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RESUMO - Pouteria ramiflora é uma espécie arbérea indicada para plantio em areas de preservacdo permanente. HEste trabalho
objetivou determinar o potencial alelopatico e atividade antioxidante das folhas, assim como realizar sua analise fitoquimica.

Os extratos Ex , . (aquoso) e Ex

. (etandlico) foram submetidos a andlise de pH, condutividade elétrica, sélidos solaveis,

EtOH
compostos quimicos, atividade antioxidante e testes alelopdticos. Para os bioensaios de germinacdo de alface e tomate,

foram utilizadas as concentracoes de 25, 50, 100 e 200 g L. Na quantificagao, Ex__ - aprsentou maiores concentragoes (FT

EtOH

=2755mg ¢!, F = 1756 mg g’ e IC, = 367,8 mg mL"). O processo de germinagio das cipselas de alface em cimara de

germinacao foi afetado apenas por Ex . Em casa de vegetacao, a parte aérea nio foi afetada, mas as rafzes tiveram menor

H20"
desenvolvimento. Para as sementes de tomate, a inibi¢do de germina¢ido e aumento no tempo de germinacdo ocorreu em
ambos os extratos, nas maiores concentracoes. Em estufa, a parte aérea nio sofreu interferéncia, enquanto o sistema radicular
foi afetado. Os resultados obtidos indicam que as folhas da espécie P. ramiflora possuem substancias com potencial alelopatico

que interferem negativamente nas espécies testadas.

PALAVRAS-CHAVE: ALELOPATIA, CRESCIMENTO DE PLANTULAS, SAPOTACEAE.

ALLELOPATHIC POTENTIAL OF POUTERIA RAMIFLORA (MART.) RADLK. LEAVES IN GERMINATION AND INITIAL DEVELOPMENT

OF LAcTucA sATIVA L. AND SOLANUM LYCOPERSICUM L.

ABSTRACT - Pouteria ramiflora is an arboreal species suitable for planting in permanent preservation areas. The work aimed to
determine the allelopathic potential and antioxidant activity of the leaves, as well as to perform their phytochemical analysis.
The extracts Ex | (aqueous) and Ex_ . (ethanol) were submitted to pH, electrical conductivity, soluble solids, chemical
compounds, antioxidant activity and allelopathic tests. For the germination bioassays of lettuce and tomato, concentrations
of 25,50, 100 and 200 g I were used. In the quantification, Ex  , presented higher concentrations (FT = 275.5 mg g, F
=175.6 mg g' and IC, | = 367.8 mg mL"). The germination process of lettuce cypselae in a germination chamber was only
affected by Ex

tomato seeds, inhibition and increase in the germination rate occurred in both extracts at the highest concentrations. In the

o In the greenhouse, the aerial part was not affected, but the roots presented smaller development. For

greenhouse, the aerial part did not suffer interference, while the root system was affected. The results indicate that the leaves

of the species P. ramiffora carry out substances with allelopathic potential that negatively interfere on the tested species.

KEYWORDS: ALLELOPATHY, SEEDLING GROWTH, SAPOTACEAE.
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POTENCIAL ALELOPATICO DE LAS HOJAS DE POUTERIA RAMIFLORA (MART.) RADLK. EN LA GERMINACION Y DESARROLLO INICIAL

DE LactUuca saTiva L. Y SOLANUM LYCOPERSICUM L.

RESUMEN - Pouteria ramiflora es una especie arborea indicada para la siembra en areas de preservacion permanente. Hste

trabajo tuvo como objetivo determinar el potencial alelopatico y actividad antioxidante de las hojas y realizar su analisis

fitoquimico. Los extractos Ex,, | (acuoso) y Ex_ . (etandlico) fueron sometidos a analisis de pH, conductividad eléctrica,
tOH

solidos solubles, compuestos quimicos, actividad antioxidante y pruebas alelopaticas. Para los bioensayos de germinacion de

lechuga y tomate, se han utilizado concentraciones de 25, 50, 100 y 200 g L. En la cuantificacién, Ex se ha presentado

EtOH
mayores concentraciones (FT = 275,5mg g, F = 175,6 mg ¢'' y IC50 = 367,8 mg mL"). El proceso germinativo de las cipselas
de lechuga en la cdmara de germinacion fue afectado solamente por Ex , . En invernadero, la parte aérea no fue afectada,
sin embargo, el desarrollo de las raices fue menor. La inhibicién germinativa y el aumento en el tiempo de germinacion de las
semillas de tomate, sucedi6 en ambos extractos y en las mayores concentraciones. En invernadero, la parte aérea no ha sufrido
interferencia, mientras que el sistema radicular fue afectado. Estos resultados obtenidos indican que las hojas de la especie P.

ramiflora poseen substancias con potencial alelopatico que interfieren negativamente en las especies evaluadas.

ParABRAS CLAVE: ALELOPATIA, CRECIMIENTO DE PLANTULAS, S APOTACEAE.

INTRODUCAO

Um dos fatores que podem limitar o desenvolvimento das atividades agricolas ¢ a alta incidéncia de espécies
invasoras (Zeng et al. 2010). O uso de herbicidas para controlar estas plantas, em grande quantidade, pode causar
toxicidade do produto ao ambiente, além de selecionar a flora e levar ao aparecimento de resisténcia em alguns
grupos (Nemoto 2005).

