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REesumo - A espécie Anacardium humille A.St.-Hil. (Anacardiaceae) apresenta diferentes usos e potencialidades, fato derivado
da presencga de varios metabolitos secundarios em sua composi¢ao, destacando-se os compostos fenolicos. Porém pouco
se sabe sobre sua acdo alelopatica. Desta maneira, o presente trabalho teve por objetivo realizar a analise fitoquimica das
tolhas de Anacardinm humile e avaliar os possiveis efeitos alelopaticos do extrato etandlico, na germinacdo de sementes
e formacao de plantulas de espécies-alvo. Extratos das folhas foram preparados nas concentra¢oes de 0, 25, 50, 100,
150 e 200 mg mL", usados na avaliacio de sementes de alface (Lactuca sativa 1..) e tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
e, concentracoes de 100 e 200 mg mL"!, sementes de fedegoso (Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby), em camara de
germinacdo. A avaliagdo em casa de vegetacdo utilizou bandejas de isopor com substratos nas proporc¢oes de 0, 5, 10 e
20%. O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado para ambos os experimentos. A anélise fitoquimica
do extrato indicou a presenca de oito classes de metabélitos, com compostos fendlicos e derivados em maior intensidade.
Os resultados demonstraram efeito alelopatico na germinagio e crescimento das espécies testadas, demonstrando o

potencial de uso de Anacardium humille.
PALAVRAS-CHAVE: ALELOPATLA; ANACARDIACEAE; CoMPOSTOS FENOLICOS; HERBICIDAS INATURALS; SUBSTANCLAS FITOTOXICAS.

ALLELOPATHIC POTENTIAL OF ETHANOLIC EXTRACTS OF /ANACARDIUM HUMILE A.ST.-HIL. (CAJUZINHO-DO-CERRADO) TO
THE GERMINATION AND SEEDLINGS FORMATION OF [.ACTUCA $ATIVA L. (LETTUCE), LYCOPERSICON ESCULENTUM MILL.

(ToMATO) AND SENNA 0BTUSIFOLLA (L.) IRWIN & BARNEBY (COFFEE SENNA).

ABSTRACT - The Anacardium humile A.St.-Hil (Anacardiaceae) species presents different uses and potentialities, a fact derived
from the presence of several secondary metabolites in its composition, highlighting the phenolic compounds. However,
little is known about its allelopathic action. Therefore, the objective of this work was to catry out the phytochemical
analysis of the leaves of Awnacardium humile and to evaluate the possible allelopathic effects of the ethanolic extract on
seed germination and seedling formation of target species. Leaf extracts were prepared in germination chamber at the
concentrations of 0, 25, 50, 100, 150 and 200 mg mL" used in the evaluation of lettuce (Lactuca sativa 1..) and tomato

(Lycopersicon esculentum MilL) seeds, as well as concentrations of 100 and 200 mg mL™" of coffee senna (Senna obtusifolia (L.)
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Irwin & Barneby) seeds. The greenhouse evaluation used polystyrene tray with substrates in the proportions of 0, 5, 10 and
20%. The statistical design was completely randomized for both experiments. The phytochemical analysis of the extract
indicated the presence of eight classes of metabolites, with phenolic compounds and derivatives with greater intensity.
The results demonstrated an allelopathic effect on the germination and growth of the tested species, demonstrating the

potential use of _Anacardinm humille.
KEYWORDS: _A11 ELOPATHY; ANACARDIACEAE,; PHENOLIC COMPOUNDS; NATURAL HERBICIDES; PHYTOTOXIC SUBSTANCES.
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POTENCIAL ALELOPATICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ANACARDIUM HUMILE A.ST.-HIL. (CAJUZINHO-DO-CERRADO)
EN LA GERMINACION Y FORMACION DE PLANTULAS DE [.A4cTUCA $4114 L. (LECHUGA), I.YCOPERSICON ESCULENTUM MILL.

(ToMATE) Y SENNA 0BTUSIFOLLA (L.) IRWIN & BARNEBY (CAFE BRAVO).

RESUMEN - La especie Anacardium bumille A.St-Hil. (Anacardiaceae) presenta diferentes usos y potencialidades, hecho
relacionado con la presencia de varios metabolitos secundarios en su composicién, destacando compuestos fendlicos.
Pero poco se sabe sobre su accién alelopatica. De esta manera el estudio evalué la composicién quimica de las hojas y
los posibles efectos alelopaticos del extracto en la germinacién de semillas y formacion de plantulas de especies objetivo.
Los extractos de las hojas fueron preparados en las concentraciones de 0, 25, 50, 100, 150 y 200 mg mL", usados en la
evaluacion de semillas de lechuga (Lactuca sativa 1.) y tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) y, concentraciones de 100 y 200
mg mL", fedegoso (Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby), en cimara de germinacion. La evaluacién en casa de vegetacion
utilizé bandejas de isopor con sustratos en las proporciones de 0, 5, 10 y 20%. El delineamiento estadistico utilizado fue
completamente casualizado para ambos experimentos. El analisis fitoquimico del extracto indicé la presencia de ocho
clases de metabolitos, con compuestos fendlicos y derivados en mayor intensidade. Los resultados demostraron efecto

alelopatico en la germinacién y el crecimiento de las especies probadas, demostrando el potencial de uso de Anacardium

huniille.

