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RESUMO

As plantas apresentam substancias, provenientes do seu metabolismo secundario, que
podem ser liberadas no ambiente chamadas de compostos aleloquimicos. Estes
compostos podem interferir no crescimento inicial da planta, de forma a inibir ou acelerar
o crescimento do vegetal. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de
extratos aquoso e etanolico de folhas de Eucalyptus sp. e Mangifera indica L. colocadas
em germinacdo com o organismo teste Allium cepa L., por meio de bioensaios em
laboratdrio. O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia e Anatomia Vegetal
da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). O delineamento experimental utilizado
foi em blocos inteiramente casualizados, com quatro tratamentos, sendo divididos em
duas partes: extratos aquosos e extratos etandlicos de folhas de eucalipto e mangueira,
com seis concentracdes para cada uma: 0, 6, 12,5, 25, 50, e 100%, com trés repeticdes
por tratamento, e 20 sementes por placa. Foi avaliada a porcentagem de germinacgéo de
sementes (%), velocidade média de germinacdo (VMG), indice de germinacdo (IG%),
tempo médio de germinagdo (TMG), indice de alelopatia (1A%), crescimento radicular
médio (CRM), indice de velocidade de crescimento de raiz (IVCR). Os extratos aquoso
e etanolico de folhas de eucalipto promovem queda na taxa de germinagdo de sementes
de cebola, independente da concentracdo. No extrato etandlico essa reducdo foi
progressiva, diminuindo com o aumento da concentragdo testada. O extrato aquoso de
folhas de mangueira faz com que a germinacdo diminua em todas as concentragdes
testadas, produzindo uma acentuada reducdo a 50% de concentracdo. Ja o extrato
etandlico de mangueira causa essa reducdo acentuada ja a partir da menor concentracdo
testada. Os extratos aquosos e etandlicos de Eucalyptus sp. e Mangifera indica L.

apresentam efeito alelopatico na germinacédo das sementes de Allium cepa L.

Palavras-chave: Crescimento, Extratos, Aleloquimicos.



ABSTRACT

The plants present substances deriving from its secondary metabolism, which can be
released into the environment called allelochemical compounds. These compounds can
interfere with the initial growth of the plant, in order to inhibit or accelerate the growth
of the plant. The objective of this work was to evaluate the allelopathic potential of
aqueous and ethanolic extracts from leaves of Eucalyptus sp. and Mangifera indica L.
placed in germination with the test organism Allium cepa L., through laboratory
bioassays. The experiment was carried out at the Laboratorio de Fisiologia e Anatomia
Vegetal (Physiology and Plant Anatomy Laboratory) of the Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA). The experimental design used was in completely randomized blocks,
with four treatments, being divided into two parts: aqueous extracts and ethanolic extracts
of eucalyptus and mango leaves, with six concentrations for each: 0, 6, 12.5, 25, 50, and
100%, with three replicates per treatment, and 20 seeds per plate. The percentage of seed
germination (%), average germination speed (VMG), germination index (IG%), average
germination time (TMG), allelopathy index (1A%), average root growth (CRM);-and root
growth rate index (IVCR) were evaluated. The aqueous and ethanolic extracts of
eucalyptus promote a decrease in the germination rate of onion seeds, regardless of the
concentration. In the ethanolic extract, this reduction was progressive, decreasing with
the increase of the tested concentration. The aqueous extract of the mango leaves causes
germination to decrease in all concentrations tested, producing a marked reduction at 50%
concentration. The ethanolic mango extract causes this marked reduction starting from
the lowest concentration tested. The aqueous and ethanolic extracts of Eucalyptus sp. and
Mangifera indica L. present an allelopathic effect on the germination of Allium cepa L.

seeds.

KEY WORDS: Growth, Extracts, Allelochemicals.
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1. INTRODUCAO

O Brasil estd investindo em métodos alternativos para solucionar e controlar
doencas e pragas presentes nas plantacdes, utilizando produtos naturais como possiveis
biocidas (DIETRICH et al. 2011). Em producdo agricola é possivel ocorrer diversos
danos a plantacdo decorrente de individuos como insetos ou até mesmo por plantas que
disputam ou prejudicam o crescimento de outras culturas, resultando em perdas na
producdo e modificacdes nas caracteristicas finais do produto (MACHADO, 1987).

Entre os anos de 2014 e 2015, o volume de produtos organicos no Brasil cresceu
51,7% (Brasil, 2015), a partir da criagdo da Politica Nacional de Agroecologia e
Agricultura Organica (PLANAPO), que objetiva ampliar e fortalecer a producao,
manipulacdo e processamento de produtos organicos e de base agroecoldgica, em que 0
publico principal sdo os agricultores/as familiares, assentados/as da reforma agraria,
povos e comunidades tradicionais e suas organizacGes econdmicas, micro e pequenos
empreendimentos rurais, cooperativas e associagdes, incluindo a agricultura urbana e
periurbana (BRASIL, 2012). Foi esperado que até 2015 ocorressem transformacdes no
perfil da agricultura brasileira, como o aumento do numero de consumidores,
modificacbes de habitos alimentares e maior procura por produtos agropecuarios
melhores, seguindo uma moda global (QUIRINO; RODRIGUES; IRIAS, 2006).

Os alimentos produzidos por meio de técnicas agricolas alternativas,
principalmente sem o uso de produtos quimicos, tém maior preferéncia entre 0s
consumidores. Quanto a isso, o desenvolvimento agricola vem sofrendo grande influéncia
das implicagdes geradas pela sustentabilidade, e, assim, incorporando nogdes da producéo
organica e de tecnologias que sejam menos agressivas ao ambiente (CARVALHO, 2012).
O objetivo da agricultura ecoldgica é a eliminacdo de produtos quimicos agricolas, através
de mudancgas no manejo que garantam a adequada nutricdo e protecdo das plantas, por
meio de adubacéo orgénica (ALTIERI, 2012). Somado a isso, a utilizacdo de derivados
de plantas pode atuar na protecdo fitossanitaria sustentavel, substituindo agrotoxicos
sintéticos (TIILIKKALA et al., 2011).

