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RESUMO

Espécies vegetais do cerrado brasileiro vém ganhando destaque devido ao seu potencial
farmacologico em diversas linhas de frente. A familia Campomanesia demonstra capacidade
fitotoxica e genotoxica, especialmente devido a presenca de flavonoides, taninos e saponinas.
Caracterizada por sua rusticidade, a gabiroba (C. xanthocarpa) dispdem de excelente adaptacao
a climas quentes, solos pobres em nutrientes e areas de baixa pluviosidade. Essas caracteristicas
tornam a espécie indicada para utilizacdo na arborizacdo urbana e na restauragéo ecoldgica de
areas degradadas, assim como para a producdo comercial no cerrado, onde é amplamente
distribuida. Dentre as diversas substancias provenientes do metabolismo secundario, encontra-
se os aleloquimicos, que quando liberados no ambiente pelas plantas alelopaticas, provocam
interferéncia sobre 0 meio. As substancias descritas para gabirobeira, por possuirem atividade
citogenotdxica, podem apresentar acdo alelopética e capacidade de interferir na biota. Onde
uma planta libera metabdlitos bioativos no ambiente, os aleloquimicos, agindo direta ou
indiretamente no crescimento da vegetacao vizinha, gerando uma vantagem seletiva a planta.
Um dos métodos mais diretos e confiaveis para testar a acdo dessas substancias é por meio de
bioensaios vegetais, avaliando alteracdes nos diversos parametros fisioldgicos, morfoldgicos e
citologicos nas plantas alvo. Esta dissertacdo é dividida em capitulos, onde o capitulo 1
apresenta uma breve revisao sobre a espécie e os diversos parametros envolvidos no presente
trabalho. O capitulo 2 apresenta a analise do efeito alelopatico dos extratos hidroetanolico e
aquoso obtidos a partir das folhas de C. xanthocarpa em bioensaios de L. sativa cv. “Baba de
verdo”, seguido de caracterizagdo do extrato com maior efeito alelopatico por meio de
espectrometria de massas ESI-MS". Ambas as formas de extracdo apresentaram acdo
alelopatica, sendo maior e mais intenso no extrato aquoso, com efeito concentracdo dependente

para os parametros de germinacdo e de crescimento inicial das plantulas de alface.

Palavras-chave: Alelopatia; extrato vegetal; gabiroba; bioensaio; alface.



ABSTRACT

Plant species from the Brazilian cerrado highlight their pharmacological potential on several
fronts. The Campomanesia family demonstrates adequate and genotoxic capacity, especially
due to the presence of flavonoids, tannins and saponins. Characterized by its rusticity, its biroba
(Xanthocarpa City) for its excellent adaptation to hot climates, poor soils in areas of low rainfall
and nutrients. These make urban species suitable for use in afforestation and ecological
restoration of degraded areas, as well as for the characteristics of production in the cerrado,
where it is widely commercially distributed. Among the various sources from secondary
metabolism, there are allelochemicals, which when released into the environment by
allelopathic plants, cause interference in the environment. As a substance that interferes with
cytogenotoxic activity, it may have the ability to interfere with cytogenotoxic activity. Where
a plant releases bioactive metabolites into the environment, direct contracts are contracted not
built nearby, generating a selected partnership with the plant. A direct method and target of
study to test biological substances, evaluating changes in physiological and morphological
parameters in plants. This dissertation is a fortress in chapters, where chapter 1 presents a
review of the species and the various developments in the present work. Chapter 2 presents the
allelopathic effect of hydroethanolic and aqueous extracts obtained from C. xanthocarpa leaves
in bioassays of L. sativa cv. “Baba de Verao”, followed by characterization of the extract with
the highest allelopathic effect by means of the ESI-MSn mass spectrometry effect. Both forms
of generation had allelopathic action, being greater and more intense in the aqueous extract,

with a dependent effect for the parameters of germination and initial growth of lettuce seedlings.

Keywords: Allelopathy; plant extract; gabiroba; bioassay; lettuce.
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PARTE I

1 INTRODUCAO

Durante o processo de desenvolvimento de uma espécie, é notavel um conjunto de rea¢Ges
quimicas que ocorrem no interior das células. Essa intensa atividade metabdlica resulta em
processos vitais e essenciais ao vegetal, tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de
solutos. Os grupos de metabolitos sdo amplamente diversos e distribuidos em familias de
compostos, com estruturas e concentracfes diversas, assim como sua funcdo e composicao
(MARAIS; JAHNKE, 2019; MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

Dentre as diversas substancias provenientes do metabolismo secundario, encontra-se 0s
aleloguimicos, que quando liberados no ambiente pelas plantas alelopaticas, provocam
interferéncia sobre o meio. A alelopatia € um tipo de interferéncia, ou estresse bi6tico em que
uma planta libera no ambiente circundante metabdlitos bioativos, conhecidos como
aleloguimicos, por volatizardo, exsudacdo radicular e processos naturais de lixiviacdo. O
crescimento da vegetacdo vizinha pode ser afetado e uma vantagem seletiva é concedida a
planta (IMATOMI et.al., 2013).

A espécie Campomanesia xanthocarpa, popularmente conhecida como gabiroba, é
originaria do cerrado e pertencente a familia Myrtaceae (SANTOS, 2011). A gabirobeira é uma
espécie frutifera nativa no territorio brasileiro que ndo requer muitos cuidados e nasce com
facilidade em terrenos pobres em nutrientes e é bem adaptada a climas quentes e poucas chuvas.
Sendo assim, é uma boa opc¢do para plantio no meio urbano, em restaurac@es ecoldgicas e €
considerada adequada para a producao comercial no cerrado devido a sua ampla distribuigéo.
(SANTQOS, 2009).

Caracterizagbes fitoquimicas da gabiroba demonstram a presenca, nas folhas de
flavonoides, taninos e saponinas (MARKMAN, 2002). Abe et al., (2014) relatou a presenca de
heterosideos flavonicos e antraquindnicos, esteroides e/ou triterpenoides, heterosideos
antocianicos e saponinicos, taninos, amino grupos e acidos fixos.

Na revisdo feira por Ferreira; Aquila (2000) diversos estudos apresentados indicam que
os aleloquimicos podem ser usados para 0 manejo integrado de ervas daninhas e podem
constituir uma fonte potencial para modelos de novos tipos estruturais de herbicidas. Com
intuito de investigar esses compostos, usualmente emprega-se 0s bioensaios vegetais, que
consistem na avaliagdo e monitoramento da germinacdo, crescimento inicial de plantulas,

alteracdes no DNA nuclear e outros aspectos da fisiologia de plantas alvo, especialmente da
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alface (Lactuca sativa L. cv. Baba de Verdo), que é uma espécie altamente responsiva a agentes
quimicos e com padrBes germinativos bem definidos na literatura. (SANTOS et al., 2017;
SIMOES et al., 2013)

A demanda por alternativas para o controle de espécies invasoras, com foco no baixo
custo, e que gerem menor impacto ambiental e a0 homem, tem dado destaque ao uso de extratos
vegetais com a atividade alelopatica (SILVA et al., 2018). Em suma, trabalhos com espécies
nativas, de facil cultivo e altamente resistentes como a gabirobeira, se tornam essenciais em
estudos alelopaticos com a finalidade de investigar novas substancias com acdo bioherbicida.
Assim, este trabalho teve por objetivo averiguar o potencial uso de folhas de gabirobeira (C.
xanthocarpa) como fonte de aleloquimicos, avaliando a acéo fitotdxica de extratos aquosos e
hidroetandlicos em bioensaios com Lactuca sativa L., assim como a caracterizacao e elucidacéo

estrutural das substancias presentes no extrato mais responsivo.
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2 DESENVOLVIMENTO

A seguir, acompanha revisdo de literatura atualizada acerca dos temas abordados nesta
dissertacdo, com intuito de gerar embasamento teorico para a analise e discussao dos resultados
obtidos.