Visando substituir os quimicos sintéticos, os herbicidas naturais sio vistos como uma a¢do complementar
para o controle das espécies invasoras, motivando pesquisas voltadas a alelopatia, buscando a sustentabilidade na
produgio e conservagao da vegetagao natural, com menor impacto ambiental (Zeng et al. 2010).

Algumas plantas possuem estratégias de defesa contra competicio de outras plantas através da liberacao de
substancias quimicas, que podem agir de forma direta (interferéncia no crescimento e metabolismo) ou indireta
(interferéncia na biodiversidade, por exemplo) (Willis 2007; Zeng et al. 2010).

Essas substancias normalmente sao encontradas em diversas partes da planta e sdo liberadas por lixiviagao
dos tecidos, exsudagao radicular, decomposi¢ao dos tecidos e volatilizacio (Rice 1984). Dentre os compostos
secundarios que apresentam essas interferéncias estao os taninos, glicosideos cianogénicos, alcaloides, sesquiterpenos
e flavonoides, entre outros compostos (Willis 2007).

Com isso, pesquisas voltadas a alelopatia apresentam grande importancia e o meio mais comum de determinar
o potencial alelopatico que uma planta tem sobre outra é através de estudos dos efeitos dos extratos da planta
desejada sobre sementes ou plantulas de espécies cultivadas (Rice 1984). As interagdes frequentemente observadas
sao: inibi¢do da percentagem de germinacao e reducgao da velocidade da germinagao, além do efeito negativo sobre
o crescimento inicial das plantulas (Pedro et al. 2000).

O desenvolvimento inicial da plantula ¢ mais sensivel aos efeitos das substancias quimicas, enquanto que na
germinacio esses efeitos sio mais discretos (Ferreira e Aquila 2000). Além disto, um composto que é téxico para
uma espécie pode nao ser para outra (Willis 2007).

Por apresentar maior sensibilidade aos metabdlitos secundarios, algumas espécies acabam sendo utilizadas como
bioindicadoras. O tomate (Solanum lycopersicum 1..) e a alface (Lactuca sativa 1..) apresentam, além da sensibilidade,
germinacio rapida e uniforme, sendo utilizadas em bioensaios como espécies-alvo (Ferreira e Aquila 2000).

Em alguns biomas do Brasil, como o Cerrado, os estudos alelopaticos ainda sao incipientes e uma das familias

encontradas neste ambiente, Sapotaceae, ¢ comumente utilizada na medicina popular; possui utilizagio para o
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tratamento de febres e resfriados, malaria e diabetes, entre outros usos, possuindo uma diversidade de metabélitos
secundarios, tais como alcaloides, flavonoides, terpenoides e benzenoides, por exemplo (Montenegro et al. 2000).

Nesta familia, encontra-se Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk., conhecida popularmente por curriola, brasa-viva
ou fruta-de-viado (Lorenzi 2002). Por apresentar crescimento moderado e adaptagao a lugares abertos, é indicada
para plantio em areas de preservacdo permanente. Além disto, os extratos aquosos e etandlicos desta espécie
apresentam efeitos alelopaticos, interferindo no crescimento de plantulas de alface e tomate, fator provavelmente
associado a presenca de esteroides e triterpenos, além de outros compostos, presentes nos extratos (Silva et al.
2006; Condessa et al. 2013; Fernandes et al. 2014; Oliveira et al. 2014a).

Desta maneira, a indicagao da espécie para o uso em plantios mistos em areas degradadas e seu potencial de
utilizacdo justifica a necessidade de estudos para verificar sua capacidade de interferir no crescimento de outros
vegetais através da alelopatia. Apesar de ja existirem outros trabalhos similares, a relagdio com metabdlitos presentes
nas folhas ainda nao foi analisada.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial alelopatico e atividade antioxidante das folhas

de P. ramiflora, assim como realizar sua analise fitoquimica.

MATERIAL E METODOS

Coleta - As folhas de P. ramiflora foram coletadas manualmente em matas da regiao do Taboco, municipio de
Corguinho (19°49°S e 54°50°W, 320 m. alt.), Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, com auxilio de podao, sendo
acondicionadas em sacos de polietileno estéreis e levadas para Laboratério de Pesquisa em Sistemas Ambientais e
Biodiversidade — LabPSAB, Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

Apbs a triagem do material, com a eliminag¢ao das folhas deterioradas ou danificadas, as demais foram secas
(* 27 °C) por 72 horas e trituradas em moinho industrial. O material foi armazenado em frasco de vidro, vedado,
rotulado e guardado em geladeira (para evitar o efeito negativo da temperatura e luminosidade nos metabolitos)
até a preparacdo dos extratos.

Preparagdo dos extratos - Os extratos, aquoso (Ex,, ) sow @ 20% (200 g L), foram

preparados, separadamente, via turbdlise por 10 minutos, e em sequéncia, transferidos para béqueres de 2 L e

e etanodlico (Ex

armazenados em geladeira (£ 4 °C) por 24 horas, na auséncia de luz. Apos este periodo, foram submetidos a banho
de ultra-som por duas horas e mantidos em repouso na auséncia de luz por mais 48 horas, em geladeira, sendo
posteriormente filtrados (funil de vidro e algodao) em balao volumétrico de 200 mL. A partir do filtrado bruto
(20%) foi feita a diluicio em concentracdes menores de 25, 50 e 100,0 g L' (Oliveira et al. 2011).