O ser humano vem adquirindo conhecimento sobre muitas espécies botanicas, e
tem se observado que algumas espécies influenciam no crescimento de outras, porém as
respostas para essas reagdes nas plantas eram de dificil interpretagdo (VIANA et al. 2001).

Determinadas espécies de plantas apresentam substancias denominadas de

aleloguimicos que podem influenciar no desenvolvimento de individuos vegetais de
10



forma negativa ou positiva. Essas substancias podem ser produzidas em todas as partes
do vegetal, tendo origem no metabolismo primério ou secundéario, sendo que sua
producdo é regulada por fatores ambientais, como intensidade luminosa, temperatura,
disponibilidade de &gua, nutrientes presentes no solo, textura do solo e presenca de
microrganismos (CHOU & KUO, 1986; CARMO et al., 2007).

O efeito alelopatico pode ser definido como a interferéncia positiva ou negativa
de compostos quimicos produzidos por uma planta sobre outros organismos (plantas,
fungos, insetos e algas) (BORGHETTI & FERREIRA, 2004). De acordo com Gomes et
al. (2013), as substancias aleloquimicas podem interferir nas plantas superiores
suprimindo a germinacdo, causando injurias durante o processo de crescimento da raiz e
meristemas, inibindo assim, o desenvolvimento da planta.

O conceito mais respeitado é o determinado pela Sociedade Internacional de
Alelopatia (em inglés IAS) que foi criada em 1996, onde definiu o termo como a ciéncia
que estuda qualquer processo em que abrange, principalmente, compostos secundarios
criados por vegetais, algas, fungos e bactérias que interferem no desenvolvimento e
expansdo dos sistemas agricolas e biologicos, resultando em efeitos benéficos ou
maléficos (MACIAS et al., 2000, REIGOSA et al., 2013).

Os compostos alelopéaticos podem ser liberados pelas plantas através das flores,
frutos, sementes, seiva das folhas verdes, lixiviados de folhas secas, deterioragdo dos
restos das plantas ou até mesmo as raizes pelo processo de exsudacdo. Nas plantas, 0s
principais aleloguimicos sdo provenientes de metabolismo secundario podendo
apresentar substancias volateis, fenodis, terpenos, alcaldides e poliacetilenos
(GLIESSMAN, 2005; RIZVI; RIZVI, 1992; SOUZA-FILHO, 2006). O isolamento de
compostos quimicos presente nas plantas é uma das alternativas mais promissoras para a
agricultura por apresentar efeitos negativos ou positivos sobre as plantacfes (LI et al.,
2011).

Atualmente, os estudos com alelopatia tém gerado discussOes e, para reforcar a
qualidade das pesquisas, tem buscado incluir aspectos quimicos, fisioldgicos e ecoldgicos
e aperfeicoamento quanto aos trabalhos publicados, sendo estes mais modernos e com

metodologias mais eficientes (BLAIR et al., 2009).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 UTILIZAC}AO DE AGROTOXICOS NO BRASIL

No ano de 2008, o Brasil se tornou 0 maior consumidor mundial de agrotoxicos,
superando os Estados Unidos (CASSAL et al., 2014). Enquanto o comércio mundial de
agrotoxicos nos ultimos dez anos cresceu 93%, no Brasil aumentou cerca de 90%. Os
produtores rurais utilizaram praticamente como Unico recurso o uso de agrotdxicos para
compensar as perdas na produtividade causada pela degradacdo do solo e controlar o
surgimento de pragas e doencas (ABRASCO, 2012).

O mercado nacional movimentou, em 2010, em torno de U$ 7,3 bilhdes e
representou 19% do mercado global de agrotdxicos (SINDAG, 2012). Outro motivo desse
grande aumento do consumo de agrotoxicos se deve ao incentivo fiscal por meio da
isencdo de impostos e diminuicdo dos precos, encorajando a maior utilizacdo pelos
agricultores (PIGNATI; MACHADO, 2011).

Entre as regides consumidoras de agrotdxicos, o estado do Mato Grosso lidera o
uso, representando 18,9% do consumo nacional, seguido de Séo Paulo (14,5%), Parana
(14,3%), Rio Grande do Sul (10,8%), Goias (8,8%), Minas Gerais (9,0%), Bahia (6,5%),
Mato Grosso do Sul (4,7%) e Santa Catarina (2,1%). O consumo de agrot6xicos se da em
27% das pequenas propriedades de 0 a 10 hectares, 36% das propriedades de 10 a 100
hectares e 80% das propriedades maiores de 100 hectares usam agrotoxicos (IBGE,
2010).

Esses agrotdxicos possuem concentracdo de utilizacdo por Estado no Brasil,
onde as regides de maior intensidade sdo as de monoculturas de milho, soja, citricos, cana,
arroz e algoddao (BOMBARDI, 2011).

Os herbicidas representam 45% do total de agrotdxicos comercializados, seguido
dos fungicidas (14%), inseticidas (12%) e as demais categorias de agrotdxicos
correspondem a 29% do mercado nacional (ANVISA, 2012). O agrotéxico mais utilizado
é o herbicida conhecido como glifosato, representando aproximadamente 40% do
consumo de agrotdoxicos no Brasil (ABRASCO, 2015).

Conforme o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos da
Anvisa (2011), a anélise de amostras coletadas em todos os estados brasileiros mostrou
que um terco dos alimentos consumidos diariamente pelos brasileiros estd contaminado
por agrotoxicos (ANVISA, 2011).

12



A perspectiva agroecoldgica demonstra que a regulagdo das populacdes de
organismos espontadneos é mantida através de paisagens rurais biologicamente
diversificadas, evitando-se, assim, a explosdo populacional de espécies espontaneas,
denominadas de plantas daninhas, tornando o uso de agrotdxicos desnecessario
(ABRASCO, 2015).

