

Os critérios utilizados para confirmar a presenca das alteracdes cromossémicas
observadas, estdo de acordo com Picker e Fox (1986), que relacionaram 0s seguintes
tipos de alteragcdes: quebras cromatidicas equivalentes a perda de cromaétides do
cromossomo ou por fragmentacdo, que ocorrem nas cromatides durante a divisdo
celular; ndo disjungdo dos cromossomos no final da metéafase, formando estruturas

denominadas de pontes telofasicas, alteracdes essas observadas no inicio ou final de
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telofase; fuso acromatico desestabilizado, o qual pode provocar perda de cromossomos
inteiros durante o processo de diviséo celular e morte celular (apoptose celular).

O Extrato Aquoso Bruto de C. sessilis a 25% de concentracdo promoveu a
formacéo de células com perdas cromossémicas na metafase (Figura 20A), C-metafase
(fig. 20B), profase rompida sem membrana (Figura 20C), e tel6fase com aderéncia
cromossémica (Figura 20D). A 50% foram observadas metafase com aderéncia
cromossémica (Figura 20E) e metafase multipolar (Figura 20F). No extrato a 75%
verificou-se a ocorréncia de célula apoptotica na metafase (Figura 20G), célula em
apoptose com nucleo condensado (Figura 20H). E a 100%, célula com nucleo

condensado (Figura 20I).
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Figura 20: Celulas meristematicas radiculares de carrapicho sob o efeito do Extrato
Agquoso Bruto de Cordiera sessilis nas concentraces de 25% (A - D); 50% (E - F);
75% (G - H); 100% (I). A. Perdas cromossdmicas na metéafase; B. C-metafase; C.
Profase rompida sem membrana; D. Tel6fase com aderéncia cromossdémica; E.
Metéafase com aderéncia cromossémica; F. metafase multipolar; G. Célula apopt6tica na
metafase; H. Célula em apoptose com nucleo condensado; I. Célula com ndcleo
condensado.

Lubini et al, (2008), analisando o indice Mitotico e as irregularidades nas células
meristematicas de Allium cepa, quando aplicado o Extrato Aquoso por Infusdo das
folhas de Psychotria myriantha (Rubiaceae), constatou a presenca de algumas
anomalias como quebras cromossdmicas, retardos cromossdmicos, pontes anafasicas e
micronucleos na telofase.

Células meristematicas do carrapicho apresentando anomalias foram observadas
quando submetidas ao EAB de C. rigida em suas concentracdes, em 25%: Aderéncia

cromossdmica na metafase (Figura 21A); Perca cromossdmica na metafase (Figura
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21B); Telo6fase com aderéncia (Figura 21C); em 50%: Célula apoptotica (Figura 21D);
Metéafase com aderéncia (Figura 21E); Micronlcleo na interfase (Figura 21F); Ndcleo
anémalo (Figura 21G); Ponte telofasica (Figura 21H); Perca cromossémica na anafase
(Figura 211), em 75%: Célula em apoptose (Figura 21J); Metafase com aderéncia e
perca cromossdmica (Figura 21K); Metafase com aderéncia cromossdmica (Figura
21L); Profase com perca cromossémica (Figura 21M), em 100%: Célula em apoptose
(Figura 21N); Metafase com aderéncia cromossdmica (Figura 210); Metafase com
perca cromossomica (figura 21P); Ponte telofasica (Figura 21Q); Tel6fase com

aderéncia (Figura 21R).

Figura 21: Celulas meristematicas radiculares de carrapicho sob o efeito do Extrato
Agquoso Bruto de Cordiera rigida nas concentrac@es de 25% (A - C); 50% (D - I); 75%
(J - M); 100% (N - R). A. Aderéncia cromossémica na metafase; B. Perca
cromossdmica na metafase; C. Tel6fase com aderéncia; D. Célula apoptoética; E.
Metéafase com aderéncia; F. Micronicleo na interfase; G. Nucleo anémalo; H. Ponte
telofasica; 1. Perca cromossémica na anafase; J. Célula em apoptose; K. Metéafase com
aderéncia e perca cromossdmica; L. Metafase com aderéncia cromossémica; M. Profase
com perca cromossdmica; N. Célula em apoptose; O. Metafase com perca
cromossdmica; P. Metafase com perca cromossdmica; Q. Ponte telofasica; R. Telofase
com aderéncia.