2.1 METABOLISMO DAS PLANTAS

Uma das caracteristicas dos seres vivos é a presenca de atividade metabdlica. O
metabolismo nada mais € do que o conjunto de reacdes quimicas que ocorrem no interior das
células (MARAIS; JAHNKE, 2019). No caso das plantas, o metabolismo é dividido em
primario e secundario. Entende-se por metabolismo primario o conjunto de processos
metabolicos que desempenham uma fungdo essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a
respiracdo e o transporte de solutos, esses compostos possuem uma distribuicao universal nas
plantas. Enquanto que o metabolismo secundario ou especializado, € mais diversificado e sua
producdo é espécie e/ou 6rgdo dependente, o que demonstra alta especificidade dessas
substancias (BRANDELLI; MONTEIRO 2017).

O metabolismo da planta também depende amplamente do fato de que o 6rgao de
interesse € "autotrofico”, como uma folha-fonte realizando fotossintese e exportando actcares
e outros compostos, ou "heterotrofico”, como uma fruta que importa compostos de carbono e
nitrogénio. Além disso, para um determinado 6rgdo, o metabolismo e sua composi¢do
relacionada também dependem do estdgio de desenvolvimento. Dentro de um determinado
Orgdo, varios tecidos também podem diferir. Dentro de um determinado tecido, os gradientes
de composicao podem aparecer espacialmente ou temporalmente (DEBORDE et al., 2017).

Gobbo-Neto e Lopes (2007) citam alguns fatores que podem influenciar na producgéo
de metabdlitos secundarios nas plantas, sendo que a sazonalidade € o fator que mais determina
a producdo dos metabolitos vegetais, o ritmo circadiano provoca alteraces que variam do dia
para noite, a parte da planta e a sua idade influenciam igualmente na quantidade e na qualidade
dos metabdlitos produzidos. Ferreira; Aquila (2000), também citam que a quantidade e a
qualidade variam tanto de um ciclo de cultivo para outro, como também do local de ocorréncia
da planta, uma vez que a sua sintese é estimulada condicionalmente pela variagdo decorrente

da instabilidade em que as plantas estdo sujeitas. Para Almeida (1988), efeitos como as
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condicBes climaticas e as caracteristicas do solo podem exercem efeito sobre os compostos,

podendo transformé&-los em outros compostos.

2.2 ALELOPATIA EM PLANTAS

O termo alelopatia foi cunhado por Molisch (1937) unindo dois termos gregos: alelon =
mutuo e pathos = contra. A atividade alelopatica se deve a substancias inibitérias ou
aleloquimicos, que sdo liberadas diretamente da planta para 0 meio ambiente por meio da
exsudacdo radicular, lixiviacdo e decomposicdo de residuos vegetais como: folhas, cascas,
frutas, sementes (LIMA et al., 2018; RICE, 1984).

O metabolismo secundario das plantas provou ser quase fonte inesgotavel de
aleloguimicos, exibindo infinitas atividades bioldgicas. Com isso, aleloquimicos derivados de
vias secundérias tém sido investigados quanto ao seu potencial alelopatico, principalmente no
que diz respeito a capacidade de inibir a germinacdo e o desenvolvimento de outras plantas
(SILVA, 2012).

A alelopatia é um tipo de interferéncia bidtica em que uma planta libera metabolitos
bioativos, conhecidos como aleloquimicos, no ambiente circundante. O crescimento da
vegetacdo vizinha pode ser afetado e uma vantagem seletiva é concedida a planta (IMATOMI
et.al., 2013). Tais compostos também podem gerar impacto na microflora e/ou macrofauna
associadas que podem afetar, estimulando ou inibindo, 0s ecossistemas terrestres (naturais e
agricolas) e aquéticos (marinhos e ribeirinhos). (ALBUQUERQUE et al., 2011; SOUTO et al.,
2015). Devido a esses efeitos, a alelopatia é reconhecida como um importante processo eco
fisioldégico em ecossistemas, influenciando a sucessao primaria e secundaria de plantas, bem
como a estrutura, composi¢cdo e dinamica de comunidades de plantas nativas ou cultivadas
(IMATOMI et.al., 2013; RIZVI et al., 1992).

Quando os aleloguimicos séo liberados no meio, acabam causando efeitos diretos e/ou
indiretos as plantas. Os efeitos indiretos ocorrem quando provocam mudancas nas
caracteristicas e propriedades nutricionais do solo e alteracdes em outras populacdes, das quais
interferem no desenvolvimento da planta. J& os efeitos diretos compreendem em alteragdes
fisiologicas e hormonais (FERREIA; AQUILA, 2000; RIZVI et al. 1992). Destaca-se na
bibliografia efeitos alelopaticos sobre o crescimento vegetal, a interferéncia na divisao celular,
sintese organica, interacbes hormonais, absor¢do de nutrientes, inibigdo da sintese de proteinas,

alteracdes no metabolismo lipidico, abertura estomatica, assimilacdo de CO> e no processo de
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fotossintese, inibi¢do do transporte de elétrons e reducdo do conteido da clorofila no vegetal
(SILVA, 2012).

Em nivel global, a invasdo de organismos exoticos é considerada a segunda maior ameaca
a biodiversidade. O pressuposto € que o alto potencial alelopatico € uma das caracteristicas que
ajuda as espécies de plantas invasoras a se espalharem para novas areas (NOVAK et al.,
2018). De acordo com Duke (2003), estudos tém indicado que a alelopatia pode ser usada para
0 manejo integrado de ervas daninhas. Os herbicidas provenientes de aleloquimicos tém como
vantagens o tempo de meia vida mais curto e geralmente ndo sdo considerados potencialmente
toxicos. Esses herbicidas naturais sdo usados com a finalidade de diminuir o impacto ambiental
causado por herbicidas sintéticos nas areas agricolas, especialmente no cultivo organico
(MATSUMOTO et al., 2010).

2.3 CARACTERIZACAO BOTANICA-AGRONOMICA DA Campomanesia xanthocarpa
(Mart.) O. BERG

A familia Myrtaceae é composta por mais de 145 géneros e 5970 espécies, divididos em
duas subfamilias, Leptospermoideae e Myrtoideae. No Brasil, a subfamilia Myrtoideae
compreende 23 géneros e aproximadamente 1.000 espécies, onde o cerrado contém
aproximadamente 211 espécies de Myrtaceae em 14 géneros, tornando esta familia uma das
mais representativas do ecossistema (IMATOMI, et al. 2013; LIST, 2013).

A Campomanesia xanthocarpa popularmente conhecida como guabiroba, guavirova,
guabiroba-milda e guabirobeira-do-mato (LIST, 2013). Desenvolve-se de forma arbustiva,
arvoreta ou arvore de 10 a 20 m de altura e até 60 cm de diametro. As folhas sdo verdes e
opostas, simples, membranéceas, ovalado-oblongas, medindo de 4-10 cm de comprimento por
3-4,5 cm de largura (VALLILO, 2008). Os frutos apresentam a forma arredondada e de
coloragéo verde quando imaturos e amarelos quando maduros, o seu amadurecimento ocorre
de novembro a dezembro, exalando aroma adocicado e agradavel. A sua dispersao € do tipo
zoocodrica, feita principalmente por aves (MORAIS; LOMBARDI, 2006).