2.2 METABOLISMO VEGETAL SEGUNDARIO

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos por meio de diversas interacfes
especificas e resultados entre biossintese, transporte, estocagem e degradacédo
(WINK,1990, SIMOES et al., 2010). Grande parte dessas substancias alelopéticas é
originaria do metabolismo secundario de plantas, possuindo a funcdo de protecdo e
defesa. Isto porque durante a evolucdo das plantas, estes compostos apresentaram
eficiéncia contra a acdo de diferentes microrganismos, insetos e virus, estimulando o
desenvolvimento e o crescimento da planta ou inibindo a acdo destes patdgenos e
predadores (BORGHETTI & FERREIRA, 2004).

Alguns compostos quimicos possuem importancia no estudo de potencial
alelopatico tal como as saponinas, que podem ser formadas por triterpenoides glicosilados
com cadeia polissacaridica hidrofilica ou por esterdides hidrofébicos, caracteristica que
Ihes conferem a propriedades detergente e, consequentemente, a capacidade de ligagéo a
membranas celulares, afetando o funcionamento celular (RIZVI & RIZVI, 1992;
KOKATE, 1999). E essas substancias também sdo consideradas bioativas, por apresentar
habilidade de interagdo com células ou até tecidos apresentando atividade bioldgica
(MONTEIRO & BRANDELLI 2017).

Outra classe de interesse aleleopatico sdo os flavonoides, presentes nas plantas
em diversas formas e com variadas funcbes. Envolvendo os flavonoides, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, proantocianinas, isoflavonoides, e outros tipos.
Além das funcgdes de pigmentos, atrativos ou repelentes de herbivoros, protecdo contra
radiacdo UV, estas substancias apresentam efeitos alelopéticos, sendo capazes de inibir o
crescimento de plantas (SAKIHAMA et al., 2002; SHIMOJI & YAMASAKI, 2005).

Os taninos apresentam habilidade em ligar se as proteinas, normalmente sendo
irreversivel, formando precipitados. Estdo envolvidos na protecdo da planta contra o
ataque de herbivoros. Os taninos sdo responsaveis pelo sabor adstringente e dificil
digestdo, ja que as enzimas digestivas ndo conseguem metabolizar esses precipitados

(CANDIDO, 2007; SILVA, 2007).
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Os terpenoides sao insoluveis em agua e encontrados em resinas, ceras, latex e
6leos essenciais. As plantas produzem uma grande variedade dessas substancias, que
atuam como reguladores de crescimento, fitoalexinas e repelentes para insetos herbivoros
(MAIRESSE et al., 2007).

Os derivados fenolicos séo estruturas com anel aromatico e grupos hidroxila,
originados a partir da fenilalanina. Agem no combate contra herbivoros e patdgenos, na
atracédo de polinizadores, na protecdo contra o excesso de radiacdo solar e na associagéo
simbiotica. Os compostos fenolicos compreendem ao maior grupo de metabolitos
identificados como alelopéticos (ALVES et al., 2004; CARMO et al., 2007).

Os alcaldides sdo originados a partir da fenilalanina, tirosina, triptofano e lisina
(INDERJIT et al.,2006). Compreendem mais de 12.000 estruturas ja descritas, ficando
atras apenas dos terpendides. Aproximadamente 20% das espécies vegetais acumulam
alcaloides, moléculas caracterizadas pelo baixo peso molecular.

A liberacdo destes compostos no ambiente ocorre, por meio da volatilizacao,
lixiviacdo, exudacdo radicular e decomposicdo de residuos de plantas no solo
(RIZZARDI et al., 2008, BORELLA & PASTORINI 2009). A dissipacdo é comum em
vegetais aromaticos e os aleloquimicos volatilizados sdo de dificil deteccdo ou
identificagcdo. Geralmente, destacam-se o0s terpenos, etileno, entre outros. Estes
compostos podem ser facilmente liberados pelas folhas ou outras partes da planta e podem
afetar diretamente o crescimento ou desenvolvimento de plantas que se encontram
préximas (SOUZA et al., 2006).

Dentre espécies conhecidas por liberarem compostos alelopéticos estdo o
eucalipto e a mangueira (YAMAGUSHI et al. 2011, MULLER et al. 2017).

2.3 ALELOPATIA NA AGRICULTURA

O efeito alelopatico pode interferir no desenvolvimento de plantas e
microrganismos quando expostos a dosagens especificas dependendo do tipo de planta, e
algumas espécies podem aceleram o crescimento de outras plantas. Os compostos
secundarios sdo responsaveis por desenvolver em determinadas espécies mecanismos de
defesa contra herbivoria, patdgenos e pragas. E plantas com potencial alelopatico em
estagio de decomposicdo conseguem liberam substancias presente em suas estruturas ao
meio podendo apresentando danos ou vantagens para 0 crescimento de outras espécies
(ALMEIDA, 1991; GLEISSMAN, 2005).
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Os efeitos alelopaticos em sistemas agricolas sdo importantes em pesquisas e
producéo de culturas, para trazer solugdes com substancias naturais sem causar danos ao
meio ambiente, e trazendo respostas para situacGes de perdas nas culturas sendo um
método eficiente na agronomia (SOUZA FILHO, 2006; GOLDFARB et al., 2009).

Na producdo agricola, € comum presenciar danos causados por individuos nas
culturas, ou observar interferéncia por outras plantas que pode induzir ou inibir o
crescimento da espécie esperada. Como consequéncia é possivel que ocorra a diminuicao
da colheita e da qualidade do produto final. Para combater e prevenir esses danos,
métodos alternativos naturais estdo sendo utilizados no Brasil e em outros paises
(MACHADO, 1987. DIETRICH et al. 2011).

Diversas vezes o fenébmeno da alelopatia € confundido com competicao, pois em
muitas situacdes ambos influenciam no crescimento ou desenvolvimento da espécie
préxima (SILVA, 2012). Contudo, na alelopatia ocorre com a juncdo de um fator
biol6gico ao ambiente, ja na competicdo, ha remocdo ou reducdo de algum fator ambiental
(&gua, luz, nutrientes, etc.), necessario para o crescimento de ambos 0s vegetais que 0s
disputam (ZANINE; SANTOS, 2004).