Fitoquimica - Para os ensaios de detec¢do dos constituintes quimicos, os extratos Ex e Ex, (200 g
L") foram submetidos a anilise fitoquimica via imida, por meio de reagdes de precipita¢iao e/ou mudanga de cor
(Quadro 1). Ja a analise confirmatéria de saponinas foi determinada utilizando-se 1 g do extrato seco, para estimar

o indice de espuma (indice afrosimétrico) (Matos 2010).
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Quadro 1. Testes padrdes utilizados para reconhecimento de metabdlitos secundarios das folhas de Pouteria
ramiflora

Metabodlitos secundarios Métodos de analise

Reagoes de precipitacio e/ou de mudan¢a de cor: cloreto férrico a 2%; acetato de

Compostos fendlicos chumbo a 10% e acetato de cobre a 4%.

Reacoes de precipitacio e/ou de mudanca de cor: reacio de cloreto férrico 1% e

Taninos precipitagdo da proteina.

Flavonoides Reacoes de mudanca de cor: reacio de Shinoda (Mg/HCI) e de Taubock.

Antocianinas Reac6es de mudanca de cor: reacdes acido/base.

Cumarinas Reacio de mudanca de cor: reacio com KOH e analise a luz ultravioleta
Antraquinonas livres Reacdo de mudanca de cor: reagiao de Borntrager

Glicosideos antraquinonicos Reacido de mudanca de cor: reacdo de Borntrager com hidrolise prévia.

Esteroides Reacio de mudanca de cor: reacio de Liebermann Burchard.

Triterpenos livres Reacdo de mudanca de cor: reacdo de Liebermann Burchard.

Alealoides Eglegftfsncif precipitacio e¢/ou rea¢des de mudanca de cor: Dragendorff, Hager, Mayer
Glicosideos cianogénicos Reagoes de mudanga de cor: Teste do papel de picrato de sédio.

Reacoes de mudancga de cor: reagio de Kedde (reagdes para detectar o anel lactonico

Glicosideos carditonicos . N gy N . s,
insaturado); reacao de K Keller-Killiani (reagdes determinar os desoxi-acicares).

Saponinas Reacio de Lieberman-Buchard e de formacio de espuma.

Acucares redutores Reacio de precipitacio e/ou de mudanca de cor: Teste de Benedict.

As andlises foram executadas em triplicatas e comparadas com a amostra controle (Ex,, e Ex_ . a 20%).
As leituras dos resultados foram feitas através da observagao da alteragao de cor e precipitag¢ao do filtrado (Costa
2002). Para cada teste, as intensidades foram classificadas como sendo parcial (I), baixa (+), moderada (++) ¢ alta
intensidade (+++), além de negativa (-). Os testes com formacao de precipitado (compostos fenodlicos, taninos
e acucares redutores) foram realizados em tubos de graduacao (No.8080, Pyrex®) e considerados como parcial
(menos de 0,2 cm), baixo (0,2 a 0,5 cm), moderada (0,5 a 0,7 cm) e alta intensidade (0,7 a 1,0 cm) (Fountoura et al.
2015).

Os extratos foram usados para quantificar os fendis totais (FT), determinados pelo Método Folin-Ciocalteu,
com acido galico (10 a 350 mg mL") como padrio (Sousa et al. 2007) e flavonoides (F), avaliados pelo método
cloreto de aluminio e como padrao, quercetina, para construir a curva de calibragdo (Peixoto Sobrinho et al. 2008).
Também submetidos as analises de pH, condutividade elétrica e concentra¢ao de sélidos solaveis, determinada
utilizando um refratobmetro digital, com resultados expressos em graus Brix corrigidos para 20 °C.

Atividade antioxidante - Os extratos a 20 g L' foram submetidos a analise da atividade antioxidante,
empregando-se o método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). As amostras nas concentragdes de 25, 50, 100, 200
e 250 pg mL! foram adicionadas a 2 mL de uma solu¢io de DPPH em metanol (24 mg 100 mL" de metanol).
Ap6s 30 min, a absorbancia foi determinada em espectrofotometro, a 515 nm. A solu¢io de DPPH em metanol
foi utilizada como controle negativo e tendo como controle positivo, BHT (butilhidroxitolueno) nas mesmas
concentragoes das amostras (Thaipong et al. 2000). A percentagem de inibicao (% I) foi calculada segundo Sousa
et al. (2007), onde:

IA (%) =1 - (Abs amostra/Abs controle) x 100, onde, Abs amostra cortresponde a absorbancia da amostra e
Abs controle, a absorbancia do controle totalmente oxidado.