PALABRAS CLAVE: _ALELOPATIA; ANACARDIACEAE, HERBICIDAS NATURALES; COMPUESTOS FENOLICOS; SUSTANCLAS FITOTOXICAS.
INTRODUCAO

A alelopatia ¢ uma forma de interferéncia quimica entre plantas, mediada por metabdlitos secundarios,
moléculas bioquimicamente diversificadas capazes de atuar em muitos processos fisiologicos. Apesar do primeiro
relato sobre a interacao, em 300 A.C., ter abordado a perda de produtividade agricola (Chou 20006), no Brasil,
apenas recentemente comegou-se a estudar a aplicabilidade desses compostos na dinamica dos agroecossistemas
(Reigosa et al. 2013).

De acordo com Chou (2006), os compostos alelopaticos podem ser associados aos herbicidas sintéticos
no controle de plantas indesejaveis, ou mesmo substitui-los com a vantagem de ser menos contaminante ao
ambiente, por exemplo. As plantas indesejaveis sao causadoras de prejuizos agricolas, pois se instalam junto as
culturas de interesse economico e reduzem sua produtividade devido a competicdo direta por nutrientes, agua,
luz e outros fatores necessarios ao crescimento vegetal.

Diversos métodos sao empregados no controle destas espécies; porém alguns procedimentos podem se
tornar muito onerosos para as lavouras comerciais. Desta maneira, o interesse por novas formas de controle
vem crescendo de forma acentuada, com o intuito de aumentar as opg¢oes e reduzir o custo e a contaminagao
ambiental. Nesse contexto, a alelopatia ganha espaco nas pesquisas, como mais uma alternativa de controle (Chou

2006; Goldfarb et al. 2009). Desta maneira, uma vez determinada a atividade alelopatica de uma determinada
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espécie, através de testes de laboratério, os compostos pesquisados podem ser avaliados a campo e futuramente,
servir como uma op¢ao a mais a ser utilizada no controle biolégico de espécies indesejaveis a agricultura (Silva
et al. 2014).

Para avaliar o efeito dos compostos alelopaticos, o uso de sementes de espécies-alvo em bioensaios ¢é
necessario, necessitando a espécie ter germinagao e crescimento rapido. Isto permite testar o potencial do extrato
como agente quimico e indicar a presenca de novos grupamentos quimicos, que poderiam ser manipulados pela
industria, de modo a produzir moléculas com efeito herbicida (Pires et al. 2001).

Levando-se em consideragao a busca de novas espécies com potencial de estudo, a utilizagao de plantas
nativas do bioma Cerrado é promissora. Neste grupo esta Anacardiaceae, com destaque ao genero Anacardinm
pelo numero de investigacGes de seus fitoconstituintes, principalmente pela presenca dos compostos fendlicos
(Correia et al. 2000), que apresentam o maior numero de substiancias com ag¢ao alelopatica, com efeito sobre a
germinacio e morfologia das plantas (Ferreira e Aquila 2000; Chou 2000).

Entre as espécies deste genero, Anacardium humile A.St.-Hil., conhecido como cajuzinho-do-cerrado ou
cajui, se destaca, devido ao uso na medicina popular. E nativa do Brasil e de ocorréncia natural em campo sujo
e cerrado sensu stricto (Carvalho et al. 2005). Estudos estio sendo realizados e nos dltimos 30 anos, alguns destes
trabalhos demonstraram que esta planta possui atividade antifingica, anti-inflamatéria e anticancerigena, entre
outras (Luiz-Ferreira et al. 2008). Andrade Filho et al. (2010) e Matias et al. (2013), por exemplo, em estudos com
a espécie, indicaram que o 6leo e o extrato aquoso e cloroférmico das folhas apresentaram potencial inseticida,
entre outras acoes.

Porém pouco se sabe sobre os efeitos da agdao dos aleloquimicos do cajuzinho-do-cerrado sobre espécies
cultivadas ou nativas; com isso, o presente trabalho objetivou avaliar a acdo de extratos das folhas na germinag¢ao
e crescimento de plantulas de Lactuca sativa 1. (alface), Lycopersicon esculenturn Mill. (tomate) e Senna obtusifolia (L..)

Irwin & Barneby (fedegoso).

MATERIAL E METODOS
Coleta do material

As folhas de Anacardium humile A.St.-Hil. foram colhidas com auxilio de tesoura de poda, diretamente
de 20 matrizes encontradas em fragmentos de Cerrado, localizados na regido conhecida como Parque dos
Poderes, latitude 20°26°21” e longitude 54°32’27”, municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.
As amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno e transportadas para o Laboratério de Pesquisa em
Sistemas Ambientais e Biodiversidade, Campus Agrarias, Universidade Anhanguera-Uniderp, com uma exsicata

depositada no Herbario do Laboratério de Morfologia Vegetal, sob numero 8448.
Secagem do material e trituracao

No laboratério as folhas foram secas sobre bancada forrada com papel kraf pardo, em temperatura
ambiente (27 £ 2 °C), por 72 horas. Em sequéncia, fragmentadas com tesoura de poda e em seguida, trituradas

em moinho industrial e o p6 resultante, acondicionado em béquer lacrado com papel filme e mantido em
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geladeira até a preparacdo dos extratos, com metodologia adaptada de Oliveira et al. (2014a).
Preparacao do extrato

O extrato etandlico (ExtEtOH) foi preparado utilizando 200 g de p6 para 1000 mL de etanol; submeteu-
se a mistura a um banho de ultra-som (UNIDQUE®, USC-1450), durante 30 minutos, seguido de maceragio
estatica e posterior repouso do extrato durante 24 h, em geladeira (16 = 1 °C), na auséncia de luz. Apéds este
periodo, o material resultante foi filtrado (funil de vidro e algodao) em balao volumétrico e obtida a solugao (200

mg mL™"). A metodologia empregada seguiu procedimento adaptado de Oliveira et al. (2014b).
Andlise fitoquimica