24 PLANTAS DE ESTUDO

Eucalyptus sp. (Eucalipto) pertence a familia Myrtaceae e é cultivado para
obtencdo de madeira como combustivel, celulose para fabricacéo de papel e para extracédo
do O6leo essencial para fins medicinais. O Oleo essencial apresenta o eucaliptol,
acompanhado de varios monoterpenos, sesquiterpenos, taninos, dentre outros metabélitos
secundarios, com propriedades medicinais. Ferreira e Aquila (2000) e Goetze e Thomé
(2004) relatam que varias espécies de Eucalyptus sdo consideradas alelopaticas, e o
cultivo dessas espécies tém sido conduzido visando o controle de plantas invasoras.

Mangifera indica L. (Mangueira) é uma espécie pertencente a familia
Anacardiaceae, originaria da India, conhecida popularmente como mangueira
(PIEROZZI & ROSETTO, 2011). Apresenta diferentes classes de compostos fendlicos
tais como é&cidos e ésteres, derivados da benzofenona, flavandis, antocianinas,
heterosideos flavondis e heterosideo xanténico (SELLES et al. 2002, BERARDINI 2005,
ABDALLA etal., 2007, BARRETO et al., 2008).
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2.5 ORGANISMO TESTE

A espécie Allium cepa L. apresenta importancia medicinal e econbmica, e é
muito utilizada em testes por ser um modelo muito sensivel na deteccdo de diversas
substancias que podem causar diferentes alteragdes cromossdmicas, e tem custo baixo
para realizacdo dos experimentos (BAGATINI et al., 2007). Os aleloquimicos promovem
mudancgas que afetam diretamente a sua divisdo celular, culminando na inibicdo do
desenvolvimento e crescimento das plantas e outros organismos. Porém, diversos estudos
s80 necessarios para comprovar qual a sua agdo nas plantas afetadas.

O teste com A. cepa é adequado e eficiente modelo in vivo, pois as raizes
crescem em contato direto com as substancias selecionadas, para que os possiveis danos
ao DNA possam ser vistos nas células. E os dados podem ser explorados para todos 0s
animais e plantas da biodiversidade (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE 1V, 2012). Além
disso, esses testes sdo capazes de demonstrar resultados de toxicidade, padrdes
macroscopicos que se baseiam no aparecimento de tumores, raizes torcidas e avaliacdo
de crescimento de raizes, e parametros microscépicos, como 0s indices mitéticos, para
analise de taxa de divisdo celular e modificacdes cromossdmicas (CUCHIARA et al.,
2012).
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de extratos aquoso e etanolico
de folhas de Eucalyptus sp. e Mangifera indica L. colocadas em germinagdo com o
organismo teste Allium cepa L., por meio de bioensaios em laboratério. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos inteiramente casualizados, com quatro tratamentos,
sendo divididos em duas partes: extratos aquosos e extratos etandlicos de folhas de
eucalipto e mangueira, com seis concentragdes para cada uma: 0, 6, 12,5, 25, 50, e 100%,
com trés repeticBes por tratamento, e 20 sementes por placa. Foi avaliada a porcentagem
de germinacdo de sementes (%), velocidade media de germinacdo (VMG), indice de
germinacdo (IG%), tempo médio de germinacdo (TMG), indice de alelopatia (IA%),
crescimento radicular médio (CRM), indice de velocidade de crescimento de raiz (IVCR).
Os extratos aquosos e etanolicos de Eucalyptus sp. e Mangifera indica L. apresentam

efeito alelopatico, reduzindo a germinacdo das sementes de Allium cepa L.

Palavra — Chave: Alelopatia, Metabolismo secundario, Germinagéo.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the allelopathic potential of aqueous and
ethanolic extracts from leaves of Eucalyptus sp. and Mangifera indica L. placed into
germination with the test organism Allium cepa L., through laboratory bioassays. The
experimental design used was in completely randomized blocks, with four treatments,
being divided into two parts: aqueous extracts and ethanol extracts of eucalyptus and
mango leaves, with six concentrations for each: 0, 6, 12.5, 25, 50, and 100%, with three
replicates per treatment, and 20 seeds per plate. The percentage of seed germination (%),
average germination speed (VMG), germination index (IG%), average germination time
(TMG), allelopathy index (1A%), average root growth (CRM) and root growth rate index
(IVCR) were evaluated. The aqueous and ethanol extracts of Eucalyptus sp. and
Mangifera indica L. have an allelopathic effect, reducing the germination of Allium cepa

L seeds.

KEY WORDS: Allelopathy, Secondary metabolismo, Germination.
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INTRODUCAO

O aumento da degradacdo ambiental tem como principal causa o cultivo agricola
intensivo, e suas consequéncias incluem a erosdo, o desmatamento, a utilizacdo
inadequada de insumos agricolas, ineficiente utilizagdo da agua e langamento de residuos
toxicos (Santana, 2005). Contudo, as exigéncias dos consumidores estdo mudando,
principalmente através da busca de uma alimentagdo mais saudavel que englobe os
aspectos sociais e ambientais.

Uma alternativa aos defensivos agricolas sdo os produtos naturais provenientes
do metabolismo secundario das plantas (Grisi, 2010). Pesquisas sobre o efeito alelopatico
entre plantas pode promover a redugdo do impacto ambiental, bem como os custos da
producdo agricola, sendo fundamental para o desenvolvimento de produtos naturais com
atividade herbicida, que possam suprir as demandas desse mercado (Tokura; Nobrega,
2006; Imatomi, 2010).

O efeito alelopéatico pode ser definido como a interferéncia positiva ou negativa
devido a liberagdo de compostos quimicos produzidos por uma planta sobre outros
organismos (IAS, 2012). Algumas espécies de plantas apresentam substancias chamadas
de aleloquimicos que podem ser liberadas ao ambiente de maneira que consegue
interferir, inibindo ou acelerando o crescimento inicial de plantas (Ferreira & Aquila,
2000; Mano, 2006). Os compostos quimicos geralmente sdo encontrados em todas as
partes do vegetal, originando-se no metabolismo primario ou secundario, e sua producéo
é estruturada por condi¢Ges ambientais, como luminosidade, temperatura, disponibilidade
de &gua, nutrientes, textura do solo e presenca de microrganismos (Kuo & Chou 1986;
Carmo et al., 2007).