A gabirobeira é originaria do cerrado, mas sua ocorréncia se da desde o estado de Minas
Gerais até o Rio Grande do Sul. De acordo com a literatura, também s&o encontradas no
Paraguai, no nordeste da Argentina e Bolivia. (LORENZI, 2002). Ela ndo necessita de muitos

cuidados e nasce facilmente em terrenos pobres. Prefere climas quentes com poucas chuvas,
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podendo ser til para plantio no meio urbano e na restauragdo ecoldgica. Devido a sua grande
distribuicéo no cerrado é considerada boa para producéo comercial (SANTOS, 2011).

E uma das familias botanicas mais caracteristicas da flora brasileira, apresentando
significativo interesse econémico para o Brasil, com destaque na agroindustria, producédo de
alimentos, cosméticos e produtos terapéuticos (OLIVEIRA et al., 2016). Contudo,
considerando o grande nimero de espécies e a importancia dessa familia, ainda existem poucos

estudos referentes ao seu potencial alelopatico.

2.4 ALELOPATIA E FITOQUIMICA DE Campomanesia xanthocarpa

Dentro do género Myrtaceae a espécie Eucalyptus (subfamilia Leptospermoideae) é a
com maior numero de relatos que mostram o efeito alelopatico (FANG et al. 2009). No entanto,
existem poucos estudos sobre o potencial alelopatico de espécies de Myrtaceae encontradas no
cerrado. A maioria dos quais pertencem a subfamilia Myrtoideae. No cerrado, algumas espécies
de Myrtaceae tém sido observadas inibindo o crescimento de plantas adjacentes, indicando que
as primeiras produzem aleloguimicos (IMATOMI et al., 2013)

O género Campomanesia apresenta diferentes espécies que vém sendo estudadas quanto
a sua composicdo quimica e seus potenciais efeitos nas mais diferentes frentes de estudos e
apresenta compostos biologicamente ativos de interesse comercial (CATELAN et al., 2018).
Estudos quimicos realizados com o extrato das folhas indicam a presenca de flavonoides,
taninos e saponinas (MARKMAN, 2002), sendo a quercetina, miricitrina e rutina alguns dos
flavonoides descritos por Schmeda-Hirschmann (1995). Abe et al. (2014) relatou a presenca de
heterosideos flavonicos e antraquindnicos, esteroides e/ou triterpenoides, heterosideos
antocianicos e saponinicos, taninos, amino grupos e acidos fixos. Também é conhecido que
saponinas, taninos, flavonoides, catequinas, esteroides e triterpendides estdo presentes no
material de estudo desse trabalho, que é proveniente da mesma coleta realizada e avaliada por
Leandro (2016) Tais metabdlitos podem agir isoladamente ou sinergicamente, influenciando a
germinacao e o crescimento inicial de plantas. (FILHO, 2017; PAVAN et al., 2009).

Cardoso; Salmazzo (2015), avaliaram a atividade alelopatica do extrato etandlico da
polpa e dos frutos (polpa e semente) de C. xanthocarpa. Os extratos inibiram a germinacao das
sementes de alface nas concentragdes 200, 500 e 2000 pg/mL, sendo que o extrato da polpa

proporcionou a maior inibi¢cdo. Enquanto que as sementes de soja tiveram a germinagéo e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874111008816#bib0180
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desenvolvimento radicular maior na presenca dos extratos, sendo que se obteve percentuais de
germinacao e crescimento radicular maiores para polpa e fruto.

O dleo essencial das folhas de gabiroba aplicado no desenvolvimento inicial de T.
aestivum, M. sativa, E. plana e D. insularis, apresentou respostas diferentes. Onde T. aestivum
e M. sativa foram mais sensiveis enquanto E. plana e D. insularis responderam com maior
tolerancia (ULIANA, 2020).

Imatomi et al. (2015), demonstrou o potencial de estudo das Mirtaceae (Blepharocalyx
salicifolius, Myrcia multiflora, Myrcia splendens e Myrcia tomentosa), verificou efeito
inibitério de extratos aquosos de folhas superior ao de herbicida oxyfluorfen, sobre a
germinagdo e o desenvolvimento de trés plantas invasoras de culturas agricolas. Assim, extratos
foliares aquosos de espécies de Myrtaceae apresentam potencial para isolamento de compostos
que poderdo ser usados para producdo de herbicidas naturais no futuro.

Contudo, extratos etanélicos também podem apresentar compostos e/ou substancias que
sinergicamente combinadas podem ter efeito/acdo alelopatica como demonstrou Alves et al.,
(2004) estudando extratos obtidos a partir de frutos de C. xanthocarpa que inibiram de forma

concentracdo dependente a germinacao e o crescimento inicial em bioensaios com alface e soja.

2.5 BIOENSAIOS COM Lactuca sativa L.

A busca por produtos naturais com atividade alelopéatica tem sido tradicionalmente
baseada na investigacdo do extrato do vegetal, aplicados a bioensaios de germinagdo e
desenvolvimento de mudas (SANTOS, 2012). Algumas plantas apresentam excelentes
indicadores de efeitos citogenéticos e mutagénicos, podendo ser usadas tanto em ambientes
fechados (in door) quanto abertos (in situ). Os bioensaios que utilizam os vegetais para testar e
monitorar o grau de toxicidade de agentes genotdxicos presentes no ambiente sdo muito
eficientes e apresentam alta sensibilidade, podendo detectar agentes mesmo em baixas
concentracdes (ALVES et al., 2004). A literatura descreve que nos estudos sobre os efeitos de
aleloguimicos podem ser utilizadas como bioensaios as sementes nativas ou de espécies
cultivadas, entre elas se destacam a alface e a cebola (FERREIRA; AQUILA, 2000; SANTOS
etal., 2017; SIMOES et al., 2013).

Entre as espécies empregadas nos experimentos, a Alface (Lactuca sativa) é o
organismo-teste mais utilizado para avaliar a alelopatia de produtos naturais, pois apresenta

sensibilidade a aleloquimicos mesmo em baixas concentracdes, além de apresentar rapida
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germinagdo e desenvolvimento (FERREIRA; AQUILA, 2000). Lactuca sativa L. cv. Baba de
verdo contempla diversas peculiaridades, dentre elas, a rapida germinacdo onde sofrem
mudancas fisioldgicas e tornam-se altamente sensiveis ao estresse ambiental. Além disso,
possuem crescimento linear em ampla faixa de variacdo de pH, baixa sensibilidade aos
potenciais osmaticos, grande nimero de células em divisdo na zona meristematica radicular
(SIMOES, 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

Levando em consideracdo que os aleloquimicos sdo produzidos pelo metabolismo
especializado das plantas e que o Brasil constitui um dos maiores centros de biodiversidade do
mundo, h&d muito potencial inexplorado na flora nativa para diversos fins fitoquimicos,
especialmente para o estudo da ecologia quimica e da interacdo ecoldgica planta a planta.

O interesse por alimentos saudaveis e sem contaminantes tem impulsionado o
crescimento do consumo de produtos organicos no Brasil e no mundo. Em menos de uma
década, o numero de produtores organicos registrados no Brasil triplicou. Atualmente sdo
registrados mais de 17,7 mil produtores e o nimero de unidades de producéo saltou para mais
de 22 mil, aumento de mais de 300% (MAPA, 2019). Sendo que um dos maiores problemas
enfrentados pelos produtores esta no controle de plantas daninhas, sendo o uso de herbicidas
sintéticos proibidos em varios paises, a utilizacdo desse produto tem acarretado grandes
problemas ambientais e impactos a salde humana.

