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RESUMO

Chloroleucon foliolosum (Benth.) G. P. Lewis € uma arvore nativa da Caatinga
conhecida vulgarmente como “arapiraca” e apresenta importancia na industria
madeireira e na medicina popular. Entretanto, ha uma escassez de estudos voltados
aos possiveis impactos causados pelos residuos vegetais desta planta quando
liberados no ambiente. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
alelopatico dos extratos etandlicos de folha e caule de C. foliolosum (EFCF e ECCF,
respectivamente) sobre a germinacédo e o crescimento inicial de plantulas de alface
(Lactuca sativa L.). ApoOs coleta do material vegetal, foram preparados os extratos
etanolicos a partir de etanol 50%. A caracterizacdo fitoquimica qualitativa do EFCF e
ECCF foi executada de acordo com a metodologia de Matos (1997). O ensaio de
germinacado foi realizado em microambientes consistidos de placas de Petri
previamente esterilizadas contendo papel filtro como substrato, contendo sementes
de alface. Foram testados os extratos nas concentragbes de 1 mg/L, 10 mg/L, 100
mg/L, 1.000 mg/L e 10.000 mg/L, além de um controle (agua destilada), realizados em
guadruplicata. ApGs 7 dias de germinacéo, realizou-se a morfometria da radicula e
parte aérea, e calculo do indice de velocidade de germinacgéo (IVG). As médias foram
submetidas a ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey e as diferencas entre os
tratamentos foram consideradas significativas para o valor de P < 0,05. Para ambos
0s extratos, concentracdes iguais ou superiores a 100 mg/L do EFCF foram capazes
de afetar negativamente o crescimento da alface, de acordo com o comprimento da
radicula e da parte aérea e do IVG quando comparado com o controle. Na prospeccao
fitoquimica, ambos os extratos possuem alcaloides e taninos; ECCF: saponinas,
antraguinona e catequinas, e flavonoides e compostos fenélicos no EFCF. Portanto,
0S compostos contidos nos extratos podem gerar diferentes respostas, de forma que
a literatura aponta que determinados alcaloides e alguns compostos fendlicos podem
ser citotoxicos, tendo seu efeito potencializado com a presenca d~"¢=e saponinas e
taninos, que podem se associar a parede celular e facilitar a entrada dos
aleloquimicos. Tendo em vista a importancia do crescimento de novas tecnologias
para o uso de plantas da Caatinga, o estudo com os extratos de C. foliolosum revelou
alta toxicidade nas concentracdes testadas (exceto 1 mg/L do ECCF), de modo que,
0 aumento nas concentracdes potencializou estes efeitos.

Palavras chaves: Alelopatia, Germinabilidade; Bioensaios.



ABSTRACT

Chloroleucon foliolosum (Benth.) G. P. Lewis is a native tree from Caatinga commonly
known as "arapiraca" and important to the timber industry and in folk medicine.
However, there are few studies aimed at the possible impacts caused by the plant
residues when those are released into the environment. Thus, this work aimed to
evaluate the allelopathic effect of C. foliolosum leaf and stem ethanolic extracts (EFCF
and ECCF, respectively) on germination and initial growth of lettuce (Lactuca sativa L.)
seedlings. After collection of the plant material, the ethanolic extracts were prepared
from 50% ethanol. The qualitative phytochemical characterization of EFCF and ECCF
was performed according to the methodology of Matos (1997). The germination assay
was performed in microenvironments consisting of previously sterilized Petri dishes
containing filter paper as substrate, containing lettuce seeds. The extracts were tested
in concentrations of 1 mg/L, 10 mg/L, 100 mg/L, 1000 mg/L and 10,000 mg/L, as well
as the control group (distilled water), performed in quadruplicate. After 7 days of
germination, was performed the radicles and aerial parts morphometry, and the
calculation of the rate of germination (IVG). The means were submitted to one-way
ANOVA followed by the Tukey test and the differences between the treatments were
considered significant for the P value <0.05. For both extracts, concentrations equal to
or greater than 100 mg/L of EFCF were able to negatively affect lettuce growth,
according to the length of radicle and shoot and IVG when compared to control. In
phytochemical prospecting, both extracts have alkaloids and tannins; saponins,
anthraquinone and catechins in ECCF, and flavonoids and phenolic compounds in
EFCF. Therefore, the compounds contained in the extracts can generate different
responses, so that the literature indicates that certain alkaloids and some phenolic
compounds may be cytotoxic, having their effect enhanced by the presence of
saponins and tannins, which may associate with the cell wall and facilitate the entry of
allelochemicals. Considering the importance of the development of new technologies
for the use of Caatinga plants, the study with extracts of C. foliolosum show high toxicity
in the concentrations tested (except 1 mg/L of ECCF), so that the, increase in the
concentration potentialized the effect.