5.5.2 Indice Mitético e Aberragdes Cromossdmicas nas células das radiculas
de Cenchrus echinatus submetidas ao Extrato Aquoso por Infusdo de Cordiera
myrciifolia, Cordiera sessilis e Cordiera rigida

O Extrato Aquoso por Infusdo de Cordiera myrciifolia em todas as

concentragBes testadas promoveram um aumento do indice Mitético das células
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radiculares das plantulas da espécie receptora quando comparado ao grupo Controle
(Figura 22A). No entanto, verificou-se uma reducao do referido indice em relacdo a
acdo do extrato a 50% quando comparado a do extrato a 25% e uma reducao da acao do
extrato a 100% em comparacdo a do extrato a 75%. Os extratos de C. sessilis
provocaram um estimulo no IM das células radiculares das plantulas de carrapicho em
todas as concentracdes, sendo a de 50% mais expressiva, quando comparadas com o
grupo controle (Figura 22B). O Extrato Aquoso por Infusdo de C. rigida também
estimulou o Indice Mitético de carrapicho em todas as concentracdes quando
comparadas a solucédo controle, a concentracdo 25% foi a mais expressiva (Figura 22C).
Apos testar o efeito alelopatico dos extratos foliares de trés espécies de boldo
aplicados nas sementes de cebola, Iganci e colaboradores, 2006, verificaram um
aumento no Indice Mitético das células da raiz da espécie receptora, submetidas a tais
extratos, o que indica que eles podem conter aleloquimicos responsaveis pelo aumento

na divisao celular.
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Figura 22: indice Mit6tico médio das células meristematicas de carrapicho submetidas
ao Extrato Aquoso por Infusdo de (A) Cordiera myrciifolia, (B) Cordiera sessilis e (C)
Cordiera rigida.

Os Extratos Aquosos por Infusdo das trés espécies doadoras provavelmente
foram responsaveis pela acdo positiva observada em relacdo ao indice Mit6tico das
células meristematicas de carrapicho, porém com a ocorréncia de muitas anomalias em
todos os estagios da divisdo celular.

Em Cordiera myrciifolia observou-se anomalias na concentragdo de 25%, como
anafase com adesdo cromossomica (Figura 23A), célula apoptdtica (Figura 23B), perca
e aderéncia cromossémica na metafase (Figura 23C), profase sem membrana nuclear
(Figura 23D), ponte anafésica (Figura 23E). Em 50% foram visualizadas células com
aderéncia cromossomica na metafase (Figura 23F), metéfase invertida (Figura 23G),

préfase sem membrana (Figura 23H) e telo6fase com aderéncia cromossdmica (Figura

Y=1.271+0.007027x-0.0001152+%+0.0000005x°
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231). A 75% verificou-se a presenca de células com aderéncia cromossémica na anafase
(Figura 23J), metéfase (Figura 23K) e na tel6fase (Figura 23L), perca cromossémica na
metafase (Figura 23M) e telofase (Figura 23N). E a 100% células com aderéncia
cromossdmica na metéfase (Figura 230), anafase (Figura 23P) e teléfase (Figura 23Q),

metafase com perca cromossdmica (Figura 23R) e metafase invertida (Figura 23S).
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Figura 23: Celulas meristematicas radiculares de carrapicho sob o efeito do Extrato
Aquoso por Infusdo de Cordiera myrciifolia nas concentracdes de 25% (A - E); 50% (F
- 1); 75% (J - N) e 100% (O - S). A. anafase com adesdo cromossémica; B. célula
apoptotica; C. perca e aderéncia cromossdémica na metafase; D. Préfase com auséncia da
membrana; E. Ponte anafésica; F. aderéncia cromossdmica na metafase; G. metéfase
invertida; H. profase sem membrana; I. tel6fase com aderéncia cromossémica; J.
aderéncia cromossomica na anafase; K. aderéncia cromossomica na metafase; L.
Adesdo cromossdmica na teléfase; M. perca cromossdmica na metafase; N. perca
cromossdmica na tel6fase; O. aderéncia cromossémica na metafase; P. aderéncia
cromossdmica na anafase; Q. aderéncia cromossdémica na telofase; R. metafase com
perca cromossdmica; S. metafase invertida.