Estudos realizados ja demonstraram que o potencial fitoquimico da Gabirobeira,
entretanto, as atividades alelopatica e fitotoxica de folhas dessa espécie em planta superiores
ainda ndo foram abrangentemente elucidados e caracterizados. Assim, estudar estas
propriedades pode auxiliar na triagem de possiveis efeitos aleloquimicos dessa espécie sobre

plantas-alvo.
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4 OBJETIVOS

A sequir, sdo apresentados 0s objetivos gerais e especificos dos dois artigos gerados nesta

dissertacédo

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos alelopaticos de Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg em

Lactuca sativa L. e identificar substancias com possiveis acdes e interacdo alelopaticas.

4.2 Objetivos especificos

a) Obtencdo dos extratos hidroetandlicos e aquosos de folhas de Campomanesia xanthocarpa
(Mart.) O. Berg.;

b) Verificar os efeitos dos extratos hidroetandlicos e aquosos de folhas de C. xanthocarpa
(Mart.) O. Berg. sobre a germinag&o e o crescimento inicial de L. sativa;

c¢) Determinar o efeito alelopatico por meio do indice de Resposta para Identificar qual extrato
exibe maior potencial alelopatico;

d) Caracterizar o extrato mais efetivo por meio de espectrometria de massas ESI-MS",
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PARTE II

ARTIGO I: Resposta de sementes e plantulas de Lactuca sativa L. expostas a extratos de
Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg (Myrtaceae)

Josiele Aparecida Silva, Marina Lima Nogueira, Jodo Vitor Calvelli Barbosa, Daniela Vilas
Boas Braga, Marcelo Aparecido da Silva, Wagner Vilegas, Geraldo Alves da Silva, Sandro
Barbosa.
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ARTIGO |

Resposta de sementes e plantulas de Lactuca sativa L. expostas a extratos de
Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. BERG (Myrtaceae).

Response of Lactuca sativa L. seeds and seedlings exposed to extracts of Campomanesia
xanthocarpa (Mart.) O. BERG (Myrtaceae).

Josiele Aparecida Silva, Marina Lima Nogueira, Jodo Vitor Calvelli Barbosa, Daniela Vilas
Boas Braga, Marcelo Aparecido da Silva, Wagner Vilegas, Geraldo Alves da Silva, Sandro

Barbosa.

RESUMO: Algumas plantas, em ambientes de alta competitividade, possuem interessante
forma de sobressair a competicdo. A producdo de aleloquimicos capazes de interferir em
alguma etapa do ciclo de vida de outras plantas, confere a elas uma vantagem adaptativa.
Caracterizada por sua rusticidade, Campomanesia xanthocarpa dispde de excelente adaptacao
a climas quentes, solo pobres em nutrientes e areas de baixa pluviosidade, assim como a
producdo de substancias alelopaticas. Essas caracteristicas conduziram este trabalho a
investigar o potencial fitotoxico dos extratos hidroetandlico e aquoso, obtidos das folhas de C.
xanthocarpa em bioensaios com L. sativa, e caracterizar quimicamente o extrato com maior
atividade alelopatica por meio de espectrometria de massas ESI-MS". Os bioensaios foram
conduzidos nas concentragfes de 5, 10, 20, 40 mg.mL™ e 4gua destilada como controle. Sendo
avaliado a porcentagem de germinacdo no 4° e 7° dia, indice de velocidade de germinacéo,
indice de efeito alelopatico, alongamento de raiz e parte aérea, biomassa fresca e seca. Os
resultados foram submetidos a anélise de variancia ANOVA, e as médias comparadas pelo teste
de Scott knott a 5% de significancia por meio do software estatistico R para os extratos. Para
as concentracdes, 0 modelo de regressdo foi ajustado para significancia de 5%. Verificou-se
que o0s extratos testados apresentaram resultados significativos para todos os parametros
avaliados, exceto para biomassa fresca e seca, sendo o0 extrato aquoso superior de dose-resposta.
Foram caracterizados compostos pertencentes a classe dos fendlicos e flavonoides. Conclui-se
gue extratos aquosos e hidroetandlicos de folhas de C. xanthocarpa provocaram efeito
fitotoxico na germinacdo e no crescimento inicial de plantulas de alface. Contribuindo assim

para a descoberta de novos herbicidas de origem natural.

Palavras-chave: Alelopatia, extrato vegetal, gabiroba, bioensaio, alface.
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ABSTRACT: Some plants, in highly competitive environments, have an interesting way to
stand out from the competition. The production of allelochemicals capable of interfering in
some stage of the life cycle of other plants, gives them an adaptive advantage. Characterized
by its rusticity, Campomanesia xanthocarpa has excellent adaptation to hot climates, soil poor
in nutrients and areas of low rainfall, as well as the production of allelopathic substances. These
characteristics led this work to investigate the phytotoxic potential of hydroethanolic and
aqueous extracts obtained from C. xanthocarpa leaves in bioassays with L. sativa, and
chemically characterize the extract with the highest allelopathic activity by means of ESI-MS"
mass spectrometry. Bioassays were conducted at concentrations of 0, 5, 10, 20, 40 mg.mL™ .
The percentage of germination on the 4th and 7th day, germination speed index, allelopathic
effect index, root and shoot elongation, fresh and dry biomass were evaluated. The results were
submitted to ANOVA analysis of variance, and the means were compared by the Scott knott
test at 5% significance using the R statistical software for the extracts. For concentrations, the
regression model was adjusted to a significance of 5%. It was found that the tested extracts
showed significant results for all parameters evaluated, except for fresh and dry biomass, with
the aqueous extract being the highest dose-response. Catechin, gallic acid, caffeic acid, quinic
acid, caffeoyl hexose, ellagic acid, epigallocatechin, quercitrin, myricetin 3-o-rhamnoside,
cryptoxanthin and rutin were identified. It was concluded that aqueous and hydroethanolic
extracts from leaves of C. xanthocarpa caused a phytotoxic effect on germination and initial
growth of lettuce seedlings. Thus contributing to the discovery of new herbicides of natural

origin.

Keywords: Allelopathy, plant extract, gabiroba, bioassay, lettuce.
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INTRODUCAO

O Brasil constitui um dos maiores centros de biodiversidade do mundo, sendo que muito
desse potencial continua inexplorado ou com pouca informacdo sobre a interacdo planta a
planta, via substancias que interferem na comunidade vizinha. Essa caracteristica pode ser
relacionada com substancias produzidas via metabolismo primario e/ou secundario. Essas
interacdes em plantas e entre elas ocorrem a partir da liberacdo no ambiente de substancias que
sdo produzidas via metabolismo secundario que podem influenciar os aspectos ecoldgicos do
local, sobre o crescimento e desenvolvimento de outras plantas e organismos, num fendmeno
conhecido como alelopatia (OLIVEIRA et al., 2013; TREZZIA et al., 2016).

O conjunto de processos metabdlicos desempenham uma funcdo essencial no vegetal.
A fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos, sdo enquadrados no metabolismo
primario, enquanto o metabolismo secundario ou especializado, geralmente apresenta estruturas
complexas, baixas concentraces e atividade bioldgica marcante. Eles constituem uma interface
quimica entre as plantas e 0 ambiente circundante, estando intimamente ligados a processos
vitais para as plantas. Sdo classificados quanto a estrutura quimica em: nitrogenados, terpenos
e compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2013; MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

O metabolismo secundario das plantas provou ser fonte de aleloquimicos exibindo
infinitas atividades bioldgicas, com isso, fitoquimicos derivados de vias secundarias tém sido
investigados quanto ao seu potencial alelopatico, principalmente no que diz respeito a
capacidade de inibir a germinacdo e o desenvolvimento de outras plantas. A producdo dessas
substancias sdo mais espécie e/ou 6rgao dependente, além de sofrer interferéncias bidticas e
abidticas no que tange a qualidade e quantidade de cada aleloquimico. (DEBORDE et al., 2017;
MONTEIRO;BRANDELLI, 2017).