Bioensaios de germinagdo - Foram utilizados 5 ml.de Ex ,, e Ex_  a20gL" nas diferentes concentracdes,

EtOH
além do controle agua destilada e controle etanol (controle etanol: 5 ml. de etanol na placa, deixada na bancada
para evaporacio, apds o qual foram colocados 5 mL de agua destilada), sobre duas folhas de papel Germitest®
em placas de Petri de 7 cm de diametro (quatro repeticGes com 25 sementes de L. safiva, variedade “maravilha
quatro estagoes” e L. esculentum, “Santa Clara”). As placas nao foram umedecidas novamente durante o periodo do

experimento (7 dias). A observagao das sementes germinadas foi feita a cada 24 horas, onde foram consideradas
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germinadas apenas as sementes que apresentassem 2 mm de protrusao de raiz primaria. Os procedimentos seguiram
padroes de Oliveira et al. (2014ab).

Bioensaios de crescimento - Foram utilizados 10 mL. dos extratos nas mesmas concentracoes usadas nos
bioensaios de germinacio, sobre duas folhas de papel Germitest® em caixas plasticas transparentes (11 x 11 x 3,5
cm) lacradas com papel filme, com 10 sementes pré-germinadas com 2 mm de sistema radicular para o teste de
crescimento. A avaliacao foi feita 10 dias apds a semeadura e a medigao da raiz primaria, feita do colo da plantula
até o apice meristematico do sistema radicular (mm) e da parte aérea (mm), do colo da planta até o apice, com
auxilio de paquimetro digital. Os bioensaios foram realizados em camaras de germinagdo nas temperaturas de
20 °C para alface e 25 °C para tomate, com fotopetiodo de 12 horas de luz branca. Os procedimentos seguiram
padroes de Oliveira et al. (2014ab).

Para a analise dos resultados de germinagao, foram calculados a percentagem de germinagao (G%), o tempo
médio de germinacao (TMG) (Vieira e Carvalho 1994) e o indice de velocidade de germinacao IVG) (Maguire 1962),
através da contagem diaria de sementes germinadas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

Bioensaios de casa de vegetagdo - Realizados em bandejas de isopor, nas concentragées de 100 e 200 g
L' (p6 da planta misturada ao substrato vermiculita) e o controle feito apenas com vermiculita, uma vez que este
substrato apresenta alta capacidade de retencao de agua e ar, além de ser um material leve, puro, nao abrasivo,
inodoro, de pH essencialmente neutro e inerte (Martins 2009). A vermiculita pode garantir que nenhum fator
externo, tais como pH, matéria organica, argila do solo ou microrganismos, mascare a a¢ao dos metabélitos.

Apbs a mistura, o material foi umedecido com agua destilada ficando em repouso por um dia. Para semeadura
nas células, foram utilizadas 60 sementes de cada espécie para cada tratamento, sendo uma semente por célula.

O processo de emergéncia da parte aérea foi observado diariamente por 10 dias e ap6ds esse periodo, realizou-
se a medi¢ao do sistema radicular e parte aérea; também foi avaliado o indice de velocidade de emergéncia (IVE)
(Maguire 1962), com delineamento experimental inteiramente casualizado.

Analise estatistica — Para compara¢ao entre os tratamentos, foi utilizada a estatistica descritiva através da
comparagao de intervalos de confian¢a das médias (Costa Neto 2002; Ferreira 2005) por meio do teste t (Snedecor

e Cochram 1973), realizada através do programa Assistat em nivel de 5% (p< 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise fitoquimica de Ex indicou seis classes de metabdlitos secundarios, porém com menor intensidade

H20
em relacdo a Ex_ ., que apresentou sete classes, com predominancia dos compostos fendlicos, flavonoides,

triterpenos e esteroides. A quantificagio de fendis totais de Ex das folhas foi superior e estatisticamente

EtOH

diferente da média do Ex .. Os flavonoides totais seguiram o mesmo perfil dos fendis totais, com valores de Ex

H20"
superiores e estatisticamente diferente da média de Ex

EtOH
oo (Tabela 1). A presenga destas classes de metabolitos
secundarios justifica a atividade antioxidante do extrato Ex , (153,2 £ 0,8 mg L") e Ex_ , (367,8 £ 1,2 mg L")
(Tabela 1).

Entre os metabdlitos testados, antocianinas, antraquinonas livres, alcaloides e glicosideos antraquinonicos,
cardiotonicos e cianogénios nao foram detectados nas amostras.

Dentre a diversidade de constituintes quimicos da familia Sapotaceae, sao comuns os triterpenos e flavonoides,
sendo que os ultimos sdo descritos como marcadores quimiotaxondémicos para as espécies de Pouteria, ocorrendo
com maior frequéncia nas folhas (Silva et al. 2009). Neste estudo, dos fitoconstituintes investigados, os compostos
fendlicos, taninos e flavonoides foram predominantes nos extratos Ex , e Ex_ .. de P. ramiflora, confirmando a
afirmacao acima.

Os compostos fenodlicos correspondem a um grupo de aleloquimicos apontados como os de maior efeito

alelopatico e a essa classe corresponde aos fendis simples e flavonoides até estruturas mais complexas, como os

GAIA SCIENTIA (2018). VOLUME 12(3): 168-180



ISSN 1981-1268 Potencial alelopatico das folhas de Pouteria ramifiora MATIAS ET AL. (2018)

taninos, considerados potentes inibidores da germina¢ao de sementes (Rice 1984). De acordo com Fujii e Hiradate
(2007), taninos diminuem a formagao de lignina, contribuindo para a redugao no alongamento radicular, além de
bloquear a respiracio mitocondrial, prejudicando o processo de germinagao, como observado para as espécies
testadas.