Coelho et al, (2013), trabalhando o Extrato Aquoso por Infusdo das folhas de
Echinodorus longiscapus Arechav. (Alismastaceae) também encontraram na sua
composi¢do acido gdlico, &cido clorogénico, acido cafeico e rutina que promoveram
algumas alteragcbes cromossdmicas nas células meristematicas de Allium cepa, tais

como, ponte anafasica, quebras e percas cromossomicas.



57

As células das radiculas das pléantulas de carrapicho submetidas ao extrato de C.
sessilis, a 25% apresentaram anafase com aderéncia cromossémica (Figura 24A),
anafase com micronucleo (Figura 24B), metafase com aderéncia cromossdmica e perca
(Figura 24C), metafase invertida (Figura 24D), nucleo condensado (Figura 24E), ponte
anafésica (Figura 24F), profase sem membrana (Figura 24G), tel6fase com aderéncia
cromossémica (Figura 24H). A 50% anafase com perca cromossdmica (Figura 24l),
célula com nucleo condensado (Figura 24J), célula em apoptose (Figura 24K), profase
em apoptose (Figura 24L), metafase com aderéncia (Figura 24M), profase rompida
(Figura 24N), teléfase com aderéncia cromossdmica (Figura 240), anafase com
micronlcleo (Figura 24P). A 75% anafase em apoptdse (Figura 24Q), préfase sem
membrana (Figura 24R), metéfase com perca cromossémica (Figura 24S). E a 100%,
célula com anéfase com aderéncia cromossdémica (Figura 24T), anafase com perca
cromossémica (Figura 24U), células em apoptose (Figura 24V), metafase com perca

cromossomica e condensagéo (Figura 24X).

Figura 24: Células meristematicas radiculares de carrapicho sob o efeito do Extrato
Aquoso por Infusdo de Cordiera sessilis nas concentragdes de 25% (A - H); 50% (I - P);
75% (Q - S) e 100% (T - X). A. Anafase com aderéncia cromossdmica, B. Anafase com
micronucleo, C. Metafase com aderéncia cromossémica e perca, D. Metéfase invertida,
E. Nucleo condensado, F. Ponte anafésica, G. Profase sem membrana, H. Telofase com
aderéncia cromossémica, . perca cromossdmica, J. Célula com nucleo condensado, K.
Célula em apoptose, L. Profase em apoptose, M. Metafase com aderéncia, N. Profase
rompida, O. Tel6fase com aderéncia cromossémica, P. Anafase com micronucleo, Q.
Anafase em apoptose, R. Profase sem membrana, S. Metafase com perca cromossomica.
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T. Celula anafasica com aderéncia cromossdémica, U. Anafase com perca cromossémica,
V. Células em apoptose, X. Metafase com perca cromossémica e condensacao.

Esses dados vao ao encontro dos resultados encontrados por Santos et al, (2018),
onde os extratos secos dos frutos de Morinda citrifolia (Rubiaceae) apresentaram alguns
compostos quimicos como &cido galico (CANUTO et al., 2010), também encontrados
nas espécies de Cordiera, provocaram anomalias cromossdmicas (Microndcleo;
metafase desorganizada; profase desorganizada; célula binucleada; anafase irregular e
cromossomo solto) nas celulas meristematicas de Allium cepa demonstrando um efeito
genotoxico.