A Campomanesia. xanthocarpa, popularmente conhecida como gabiroba, guabiroba,
guavirova, guabiroba-miuda e guabirobeira-do-mato é originaria do cerrado e pertencente a
familia Myrtaceae (SANTQOS, 2011). A gabiroba é uma espécie frutifera originaria do cerrado,
com ampla distribuicdo na América do Sul. Ela ndo necessita de muitos cuidados e nasce
facilmente em terrenos pobres. Prefere climas quentes com poucas chuvas, podendo ser (util
para plantio no meio urbano e na restauracao ecoldgica. Devido a sua grande distribuicdo no
cerrado é considerada boa para produgdo comercial. Sua propagacéo é facilitada por produzir
néctar atraindo assim 0s animais que consomem este produto e possui boa aceita¢cdo no mercado
devido ao seu aroma e sabor adocicado (TELEGINSKI et al., 2018).
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Estudos quimicos realizados com as folhas de gabiroba indicaram a presenca de
flavonoides, monoterpenos, sesquiterpensos, taninos e saponinas, tais metabolitos podem agir
isoladamente ou sinergicamente, influenciando a germinacéo e o crescimento inicial de plantas
(PAVAN et al., 2009, FILHO, 2017).

Efetivamente, a atividade alelopatica tem sido determinada via bioensaios de germinagao
e crescimento inicial de plantulas; aplicando-se solugdes contendo concentragdes de extratos
secos obtidos de diferentes estruturas ou 6rgaos das espécies investigadas. A espécie Lactuca
sativa L. é uma das espécies mais utilizadas para o0s ensaios de fitotoxicidade e
citogenotoxicidade. O bioteste com a Alface contempla diversas peculiaridades, dentre elas, a
rpida germinacdo onde sofrem mudancas fisioldgicas e tornam-se altamente sensiveis ao
estresse ambiental (SANTOS, 2017; SIMOES, 2013).

Ainda ha muito potencial a ser estudado para a aplicacdo agricola dos aleloguimicos, seja
para subsidiar a elucidacdo de novas biomoléculas quanto para conhecer o potencial da flora
nativa. Considerando a gabiroba uma espécie promissora e ainda pouco explorada em relacdo
ao efeito e acdo dos extratos em experimentos de fitotoxicidade, investigamos a viabilidade do
uso de folhas de C. xanthocarpa Berg comparando diferentes metodologias de extracdo, a saber:

extrato aquoso e hidroetandlico a serem testados em bioensaios com L. sativa L.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material botanico

As folhas da espécie Campomanesia xanthocarpa O. Berg foram coletadas no municipio
de Paraguacu (Minas Gerais, Brasil) sob as coordenadas 45°49°45°’S ¢ 21°31°51.7°W (£ 10m).
A exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Alfenas, campus Alfenas-
MG, sob o nimero 2541.

As folhas foram secas em estufa de circulacdo de ar (Solab® SL 102) a 45°C, e
pulverizadas em moinho de facas (Cienlab® CE 430), para a obtencéo de p6 de acordo com a

granulometria determinada por meio de agitador de peneiras magnético (Bertrel®).

Preparacao dos Extratos

O extrato aquoso foi obtido por decocgdo a 20%, aquecido em chapa quente a 100°C,
permanecendo em ebuli¢do durante 15 min. O extrato foi filtrado congelado e submetido a

secagem por liofilizacéo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874111008816#bib0180
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O extrato hidroetandlico foi obtido por maceragdo a 20%, durante 4 dias, utilizando
alcool 70% segundo Prista, Alves e Morgado (2008). O extrato foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador a 45°C e submetido ao processo secagem por spray dryer (Buchi®) utilizando
como adjuvante aerosil 27,5%. Os extratos secos foram dissolvidos em agua destilada, a fim
de se obter a solucéo estoque de 40 mg.mL™. E posteriormente, essa solugéo estoque do extrato
foliar de C. xanthocarpa foi diluida, nas concentracdes de 5, 10, 20, 40 mg.mL™.

Determinacéo dos solidos totais

Foram pesadas capsulas de porcelana contendo 5mL de solucdo extrativa. Logo apds, o
material foi seco em chapa a 100°C até obtencdo de peso constante. Tais medidas foram
realizadas em triplicata para cada amostra. O teor de sélidos foi calculado através da
porcentagem de massa restante na capsula de porcelana. Os resultados foram expressos pela
média de trés determinacdes (SOUZA, 2017).

Determinacéo do pH e osmolaridade

O pH dos diferentes extratos na maior concentragdo testada foi aferido com o auxilio de
pHmetro (VILLELA et al., 1991).

O potencial osmotico dos extratos foi medido com um (osmémetro Advanced
Instruments, inc., modelo 3320 osmometer). A osmolaridade foi medida em mOsm kg 'e

convertida em MPa, aferindo apenas a maior concentragio (40 mg.mL™).

Andlises por espectrometria de massas ESI-MS"

O preparo da amostra foi avaliado empregando metodologias do LBPN - Laboratério de
Bioprospeccao de Produtos Naturais (LBPN), sendo etapas de clean up por extracdo em fase
solida (SPE) em cartuchos de fase reversa C18 (Chromabond®, 45 pum, 500 mg, 6 mL). A
amostra pré-tratada foi analisada por espectrometria de massas com ionizacdo electrospray
(ESI-MS").

A infusdo de fluxo direto do extrato foi realizada em wm analisador ion trap linear
Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizagdo por electrospray (ESI), em
modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Foi utilizado um tubo capilar de silica fundida
a 280°C, voltagem do gas de pulverizagdo de 5,00 kV, voltagem do capilar de -35 V, lente de
tubo de -100 V e vazdo de 10,0 uL.min . A analise completa de varredura foi registrada em

m/z de 150-2000. As fragmentacdes em varios estagios (ESI-MS") foram realizadas usando o
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método de dissociacdo induzida por colisdo (CID) contra o hélio para a ativagdo dos ions. O
primeiro evento foi um espectro de massa de varredura completa para adquirir os dados sobre
0s ions naquela faixa m/z. O segundo evento de varredura foi um experimento MS/MS com
uma energia de colisdo de 25% e 30% e um tempo de ativacdo de 30 ms. Os ions produtos
foram submetidos a uma maior fragmentacdo nas mesmas condi¢Ges e comparados com 0s
dados correspondentes a partir de fontes da literatura. Os dados foram adquiridos e processados

no software Xcalibur 2.2.

Ensaio de Fitotoxicidade

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri (10 cm) contendo duas folhas de
papel Germitest com 3 mL de solucdo das diferentes concentracGes de extrato (5, 10, 20, 40
mg.mL™?) e 4gua destilada como controle (0%). Foram utilizadas 30 sementes por placa em trés
reeticfes de Lactuca sativa cv. Baba de verdo (ISLA PAK Sementes Ltda). As placas foram
mantidas em camara de germinagéo do tipo BOD (Ethiktechnology® 411FPD), a 24°C, com
fotoperiodo de 12 horas.

Foram realizadas observacbes a cada 4 horas, anotando-se o nimero de sementes
germinadas em cada tratamento, para calculo da germinabilidade e indice de velocidade de
germinacdo (IVG), conforme apresentado por Maguire (1962) e as adaptagdes feitas por
Gouvéa et al. (2020).