Keywords: Allelopathy; Germinability; Bioassays.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que a planta, em diferentes condic6es ambientais, produz metabdlitos
secundéarios para sua protecdo (MARASHIN-SILVA; AQUILA, 2006). Com isso,
observa-se estudos voltados a relagédo ecoldgica entre as plantas e outros organismos
proximos denominada “alelopatia”’, onde seus metabdlitos ao serem liberados no
ambiente podem potencializar o crescimento de outras plantas préximas ou inibir o
crescimento de plantas em suas margens (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Conhecer o efeito alelopético de plantas € essencial para o desenvolvimento
de préaticas agricolas sustentaveis, pois pode fornecer informacdes importantes
guanto ao manejo correto de cultivares, além de subsidiar novas alternativas ao
controle de pragas e ervas daninhas, com a proposicéao de novos defensivos agricolas
naturais (MAGIERO, 2009). Neste ultimo caso, tem-se notado que o uso de defensivos
agricolas sintéticos tem degradado os ecossistemas naturais, contaminando a agua e
consequentemente reduzindo a diversidade genética (MONTANHA et al., 2011). Além
disso, no que diz respeito a conservacao da biodiversidade, os estudos de alelopatia
séo importantes para conhecer 0s perigos que certas espécies de plantas introduzidas
em vegetacdes nativas podem exercer, podendo levar espécies vulneraveis a extin¢cao
(GUREVITCH; SHEINER; FOX, 2009).

Chloroleucon foliolosum (Benth.) G. P. Lewis (Familia Leguminosae, subfamilia
Mimosoideae), conhecida vulgarmente como arapiraca, espinheiro, jucurutu, jiquiri,
espinheiro vermelho e jurema branca (LIMA, 1996; DE ALBUQUERQUE et al., 2011),
€ uma espécie arborea, nativa da caatinga e habita em areas de florestas deciduas e
semideciduas, assim como no cerrado (SOUZA, 2015). Paulino e colaboradores
(2011) destacam a utilizacédo da C. foliolosum na medicina popular. Além disso, Souza
(2016) acrescenta que a espécie € muito importante para a populacao, sendo utilizada
na construcdo domeéstica, como forragem para animais, além de apresentar outros
usos ndo-madeireiros como: tecnologia e como energeético.

Tendo em vista a importancia de C. foliolosum para uso madeireiro, alimenticio
para animais e medicinal e dado que ha uma escassez de informacfes quanto a
influéncia dos residuos vegetais desta planta no crescimento de outras, o presente

trabalho objetivou avaliar o potencial alelopatico dos extratos etanélicos da folha e do
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caule de C. foliolosum (EFCF e ECCF, respectivamente) na germinagao e crescimento

inicial de sementes de alface.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ALELOPATIA

A alelopatia caracteriza-se como um tipo de relacdo ecoldgica entre
organismos, onde pelo menos um deles libera no ambiente substancias provenientes
de seu metabolismo, os metabdlitos secundarios, que podendo afetar o crescimento
e/ou desenvolvimento de outros organismos adjacentes (SOARES; VIEIRA, 2000).
Esse termo foi descrito pela primeira vez por Hans Molisch em 1937, em que descrevia
0 processo de interacdo entre plantas e ambiente em seu livro “The activity of one
plant on another — Allelopathy”. Molisch ficou conhecido como o “Pai da alelopatia”
(WILLIS, 2007).

Por um longo tempo, muitos estudos subsequentes se dispuseram a
compreender quais plantas causavam efeitos sobre as outras, estando estas
relacionadas com a ecologia agricola, como mostra os estudos realizados por Hegazy,
Mansour e Abdel-hady (1990). Ainda assim, era necessario se ter a compreensao dos
mecanismos moleculares envolvidos na alelopatia, como o processo de liberacéo de
substancias quimicas e a atuacao destes compostos (SILVA, 2012).

No geral, os aleloquimicos (metabdlitos secundarios) podem interferir nas
relacbes ecologicas, que podem ser: planta - planta, planta - ambiente e/ou planta -
organismo (PRICE; KELTON, 2013). Além do ja exposto, os aleloquimicos ainda
podem ser liberados com o intuito de facilitar a aquisicdo de nutrientes presentes no
solo pela planta (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015) ou interferir na acao de
bactérias fixadoras de nitrogénio (FERREIRA, 2004).

Em alguns sistemas agricolas, a alelopatia tem sido associada a sistemas
rotacionais de colheita, de modo que as substancias alelopaticas liberadas pelos
residuos das cultivares atuam na regulacdo de patdgenos e ervas daninhas, além de
servir como fertilizante, pois ocorre uma regulacao da toxicidade nestas areas (PRICE;
KELTON, 2013). Esta técnica vem sendo empregada em planta¢cbes de arroz,
apresentado respostas positivas, ndo s6 como herbicida, mas reduzindo os custos de
producéo (AMB; AHLUWALIA, 2016). De modo que, o aumento da populagao mundial

afeta gradativamente ambientes naturais no que diz respeito as ac¢des antropicas,
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novas propostas sustentaveis sdo muito importantes (GUREVITCH; SHEINER; FOX,
20009).