O fato de um grupo de compostos afetar a resposta fisiolégica das sementes, como a respira¢ao, ¢ indicativo
da capacidade antioxidante de extratos vegetais, geralmente relacionada a presenca de compostos fendlicos e

pontualmente aos flavonoides, ambos encontrados nos extratos testados. Porém Ex . . apresentou maior atividade,

EtOH
demonstrando maior concentragao destes metabolitos. De acordo com Silva et al. (2009), o potencial antioxidante
dos extratos ¢ uma das caracteristicas biolégicas das espécies de Posuteria, fator atribuido a presenga de compostos
fendlicos, normalmente nos extratos e fragdes mais polares, como Ex_ ..

Pergo e Ishii-Twamoto (2011) também relatam em estudos na area de alelopatia a presenga de agentes
antioxidantes, porém com atividade relacionada as proteinas de defesa da planta, tais como as enzimas catalase,
peroxidase e superéxido dismutase. No entanto, os mesmos autores, em testes “in vitro”, descrevem que o estresse
oxidativo ou “estresse aleloquimico” tem a capacidade de desencadear os mecanismos de defesa na espécie-alvo,
influenciando, por exemplo, na germinacio e crescimento de outras espécies.

Os resultados obtidos indicaram que ocorreu efeito alelopatico sobre a germinagao, IVG e TMG de sementes
de alface e tomate (Tabelas 2 e 3) e no comprimento das raizes e caules de plantulas de tomate e alface, em
camara de germinacao e casa de vegetagao (Tabelas 4 e 5). De acordo com essas informagdes, pode-se inferir que
a atividade antioxidante foi um dos fatores a influenciar no efeito alelopatico dos extratos, ocasionando estresse
oxidativo e afetando o processo de germinacdo das sementes de alface (L. sativa) e tomate (L. esculentum) e a
formagao de plantulas.

Este efeito pode ser atribuido aos flavonoides e compostos fendlicos, que foram toéxicos para as células,
afetando seu crescimento. Este fato possivelmente ocorreu pela capacidade destes metabélitos atuarem como
agente hiperpolarizador de membrana, alterando os mecanismos das bombas de H* (Parvez et al. 2004). Nicollier
e Thompson (1982) também indicam que estes compostos podem alterar a homeostase enzimatica celular e
consequentemente, inibir e/ou atrasar a germinacio das sementes, fato observado nos testes realizados.

As cumarinas, detectadas nos dois extratos em baixa intensidade, também siao apontadas como inibidoras
potentes, tanto da germinagao como do crescimento de plantas (Willis 2007), devido sua capacidade de bloquear a
mitose e diminuir a entrada de agua na célula, entre outras a¢oes (Abenalovi et al. 2000).

Ja as saponinas, também encontradas, porém apenas no extrato aquoso, se dividem em dois grupos: esteroides
e triterpenoides, encontrados em maior intensidade no extrato etandlico, parte com carater lipofilico e parte
hidrofilica. Em meio aquoso, as saponinas siao afrogénicas e, sendo assim, possuem elevada solubilidade em agua;
ja nos solventes organicos, como alcool, possuem baixa solubilidade (Simdes et al. 2004).

Assim, a maior atividade do extrato aquoso em relacdo ao extrato etandlico nas sementes pode ser justificada
pela presenca das saponinas, por sua solubilidade em agua e capacidade emulsificante, que causam efeitos
alelopaticos. Segundo Weir et al. (2004), as saponinas tém capacidade de interagir com as membranas celulares,
modificando sua permeabilidade e desorganizando-a, além de causar desequilibrios hormonais e atuar diretamente
no processo fotossintético.

Neste trabalho, foram encontrados valores de pH 4,8 em Ex
extratos Ex , ,CE=1320uScm” e Ex_
e solidos totais soldveis) encontrados, medidos em grau Brix, revelaram que Ex,,  , possuia grau Brix zero e, Ex

tendendo a zero (Tabela 1).

o € 9,5, Ex

CE = 94,0 uS cm™; os sélidos dissolvidos (teor aproximado de agutcar

sops Para condutividade elétrica,

H20?
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Tabela 1. Composigao quimica, teor de fendis (FT), flavonoides totais (F), indice de atividade antioxidante (IC,),
pH, condutividade elétrica (CE) e solidos soluveis (SS), extrato aquoso (Ex,;, ) € etandlico (Ex folhas de
Pouteria ramiflora

EtOH) ’

Extrato
Metabdlitos Secundarios Ex Ex
H20 EtOH
Compostos fendlicos ++ +++
Taninos ++ ++
Flavonoides ++ +++
Cumarinas + +
Triterpenos - +++
Esteroides - +++
Acucares redutores ++ +
Saponinas* + -
FT (mg de equivalentes de 4cido gilico/g) 87,0 £ 1,1 275,51 0,2
F (mg de equivalentes de quercetina/g) 224+1,3 175,6 £ 1,0
IC,, (mg mL") 1532 10,8 367,8 1,2
pH 4.8 5,5
CE (uS cm™) 132,0 94,0
SS (°Brix a 20 °C) 0,3 0,0

*Anilise em extrato seco. Menor intensidade (+), média (++), maior (+++) e, negativo (-). IC, | = Inibigio de 50% da
concentracio inicial.