O screening fitoquimico do extrato (200 mg mL") das folhas de Anacardium humile A.St.-Hil. foi realizado
de acordo com procedimentos descritos em Matos (2009) e Simoes et al. (2017). As analises ocorreram por meio
de ensaios colorimétricos e/ou precipitacao e foram realizadas em triplicatas. Os resultados, comparados com o
grupo controle (extrato etandlico) e também entre si, para visualizar alteragdao de cor ou precipitacdo, de acordo
com metodologia utilizada por Costa (2002). As alteragdes na cor foram classificados como, parcial (%), baixo
(+), moderado (++), alta intensidade (+++) e, negativo (-) e os testes com formacao de precipitado (compostos
fenolicos e taninos), realizados em tubos graduados e considerados como, parcial (< 0,2 cm), baixa (0,2-0,5 cm),
moderada (0,5-0,7 cm) e alta intensidade (0,7-1,0 cm), segundo Fontoura et al. (2015).

Para a confirmacao dos grupos quimicos e doseamento de compostos fendlicos e flavonoides, o solvente
do extrato (200 mg mL") foi eliminado em rota evaporador (Tecnal, Modelo MA120). O extrato bruto (100,0 mg
L") foi diluido em 4lcool metilico para HPL.C (Merck®) e submetido a andlise em espectrofotdmetro (FEMTO,
800XI), tendo como branco o alcool metilico. As medidas das bandas de absorbancia maxima (Amax.), foram
realizadas em triplicatas, registradas e analisadas com base em Kumar (2000).

O teor de fendis totais (FT) foi determinado pelo Método Folin-Ciocalteu’s, com as absorbancias medidas
em espectrofotometro na regiao de 750 nm, em cubetas de quartzo. A analise foi executada por interpolagao
da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracao (y = 0,1350x -185,00; R* = 0,99), construida com
padroes de acido gilico (GAE 10 a 300 ug mL™"), e os resultados expressos em equivalentes de acido galico
(mg/g). Para quantificagao dos flavonoides, a quercetina (QE = 0,5 mg mL") foi o padrio pata construir a curva
de calibracdo nas concentracoes de 0,04; 0,2; 0,4; 2; 4; 8; 12; 16; e, 20 pg mL™" (y = 0,06 x + 678,9 R* = 0,90),
com analises realizadas por espectrofotometria no comprimento de onda de 420 nm, em cubetas de quartzo,

com seu conteudo expresso em equivalentes de quercetina (mg/g) (Do et al. 2014).
Andlise de pH, condutividade e solidos soliveis
O extrato também foi submetido a analise de pH (pH DM-20, Digimed), condutividade elétrica (CE DM3,

Digimed) e concentragao de solidos soluveis, utilizando um refratometro digital (45 RTD- refractometro), com

os resultados expressos em graus Brix corrigido para 20 °C.
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Bioensaios em camara de germinagao e casa de vegetacao

Os testes de germinagao foram desenvolvidos em camaras de germinagao e utilizadas duas temperaturas,
com as sementes de alface mantidas em 20 °C e tomate e fedegoso (quebra de dorméncia das sementes de
fedegoso feita através de acido sulfurico), em 25 °C, com fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro. Em placas
de Petri (7 cm de diametro) forradas com papel germitest foram vertidos 5 mL dos extratos nas concentragoes
de 25, 50, 100, 150 e 200 mg mL", para alface e tomate e, 100 e 200 mg mL" para o fedegoso, além do controle
(agua destilada), com quatro repeticées de 25 sementes de cada espécie, nio sendo umedecidas novamente (as
placas foram vedadas com papel filme). A contagem das sementes germinadas foi realizada a cada 24 h por 7
dias e avaliadas a percentagem de germinagao e o vigor das sementes, medido indiretamente pelo tempo médio
de germinagdao em dias (TMG) e pelo indice de velocidade de germinacio (IVG). Nao houve necessidade de
transformacées dos dados de germinagao, IVG e TMG, de acordo com os testes de normalidade e homogeneidade
de variancias. Os procedimentos dos bioensaios seguiram o padrao adotado por Rizzi et al. (2016).

Em camara de germinagdo também foi avaliada a formagao e crescimento das plantulas, sendo utilizadas
duas temperaturas, com as sementes de alface mantidas em 20 °C e tomate e fedegoso (dorméncia das sementes
de fedegoso eliminada através de acido sulfurico), em 25 °C, com fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro.
Em caixas plasticas transparentes (11 x 3,5 cm de altura) forradas com duas folhas de papel germitest foram
vertidos 10 mL dos extratos nas concentragdes de 25, 50, 100, 150 e 200 mg mL", para alface e tomate e, 100
e 200 mg mL" para o fedegoso, além do controle (agua destilada), com quatro repeti¢des de 10 sementes pré-
germinadas (2 mm de raiz primaria) para cada espécie-alvo. Apos a colocagdo dos extratos, as caixas foram
vedadas com papel filme, ndo sendo umedecidas durante o periodo de 10 dias; apds este periodo foi feita a
avaliagdao das plantulas, seguindo padrao adotado por Rizzi et al. (2016).