A alelopatia pode se mostrar neutra, benéfica ou negativa dependendo da
concentracdo do extrato vegetal utilizado (FERREIRA; AQUILA, 2000). Porém, o
efeito alelopatico inibitério vem sendo o mais observado, como em estudos realizados
por Oliveira et al. (2012) em que observou o declinio na germinacdo de sementes
expostas ao extrato de diferentes partes de Erythrina velutina Willd., mostrando que
as concentracdes mais toxicas podem induzir a formacao de plantulas deformadas.
Levando em consideracao esta importancia, € necessario que se obtenha os valores
otimos de utilizacdo, de forma que ndo degrade o ambiente e se tenha a acdo de
interesse nas diferentes relaces com o ambiente (PRICE; KELTON, 2013).

2.2 ALELOQUIMICOS E METABOLISMO SECUNDARIO

O metabolismo corresponde a um conjunto de reac¢des quimicas que ocorre
nas células. Este processo estabelece a sintese ou degradacdo de substancias
guimicas mediante uma cascata de reacdes metabdlicas, que sdo responsaveis pelo
crescimento e reproducao das plantas (ALMEIDA, 2017). Sendo este, responsavel
pela degradacao e biossintese de biomoléculas essenciais a sua sobrevivéncia e a
manutencdo da homeostase celular (carboidratos, lipidios, proteinas e acidos
nucleicos), denominado de metabolismo primario (SANTOS, 2007).

J4 os metabdlitos secundarios sdo substancias quimicas resultantes do
metabolismo secundéario e ndo sdo necessariamente essenciais para a planta, mas
participam de processos importantes para a sobrevivéncia, pois estao relacionadas
com seu crescimento e defesa (BENNETT; WALLSGROVE, 1994), e ndo apenas um
produto de excrecédo da planta (SANTOS, 2007).

Assim, 0s metabdlitos secundarios passam por trés processos que influenciam
diretamente sua producao, sendo estes: hereditariedade, etapa do crescimento da
planta e interacdo ambiental (SANTOS, 2007). Em relacdo a interacdo ambiental, os
fatores que podem alterar o teor dos metabdlitos secundarios séo: deficiéncia de

recursos hidricos, alteracfes na temperatura ambiental, incidéncia de luz, substancias
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quimicas, nutricdo mineral, competicdo, dentre outros aspectos (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

A biossintese dos aleloquimicos ocorre em diferentes concentragbes, com
distintas funcdes e sao produzidos em regides especificas a depender da planta
(GUERRIERO et al., 2018). Estes compostos podem ser produzidos no citoplasma
das células. Alguns compostos também podem ser sintetizados no cloroplasto, reticulo
endoplasmatico e mitocondrias (ACAMOVIC; BROOKER, 2005). Esta sintese ocorre
no geral pelo metabolismo da glicose, dos quais, pode-se citar a via do Acido
Chiquimico e da Acetilcoenzima A (SANTOS, 2007). Como exemplo, a sintese das
cumarinas ocorre pela via do acido o-cumarico, por um processo de lactonizacdo
espontanea (XAVIER, 2015). A via melavonato sintetiza os terpenoides e esterdis, ja
a via da fenilalanina/tirosina produz as lignanas, ligninas, dentre outros compostos
como exemplo (SANTOS, 2007).

Os compostos fendlicos e os terpenos sdo 0s mais associados a efeitos
alelopaticos, ao causarem problemas na permeabilidade e inibicdo na germinacéo e
crescimento de plantas alvo (CARMO; BORGES; TAKAKI, 2007).

Nas plantas, os triterpenos atuam como estimuladores da germinacgao
(MACIAS; SIMONET; GALINDO, 1997). Os ester6is atuam no crescimento das
plantas segundo Martins et al. (2010) e segundo Macias, Simonet e Galindo (1997),
estes compostos promovem O crescimento mesmo em pequenas concentracoes.
Terpenos tém a funcdo de associar-se a parede celular e facilitar a entrada de
compostos (MARTINS et al., 2010) e os acidos cumaricos, podem causar 0O
rompimento da membrana celular, liberando o liquido intracelular e organelas (ZHANG
et al., 2010).

Em estudos voltados a atividade destes compostos em seres humanos, as
flavonas sédo estudadas como potencial anticarcinagénico (HUBER; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008). Os esterois participam da sintese dos horménios sexuais (DEWICK,
2009).

Resumidamente, os topicos a baixo expdem as caracteristicas quimicas,
funcdo biolégica e exemplos dos principais metabdlitos secundarios com relagéo
direta ou indireta a efeitos alelopéaticos (FERREIRA, 2004).