Células meristematicas do carrapicho apresentando anomalias foram observadas
qguando submetidas ao Extrato Aquoso por Infusdo de C. rigida em suas concentraces,
em 25%: Célula apoptética (Figura 25A); Micronucleo na interfase (Figura 25B); Em
50%: Perca cromossdmica na metéafase (Figura 25C); Aderéncia cromossémica na
metafase (Figura 25D); Aderéncia cromossdmica na teldfase (Figura 25E); Célula
apoptotica (Figura 25F); Micronucleo (Figura 25G); Em 75%: Aderéncia cromossdémica
na metafase (Figura 25H); Célula apoptotica (Figura 25I); Micronucleo na interfase
(Figura 25J); Em 100%: Rompimento da préfase (Figura 25K); Aderéncia

cromossémica na metafase (Figura 25L).

Figura 25: Células meristematicas radiculares de carrapicho sob o efeito do Extrato
Aquoso por Infusdo de Cordiera rigida nas concentracfes de 25% (A - B); 50% (C -
G); 75% (H - J) e 100% (K - L). A. Célula apoptotica; B. Micronucleo na interfase; C.
Perca cromossdmica na metafase; D. Aderéncia cromossomica na metafase; E.
Aderéncia cromossémica na tel6fase; F. Célula apoptética; G. Microndcleo; H.
Aderéncia cromossdmica na metafase, 1. Célula apoptdtica; J. Micronucleo na interfase;
K. Rompimento da profase, L. Aderéncia cromossdémica na metafase.
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6. CONCLUSOES

Dentre as trés espécies doadoras, Cordiera myrciifolia foi a que apresentou um
efeito alelopatico, mais expressivo interferindo de forma negativa sobre todos os
parametros analisados junto as sementes e plantulas de Cenchrus echinatus submetidas
aos dois tipos de extratos utilizados (Extrato Aquoso Bruto e Extrato Aquoso por
Infuséo).

O Extrato Aquoso Bruto das trés espécies de Cordiera apresentou um efeito
mais expressivo do que o Extrato Aquoso por Infuséo na germinacdo e desenvolvimento
Cenchrus echinatus.

Quanto a analise citotoxica, tanto Extrato Aquoso Bruto quanto Extrato Aquoso
por Infusdo de Cordiera myrciifolia e Cordiera sessilis estimularam o indice Mitético e
promoveram a proliferacdo de células em divisdes, em sua maioria contendo aberragdes
cromossémicas 0 que repercutiu na inibicdo do desenvolvimento da radicula de
Cenchrus echinatus.

Os resultados obtidos mostram a presenca de metabolitos secundarios com
potencial alelopatico presentes nos extratos aquosos das espécies de Cordeira,
evidenciando a necessidade de maiores estudos a fim de confirmar o uso das mesmas
em uma possivel producdo de um herbicida natural para atuar no controle de espécies

daninhas.
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APENDICES

Aspectos morfologicos das plantulas de Cenchrus echinatus metafase submetidas aos
extratos aquosos de Cordiera spp.

Apéndice 1: Morfologia das plantulas de Cenchrus echinatus submetidas ao EAI e
EAB de Cordiera myrciifolia

TRATAM:
50%

NTO2 I TRaTAMENTO S
4 al 3 AN

| cordicra myrcitsotia

Extrato Aquoso

Fonte: De autoria propria.

Apéndice 2: Morfologia das plantulas de Cenchrus echinatus submetidas ao EAI e
EAB de Cordiera sessilis
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Apéndice 3: Morfologia das plantulas de Cenchrus echinatus submetidas ao EAI e
EAB de Cordiera rigida
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Anexo A —Numeros dos registros das espécies de Cordiera depositadas no HCDAL.

Herbario Caririense Dardano de Andrade — Lima
Universidade Regional do Cariri - URCA

Numero de Herbario

Remetente: N°28.2022
HERBARIO CARIRIENSE DARDANO DE ANDRADE-LIMA (HCDAL/URCA)

Contato: Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva (herbario@urea.br)