Para o experimento em casa de vegetagao, os substratos foram preparados utilizando-se o p6 das folhas
de Anacardium humile A.St.-Hil. e substrato vermiculita, sendo (1) 950 g de substrato e 50 g de pd, chamado
de tratamento 5%, (2) 900 g de substrato e 100 g de po, tratamento 10%, 800 g de substrato e 200 g de po,
tratamento 20% e, controle, 100% vermiculita. Os substratos foram umedecidos com agua destilada e no dia
seguinte, distribuidos em bandejas de poliestiteno expandido (isopor) com 128 células (40 cm’ por célula). Foi
feita entdo a semeadura, utilizando 100 sementes de cada espécie-alvo para cada tratamento. O processo de
emergéncia foi acompanhado diariamente por 10 dias; apds este periodo, as plantulas foram coletadas e medidas,

com procedimentos baseados em Rizzi et al. (2010).
Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental dos bioensaios de germinagao e crescimento foi o inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeti¢des por tratamento; a avaliagao fitoquimica foi realizada com trés repeti¢des para cada
concentragdo e o calculo das médias, acompanhado do desvio padriao. Os dados das caracteristicas avaliadas
(germinacdo e crescimento) foram submetidos a analise de variancia e, quando ocorreu significancia, realizou-se
a comparac¢ao das médias, utilizando-se o teste de Tukey, 5% de probabilidade, realizado com uso do programa

estatistico Bioestat 5.0.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O perfil quimico do extrato das folhas de Anacardium humile A.St.-Hil. indicou a presenga de oito classes
de metabdlitos secundarios, com predominancia dos compostos fendlicos e derivados (flavonoides, taninos e
antraquinonas), com intensidade entre 50 e 100%, valor similar ao encontrado para esterdides e triterpenos.

Com menor intensidade, agtcares redutores e heterosideos cardioativos (Figura 1).

Figura 1 - Analise fitoquimica do extrato etanélico (200 mg mL™) de folhas de Anacardiun humile A.St.-Hil. coletadas em
Campo Grande, Mato Grosso do Sul.
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Os fitoconstituintes majoritarios também foram observados nos espectros de UV-visivel (Figura 2), com
maximos de absorcao entre 260 a 450 nm. As bandas de absor¢ao entre 260 e 350 nm sdo indicativas de
flavonoides, comuns a esta classe ¢ com duas bandas maximas de absorc¢ao na luz ultravioleta, uma entre 240-285
nm, referente ao anel A, do sistema benzoila, compostos aromaticos com substitui¢ao auxocromica (280 nm)
como o grupo hidroxila, e outra entre 300-400 nm, relativo ao anel B, do sistema cinamoila (Zuanazzi e Montanha
2010). Para o cajuzindo, Luiz-Ferreira et al. (2010) isolaram e identificaram flavonoides e glicoflavonoides nas
folhas da planta, corroborando com os resultados obtidos por esta pesquisa.

A banda de 300 nm em geral sugere a presenca dos compostos fenolicos, como os acidos fenolicos,
comuns para a familia Anacardiaceae (Correia et al. 2000). Segundo Robards e Antolovich (1997), os acidos
fenodlicos absorvem na faixa de 270-330 nm, o que corrobora com os resultados encontrados por este trabalho
(Figuras 1 e 2). Para as espécies do género Anacardium, a banda em questdo pode estar relacionada aos acidos
anacardicos, um lipido fendlico comum ao género (Matias et al. 2017).

Ja as antraquinonas, detectadas no screening fitoquimico (Figura 1), foram confirmadas pela banda em
425-450 nm (Amax.

com o grupo carboxil e carboxilicos, possuem bandas entre 481 e 508 nm (Silverstein et al. 2014). As quinonas

\eop): Em geral, as antraquinonas, compostos aromaticos com alto grau de conjugagio

também foram relatadas por Godinho et al. (2015), para exemplares de Awnacardium humile A.St.-Hil. coletados

em Minas Gerais.
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Figura 2 - Curva de absorgio espectrofotométrica do extrato etandlico das folhas de Anacardium humile A.St.-Hil. coletadas
em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.
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No doseamento dos teores de fendis totais, os valores foram de 75,4 £ 0,03 mg g’ em 4acido gilico.
Segundo Weir et al. (2004) e Fujii e Hiradate (2007), nesta classe encontram-se a maior parte dos compostos com
atividade alelopatica, afetando a elasticidade da parede celular, além de bloquear a respiragao mitocondrial, por
exemplo. Entretanto, os valores sio muito superiores aos citados por Broinizi et al. (2007), com subprodutos
(bagaco e extrato bruto concentrado) do pseudofruto de caju (Anacardium occidentale 1..), entre 0,3 e 10,4 mg
L, indicando o potencial de uso das folhas. Por outro lado, sao inferiores aos encontrados por Luiz-Ferreira
et al. (2010), que foi de 122,09 + 1,07 mg g'. A diferenca dos teores de compostos fendlicos esta relacionada a
diversos fatores, como por exemplo, a regido de coleta, no Cerrado de Mato Grosso do Sul. Segundo Gobbo-
Neto e Lopes (2007) sao diversos os fatores que podem alterar a diversidade e quantidade de metabélitos
secundarios e dentre eles, a localizagao geografica bem como a sazonalidade, o horario da colheita, a fase de
desenvolvimento da planta, clima, composi¢ao do solo e¢/ou fatores antrépicos, dentre outros.