Flavonoides: Pertencem a classe dos polifendis. Sao registrados mais de 4.200

favonoides, escontrados sob diferentes formas estruturais. No geral apresentam 15
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atomos de carbono no nacleo fundamental e ligados em uma cadeia de trés carbonos
duas fenilas. Quando originados naturalmente, podem estar na forma conjugada
(heterosideo) com acuUcares ou oxigenadas. Dentre os representantes estdo as
flavonas, flavondis, auronas, quercetina, acacetina, isoflavonoides, neoflavonoides e
bioflavonoides, em que sao representados pelas chalconas na figura 1 (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2007). Além disso esses compostos apresentam diversas funcdes
biolégicas, como: Antitumoral, anti-inflamatério (MERINO et al., 2015), antioxidantes
(ZHANG et al., 2010), citoprotetora (ACAMOVIC; BROOKER, 2005), Protecédo a luz
UV, bactericida, fungicida, antiviral, inibidores de enzimas, agentes alelopéticos
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2007) e carioprotetor (DEWICK, 2009).

Figura 1 — Estrutura quimica da chalcona, representante dos flavonoides.
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HO OH
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Fonte: adaptado de Zuanazzi e Montanha (2007).

Alcaloides: Sdo compostos nitrogenados. Os alcaloides verdadeiros sdo compostos
por um atomo de nitrogénio (originado de aminoacidos) em um anel heterociclico
(caracteristica que classifica quimicamente os alcaloides). Ja os protoalcaloides néao
apresentam seu atomo de nitrogénio integrado ao anel heterociclico. Além disso,
ainda existe os nao derivados a aminoacidos, os pseudoalcaloides, podendo estes ter
ou ndo 0s compostos nitrogenados ligados ao anel. Estes nas plantas podem formar
sais, estar ligados a acucares ou encontrar-se na forma de ésteres ou aminas. Dentre
0s representantes estd a cafeina que tem sua estrutura quimica apresentada na
imagem 2, além desta, ainda representa os alcaloides a colchicina piperina, oxinas,
solanina, sanguinarina, paclitaxel, xantinas, teobromina (HENRIQUES et al., 2007),
tramadol, cloroquina, morfina, quinina e atropina (BARREIRO; FRAGA, 2015). Dentre
suas funcbes biologicas esta a Herbicida (ACAMOVIC; BROOKER, 2005),
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alucinégeno, repelente, anti-hipertensivo, diurético, estimulador do SNC (Sistema
nervoso central), antitumoral (HENRIQUES et al.,, 2007), hipno-analgésicos,
antimalariais e psicoativos (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Figura 2 — Estrutura quimica da cafeina, exemplo de representante dos alcaloides.

.
., N
%&2

Fonte: adaptado de Henriques et al. (2007).

Taninos: Sao substancias fendlicas soluveis em agua, possui a capacidade de formar
complexo com proteinas. Podem apresentar-se na estrutura hidrolisada e
condensada, exibidos na figura 3. Os taninos hidrolisaveis possuem um polinol central
(B-D-glicose) que se esterificam com acido galico. Ja os taninos condensados sao
formados pela condensacdo de duas ou mais flavan-3-ol e flavan-3,4-diol, formando
oligbmeros e polimeros. Dentre os quais estdo os galotaninos, proantocianidina e
elagitaninos, sendo esta Ultima exibido na figura 3 (SANTOS; MELLO, 2007).
Apresenta as seguintes fungdes bioldgicas: antioxidante, anti-inflamatério e fungicida
(BEZERRA et al., 2011), adstringente, inseticida, bactericida, antiviral, inibidor
enzimatico e antimoral (SANTOS; MELLO, 2007).

Figura 3 — Estrutura quimica do cameliatanino B, que esta dentro dos elagitaninos.
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Fonte: Santos e Mello (2007).

Flavonas: Sao flavonoides, em sua maioria sdo oxigenados, em que hidroxilas e/ou
metoxilas sao substitudos por hidroxilas, ou outro substituto, como: metileno, gioxila,
pirano. Em plantas estdo em maior parte conjugados com acgucares por ligacdes
hemiacetal com grupos hidroxila. Existindo uma diversidade de derivados, tendo seu
nucleo fundamental apresentado na figura 4. Os representantes sdo: Apigenina,
luteolina, acacetina, crisina, diosmetina, luteolina, tricetina e tricina (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2007). Que possuem as seguintes funcbes: Antioxidante,
antimutagénico (MERINO et al., 2015) e absorve UV visivel para insetos polinizadores
(DEWICK, 2009).

Figura 4 — Estrutura quimica do ndcleo fundamental da flavona.

|
O

Fonte: adaptado de Zuanazzi e Montanha (2007)
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Catequinas: Séo formados durante a reagao intermediaria para formacéo de taninos
condensados, pela reagcdo de condensacdo, a partir da reducdo da
leucoantocianidinas na posi¢gédo C-4, mostrado na figura 5 (SANTOS; MELLO, 2007).
Alguns representantes sdo: epigalocatequina, epigalocatequina galato, epicatequina
e epicatequina galato (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006). Dentre as
funcbBes biologicas das catequinas estdo: antioxidante e adstringente (DEWICK,
2009), redutor de colesteral e anti-hipertensivo (STRACK; SOUZA, 2012).