Os valores de pH encontrados sao considerados dentro dos limites toleraveis pelas sementes, nao representando
um fator de interferéncia nos processos de germinacio e formacio de plantulas. De acordo com Ferreira e Aquila
(2000), valores extremos de acidez e basicidade podem encobrir o efeito das substancias quimicas, o que nao
ocorreu. Rice (1984) relata que a alface mostra pouca sensibilidade para diferentes escalas de pH e somente os
extremos de acidez ou alcalinidade, onde o pH ¢ de 3,0 ou menos (muito acido) ou superior ou igual a 9,0 ou 11
(extremamente alcalino) pode afetar a germinacio.

Os resultados encontrados de pH, entre 4,8 e 5,5, sdo similares aos citados por Oliveira et al. (2014b) com
casca da mesma espécie, com pH do extrato etandlico entre 5,6 € 6,6 e aquoso, 4,8 e 5,5. Os autores citam que 0s
valores observados nao interferiram no processo de germina¢ao em todas as concentragoes e extratos testados,
como observado neste trabalho.

Estes resultados indicam que os extratos de P. ramiflora possuem caracteristicas similares de pH, independente
do 6rgao avaliado, sendo mais acido no extrato aquoso. Porém esta maior acidez nao interfere nos processos de
germinacgao e crescimento das plantulas, pois as espécies-alvo conseguem se desenvolver em uma ampla faixa de
pH, conforme relatado por Rice (1984).

Dados obtidos com outra espécie arbérea do Cerrado, Paliconrea rigida Kunth., coletada no Estado de Mato
Grosso do Sul, em ensaios de alelopatia, também indicaram padrio similar de pH, com extrato aquoso entre 4,0
e 4,7 + 0,5, e extrato etandlico, entre 4,8 e 5,3 = 0,5 (Oliveira et al. 2014b). Os resultados para estas espécies (P.
rigida e P. ramiflora) indicaram novamente que 0s extratos aquosos possuem maior acidez, porém dentro da faixa de
tolerancia das espécies-alvo, nao tendo inferido negativamente na germinagio e crescimento das plantulas.

Outro fator que poderia interferir nos resultados obtidos, ou seja, a atividade alelopatica sobre a germinagao
e formacgao de plantulas, seria a condutividade elétrica dos extratos; porém a mesma nao apresentou valores
que afetassem o processo de germinag¢iao. De acordo com Dias e Marcos Filho (1995), em extratos vegetais sio
encontrados além dos metabdlitos secundarios, fons inorganicos, agucares, aminoacidos, enzimas, entre outros,
que podem alterar o potencial osmético das solugoes, interferindo negativamente na germinagao. Souza et al.

(1999) indicaram que uma condutividade inferior a 200 uS cm™ nio influenciou de forma negativa a germinacgao
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de sementes de alface e cenoura, demonstrando que apenas valores mais elevados poderiam afetar o processo
germinativo.

Levando-se em consideracao que na quantificacao de solidos dissolvidos encontrados nos extratos, a presenca
de aguicares é um demonstrativo da potencialidade osmética da solu¢ao, um grau Brix pequeno e uma condutividade
inferior a 200 uSem™ sio indicativos de um potencial osmético baixo. Desta maneira, estes resultados nao afetariam
negativamente o processo germinativo e o crescimento de espécies submetidas aos diferentes extratos.

Os valores obtidos para estas caracterfsticas, em relagao a espécie testada neste trabalho, P. ramiflora, sao
parcialmente similares aos citados por Oliveira et al. (2014b) com P. rgida, onde foram encontrados valores de
condutividade elétrica entre 25 e 173 uS ecm™ (extrato aquoso) e 0,7 ¢ 1,3 uS ecm™ (extrato etandlico) e sélidos
soluveis, para ambos os extratos, 0,8. Os autores consideram que estes resultados nao interferiram negativamente
nos processos germinativos das espécies-alvo.

Os dados obtidos para P. ramiflora demonstram que os extratos interferem negativamente no processo
germinativo das espécies; porém as sementes de tomate demonstraram maior suscetibilidade para ambos os
extratos, nas maiores concentragoes, enquanto que as de alface foram afetadas apenas pelo extrato aquoso. A
maior sensibilidade de uma espécie a um determinado tipo de metabdlico pode estar relacionada a seu taxon, como
familia e género, por exemplo, pois cada grupo pode possuir processos bioquimicos proprios e desta maneira,
reagir de maneira diferente as substancias encontradas (Ferreira e Aquila 2000).

Este mesmo padrao de agao foi encontrado por Silva et al. (2000) e Fernandes et al. (2014), com agao alelopatica
de extratos testados afetando mais fortemente a germinagao e vigor das sementes de tomate, em relacio a alface
ou outras espécies testadas.