De acordo Taiz e Zeiger (2013), os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo, de
estrutura variavel e multifuncionais (cerca de dez mil compostos), destacando-se os flavonoides, acidos fenolicos,
fendis simples, cumarinas, taninos e ligninas. Dentre este grupo estdo os flavonoides, com teores de 51,6 £ 0,12
mg ¢! em quetcetina e mesmo petfil dos compostos fendlicos, envolvidos em processos alelopaticos, fato
relatado por Santos et al. (2011), indicando que os flavonoides obtidos de calopogonio (Calopagonium mucunoides
Desv.) propiciaram um aumento na inibi¢ao da germinagdo de sementes de Cassia tora L. (mata-pasto), Mimosa
pudica L. (malicia) e Cassia occidentalis L. (fedegoso), quando comparados a outros extratos.

Moreland e Novitzky (1987) hipotetizaram que os flavonoides alteram a permeabilidade da membrana
da mitocondria e do cloroplasto; por este motivo, os componentes desta classe poderiam afetar negativamente
a fisiologia das plantas. Desta maneira, seriam uma opgao a serem estudados como um meio de controle de
plantas indesejaveis, como herbicida.

Aos taninos (derivados dos compostos fendlicos), existe uma menor quantidade de informagoes a
respeito do envolvimento dos taninos condensados em processos alelopaticos, em relagao aos hidrolisaveis.
Os condensados siao encontrados em todas as classes de plantas, estando, aparentemente, envolvidos com seu
desenvolvimento, mais propriamente com a vasculariza¢ao (Swain 1977).

As antraquinonas, também um derivado fenodlico, encontradas em alta intensidade, desempenham func¢ao
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de protecdo nas plantas, através de efeito antifungico e defesa contra insetos e outros patégenos, além de
possuir atividade alelopatica, inibindo ou reduzindo o crescimento de outras espécies (Weir et al. 2004; Fujii and
Hiradate 2007).

A atividade alelopatica das quinonas esta associada a estrutura do anel aromatico, o que confere a essa
classe carateristicas lipossoluveis, facilitando a migracao entre as membranas dos cloroplastos e mitocondria e
com isto, podendo bloquear a passagem de elétrons entre as membranas internas e externas. Como os elétrons
sao receptores importantes na sintese de ATP, interferem, por exemplo, na respiracao celular e na germinagao
(Nelson e Cox 2014). Por outro lado, as quinonas, apds atravessarem a parede celular, seus grupos carboxil e
carboxilicos em meio aquoso conferem as moléculas caracteristicas hidrofilicas (polares), altamente reativas e
podem atuar em diferentes mecanismos celulares, levando a apoptose. Segundo Taiz e Zeiger (2013), as quinonas
sao moléculas eletrofilicas, altamente reativas, capazes de reagirem com os grupos nucleofilicos NH, e SH das
proteinas, podendo desativa-los. De modo geral, para Silva et al. (2003), as quinonas tém sido extensivamente
investigadas, por apresentarem uma diversidade de atividades bioldgicas, podendo causar lesoes celulares e/
ou a morte das células. Como consequéncia da permeabilidade da membrana celular e dos danos proteicos
promovidos pelas quinonas, é possivel relacionar a interferéncia deste processo na germinacao e vigor das
sementes de alface, tomate e fedegoso (Tabela 1).

Estudos de Andrade Filho et al. (2010) indicaram a presenga, no extrato aquoso das folhas da espécie
em estudo, coletado também na regido de Campo Grande, a presenca de taninos hidrolisaveis, saponinas e
acucares redutores. Matias et al. (2013) isolaram do extrato cloroférmico das folhas da espécie, mesma regiao,
triterpenos (acido ursoélico, oleandlico e betulinico), além do acido anacardico. Estas informagoes corroboram
os resultados encontrados por esta pesquisa, mesmo tratando-se de solventes extratores mais polares, como a
agua (Andrade Filho et al. 2010) e de maior apolaridade, como o cloroférmio (Matias et al. 2013), em relacdo ao
solvente empregado por este trabalho, o etanol, indicando a diferenca nas classes de metabélitos encontrados
nos distintos trabalhos. De acordo com Goldfarb et al. (2009), provavelmente esta situagao é relacionada ao fato
de que nas plantas os metabdlitos secundarios estao distribuidos em diferentes 6rgaos e concentragoes, ao longo
da sua fase fenoldgica.

Também a regido de origem da planta interfere, pois o meio em que ela cresce pode condicionar a
presenca ou auséncia de determinadas substancias. Desta maneira, uma outra época ou local poderiam propiciar
resultados distintos quanto a presenca e/ou intensidade dos compostos. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007),
a sazonalidade é um dos fatores que podem influenciar na produgao e diversidade dos fitoconstituintes.

Dependendo da concentragao dos metabélitos liberados no meio por uma planta, estes podem determinar
o padrao de germinagao e crescimento de outras espécies ao redor. Classes como a dos alcaloides, antraquinonas,
cumarinas, fenois, flavonoides, heterosideos antraquinonicos e cardioativos, taninos e terpenos estio entre as
responsaveis pela agdo alelopatica, devido a toxicidade sobre as células vegetais, alterando a permeabilidade
da membrana das células meristematicas ou atuando em seu citoesqueleto, por exemplo, levando-as a morte
(Weir et al. 2004; Fujii and Hiradate 2007; Adams et al. 2011; Mulac and Humpf 2011). Desta maneira, estes
metabolitos podem afetar negativamente a germinagdo ou desenvolvimento das plantulas, por exemplo.

Nesse trabalho também se verificou a presenca de heterosideos cardioativos e segundo Rates et al. (2017),
O grupo possui em sua constituicdo moléculas de agucar ligadas a aglicona esteroidal, o que lhe confere uma

elevada solubilidade em agua (solvente polar), com sua toxicidade muitas vezes relacionada a sua solubilidade,
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uma carateristica importante na absorcao e na distribui¢ao dessas moléculas.