O desenvolvimento de herbicidas obtidos através de compostos secundarios com
efeitos alelopaticos provenientes de plantas, mesmo n&o sendo téo valorizado quanto 0s
produtos naturais isolados de fungos e bactérias, pode levar a descoberta de substancias
com novas formas de acdo e menor impacto ambiental, evitando a contaminacdo do
ambiente e de alimentos (Blair et al., 2009).

Substancias com potencial aleloquimico sdo opcbes em agrossistemas podendo
atuar como herbicidas, inseticidas naturais e no combate de plantas daninhas (Teixeira et
al., 2015). Os metabdlitos secundarios séo associados a estratégias adaptativas das plantas
ao meio, e atualmente vem sendo uma alternativa para o agronegdcio por ndo prejudicar

0 meio ambiente (Pereira; Cardoso, 2012). O controle de plantas daninhas e outros
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organismos em culturas que apresentam destaque no cenario econdmico e ambiental é de
suma importancia.

No Brasil o Eucalyptus sp. (Eucalipto) é utilizado de diversas maneiras, para a
fabricacdo de papel através da celulose, producdo de carvéo vegetal, extracdo de 6leos
essenciais e para fins medicinais. Goetze e Thome (2004) relatam que varias espécies de
Eucalyptus séo consideradas alelopéticas, e o cultivo dessas espécies tém sido conduzidos
visando o controle de plantas invasoras. Suas folhas apresentam grande quantidade de
compostos secundarios como monoterpemos, taninos, sesquiterpenos entre outros
aleloguimicos que séo responsaveis por possiveis efeitos alelopaticos. (Yamagushi et al.
2011, Ferreira & Aquila 2000).

A Mangifera indica L., conhecida popularmente como mangueira (PIEROZZI
& ROSETTO, 2011), apresenta diferentes classes de compostos fenolicos tais como
acidos e ésteres, derivados da benzofenona, flavanois, antocianinas, heterosideos
flavondis e heterosideo xantonico (Sellés et al. 2002, Berardini 2005, Abdalla et al., 2007,
Barreto et al., 2008).

Deste modo, estudos experimentais com alelopatia contribuem para o
entendimento sobre a dinamica entre as espécies vegetais e elaboracdo de estratégias
alternativas de producdo e manejo de culturas (Souza-Filho et al., 2010). Isso se d& atraves
da escolha de espécies que diminuam os custos de producdo e o uso de agrotdxicos,
amenizando 0s impactos que 0s mesmos causam no ambiente e culminando com uma
agricultura sustentavel (Goldfarb et al., 2009).

Tendo em vista a busca de alternativas de manejo mais sustentaveis e a escassez
de trabalhos sobre os efeitos alelopaticos de espécies vegetais, torna-se fundamental os
estudos que elucidem os processos de interferéncia no desenvolvimento e crescimento de
outras espécies, a fim de auxiliar o manejo de plantas em comunidades agricolas.

Devido & necessidade de descobertas de novas moléculas de herbicidas e métodos
naturais que ndo causam danos ao solo e ao meio ambiente em geral, torna-se necessario
0 aprimoramento dessas metodologias alternativas (De Morais et al., 2017). Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico e perfil fitoquimico
de extratos aquoso e etandlico de folhas de eucalipto (Eucalyptus sp.) e mangueira
(Mangifera indica L.) sobre a germinagdo de sementes de Allium cepa L., através de

bioensaios em laboratorio.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas folhas de Mangifera indica L. e Eucalyptus sp. na Universidade
Federal Do Maranhao no Campus Dom Delgado, Séo Luis, Maranh&o, Brasil. As folhas
foram coletadas e secas em uma estufa com circulacdo de ar, a 40°C, por 48 horas, e
posteriormente trituradas.

Para a obtencdo do extrato aquoso, foi adicionado 100g de massa seca das folhas
em 1L de agua destilada, o qual permaneceu em infusdo em temperatura ambiente, no
escuro, por 72 horas. Apos este periodo, o extrato foi filtrado em papel filtro e mantido
em geladeira, ao abrigo da luz.

Para obtencdo do extrato etanodlico 95%, foi realizada a maceracdo das folhas
secas utilizando etanol 95%, deixando a solugdo em infuséo por 72h. Apds, o solvente foi
filtrado e teve seu volume reduzido em um rotaevaporador sobpressao reduzida, obtendo-
se 0 extrato bruto etanolico 95%. A determinacdo da massa seca deste extrato foi feita
pelo método gravimétrico (Farmacopéia Brasileira, 2002).

Cada extrato bruto foi submetido a uma avaliacdo para obtencdo do perfil das
amostras, onde utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), no
Laboratorio de quimica e produtos naturais, Universidade Federal do Maranhdo. Os
extratos secos foram diluidos a 10 mg/mL em solvente HPLC. Posteriormente, aliquotas
de 20 pL foram injetadas diretamente no HPLC-PDA com detecgéo a 254 nm. Utilizou-
se um sistema HPLC modelo Shimadzu (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan), consistindo de
um mddulo de distribuicdo de solvente com uma bomba de pistéo de duplo, detector UV-
VIS (SPA-10A). A coluna utilizada foi Luna 5 pum C18 100 A (150 pum x 4.6 pum). Os
solventes de eluicdo utilizados foram A (&cido acético 2% em &gua) e B (metanol). As
amostras foram eluidas de acordo com o seguinte gradiente: 5% a 100% de B em 50 min.
O fluxo foi de 1 mL / min. A temperatura da coluna foi de 20 °C e o volume de injecao
da amostra foi de 20 pL. Os dados foram coletados e processados utilizando o software
LC Solution (Shimadzu).

Para analisar o potencial alelopético, foram utilizadas cinco concentracdes dos
extratos: 100% (extrato bruto), 50%, 25%, 12,5%, 6% e zero (controle negativo, somente
com agua destilada). As sementes de A. cepa foram colocadas em placas de Petri, forradas
com dois discos de papel de germinacdo embebido com trés mililitros do devido
tratamento, e colocadas para germinar em local com temperatura ambiente e fotoperiodo
de 12h.