Figura 5 — Estrutura quimica da catequina.
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Fonte: adaptado de Santos e Mello (2007).

Saponinas: Sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos. Uma parte de
sua estrutura possui triterpeno ou esteroides, o0 que proporciona ser hidrofilico e outra
contendo acucares, sendo esta hidrofébica. Estas estruturas caracteristicas
proporcionam a funcéo de detergente, emulsificante e redutor da tencdo superficial da
agua. De acordo com o nucleo da aglicona, que é a estrutura lipofiloca, podem ser
classificados como saponinas esteroidais ou saponinas triterpénicas. Dentre 0s
representantes estd o cicloartenol, lanosterol, solasodina, alcaloides esteroidais,
triterpeno tetraciclicos e triterpeno pentaciclicos que representa a estutura quimica
desta substancia na figura 6. Algumas de suas fun¢des biolégicas sdo: Antifungico,
hipocolesterole-miante, atividade hemolitica, ictiotoxica e moluscicida, redutor de
colesterol e trigliceridios, anti-inflamatoério, antiviral, expectorantes e diuréticos
(SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE 2007).
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Figura 6 — Estrutura quimica do triterpenoides pentaciclico, representante das saponinas.
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Fonte: adaptado de Schenkel; Gosmann; Athayde (2007)

2.3 BIOENSAIOS DE ALELOPATIA

Os bioensaios de germinacédo consistem na montagem de microambientes que
proporcionam condi¢cbes adequadas para analisar o comportamento das sementes,
em seu processo de desenvolvimento, mediante a um perturbador ou sob condi¢des
de interesse (ARAUJO; MOTEIRO, 2005). No geral, as plantas possuem pontos
otimos de germinacédo, que sédo influenciados por diversos fatores dependendo da
espécie, como: temperatura, incidéncia de luz e nutricdo. Estes sinais sdo captados
através da semente, regulando o processo de germinacdo (ZAIDAN; BARBEDO,
2004).

Existem diversos processos para realizar esses testes. No entanto, muito se
discute sobre o protocolo ideal de analise (CARMO; BORGES; TAKAKI, 2007). Para
avaliacdo da acao de extratos vegetais, é necessario o uso de solventes moleculares.
Podendo este ser: agua (sub diferente temperatura), etanol, metanol, aceténico,
dentre outros. Os solventes empregados, estdo muitas vezes relacionados a
substancia de interesse (RIBEIRO et al., 2012).
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Nem sempre é possivel avaliar a fitotoxicidade de um extrato, apenas pela
germinabilidade da semente, pois muitas sdo insensiveis a algumas substancias que
causam efeitos tardios (ARAUJO; MONTEIRO, 2005). Assim, a avaliacdo do
crescimento das plantulas é essencial, devido a sua alta sensibilidade as substancias.
Por exemplo, efeitos inibitérios de extratos podem interferir na qualidade das
plantulas, podendo apresentar mutagdes, reducdo de crescimento ou necrose das
raizes (MELO et al., 2004).

Deve-se levar em consideracéo ainda que, muitas cultivares séo utilizadas para
os diferentes tipos de bioensaios, sendo mais utilizadas as indiferentes a variantes,
como pH, incidéncia luminosa e condi¢des hidricas (SIMOES et al., 2013), como
exemplo a alface (Lactuca sativa L.), que é amplamente utilizada por mimetizar
ambientes naturais, além de apresentar alta sensibilidade a diferentes condi¢cdes de
estresse e rapida germinabilidade (FERREIRA; AQUILA, 2000) e responde a
diferentes aleloquimicos por apresentar pouco reserva nutricional nas sementes,

utilizando assim recursos externos (FERREIRA, 2004).

2.4 FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae € uma das maiores familias das dicotiledéneas (JOLY,
2002). Sado cosmopolitas, contendo mais de 650 géneros com cerca de 18.000
espécies descritas (SOUZA; LORENZI, 2005). No Brasil, existem 222 géneros e 2.849
espécies, distribuidas em todas as regides, pois apresenta habitos diversos:
trepadeiras, lianas, ervas, arbustos, subarbustos e arvores (Fabaceae In FLORA DO
BRASIL EM CONTRUCAO 2020).

No geral, as folhas sdo compostas e alternas, apresentando estipulas ou as
mesmas podem estar presentes na forma de espinhos. Contém flores destacadas,
gue podem forma inflorescéncias (SOUZA; LORENZI, 2005). Sdo reconhecidas 3
subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e Faboideae (JOLY, 2002).