De acordo com Souza et al. (2005), as sementes de alface (L. sazzva) possuem alta sensibilidade ao estresse
ambiental. Desta maneira, seria esperado que a alface fosse influenciada mais fortemente, o que nao ocorreu no
experimento realizado com os extratos de P. ramiflora, com sementes de tomate demonstrando maior sensibilidade.
Estes resultados indicam a importancia na utilizagao de diferentes espécies-alvo para testes de alelopatia.

O padrio de interferéncia dos metabolitos secundarios pode ser variavel, na dependéncia da espécie testada.
Para algumas espécies, como nabo (Raphanus raphanistrum 1..), Wandscheer e Pastorini (2008), testando extratos de
folhas e raizes, observaram que nas concentrag¢oes 5 e 10%, os extratos influenciaram na velocidade de germinagao
de sementes. Por outro lado, Capobianco et al. (2009) avaliando cutia (Joanesia princeps Vell.) e carvalhinho (Casearia
Sylvestris Sw.), demonstraram que concentragdes de 10 e 30% reduziram o IVG; entretanto em maiores concentragdes,
70 a 100%, nao ocorreu interferéncia.

Porém o padrao mais encontrado ¢ o similar ao deste trabalho com P. ramiflora, com as maiores concentragdes
dos extratos tendendo a afetar negativamente as sementes. Sausen et al. (2009), em trabalho com cerejeira-do-mato
(Eugenia involucrata DC.) e goiabeira-serrana (Acca sellowiana (O. Berg) Burret.), demonstraram a mesma sequéncia,
onde as concentragoes mais diluidas (25 e 50%), ndo apresentaram interferéncia significativa e apenas as maiores,
75 e 100%, interferiram no processo germinativo.

Os dados de germinagdo (Tabela 2), para sementes de alface, indicaram que Ex_ = nao afetou a germinacio e

EtOH

o tempo de germinag¢ao, em nenhuma das concentragoes testadas. Ja Ex_,  afetou a percentagem de germinagao

H20
e o vigor das sementes, interferindo na velocidade de germinacio a partir das concentragdes de 25,0 ou 50,0 g L™,

comparados com O grupo controle.
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Tabela 2. Germinagio (%), indice de velocidade de germinagio (IVG) e tempo médio de germinagdo (TMG) de
sementes de alface, Ex, e Ex folhas de Pouteria ramiflora

EtOH?
Germinagao (%) IVG TMG

EXtrﬂtO (g Lil) EXHZO EXHtOH EXHZO EXHtOH EXHZO EXI—Lt()H
0 98 a 100 a 15,9 a 38,9 a 0,89d 0,43 a

25,0 98 a 100 a 17,52 39,6 a 0,34 a 0,41 a

50,0 91b 98 a 13,9 b 38,52 0,46 b 0,42 a

100,0 83b 100 a 10,3 ¢ 38,7a 0,63 c 0,43 a

200,0 62 c 100 a 35d 38,4 a 12e 0,44 a

* Médias seguidas pelas mesmas letras dentro das colunas nao diferem entre si, pelo teste t (5% de probabilidade).

Para as sementes de tomate (Tabela 3), ambos os extratos, Ex e Ex_ ., influenciaram na percentagem

de germinagio, nas maiores concentracoes, 100 e 200 gL' e no vigor das sementes, diminuindo a velocidade de

germinacio, a partir de 25,0 ou 50,0 gl

Tabela 3. Germinagio (%), indice de velocidade de germinagdo (IVG) e tempo médio de germinagdo (TMG) de
sementes de tomate, Ex e Ex folhas de Pouteria ramiflora

EtOH?
Germinacio (%) IVG ™G

Extrato (g LY Ex, . Ex. o4 Ex,,. 12> S Ex,,. Ex. on
0 96 a 96 a 132 a 1322 12b 12a

25,0 97 a 95a 125a 11,5b 12b 122
50,0 97 a 94 a 11,3 b 11,7 b 12b 12a
100,0 86 b 95a 7,3 ¢ 116b 1,1b 13a
200,0 73 ¢ 88 b 23d 11,3 b 0,52 12a

* Médias seguidas pelas mesmas letras dentro das colunas nio diferem entre si, pelo teste t (5% de probabilidade).

O crescimento das plantulas, em camara de germinagao, foi afetado negativamente, em ambos 0s extratos,
com as raizes sofrendo maior interferéncia negativa, a partir de 25,0 ou 50,0 gL', alface (L. sativa) e tomate (L.

esculentumi). A parte aérea foi afetada apenas nas maiores concentracoes, acima de 50,0 gl! (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios do comprimento (mm) das raizes e caules de plantulas de tomate e alface, Ex,, e
Ex ., €m cdmara de germinagao, com folhas de Pouteria ramiflora

Tomate Alface
Extrato (g L) Ex, Ex, oy Ex, Ex, oy

Raiz Caule Raiz Caule Raiz Caule Raiz Caule

0 13,7 a 21,2 a 11 a 20,1 a 13,4 a 18,1 a 16,1 a 7,7 a

25,0 12,8 b 223 a 7,5b 20,6 a 13,7 a 18,1a 14,1b 8a

50,0 12,7b 219a 7,1b 15,3 b 11,4 b 18,8a 143b 7,6 a

100,0 122 b 16,1 b 74b 14,6 b 6,2 c 18,12 13,8b 7b

200,0 6,6 ¢ 16,2 b 6,6 ¢ 149 b 3,6d 6,1b 8,6 ¢ 7b

* Médias seguidas pelas mesmas letras dentro das colunas nio diferem entre si, pelo teste t (5% de probabilidade).