27



As variaveis analisadas foram: porcentagem de germinacao de sementes (1G%),
velocidade média de germinacdo (VMG), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
tempo médio de germinagdo (TMG), indice de alelopatia (1A%), crescimento radicular
médio (CRM) e indice de velocidade de crescimento de raiz (IVCR) (MAGUIRE, 1962;
BALSALOBRE et al., 2006). Logo ap0s o processo de germinacdo da primeira raiz
(protuséo radicular), as placas foram fotografadas, por quatro dias, e analisadas em
software gratuito Image J.

A germinabilidade das sementes baseia-se no conceito de germinacéo fisiologica
citada por Marcos Filho (2005), que aponta o inicio da germinacdo com a embebicdo da
semente e seu final com a protrusdo da radicula. A contagem de sementes germinadas foi
realizada a cada 12 horas. Para 0 comprimento da raiz foi medida a distancia, em mm, do
colo até o apice meristematico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes
por tratamento, sendo a unidade experimental constituida por uma placa contendo 20
sementes. Todos os dados foram avaliados usando ANOVA, seguida do teste de Dunnett
(p<0,05), utilizando o software GraphPadPrism (GraphPad Software, San diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo a identificacdo dos principais componentes foi feita através da
avaliacdo por HPLC-PDA dos extratos foliares de eucalipto e mangueira, e foi possivel
observar grande complexidade e diversidade na composic¢do quimica da matriz, avaliada
pelo grande nimero de picos eluidos ao longo da corrida cromatogréfica.

O perfil cromatografico do extrato etandlico de folhas de eucalipto apresenta baixo
pico de acidos fendlicos no inicio, e em maior quantidade picos contendo taninos ou
residuos e média concentracao de flavonoides pelo fato de ser apolar, no final do espectro
(Figura 1). Para o extrato aquoso foliar de eucalipto, foram predominantes flavonoides
agliconas por apresentar solubilidade em solventes organicos apolares e, por possuirem
caréter fenolico, em solucGes aquosas alcalinas (Figura 2). Resultados semelhantes foram
observados por Sivagurunathan (1997) e colaboradores, onde verificaram que 0s
compostos quimicos de trés espécies de eucalipto (E. citriodora, E. globulus e E.
tereticornis) e seu efeito sobre a cultura do tomate, presenca de compostos fenolicos nos
extratos de diferentes partes do eucalipto, os quais resultaram na reducdo ou inibicédo da

germinacdo e comprovando os efeitos alelopaticos na hortalica.
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Figura 2: Perfil cromatogréfico do extrato aquoso foliar de eucalipto (254nm)

Quando analisadas as caracteristicas do Perfil cromatografico do extrato etandlico
de folhas de mangueira, verificou-se que apresenta baixo pico de acidos fendlicos e acido
galico, seguido por picos elevados contendo flavonoides glicolizados e acido fendlico,
por apresentar polaridade em sua estrutura (Figura 3). A classe dos compostos fendlicos
compreendem os fendis simples, os acidos fenodlicos (derivados de acidos benzdico e
cinamico), as cumarinas, os flavondides (flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonais,
flavanonois, flavan-3-6is e antocianidinas), os estilbenos, e muitos deles apresentam
atividades biologicas (Sousa et al., 2007).

Os cromatogramas obtidos por HPLC-PDA mostram compostos com
caracteristicas relacionadas a presenca de fendlicos, sendo a principal delas, os

flavonoides e acidos fendlicos. A comprovacao da presenca de flavonodides e derivados
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de acidos fendlicos foram constatados pelo aparecimento de espectros com bandas
caracteristicas dessas classes em todos os extratos analisados. Para 0s extratos aquosos e
etandlicos foliar de mangueira predominou o os flavonoides glicosilados e os &cidos

fenolicos (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Perfil cromatogréafico do extrato aquoso foliar de mangueira (254nm)
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Figura 4: Perfil cromatogréafico do extrato etanélico foliar de mangueira (254nm)

Os extratos aquosos de folhas de Eucalyptus sp. e Mangifera indica L.
apresentaram em sua estrutura pouca diferenca entre si por serem mais polares e bastante
diversificado em relagédo aos extratos etandlico analisados que séo apolares. Os derivados
de &cidos fendlicos sempre apresentam unica banda de absorcéo que sera referente ao
sistema benzilico, com maxima na regido do UV variando entre 260 — 280 nm. Os
Flavonoides apresentam duas bandas de absorgéo referentes os sistemas aromaticos que

séo encontrados em agliconas: a Banda 11, com méximos na faixa espectral de 240 -290
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nm, atribuido ao anel A e a Banda I, com faixa maxima em espectral de 300 — 390 nm,
atribuida ao anel. A Banda | é associada a absorcdo de anel B, que possui 0 sistema
cinamoil com maior extensdo de conjugacdo eletrénica. A Banda Il é atribuida ao anel

A, que envolve a absor¢do do sistema benzoil de menor conjugacéo (Figura 5).
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Figura 5: Espectros na regido do UV para padrdes de A) acido galico, B) quercetina.

O indice de germinacdo das sementes diminuiu em todas as concentracdes de
extrato testadas tanto para eucalipto quanto para mangueira (Tabela 1). Cabe ressaltar que
a germinacéo das sementes foi altamente comprometida quando utilizada a concentragéo
de 100% de extrato aquoso de eucalipto, ficando 64% menor que o controle. Quando
utilizado extrato etandlico de folhas de eucalipto, houve reducdo progressiva com o
aumento da concentracéo testada.

O indice de alelopatia quando apresenta resultados superiores a 50% sao
apontados como resultado significativo para o efeito alelopatico, de forma que valores
acima de 50% reflete na capacidade de germinacdo das sementes (Balsalobre et. al.,
2006).