A partir dos dados de germinacdo, em intervalos de 24 horas, foi calculado o efeito
alelopatico pelo indice resposta, descrito por alguns autores como indice de efeito alelopatico
(RI) (WILLIAMSON; RICHARDSON, 1988; BORELLA; MARTINAZZO; AUMONDE,
2011; IMATOMI, 2015) utilizando-se das seguintes formulas:

RI=1-C/T (T>C) ou RI=T/C-1 (T<C)

Onde: C = velocidade de germinagédo do controle; T = velocidade de germinacéo do
tratamento. Para a Velocidade de Germinacgéo (VG), usou-se:

VG (%)=Y(Gt/D)/ ¥ (GeDx100)

Sendo: Gt = nimero de sementes germinadas diariamente do tratamento; G¢c = nimero
de sementes germinadas diariamente do controle; D = nimero de dias correspondente
O alongamento de raiz (AR) e o comprimento de parte aerea (CPA) foram mensurados

a partir da selecdo dass 10 maiores pléntulas, sendo as medidas realizadas no sétimo dia de
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germinagdo com o auxilio de paquimetro digital (DIGIMESS® 150mm). Todo material contido
nas placas foi pesado compondo a biomassa fresca (BF) em seguida o contetdo foi armazenado
em sacos de papel e levados para estufa a 40°C com circulacdo de ar por 7 dias para secagem

para a obtencdo da biomassa seca (BS).

Anélise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticfes
em esquema fatorial 2x5, sendo os fatores: extrato (extrato aquoso e extrato hidroetandlico) e
concentragdes (5; 10; 20; 40 mg.mL* e 4gua destilada para o grupo controle).

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA, e a comparagdo das
médias foram feitas por meio do teste de Scott knott a 5% de significancia usando o software
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013) para os extratos. Para as concentracdes

foi ajustado 0 modelo de regressao a 5 % de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Secagem e determinacdo da granulometria

O processo de secagem obteve estabilizacdo apds 72 horas do inicio, sendo que a partir
de uma amostra de 4,427 g da droga vegetal chegou-se ao valor constante de 2,222 g, ap0s trés
pesagens consecutivas. Obtendo assim 50,192% + 0,67 de perda de agua e/ou de substancias
volateis durante a secagem (LEANDRO, 2016). A determinacdo da perda por secagem tem o
objetivo de impedir que a droga permaneca Umida, apos uma secagem ineficiente, ou que ocorra
a deterioracdo dos metabdlitos secundarios de interesse por secagem excessiva (MELLO;
PETROVICK, 2000).

A granulometria do p6 de folhas de gabiroba situou a maioria das particulas na faixa
granulométrica de 250 a 355 pum. Sabe-se que, de acordo com os dados descritos na
Farmacopeia Brasileira, 5 edicdo (BRASIL, 2010), o pé obtido das folhas de Campomanesia
xanthocarpa pode ser classificado como um pé moderadamente grosso, definido por apresentar
particulas que passam, em quase sua totalidade, pelo tamis com abertura nominal de malha de
710 um e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 250 um. Sendo que

o tamanho médio dessas particulas do po vegetal foi de 0, 445 mm (LEANDRO, 2016).

Determinacéao de teores solidos
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Com o resultado obtido (Tabela 1) foi possivel verificar a necessidade de adicdo de
adjuvantes (Aerosil) para a obtencdo do extrato seco utilizando o Spray Dryer, sendo que para
secagem nesse método o teor de solidos deve ser proximo de 10%. O valor de solidos obtido
em 5 mL foi 0,362g o que corresponde a 7,24 % de sélidos totais, fazendo-se necessario a
correcdo dos extratos em estudo com o uso de adjuvante, adicionando 2,769 de aerosil para 100
mL de extrato.

Tabela 1- Valores dos s6lidos totais (g) obtidos por secagem (100°C) dos extratos hidroetanélicos

de folhas de C. xanthocarpa. (Cap+Ext Liqg) Capsula+ Extrato liquido; (Cap+Ext Seco) Capsula+
Extrato seco; (PF) Peso final do extrato seco; (%) rendimento final do extrato.

Capsula PESO CAP+EXT CAP+EXT PF PROP %

(G) LIQ SECO

1 91,240 95,868 91,583 0,343

2 73,453 78,118 73,822 0369 0,362 7,24
3 99,618 104,354 99,994 0,376

O uso de adjuvante é crucial para maior rendimento da amostra, além de melhorar as
caracteristicas fisico-quimica do extrato. De acordo com Borges et al. (2020), o Aerosil também
apresenta maior adequabilidade quanto a estabilidade dos extratos secos.

O emprego de Aerosil no processo de secagem de extratos para aplicacdo em bioensaios
com L. sativa avaliado por Barbosa et al. (2019) comprova que ndo ha interferéncias
significativas que comprometam a avaliacdo dos extratos, tanto para parametros fitotdxicos

quanto citogenotdxicos.
Caracterizacao fisico-quimica dos extratos foliares

Os extratos apresentaram valores de pH variando entre 4.48 e 5.79, para 0s extratos
aquosos e 4.78 e 6.09, para os extratos etandlicos. Os valores do potencial osmético para 0s
extratos aquosos variaram de -0.081MPa e -0.021 MPa para os extratos etandlicos e -0.192 MPa
e -0.201 MPa para os extratos aquosos.

O pH e o potencial osmético dos extratos podem influenciar na germinacgéo de alface e
com isso ocasionar interferéncias nos resultados dos testes de alelopatia. Dados na literatura
indicam que a germinagdo e o crescimento inicial de alface sdo afetados quando o pH é
excessivamente alcalino ou excessivamente &cido, com efeitos deletérios observados em
condigdes de pH abaixo de 4 e superior a 10. Ainda, segundo Borella; Pastorini (2010), testes
alelopaticos com alface s6 sofrem influéncia do pH quando estes se encontram abaixo de 3 ou

acima de 10.
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Segundo Gatti; Perez; Lima (2004), valores da osmolaridade abaixo de -0,2 MPa néo
afetam a germinacdo final de L. sativa, enquanto valores de -0,3MPa comecam a afetar
significativamente a germinacdo da alface. Desta forma, é seguro afirmar que 0s presentes

efeitos verificados neste trabalho sdo provocados exclusivamente pelo efeito alelopatico.

Andlises por espectrometria de ESI-MS"

Os compostos obtidos pela analise de espectrometria de massas foram registrados com
valores para [M-H]* ions. Para 0 modo Full Scan de analises destes ions e seus multiplos
estagios de fragmentacdo, permitiu a identificacdo de 11 estruturas quimicas entre as realizadas
pelo equipamento, sendo elas catequina, acido galico, &cido caféico, acido quinico, cafeoil
hexose, acido elégico, epigalocatequina, quercitrina, miricetina 3-o-ramnosideo, criptoxantina
e rutina. As moléculas e suas respectivas estruturas foram propostas de acordo com a razdo da
massa e carga relatada na literatura (Tabela 2 e Figura 1). Os espectros completos de varredura

dos ions no modo positivo sdo mostrados na Figura 2.
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Figura 1. Espectometria digital em full scan por injecéo direta (FIA-ESI-IT-MS) obtido em modo i6nico
positivo do extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa.

Tabela 2 - Proposta de identificagdo dos principais metabdlitos do extrato de C. xanthocarpa por
espectrometria de massas.
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Substancia [M-H]+ MS/MS Referéncias
1 Catequina 289 Malta et al. (2013)
2 Acido galico 169 268, 240, 198 Pascoal (2015)
3 Acido caféico 179 Roesler et al. (2007)
4 Acido quimico 191 Malta et al. (2013)
5 Cafeoil hexose 341 178 Ha et al. (2015)
6 Acido elagico 301 Malta et al. (2013)
7 Epigalocatequina 305 125 Malta et al. (2013)
8 Quercitrina 447 301 Pascol (2015)
9 Miricetina 3-O-ramnosideo 463 317, 316, 287,251  Pascoal (2015), Ferreira (2013)
10 Criptoxantina 551 533 Mercadante et al. (2001)
11 Rutina 609 301 Roesler et al. (2007)
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Figura 2. Proposta de estruturas dos principais metabolitos identificados do extrato de C.
xanthocarpa por espectrometria de massas. (FIA-ESI-IT-MS).