Exibem consideravel relevancia para a populagéo, tendo em vista a utilizacao
na alimentagéo, como recurso madeireiro, forrageira, fertilizante e em associacéo a
bactérias fixadoras de nitrogénio (FERNANDES et al., 2014), além de muito

empregada na arborizagéo urbana e como ornamental (SOUZA; LORENZI, 2005).
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Do ponto-de-vista etnobotanico e etnofarmacologico, s@o atribuidas as
leguminosas uma variedade de atividades biol6gicas, como: anti-inflamatoria,
antioxidante, processos infecciosos, antidiabético, (RAJAMANICKAM; KALAIVANAN;
SIVAGNANAM, 2015), acao cicatrizante, tratamento para acne, antimicrobiana
(BEZERRA et al., 2011), além de muitas outras utilizag6es, como: antirreumatica,
antiparasitaria e analgésica (MIRANDA et al., 2014). Por exemplo, a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Pterodon emarginatus Vogel foi demonstrada por
Santos et al. (2010), assim como em muitas outras espécies, como o Oleo de
Copaifera multijuga Hayne (MENDONCA; ONOFRE, 2009).

Além da avaliacdo do seu potencial farmacoldgico, pesquisas também tém
analisado e caracterizado as substancias quimicas produzidas por leguminosas que
possam ter interesse medicinal (GONCALVES; MIRANDA; ARAUJO, 2016). Por
exemplo, ja se tem muitas comprovacdes cientificas de espécies Leguminosae, como
estudos com Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke, onde observou-se a presenca de
diversos compostos em extratos de folhas e caule, como: triterpenoides, esteroides,
antocianidinas, flavonoides, bem como a presenca de leucoantocianidinas,
catequinas, flavonas, flavonodis, xantonas, taninos hidrossolUveis e saponinas
(BEZERRA et al., 2011).

A familia ainda é muito utilizada em sistemas agrarios no controle de pragas de
cultivo, assim como fertilizante. Em que, a espécie Pterodon polygalaeflorus Benth
tem potencial larvicida pela presenca de 6-D-acetoxivouocapano no 6leo essencial
(PIMENTA, 2006).

2.5 GENERO Chloroleucon

Dentro da familia Leguminosae, o género Chloroleucon possui forma arbustiva
ou arbédrea, dentre os quais estdo sete espécies: Chloroleucon acacioides (Ducke)
Barneby & J.W.Grimes, Chloroleucon dumosum (Benth.) G.P.Lewis, Chloroleucon
extortum Barneby & J.W.Grimes, Chloroleucon foliolosum (Benth.) G.P.Lewis,
Chloroleucon mangense (Jacq.) Britton & Rose, Chloroleucon tenuiflorum (Benth.)
Barneby & J.W.Grimes e Chloroleucon tortum (Mart.) Pittier (SOUZA, Chloroleucon In
FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO 2020).
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Chloroleucon foliolosum (Benth.) G.P.Lewis (figura 1) é conhecida como
arapiraca, espinheiro, jucurutu, jiquiri, espinheiro vermelho e jurema branca, podendo
atingir 5 a 6 metros de altura (LIMA, 1996; DE ALBUQUERQUE et al., 2011). E uma
arvore nativa da caatinga, encontrada em regides de florestas deciduas e
semideciduas e também muito frequente no cerrado (SOUZA, 2015). Esta espécie €
importante em areas de mata ciliar, pois exibe alta resisténcia a saturacdo de agua e
enquadra-se como uma planta importante na restituicdo de éareas degradadas
(RODRIGUES et al., 2013).

Figura 7 — Chloroleucon foliolosum: (A) espécie em ambiente natural, (B) folha e (C) caule. Localizada
no sitio Logradouro, Serra Talhada—PE, 2018.

(A) (B) ©)

Fonte: Imagem do autor.

Também é frequentemente utilizada em éareas de pastagem, pois é um
importante recurso forrageiro para bovinos, caprinos e ovinos (LIMA, 1996).
Apresentam um alto potencial antimetanogénico em ruminantes, ou seja, reduzem a
emissdo de metano (OLIVEIRA et al.,, 2018). Paulino et al. (2011) destaca a
importancia da C. foliolosum na medicina popular. Assim como na construcao

domeéstica, recurso ndo-madeireiros e energético (SOUZA, 2016).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DE MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS
ETANOLICOS

Foi realizada uma unica coleta de folhas e casca do caule de Chloroleucon
foliolosum no horario da manha, no Sitio Logradouro situado na cidade de Serra
Talhada/PE nas coordenadas geograficas, latitude 8° 07°03.9” Sul e longitude
38°16’°06.1” Oeste. O extrato foi obtido a partir da folhas e fragmentos do caule, que
passaram pelo processo de secagem por calor seco em estufa por 72 horas a uma
temperatura de 40°C. Em seguida, o material vegetal (300g de folhas ou 100g de
caule, pesados em balanca analitica com quatro casas decimais) foi triturado
utilizando um liquidificador e assim colocado em contato com o solvente, etanol 50%,
durante 72 horas (extracao a frio). Sendo utilizada bomba a vacuo para filtrar o extrato.
Os residuos remanescentes ficaram em contato com etanol 50% por 72 horas. No
final dessa etapa, as solucfes filtradas foram unidas e submetidas a extracdo a
guente, consistindo em um aquecimento em banho-maria com temperatura controlada
(70 £ 2°C).