Em relacéo ao indice de alelopatia, foi possivel observar que o extrato aquoso
de folhas de eucalipto apresentou alelopatia negativa apenas nas dosagens de 12,5% e
100%. Em relacdo ao extrato etanolico de eucalipto, observou-se que todas as
concentragOes testadas apresentaram efeito alelopatico (indice de alelopatia maior que
50%) (Tabela 1).
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Tabela 1: indice de germinacéo e indice de alelopatia de sementes de Allium cepa L. submetidas ao tratamento com diferentes concentracdes de extrato aquoso e etanélico de

folhas de Eucalyptus sp. e Mangifera indica L.

Tratamentos Extrato aquoso de Extrato etandlico de Extrato aquoso de Extrato etandlico de
eucalipto eucalipto mangueira mangueira
0% 46,67 a 46,67 a 46,67 a 46,67 a
6% 18,33 b 11,67 b 25,00 b 1,67b
12,5% 28,33 b 6,67 b 35,00 b 1,67b
; 25% 18,33 b 10,00 b 30,00 b 1,67b
Indice de Germinagao (%) 50% 21,67b 333¢ 333¢ 0,00 b
100% 8,33¢c 1,67 ¢ 25,00b 0,00b
0% 0,00 0,00 0,00 0,00
6% 0,00 53,33 50,00 94,74
Indice de Alelopatia (%) 12,5% -63,64 73,33 3,57 94,74
25% 0,00 60,00 35,71 94,74
50% -18,18 86,67 92,86 100
100% 54,55 93,33 42,86 100

Meédias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Dunnet (<0,05).
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Para o Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG), verificou-se que, apesar de
ndo haver diferenca estatistica, as sementes germinaram mais lentamente com a
concentracdo de 100% de extrato aquoso de eucalipto (Figura 6A). Quando utilizado
extrato etanolico de eucalipto, houve uma diminuicdo drastica na velocidade de
germinacdo das sementes, em todas as concentracdes testadas, destacando que com a

concentracdo de 100% de extrato o IGV houve uma queda expressiva em relacdo as

demais concentracdes (Figura 6B).
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Figura 6: Indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de Allium cepa com diferentes

concentragdes de extrato aquoso de folhas de eucalipto (A) e extrato etandlico de folhas de eucalipto (B).

N&o houve diferenca no tempo médio de germinacdo (TMG) (Figura7A e 7B) e
na velocidade média de germinacdo (Figura 8A e 8B) das sementes tanto para o extrato
aquoso quanto para o etanodlico de eucalipto. Resultados parecidos foram analisados por
Ferreira, Souza e Faria (2007), quando utilizaram extrato de Eucalyptus citriodora Hook
e Pinus elliottii Engelm, em que ndo observeram diferenca estatistica na reducdo do
percentual de germinacdo e no crescimento radicular quando testado em sementes de

Lactuca sativa L. independentes das concentracdes submetidas.
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Figura 7:Tempo médio de germinacdo (TMG) de sementes de Allium cepa com diferentes concentracdes

de extrato aquoso de folhas de eucalipto (A) e extrato etanélico de folhas de eucalipto (B).
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Figura 8:Velocidade média de germinacdo (TMG) de sementes de Allium cepa com diferentes

concentracdes de extrato aquoso de folhas de eucalipto (A) e extrato etandlico de folhas de eucalipto (B).

Houve um estimulo no crescimento radicular (CRM) e no indice de velocidade
de crescimento da raiz (IVCR) das sementes tratadas com extrato aquoso de eucalipto a
6%, enquanto que nas demais concentragdes nao houve diferenca em relacéo ao controle
(Figuras 9A e 10A). Quando tratadas com extrato etanélico de eucalipto, houve reducao
no comprimento radicular em todas as concentracdes testadas, quando comparadas ao

controle (Figuras 9B e 10B).
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Figura 9: Crescimento radicular médio (CRM) de sementes de Allium cepa com diferentes concentragdes

de extrato aquoso de folhas de eucalipto (A) e extrato etanélico de folhas de eucalipto (B).
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Figura 10: indice de velocidade de crescimento radicular (IVCR) de sementes de Allium cepa L. com

diferentes concentragcdes de extrato aquoso de folhas de eucalipto (A) e extrato etandlico de folhas de

eucalipto (B).

O extrato aquoso de mangueira fez com que a germinacao diminuisse em todas
as concentracdes testadas, entretanto essa redugdo foi mais dréstica com 50% do extrato,
onde a germinacéo foi 72% menor que no controle. Ja o extrato etanolico de mangueira
causou uma drastica redugdo j& na menor concentracdo testada (6%), impedindo

completamente a germinacdo nas concentragdes de 50% e 100% de extrato (Tabela 1).
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Em relacdo ao indice de alelopatia, quando testado o extrato aquoso de
mangueira, houve efeito alelopatico negativo nas concentracdes de 6% e 50%, enquanto
que o extrato etandlico desta planta apresentou efeito alelopatico em todas as
concentragdes testadas (Tabela 1). E importante ressaltar que essas diferencas podem
estar relacionadas, além da acdo do extrato, a qualidade fisiologica das sementes, pois
mesmo no controle, onde foi utilizada somente agua, a germinacao ndo chegou a 50%, e

gue novos testes serdo realizados para confirmar esses resultados.

O IVG das sementes foi menor nas concentracdes de 50% e 100% do extrato
aquoso de mangueira (Figura 11A). Quando testado o extrato etanolico, houve dréstica
reducdo desta variavel em todas as concentragdes testadas (Figura 11B), indicando a

presenca de substancias que retardam ou inibem o processo de germinacédo de A. cepa L.

24
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Figura 11: indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de Allium cepa L. com diferentes

concentracfes de extrato aquoso de folhas de mangueira (A) e extrato etanélico de folhas de mangueira

(B).

O crescimento radicular foi menor na concentracao de 6% de extrato aquoso de
mangueira, ndo diferindo do controle nas demais concentragdes (Figura 12A). Por outro
lado, houve um menor crescimento radicular com o extrato etandlico desta planta, em

todas as concentragdes testadas (Figura 12B).
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Figura 12: Crescimento radicular medio (CRM) de Allium cepa L. com diferentes concentracfes de extrato

aquoso de folhas de mangueira (A) e extrato etanélico de folhas de mangueira (B).