A presenca de compostos apolares, triterpenos e esteroides foi observada com média intensidade, em
relagdo aos constituintes majoritarios (Figura 1). Esta classe de metabdlitos, como os terpenodides, por exemplo,
desempenham fung¢des hormonais e sdo constituintes da cadeia de transporte de elétrons, atuando também no
deslocamento de moléculas através da membrana (Castro et al. 2001); por outro lado, em elevadas concentragoes
sao capazes de lesionar tecidos de plantas (Weir et al. 2004; Fujii and Hiradate 2007).

Ja os esteroides sao importantes componentes de membranas por terem a capacidade de estabilizarem as
caudas dos fosfolipidios; também funcionam como fitohormoénios como os brassinosterdides, atuando nos
processos fisiologicos das plantas (Castro et al. 2001; Javid et al. 2011). Porém Martins et al. (2010) ressaltam que
0s extratos vegetais empregados em ensaios com sementes podem levar a um desbalanceamento dos hormonios
existentes nas sementes, competindo pelos sitios ativos e/ou inibindo a a¢ao dos hormoénios necessarios para a
germinagao.

Em relagao ao pH foi encontrado o valor de 5,5 (£ 0,02) no extrato, considerado adequado para a
germinacgao e o crescimento das espécies testadas. Periotto et al. (2012) citaram pH entre 4,4 e 5,1 para o extrato
de folhas e caules da mesma espécie, na concentracio de 16% (w/v), um pouco mais acido do que o obtido por
este trabalho, ndo relacionado estes valores com danos as sementes avaliadas.

Os valores de condutividade verificados foram de 112 (+ 1,8 uS cm™) e podem ser considerados adequados,
pois segundo Souza et al. (1999), resultados inferiores a 200 pS cm™ ndo possuem efeitos deletérios sobre a
germinacgao e vigor das sementes. A concentracio de solidos soluveis observada foi de 0,1 (£ 0,1) e indicou
°Brix tendendo a zero, demonstrando uma baixa concentra¢io de agtcares. De acordo com Oliveira et al. (2013),
pequenos valores de solidos soluveis indicam que o potencial osmético da solugdo nao ira afetar o processo de
absorc¢ao de solvente (agua) e desta maneira, nao afeta o processo de embebicao das sementes.

Os resultados obtidos pela analise fitoquimica indicaram a presenca de varios compostos secundarios com
a capacidade de interferir nos processos de germinagao das sementes. A presenga de compostos fenodlicos e
derivados, como antraquinonas, justificam o efeito negativo dos extratos sobre as sementes. Porém os resultados
foram menos intensos no processo de germinagao, com os dados indicando que a percentagem das sementes
germinadas de alface e fedegoso nio foram afetadas e em relagdo ao vigor, ocorreu interferéncia negativa
apenas no IVG, a partir de 100 mg mL™". Por outro lado, o tomate sofreu maior interferéncia na germinagao e
vigor IVG e TMG), ja a partir de 25 mg mL" (Tabela 1), demonstrando que neste caso, os efeitos foram mais
pronunciados, afetando fortemente o processo germinativo. Os dados obtidos corroboram as informagdes de
Periotto et al. (2012), que indicaram o potencial de acdo de Anacardium humile A.St.-Hil., com extrato aquoso de
caule e folhas exercendo efeito negativo sobre sementes de alface e rabanete (Raphanus sativus 1..) e a formagao
de plantulas.

Em relagio ao fedegoso, embora a germinacao niao tenha sido afetada, ocorreu perda de vigor,
demonstrando que este extrato, mesmo para plantas indesejaveis, possui em sua composi¢io metabolitos que
afetam negativamente o processo, indicando seu potencial de uso. O efeito de aleloquimicos sobre sementes
de Senna obtusifolia e S. occidentalis (I..) H.S. Irwin & R.C. Barneby também foi relatado por Souza Filho (2002),
trabalhando com extrato aquoso de Calopogoninm mucunoides Desv. (calopogonio), onde se observou efeito sobre
a germinagao.

De acordo com Ferreira e Aquila (2000) e Ferreira (2004), normalmente o efeito alelopatico é maior
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sobre o crescimento das plantulas do que sobre a germinacido. Este fato foi observado neste experimento,
com efeito mais intenso sobre o desenvolvimento. Periotto et al. (2012), com extrato aquoso de caules e folhas
de Anacardinum humile A.St.-Hil., concentragdes de 4, 8 e 12% (w/v), citam que a germinacio de sementes de
alface nao foi afetada pelos diferentes extratos, enquanto o IVG, afetado negativamente, resultados similares aos
encontrados por este trabalho.

Tabela 1 - Germinagdo (G%), indice de velocidade de germinagdo (IVG) e tempo médio de germinagio

(TMG) em dias para as sementes de alface, tomate e fedegoso, cimara de germinagio, extrato etandlico de
folhas de Anacardium bumile A.St.-Hil. coletadas em Campo Grande, Mato Grosso do Sul

mg mL" alface tomate fedegoso
G% IVG ™G G% IVG TMG  G% IVG TMG

0 99a 23a 1,2a 952a 6,2a 3,92 96a 18,6a 1,7a
25 99a 20,5ab 1,4a 83b 3,6b 6,2b
50 95a 20,6ab 1,3a 76bc 3,0b 6,3b

100 96a 19,3bc 1,3a 79bc 3,3b 6,1b 94a 14,4b 2,0a
150 96a 17,5bc 1,6a 78bc 3,3b 6,1b