2.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA QUALITATIVA

O extrato bruto etandlico obtido ap6s as extracdes foi pesado em balanca
analitica com quatro casas decimais e diluido em proporcdo de 1:100 de agua
purificada. Em seguida foram realizadas as andlises fitoquimicas seguindo a
metodologia de Matos (1997, com adaptacfes), no qual se analisou a presenca dos
seguintes metabdlitos secundarios: alcaloides, triterpenoides, esterdides, saponinas,
cumarinas, compostos fendlicos, taninos, flavonoides, antraquinonas, antocianidinas,

chalconas, leucoantocianidinas, catequinas e flavonas.
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Alcaloides: consiste na mudanca de cor com o reativo de Dragendorff, em que
120ul do extrato diluido sera misturado a 50ul do reagente de Dragendorff em
uma placa de ELISA. A mudanca de cor para alaranjado indica a presenca do

bioativo.

Triterpenoides e Esteroides: a reacdo de 150ul extrato com uma gota de
anidrido acético e duas gotas de acido sulfarico gera mudanca de coloracéo,
guando a cor da solucao fica vermelha indica a presenca de triterpendides e o
aparecimento da cor azul-esverdeado a presenca de esteroides.

Saponinas: consiste na presenca de espuma persistente em mistura de 1ml

do extrato com 2ml de agua purificada, apos 20min de agitacéao

Cumarinas: o aparecimento de cor azul em papel filtro contendo uma gota de
solucdo de KOH 10% e uma gota do extrato, indica a presenca do bioativo em
luz UV 365 nm.

Compostos Fendlicos: a presenca do metabdlito € qualificada pela presenca
de mancha azul em papel filtro contendo 1 gota do extrato e uma nota de FeCl3
2%.

Taninos: em eppendorf € adicionado 1ml do extrato e cinco gotas de gelatina
2,5%, posteriormente 0 mesmo € agitado para a formacédo de precipitado, a
presenca do precipitado indica a presenca de taninos.

Flavonoides: consiste na mistura de uma gota do extrato com uma gota do
reagente AICl3 5% em papel filtro, em luz UV a indicacdo de presenca se da

pelo aparecimento de cor amarela.

Antraquinonas: mistura-se 150ul da solucdo de EFCF ou ECCF e 50ul de
NaOH 0,5 mol.L?, a mudanca de coloracédo da solucdo para a cor vermelha

indica a presenca do metabdlito, em placa de ELISA.
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1) Antocianidinas e Chalconas: foi adicionado 1 mL de extrato em trés tubos de
ensaio. No tubo 1 foi adicionado HCI 0,5% para acidificar (pH 3) a solucao, ja
nos tubos 2 e 3 adicionou-se NaOH 0,5 mol.L! para alcalinizar (pH 8 e 11) a
solucdo. A mudanca de coloracdo para vermelha, lilas e azul purpura nos
respectivos tubos indica a presenca de antocianidinas. A presenca de
chalconas € apontada caso a solucao nos tubos 1 e 3 apresentem coloracao

vermelha.

j) Leucoantocianidinas e Catequinas: 1 mL do extrato € acidificado (pH 3) com
HCL 0,5 mol.L't em tubo de ensaio e posteriormente aquecido, a formacéo de
coloracdo amarela na amostra indica a presenca de catequinas, ja o

aparecimento da coloracdo vermelho indica a presenca de leucoantocianidinas.

k) Flavonas: 150 pL do extrato € adicionado em placa de ELISA e nesta é
acrescentado um pedaco de magnésio metalico, posteriormente o meio €
acidificado com uma gota de HCI concentrado. A presenca de flavona é

indicada pelo aparecimento de coloracéo vermelha na solucao.

3.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

3.3.1 Preparacédo do material

Com excecao das pipetas, todo o material utilizado no teste alelopatico (placas
de Petri com papel filtro, béqueres, dgua destilada, peneira, espatula, bastao de vidro
e pincas devidamente lavados) foi previamente esterilizado em autoclave por 20 min,
seguidos de secagem em estufa a 60 °C por 24 horas (exceto a agua destilada). Em
seguida, todo material (juntamente com as pipetas Pasteur graduadas, papel filme,
luvas, mascaras e pincéis) foram expostos a luz UV durante 15 minutos em camara
de fluxo laminar, antes da realizacdo do teste de alelopatia. As sementes de alface

(cultivar Cinderela, marca Felitrin-Brasil) foram previamente higienizadas em solucao
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de hipoclorito de sodio a 10%. Todos os procedimentos acima visaram evitar a

contaminagao por micro-organismos durante o ensaio de germinacao.