Estudos quimicos realizados com C. xanthocarpa identificaram a presenca nas folhas
de flavonoides, taninos e saponinas (Markman, 2002), sendo a quercetina, miricitrina e rutina
alguns dos flavonoides descritos (Schmeda-Hirschmann, 1995). Abe et al. (2014) relatou a
presenca de heterosideos flavOnicos e antraquindnicos, esteroides e/ou triterpenoides,

heterosideos antocianicos e saponinicos, taninos, amino grupos e acidos fixos. Pastori et al.
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(2013) quantificou polifenois de extrato aquoso a 30 mg.mL™ de folhas de C. xanthocarpa,

identificando quercetina, rutina, galico e clorogénico.

Bioensaio de Fitotoxicidade

Segundo os parametros germinativos avaliados para o crescimento inicial de L. sativa
exposta a diferentes concentracdes de extratos aquosos e hidroetanolico, verificou-se interagcdo

significativa para todos os parametros avaliados, exceto para biomassa fresca e seca (Tabela 3).

Tabela 3- Pardmetros germinativos e de crescimento inicial de L. sativa exposta a diferentes
concentragdes de extratos aquosos e hidroetanolicos, obtidos de folhas de C. xanthocarpa.

Concentracdo (mg. mL1)

Extrato 0 5 10 20 40
G4 (%)
Aquoso 98,88 a 9555a 83,33a 43,00b 0,000 b
Hidroetanolico 96,66 a 90,00a 92,22a 76,66a 13,33a
G7 (%)
Aquoso 98,88 a 97,77a 9222a 8222a 7,770Db
Hidroetanolico 98,88 a 93,33a 95555a 87,77a 58,88a
IVG (%)
Aquoso 37,74 a 30,92a 28,15a 15,05b 0,13 b
Hidroetanolico 39,77 a 2951a 28,89a 2435a 6,69 a
Alongamento de raiz (mm)
Aquoso 35,66 a 3476a 1596 a 9,75b 8,44 b
Hidroetanolico 31,27 a 27,25b 1744a 1552a 15,75a
Comprimento de parte aérea (mm)
AqQquoso 23,55 a 26,31a 18,29a 8,95 b 8,44 a
Hidroetanolico 21,24 a 2046a 1586a 1365a 595a
indice de Efeito Alelopatico (RI)
Aquoso Oa -045b  -0,53a -0,74b -0,99b
Hidroetanolico O0a -0,27a -050a -0,62a -0,89 a

G4, Germinacdo no 4° dia; G7, Germinacio no 7° dia; IVG, Indice de Velocidade de Germinacdo. As
médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste de Scott-Knot ao nivel de significancia
de 5%.

O método de extracdo aquosa apresentou resultados superiores nas concentragdes de 20
e 40 mg.mL™. Para a concentragdo de 20 mg.mL*na germinacdo do 4° dia (G4), a extracéo
aquosa reduziu em 56% comparada com o método hidroetandlico, que por sua vez reduziu
apenas em 24% do controle. Com 40 mg.mL™ néo foi verificado germinacéo das sementes de
alface expostas ao extrato aquoso, enquanto que do hidroetanolico foi de 13%. Ao término do
experimento (G7) verificou diferenca estatistica apenas para a concentracio de 40 mg.mL™? |

inibindo 92,23% e 41,12% das sementes de alface, respectivamente para extrato aquoso e
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hidroetandlico. Os dados também demonstram a superioridade da extragdo aquosa de folhas da
gabirobeira para o parametro do IVG nas mesmas concentragdes anteriores.

Além da inibicdo da germinacéo os extratos provocaram efeitos sobre a morfologia das
plantulas da Alface, sendo 0 alongamento das radiculas, expostas aos extratos aquosos de 20 e
40 mg.mL™, mais prejudicado. Enquanto que a parte aérea teve diferenca significativa apenas
para a concentracdo de 20 mg.mL™, visto que o extrato aquoso reduziu em 65,56% o tamanho
das plantulas comparado a extracao hidroetanolica.

O efeito alelopatico mensurado pelo indice de resposta, denominado por muitos autores
como indice de efeito alelopatico, demonstrou a maior acéao inibitéria promovida pelo extrato
aquoso em todas as concentragdes, exceto em 10 mg.mL*que foi estatisticamente igual. Ja a
concentragio de 40 mg.mL* obteve o valor mais proximo de -1, ou seja, valor minimo possivel,
gue demonstra 0 maximo efeito inibitorio sobre as sementes de Alface.

Tal tendéncia observada, de superioridade do extrato aquoso, sugere que compostos de
alta polaridade tendem a ser mais ativos nas plantas e com maior atividade alelopatica,
demonstrando também que as principais formas de interacdo dos aleloquimicos com o ambiente
esta relacionada a processos de lixiviacdo. Em estudos laboratoriais esse efeito pode ser mais
ou menos acentuado em relacdo ao parametro estudado, como germinagdo, comprimento de
parte aérea e raizes e até parametros genéticos (SOUZA-FILHO et al., 2010). Nogueira et al.
(2017) aponta que diferentes tipos de extratos vegetais podem ter diferentes efeitos/atividades
sobre as plantas-alvo em bioensaios laboratoriais, afetando as vezes, mais 0s parametros
fisioldgicos e em outras ocasides, mais em parametros citoldgicos.

O efeito dos extratos sobre parametros avaliados permitiu ajustar o modelo de regressao
linear, mostrando efeito concentracdo dependente, ou seja, o efeito alelopatico sobre o processo
germinativo e de desenvolvimento de plantulas de L. sativa aumenta de acordo com o0 aumento
da concentracdo para ambos os extratos (Figura 3). As alteracdes na germina¢do com quatro
dias foram marcantes em ambas as extracOes, sendo o efeito mais prejudicial para o extrato
aquoso. Da mesma forma foi observado para a germinagdo em G7, na concentracdo de 40
mg.mL? do extrato aquoso, sendo que a germinagdo orcou a zero. Embora néo tenha afetado
tdo intensamente a germinacdo final, o extrato hidroetandlico aumentou significativamente o
tempo médio da germinacdo, reduzindo o vigor das sementes o que pode ser constatado pelo
IVG. A presenca de compostos alelopaticos tornam o0 meio mais limitante para a germinagéo.
Esses compostos interferem no processo germinativo e de desenvolvimento inicial das plantulas

tornando-os mais desuniformes e, consequentemente, provocam a redu¢do no IVG. O
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comprimento de parte aérea, também foi verificado comportamento concentracdo dependente
(Figura 3D). Efeito semelhante também foi observado para o CPA e AR (Figura 3D e E).
Contudo, nota-se que as radiculas foram mais danificadas, apresentando atrofiamento e
escurecimento nas concentracdes mais altas para ambos os extratos (Figura 4). Na Figura 3F as
concentrag0es de ambos o0s extratos afetaram significativamente apenas o parametro de BF.
Embora ndo haja diferenca entre as formas de extracdo a BS apresentou variagcdo nas

concentracdes avaliadas, porém essa variacao foi muito menor que nos outros parametros.
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Figura 3- Relacdo entre as concentragdes dos extratos aquoso e hidroetandlico de folha de C. xanthocarpa
e a porcentagem de germinacdo em relacdo a germinacdo 4 dias (A), Germinagdo 7 dias (B), IVG(C),
CPA(D), AR(E) e BM(F). Modelo de regresséo ajustado a 5% de significancia.
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Figura 4 — Plantulas de Lactuca sativa L. expostas aos extratos foliares de C. xanthocarpa: A -
Extrato Aquoso; B — Extrato Hidroetanélico; As plantulas consistem respectivamente da esquerda
para a direita em controles e os tratamentos nas concentragdes de 5, 10, 20 e 40 mg.mL™.