Universidade Regional do Cariri - URCA

Departamento de Ciéncias Biologicas

Rua: Cel. Antonio Luiz, 1161

Campus Pimenta

Crato — Ceara - Brasil

CEP: 63.105-100

Destinatario: Data: 17/05/2022
Contato: Mircio P. Nascimento

Universidade Regional do Cariri - URCA

Laboratorio de Botinica Aplicada - LBA

N° Amostras: 04 Tipo de Operagdo: Numero de Herbirio
N° HERBARIO NOME FAMILIA NOME CIENTIFICO RESPONSAVEL
POPULAR
01 14.988 Rubiaceae Cordiera rigida Morais-Mendonga,
(K.Schum.) Kuntze A.CA.
02 14.989 Rubiaceae Cordiera myrciifolia Morais-Mendonga,
(K.Schum.) C.H.Perss. & ACA
Delprete
03 14.990 Rubiaceae Cordiera sessilis (Vell.) Morais-Mendonga,
Kuntze A.C.A.
04 14.991 Rubiaceae Cordiera sessilis (Vell.) Morais-Mendonga,
Kuntze A.CA.

OBS: Em caso de publicagdes com os dados acima, deve constar no manuscrito como co-autores, os responsdveis pela
referida identificagdio. A saber: Professora Dra.: Maria Arlene Pessoa da Silva, Professora Ma.: Ana Cleide Alcantara
Morais Mendonga.

Dra“Marla Arlene Pessoa Silva)
a)&.):Iora do HCDAL

Herbério Caririense Dérdano de Andrade - Lima / Universidade Regional do Cariri - URCA
Rua Cel. Antonio Luiz, 1161 - Pimenta - CEP: 63.105-100 - Crato/Ceard
Tel: (88) 3102 1212 - 3102 1291
E-mail: herbario@urca.br
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Anexo B — Autorizagdo para fins de coletas botanicas.

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmi d Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 80398-1 | Data da Emissédo: 13/10/2021 15:02:44 | Data da Revalidagdo*: 13/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacado tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Maria Arlene Pessoa da silva ICPF: 162.725.283-53
Titulo do Projeto: Acervo do Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima.
Nome da Instituigao: UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI URCA |CNPJ: 06.740.864/0001-26

Cronograma de atividades

# |Descricao da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Coleta de Material Botanico 10/2021 09/2025

Equipe

# |Nome Fungao CPF Nacionalidade
1 | ANA CLEIDE ALCANTARA MORAIS Coleta e Herborizagao de material botanico 020.647.163-78 Brasileira

2 |Natalia Barbosa Campos Coleta e Herborizagao de material botanico 033.234.403-74 Brasileira

3 |Mariana Ferreira da Cruz Coleta e Herborizagdo de material botanico 057.911.253-56 Brasileira

4 |BRUNO MELO DE ALCANTARA Coleta e Herborizagdo de material botanico 609.823.833-20 Brasileira

5 |Marcio Pereira do Nascimento Coleta e Herborizagao de material botanico 042.594.953-21 Brasileira

6 |Cintia Larissa Pereira da Silva Coleta e Herborizagao de material botanico 070.783.843-69 Brasileira

Observagoes e ressalvas

1 Deve-se observar as as recomendagdes de prevencao contra a COVID-19 das autoridades sanitarias locais e das Unidades de Conservagao a serem acessadas.

2 Esta autorizagao NAO libera o uso da com i oxico e/ou i icida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
previ em outros i legais relativos ao registro de agrotoxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de

as ias e obter as

janeiro de 2002, entre outros).

3 Esta autorizagio NAO libera o uso da com i oxico e/ou i icida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
em outros i legais relativos ao registro de agrotoxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de

as exi e obter as

janeiro de 2002, entre outros)

4 O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagdo vigente, ou quando da inadequagao, omissao ou

falsa igdo de i o que idi a icao do ato, podera, decisao moti tera izagao ou licenga ou

gada pelo
ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

5 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugio Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n® 1042010, no que especifica esta
Autorizagao, nao podendo ser utilizado para fins iais, i is ou i O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

6 | As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

7 |Este nao 0 i da legislagao que dispde sobre acesso a do patrimdnio genéti no territdrio nacional, na plataforma continental e

na zona ) iva, ou ao i ao ético, para fins de ientifi i e ogico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.bricgen.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticagao abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/I[CMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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