Em casa de vegetagao (Tabela 5), a emergéncia das sementes de alface e tomate, nas diferentes concentragdes,
foi afetada negativamente; porém apenas o crescimento do sistema radicular de ambas as espécies foi reduzido. A

parte aérea cresceu normalmente, em comparagao com a testemunha.
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Tabela 5. Emergéncia (%), indice de velocidade de emergéncia e comprimento (mm) das raizes e caules de
plantulas de alface e tomate, controle e concentragdes de 100 e 200 g L, em casa de vegetagio, substrato com pd
de folhas de Pouteria ramiflora

Alface Emergéncia (%) IVE Comprimento
Concentra¢io do extrato (g L) Raiz Caule
0 86,7 a 34a 398 a 7,52
100 55b 1,8b 22,1b 8,7a
200 21,7 ¢ 03¢ 22,1b 7,3 a
Tomate Emergéncia (%) IVE Comprimento
Concentragio do extrato (g L) Raiz Caule
0 61,7 a 1,82 574 a 37,9 a
100 46,7b 1,3a 46,1 b 36,4 a
200 21,7 c 0,4 b 31,7c 32,4 a

* Médias seguidas pelas mesmas letras dentro das colunas nio diferem entre si, pelo teste t (5% de probabilidade).

Avaliando-se as taxas de germina¢iao e crescimento, associados aos resultados qualitativos e quantitativos
da analise quimica, com excecdo dos agucares redutores e saponinas, que existem em maior concentra¢io em
Ex,,,, 0s demais metabdlitos sio encontrados em maior numero e concentragao em Ex_  ; apesar desta maior
concentragio, este extrato teve menor efeito sobre a germinacio das espécies-alvo. Por outro lado, em Ex o

O
sinergismo dos metabolitos e a presencga de saponinas foram mais eficazes em afetar negativamente as espécies
testadas.

Também pode ser observado que os efeitos fitotoxicos foram mais intensos para o sistema radicular das duas
espécies analisadas, tanto para o crescimento em camara de germinagao como em casa de vegetagao e a medida que
a concentracao dos extratos aumentava, o tamanho das plantulas era afetado mais intensamente.

Esta acdo pode estar relacionada com a absor¢ao e, consequentemente, com a concentragao de fitotoxinas
nos tecidos radiculares, situagdo favorecida pelo contato fisico da raiz com o substrato contendo Ex , e Ex, .
Segundo Correia et al. (2005), a bioatividade dos extratos esta condicionada a capacidade de absor¢io, translocagao
e mecanismos de a¢ao das substincias potencialmente alelopaticas e sua ag¢ao pode diferir, na dependéncia da
espécie.

Os resultados apresentados confirmam a afirmacio de Ferreira ¢ Aquila (2000), onde o efeito alelopatico
normalmente é mais intenso sobre o crescimento do que sobre a germinagao, o que pode ser observado no presente
trabalho. Porém as alteragdes no padrio de desenvolvimento podem ser resultado de inimeros efeitos causados a
nfvel primario. Os mesmos autores enfatizam as alteragdes na permeabilidade de membranas, no funcionamento
de mensageiros secundarios, na respiragao, na conformagao de enzimas e receptores, ou ainda, pela combinagio
destes e outros fatores, o que pode afetar diretamente o crescimento das plantulas.

Esta reducao no desenvolvimento pode ser observada no trabalho de Maia et al. (2011), analisando o efeito do
solo coletado em area cultivada anteriormente com hortela e posteriormente com alface, que apresentou diminui¢ao
de plantulas emergidas. De acordo com Cochran et al. (1977), os compostos lixiviados no solo, resultantes da
decomposi¢ao dos vegetais, demonstraram afetar negativamente o desenvolvimento e produtividade de diferentes

culturas, o que esta de acordo como os resultados encontrados neste estudo com P. ramiflora.

CoNCLUSAO

Em condig¢oes laboratoriais e de casa de vegetacao, os extratos de folhas de P. ramiflora apresentam potencial
alelopatico sobre a germinacao de cipselas de alface (L. safiva) e sementes de tomate (L. esculentum) e postetior

formagao de plantulas, interferindo significativamente no vigor das sementes das espécies-alvo, principalmente
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no desenvolvimento da raiz principal. Este efeito pode estar associado, de forma geral, a presenca de compostos
fendlicos, taninos, flavonoides, cumarinas e saponinas.

Considerando os dados quimicos obtidos, é evidente que a espécie em estudo ¢ uma fonte rica de compostos
fendlicos, principalmente os flavonoides com expressiva atividade antioxidante, com grande potencial economico,
para obten¢ao de metabolitos secundarios e fonte de pesquisa para possiveis herbicidas naturais. Porém sua
utiliza¢do em areas degradadas, visando sua recuperagao, deve ser feita de maneira criteriosa devido a sua capacidade

de interferir no desenvolvimento de outras espécies.
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