O indice de efeito alelopatico (Figura 5) demonstra a efetividade de ambos 0s extratos
em inibir e atrasar a germinacdo das sementes de alface, ndo sendo verificado nenhum
comportamento estimulatério, demonstrado por valores positivos (onde, +1 seria o efeito
alelopatico maximo de estimulo), sendo algumas das concentracdes com resultados proximos
do valor maximo de inibicdo (-1). Sendo a maior inibicdo promovida pela concentracdo de 40

mg.mL* do extrato aquoso.
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Figura 5 - Relacdo entre as concentracBes dos extratos aquoso
e hidroetandlico de folha de C. xanthocarpa e o indice de
Efeito Alelopatico (RI). Modelo de regressdo ajustado a 5% de
significancia.
Os aleloquimicos presentes em C. xanthocarpa afetaram a germinacéo das sementes e
o desenvolvimento das plantas por meio de profusas alteragdes nos processos fisiologicos e
bioquimicos, pois sdo compostos com estruturas altamente variadas, sendo que muitos desses

compostos podem apresentar mdltiplos efeitos fitotoxicos. Rutina e quercetina tém
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demonstrado inibido a germinagdo de sementes de vérias plantas (PALANIVEL et al., 2021).
Essas substancias geram prejuizos no processo de respiracdo e nos niveis de ATP em
mitocondrias isoladas de hipocotilos de soja através da oxidacao do substrato ou restringindo a
captacdo de ions fosfato que pode desprender o mecanismo de fosforilacdo oxidativa
(TAKAHASHI et al. 1998). Também foi verificado por Skibola; Smith (2000) que a quercetina
e sua forma glicosilada rutina, sdo potencialmente nocivas, uma vez que alguns sdo
mutagénicos em sistemas bacterianos e mamiferos; isso pode ser devido a sua atividade como
pré-oxidantes na geracao de radicais livres que danificam o DNA ou sua inibicdo de enzimas
associadas ao DNA, como a topoisomerase.

Em experimento realizado por Imatomi (2013) com extratos aquosos de folhas de 15
espécies pertencentes a cinco géneros da familia Myrtaceae, sobre a germinacdo de sementes e
no crescimento inicial de plantulas (L. sativa L., S. lycopersicum L. e A. cepa L.), verificou que
todos os extratos inibiram a germinacéo de sementes de eudicotileddneas e monocotiledoneas,
com excecdo dos extratos de Campomanesia pubescens e Psidium cinereum, que nédo inibiram
a germinacao de sementes de monocotiledéneas, embora tenham aumentado significativamente
o tempo medio de germinacdo das eudicotileddneas. Todas as sementes das espécies-alvo
apresentaram indice de efeito alelopéatico negativo, sendo C. pubescens com o menor efeito em
L. sativa. Os resultados desse trabalho confirmam que plantas com proximidade taxondmica
ndo necessariamente apresentam producdo similar de metabdlitos secundarios. Ainda para Rl
Imatomi (2015) verificou que extratos aquosos de Blepharocalyx salicifolius, Myrcia
multiflora, Myrcia splendens e Myrcia tomentosa (Myrtaceae) apresentaram IRs negativos e
com maior efeito quanto comparado ao tratamento controle de duas concentracdes de herbicida
Oxyfluorfen. Pina et al. (2009) descreve que os extratos de folhas de E. dysenterica (Myrtaceae)
ndo tiveram influéncia na germinacdo das sementes, mas reduziu drasticamente o alongamento
das plantulas de gergelim e rabanete. E folhas esmagadas e extrato aquoso de folhas da espécie
Campomanesia adamantium e E. dysenterica, testados em solo, reduziram o comprimento das
mudas de gergelim (Souza et al., 2007).

Os efeitos da atividade aleloquimica podem ser detectados nos niveis molecular,
estrutural, bioquimico, fisiologico e ecoldgico da organizacdo vegetal (GNIAZDOWSKA,
BOGATEK 2005). Einhellig (1995) descreve que a alteragdo na atividade enzimatica das
sementes afeta o influxo dos compostos armazenados, assim a germinacéo € afetada ou as vezes
suprimida completamente. Segundo Singh et al. (2009), enzimas ou horménios vegetais podem

ter sua atividade afetada pela agdo dos aleloquimicos, desencadeando maior liberacdo de
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reservas que seriam fornecidas ao embrido (por acdo da amilase), prolongando a sua dorméncia
pelo estresse oxidativo, através do aumento da producdo de acido abscisico e inibindo a
absorcdo de agua devido a alteracBes na permeabilidade da membrana. O mesmo autor
identificou em tecidos radiculares de milho expostos a lixiviados de Nicotiana plumbaginifolia
reducdo no teor de proteina e na atividade de nitrato redutase. Os resultados de crescimento de
plantulas de alface mostram que as raizes foram t&o sensiveis aos extratos foliares quanto a
parte aérea. Alteracdes morfoldgicas na plantula podem estar relacionadas com a capacidade
de realizar as suas funcbes essenciais, como absorc¢do, fotossintese, respiracdo e sintese de
proteinas, culminando na reducdo do crescimento. Gniazdowska; Bogatek (2005) descrevem
que a inibicdo da adenosina trifosfatase do hidrogénio resulta na reducdo da absorcdo de
minerais e agua pelas raizes e, consequentemente, tem um efeito significativo nos processos
vitais da planta. A capacidade de captacdo e efluxo dos ions e metabolitos através da membrana
plasmatica e afetada por fitotoxinas que podem interferir na atividade da trifosfatase de
adenosina de hidrogénio na membrana plasmatica, que gera o gradiente eletroquimico de
prétons. Além disso, os aleloguimicos tém sido associados a inibicdo da mitose e ruptura da
estrutura das organelas (ZHANG et al. 2010), devido aos seus efeitos na organizacdo da
cromatina, alterando as propriedades fisicas e quimicas do DNA (TEERARAK et al. 2012).
Catelan et al (2018) isolou 7 chalconas a partir de folhas de C. pubescens que apresentou efeito
potencial antioxidante, reducdo do indice mitético (IM) de A. cepa e efeitos genotoxicos. Pastori
et al. (2013) demostrou que meristemas de Alliun cepa tratadas com estrados aquoso e 6leo
essencial de c. xanthocarpa diminuiu acentuadamente a atividade e proliferacdo celular,
namero de interfase, profase, metafase, anafase e teléfase, bem como o IM, sendo que a
concentragdo de 6 mg.mL™ reduziu em 67,7%. A atividade mutagénica de C. xanthocarpa

também foi relatada por Fernandes; Vargas (2003) pelo teste Salmonella/microssoma.

CONCLUSOES

Extratos aquosos e hidroetandlicos obtidos de folhas de C. xanthocarpa mostraram-se
fitotoxicos para germinacao e crescimento inicial de L. sativa L.

O efeito dos extratos sobre os parametros avaliados mostrou ser concentragao
dependente, evidenciando que 0s extratos possuem substancias e/ou compostos com potencial
para auxiliar com producéo de bioherbicidas.

O extrato aquoso mais responsivo com atividade inibitoria maior na concentracdo de 40

mg.ml?,
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As diferencas observadas entre grupo controle e os tratamentos, quanto inibicdo
concentracdo dependente da germinacao e os danos provocados morfologicamente ao bioteste

sdo atribuidas a presenca de compostos aleloquimicos em C. xanthocarpa.
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