200 96a 16,5¢ 1,52 67c 2,8b 6,2b 98a 14,8b 1,9a

* Médias seguidas de mesma letra na coluna nao se diferenciam estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Levando-se em consideracdo a alta intensidade de alguns metabdlitos, além da diversidade dos mesmos,
poder-se-ia esperar que os efeitos de inibi¢cao fossem similares para as trés espécies avaliadas, 0 que nao ocorreu.
Esses resultados indicam que pode ter ocorrido um efeito de antagonismo dos constituintes quimicos presentes,
em que uma interferéncia mutua entre seus constituintes foi formada, propiciando pouco efeito negativo na
germinagao e vigor para a alface e fedegoso. Macias et al. (1997) relataram que pode ocorrer agdo combinatdria
de diferentes aleloquimicos, em que o processo pode ser de sinergismo ou antagonismo. Desta maneira, a
presenca e/ou diferencas nas concentracdes de determinadas substancias em determinados érgaos podem ter
efeito diverso.

Por outro lado, como as espécies e familias sao diferentes, sua sensibilidade pode variar, de acordo com
os aleloquimicos presentes. As sementes de tomate, que apresentaram uma maior susceptibilidade aos extratos,
sofreriam com maior intensidade seus efeitos devido algum fator provavelmente relacionada a sua familia,
Solanaceae, que possuiria maior sensibilidade aos metabolitos encontrados, ao contrario da alface, familia
Asteraceae e fedegoso, Caesalpinioideae. Os resultados provavelmente estariam, entdo, ligados aos processos
fisiolégicos e bioquimicos das espécies, que responderiam de maneira diferente aos extratos. Rizzi et al. (2016),
testando diferentes extratos de Vochysia haenkeana (Spreng.) Mart. também citaram que sementes de tomate
foram mais afetadas que as de alface, demonstrando sua maior susceptibilidade a presenca dos metabdlitos.

Os resultados obtidos confirmam parcialmente a afirmagio de Ferreira ¢ Aquila (2000), que apontam o
crescimento da plantula sendo mais afetado, pois as substancias podem induzir o aparecimento de problemas
de desenvolvimento. Porém na dependéncia da espécie, o processo germinativo também pode ser alterado
negativamente, 0 que ocorreu para as sementes de tomate, situagao demonstrada por Rizzi et al. (2016), que
utilizando extratos de 1. haenkeana confirmam que os extratos podem afetar tanto a germina¢ao como o
crescimento das plantulas.

Avaliando o desenvolvimento das plantas de alface, tomate e fedegoso, pode ser observado que os extratos
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influenciaram negativamente no comprimento da raiz primaria e parte aérea, a partir das menores concentragoes
(Tabela 2), indicando que durante o crescimento das plantulas os aleloquimicos presentes foram mais efetivos
para causar danos. Por outro lado, Periotto et al. (2012), com extrato aquoso da mesma espécie, citam que as
concentragoes utilizadas (4, 8 e 12%) nao levaram a uma reducao de tamanho das plantulas de alface, resultados

distintos dos encontrados por este trabalho.

Tabela 2 - Comprimento médio das raizes e caules (mm) de pliantulas de alface, tomate e fedegoso em cimara de
germinagio, extrato etanolico de folhas de Anacardium humile A.St.-Hil. coletadas em Campo Grande, Mato Grosso do Sul

mg ml" alface tomate fedegoso
Raiz Caule Raiz Caule Raiz Caule
0 46,3 a 15,3 a 76,8 a 25,1 a 275a 275a
25 15,4 b 59b 552 b 18,5b
50 15,6 b 0,4 b 238 ¢ 11,7 ¢
100 91c 6,8 b 14,3d 8,5d 235b 17,4 b
150 7.9 c 5,2 bc 39e 5,6e
200 4d 45c 32e 38¢ 20,9 b 17,1 b

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao se diferenciam estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos, conforme Ferreira (2004), seriam os esperados, onde o processo de germinagao
seria o menos afetado quando da presenca de aleloquimicos; por outro lado, o desenvolvimento das plantulas
apresenta maior sensibilidade a presenca destes compostos. Silva et al. (2014) trabalhando com extratos aquosos
de Caryocar coriacenns Wittm descreveram que o comprimento da raiz e do caule de plantulas de alface sofreram
maior interferéncia que a germinacao das sementes. Por outro lado, Gusman et al. (2014) avaliando extratos
aquosos de Cyperus rotundus L., Bidens pilosa L. e Euphorbia heterophylla 1.. na germina¢ao e no crescimento inicial
de Lycopersicum esculentum, Lactuca sativa, Brassica oleracea e Raphanus sativus, relataram a interferéncia tanto na
germinagao quanto no crescimento inicial.

Em relagao ao crescimento das plantulas, ao contrario do processo germinativo, a espécie mais afetada
foi a alface, com reduc¢io no tamanho das plantulas ja a partir de 25 mg mlL!, com o comprimento da raiz e
caule reduzidos em 66,7% e 61,4%, respectivamente; ja para o tomate, reducao em 27,4% (raiz) e 26,3% (caule),
enquanto para o fedegoso, em 14,6% (raiz) e 36,7% (caule). Durante o desenvolvimento das plantulas ocorrem
mudancas em seu padrao fisiolégico e bioquimico. Desta maneira podem ocorrer alteragoes a sensibilidade a
determinados aleloquimicos. Por este motivo, provavelmente a alface comegou a apresentar maior susceptibilidade
aos metabolitos nesta fase de crescimento.