Resultados semelhantes foram observados por Ferreira et al. (2008) quando
avaliaram o efeito de extratos etanolicos de Eucalyptus citriodora Hook. sobre a
germinacao de alface (Lactuca sativa L.) e verificaram que a aplicagéo do extrato desde
concentragOes de 2% reduziu significativamente o indice de velocidade de germinacéo e
0 indice de velocidade do crescimento radicular. Segundo os resultados obtidos por
Cremonez et al. (2013), o extrato de eucalipto pode apresentar efeito inibitorio sobre a
germinacdo e desenvolvimento, ou apenas no decréscimo destes. Corroborando também
com os resultados alcancados por Yamagushi et al. (2011), em que o indice de velocidade
de germinacdo e o desenvolvimento inicial apresentam atrasos no crescimento da
plantula, e através dos resultados obtidos afirma que o eucalipto é uma das espécies com
maior potencial inibitério sobre hortalicas. Segundo Bedin et al. (2006), a semente do
tomateiro ndo teve diferenca estatistica significativa na germinacdo quando submetidas
ao extrato foliar de eucalipto, mas a medida em que as concentra¢fes foram aumentadas
houve um atraso na germinacdo das sementes interferindo na producao final.

Os efeitos alelopaticos negativos, quando analisados em campo, afetam o
processo de desenvolvimento inicial da cultura, causando modificages em sua estrutura,
pois os compostos aleloquimicos podem atuar como sinalizadores no processo do
desgaste celular (Almeida et al., 2008). Alteracbes nas vias metabolicas internas
reproduzem danos na ontogénese modificando etapas importantes para o0

desenvolvimento inicial das plantulas (Ferreira; Aquila, 2000).
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Dessa forma, a efetividade dos extratos esta relacionada com modo de
preparo/obtencdo do extrato e o tipo de solvente em que o material vegetal é submetido.
Os extratos de mangueira apresentam compostos quimicos com alta atividade fitotoxica
na germinacdo de Allium cepa. No trabalho de Comiotto et al. (2011) foram obtidos
resultados similares, onde o extrato aquoso de Schinus terebinthifolius Raddi mostrou
efeito inibitdrio dose dependente para a taxa de germinacédo e indice de velocidade de
germinacdo de sementes de alface. Segundo Ferreira e Borghetti (2004), o efeito
alelopatico interfere na velocidade de germinacgéo ou atraves de processos especificos. E
esse efeito pode interromper o fluxo das vias metabolicas, modificando o padrédo
polimodal de distribuicdo de germinagéo das sementes.

Os extratos etandlicos foliares de Eucalytus sp. e Mangifera indica L. limitaram
a germinacao de sementes de Allium cepa, esse fato esta relacionado a grande captacédo
de grupos quimicos devido a sua polaridade. Grande parte dos compostos aleloquimicos
aumentam a sua efetividade quando misturados com outras classes de compostos
(Larcher, 2006), e a alta toxicidade no extrato é responsavel por esclarecer os resultados
obtidos no indice de germinacdo que através de interacdes potencializa o efeito negativo
sobre as sementes utilizadas.

De acordo com o aumento das proporgdes dos extratos nota-se que ocorre uma
diminuicdo no indice de germinacdo, pois as concentracdes de aleloquimicos ficaram
maiores resultando em um nimero menor de sementes que conseguiram emitir radicula.
Os extratos aquosos apresentados sdo mais polares quando em contato com 0s compostos
alelopaticos por apresentar camadas mais densas com facilidade para solvatar, e
apresentar menor nimero de substancias.

De acordo com Jacobi e Ferreira (1991), um vegetal pode inibir o crescimento
de outros em altas concentra¢des, enquanto em baixa concentragdo podem estimular o
desenvolvimento do mesmo, em desencontro com o trabalho de Seabra Janior et al.
(2017) onde a influéncia alelopética foi proporcional a concentracdo dos extratos,
resultando em influéncia inibitoria observada também a baixas concentragdes. As
modificagdes observadas nos padrdes de germinacgdo sugerem que ocorreram alteracoes
de rotas metabdlicas e alteragdo dos processos fundamentais para o desenvolvimento do
embrido, modificando sua ontogénese. Estas alteracdes podem estar relacionadas com
efeitos sobre a permeabilidade de membranas, transcricdo e traducdo de material

genético, as reagdes enzimaticas e a respiracdo celular (Da Silva, 2012).
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Os resultados obtidos utilizando os extratos de eucalipto corroboram com 0s
resultados encontrados por Yamagushi; Gusman & Vestena (2011), e o efeito alelopatico
observado nos ensaios pode ser explicado devido a presenca de compostos fendlicos
como eucaliptol, taninos e monoterpenos presentes no eucalipto. Autores como Souto,
Gonzalez e Reigosa (1994) também perceberam que Eucalyptus globulus e Pinus radiata
afetaram o crescimento e o desenvolvimento de sementes de alface devido aos compostos
fendlicos presentes em suas estruturas.

Ensaios laboratoriais utilizando extratos vegetais para analisar efeito alelopatico
em outas espécies de plantas sdo de suma importancia para a producdo e manejo de
culturas, de forma que podem amenizar os danos causados aos biossistemas e
contribuindo com métodos relativamente baratos para a pratica da agricultura sustentavel
(Souza-Filho et al., 2010; Goldfarb et al., 2009).

CONCLUSAO

Os extratos aquoso e etanolico de folhas de eucalipto promovem queda na taxa de

germinacdo de sementes de cebola, independente da concentracéo.

O extrato aquoso de folhas de mangueira faz com que a germinacdo diminua em todas as
concentracdes testadas, sendo mais acentuada a 50%. Ja o extrato etandlico causa essa

reducdo a partir da menor concentracao testada.

Os extratos aquosos e etandlicos de Eucalyptus sp. e Mangifera indica L. apresentam

efeito alelopatico na germinacdo das sementes de Allium cepa L.
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