A redugao no comprimento das estruturas, nas maiores concentragoes, foi grande, demonstrando a forte
acao dos aleloquimicos; embora as plantulas de fedegoso tenham sido menos afetadas, as concentragdes do
extrato testado indicaram novamente que mesmo uma espécie considerada indesejavel pode ser negativamente
influenciada pelos metabélitos produzidos por Anacardium humile A.St.-Hil.

O comportamento das espécies em casa de vegetacao foi diferenciado, com a emergéncia da alface afetada
ja na menor concentra¢ao, enquanto o tomate, na maior. O fedegoso nao foi afetado. Em relagao ao crescimento,
a alface sofreu mais intensamente a agao negativa dos extratos, também a partir da menor concentragao, tanto

para a raiz e caule; ja o tomate e fedegoso, somente a raiz, na concentragao de 10 e 20%, respectivamente (Tabela
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3).

O indice de velocidade de emergéncia e o crescimento do caule do tomate foram beneficiados com a adigao
do p6 das folhas ao substrato, resultado provavelmente relacionado a presenca de fitohormonios (flavonoides e
esteroides) nos extratos, atuando de maneira diferenciada, em relagdo a esta espécie. Os flavonoides, polifenois,
sao denominados como fitohormoénios (Chou et al. 1998) e em geral, atuam como antagonista dos acidos
giberélico (GA) e abscisico (ABA); neste caso, para o tomate, favoreceu o crescimento, provavelmente induzido
pelos acidos giberélico, de acordo com informagoes de Einhellig (1995).

Para regulacio do metabolismo, crescimento e morfogénese nas plantas, estas dependem de sinais quimicos
e com isto tem-se os hormonios como moléculas sinalizadoras, tais como as auxinas, giberelinas, citocininas
e acido abscisico; no entanto, os esteroides e especificamente, os brassinoesteroides, sao reconhecidos por
influenciar nos processos fisiologicos e bioquimicos das plantas, como germinagao, crescimento, senescéncia e
abscisio foliar (Sasse 1997; Taiz e Zeiger 2013).

Estes resultados demonstram que na dependéncia da concentragao do p6 das folhas de Anacardium humile
A.St.-Hil. pode ocorrer favorecimento no crescimento de plantulas de algumas espécies, em relagdo a parte
aérea. Porém, o aumento na percentagem de p6 leva a uma redugao no desenvolvimento do sistema radicular,
enquanto a parte aérea nao ¢é afetada, crescendo sem danos visiveis. Esta situagdao poderia indicar que a presenca
de fitohormonios ¢ regulada pela quantidade de aleloquimicos presentes.

Tabela 3 - Emergéncia (%), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e comprimento médio (mm) das raizes e caules

de plantulas de alface (alf), tomate (tmt) e fedegoso (fdg) em casa de vegetagido, em diferentes concentragdes com pé de
folhas de Anacardium humile A.St.-Hil. no substrato, folhas coletadas em Campo Grande, Mato Grosso do Sul

Emerg IVE Raiz Caule
% alf tmt fdg  alf tmt  fdg alf tmt feg alf tmt fdg
0  94a 97a 82a 3,1a  32b 79a 382a 42,6a 42,6a 247a 239b 378a
5 80b 92ab 8la 44b 23a 72a 304b 42,6a 36,5b 188b  289a 37,5
10 63¢  92ab  84a 41b 22a 7.8a 20,9¢ 33,7b 36,2b 193b  37,0a  306,la
20 50c 84b 82a 50c 23a 7,72 79d 241c 354b 123c 3092  36,9a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao se diferenciam estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Em relagao ao crescimento em casa de vegetacao, os resultados novamente confirmam a agao alelopatica
de A. humile, com maior efeito sobre a alface, similar a0 observado em camara de germinagdo; porém o efeito
alelopatico foi menor do que o observado em laboratério, demonstrando que determinadas espécies sio mais
sensiveis que outras, com os efeitos em camara de germinacao sendo mais negativos

De acordo com Fujii e Hiradate (2007), para que exista interferéncia dos compostos, estas substancias
precisam ser liberadas e, em seguida acumuladas em quantidades suficientes para que ocorra a atividade
alelopatica. Porém este processo ¢ mais complexo em ambiente onde as condigdes ambientais sao flutuantes
e ocorre a presenga de radiacdo ultravioleta e infravermelha, que podem alterar a estrutura dos aleloquimicos,
além da propria degradacao por microrganismos. Almeida et al. (2008) descrevem que em casa de vegetagao
ou campo, os compostos alelopaticos podem sofrer ou causar estresse oxidativo, atuando diretamente na
degradacio celular, prejudicando os processos fisiologicos e afetando o desenvolvimento inicial das espécies-

alvo; por outro lado, em determinadas situagoes, sua degradacio pode levar a producio de metabdlitos que
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levam a um maior crescimento, quando em menores concentragoes, como observado para o tomate, parte aérea

ou, levar a inatividade dos compostos presentes.

ConNcLUsAo

O extrato demonstrou potencial de inibi¢ao no crescimento e IVG das espécies avaliadas, evidenciando
que as substancias contidas nas folhas de Anacardium humile A.St-Hil. possuem agao alelopatica, atrasando
e reduzindo o processo germinativo, além de causar menor crescimento nas plantulas. Porém os extratos e
substratos possuem acao diferenciada, indicando que o potencial de a¢do é condicionado pelas espécies testadas

e sua sensibilidade a presenga de compostos fenoélicos e seus derivados, os principais aleloquimicos presentes.
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