3.3.2 Ensaio de germinacdo e avaliagdo do crescimento inicial em

microambiente

Os extratos foram diluidos com agua em béqueres em diferentes
concentragdes de extrato: 1 mg/L, 10 mg/L, 100 mg/L, 1.000 mg/L e 10.000 mg/L e
um grupo controle (L) s6 com agua estéril. O experimento ocorreu em camara UV,
utilizando luvas e mascara, sendo estes devidamente esterilizados, para evitar
contaminagao por micro-organismos. Foram distribuidas 30 sementes de Lactuca
sativa L. var. Cinderela (Feltrim, Brasil) por placa de Petri com papel filtro, em
guadruplicata, contendo em cada placa 3 mL da respectiva concentracdo de extrato
diluido. As placas foram armazenadas em camara de germinacdo com demanda
bioquimica de oxigénio (BOD), com temperatura média de 23°C, por um periodo de 7
dias. A contagem do numero de sementes germinadas (NSG) foi realizada
diariamente, considerando como germinadas as radiculas com emergéncia de 1 mm.
Ao final do processo, sucedeu a morfometria do comprimento da radicula e hipocétilo

das plantulas de L. sativa, utilizando paquimetro analégico.

3.3.3. Determinacédo do indice de velocidade de germinacéao (IGV)

O indice de Velocidade de Germinacao (IVG) para cada dia analisado, proposto

por Maguire (1962), foi determinado de acordo com a formula (1):

NSG,
IVG,=ZLy —— (1)
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Onde: “IVGy” € o indice de velocidade de germinacdo até o dia “n”; “i” é o dia do
experimento em que foi realizada a contagem do NSG (por exemplo: i =1 € o primeiro
dia, i = 2 é o0 segundo dia, i = 3 e assim sucessivamente), NSG; é o niumero de

sementes germinadas (ou em emergéncia) no dia i.

3.3.4 Andlises estatisticas

No desenho experimental, o delineamento foi inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos e quatro repeticdes para cada tipo de extrato (ECCF ou EFCF). As
médias + desvio padrdo para cada grupo foram calculadas e submetidas a analise de
variancia (ANOVA) de uma via ou de duas vias (quando apropriado), seguida pelo
teste de Tukey. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6
e o Microsoft Excel 2016. As diferencas entre as médias foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de P < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA QUALITATIVA

A prospeccado fitoquimica revelou a presenca de alcaloides, esteroides e
taninos em ambos os extratos. O extrato das folhas de C. foliolosum (EFCF)
apresentaram flavonoides, compostos fendlicos e flavonas, ja o extrato de caule de C.
foliolosum (ECCF) revelou a presenca de saponinas, antraquinonas e catequinas. Nao
foram identificados os demais compostos nos extratos testados, de acordo com a
tabela 1.

Tabela 1 — Resultados qualitativos da qualificacao fitoquimica em EFCF e ECCF. Em que o (+) significa
presenca e (-) auséncia.

Metabdlitos secundarios EFCF ECCF
Alcaloides +
Triterpenoides -
Esteroides +
Saponinas -
Cumarinas -
Compostos fendlicos +
Taninos +
Flavonoides +
Antraquinonas - +
Antocianidinas - -
Chalconas - -
Leucoantocianidinas - -
Catequinas - +
Flavonas + -

Fonte: prépria autoria.

+

+ +

+

As plantas alocam recursos fornecidos pelo ambiente em diferentes partes de
acordo com a necessidade do individuo, sendo estes utilizados para a manutencao
da homeostase celular ou para producdo de substancia (metabdlitos) que
proporcionem sua sobrevivéncia. Existem trés grandes classes de metabdlitos
secundarios relacionados a defesa da planta, sendo estes 0s compostos
nitrogenados, terpenoides e compostos fendlicos (RICKLEFS, 2010). Suas producdes
sdo afetadas por fatores ambientais, como o déficit hidrico, temperatura e umidade

(MEIRA et al., 2013). A espécie analisada é encontrada em areas que apresentam as
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caracteristicas citadas a cima de forma acentuada, assim os compostos observados
na qualificacéo fitoquimica podem estar relacionados ao fato de estarem atuando na
defesa da planta, auxiliando na defesa contra herbivoros, microrganismos e
decompositores (MEIRA et al., 2013).

De acordo com as analises, os resultados exibiram diferentes substancias com
relacdo as partes vegetais analisadas. Nas folhas e caule foram observados a
presenca de alcaloides s&o substancias com sabor amargo, muito encontrados em
areas superficiais na planta, epiderme, pois atuam como barreira de herbivoros
(ACAMOVIC; BROOKER, 2005). Os taninos também apresentam essa caracteristica,
podem estar distribuidos por toda a planta e em sua maioria esta presente no caule,
possuem acdo adstringente, atuando contra microrganismos e formando
complexacado com metais e outros compostos (MEIRA et al., 2013). Além de que, foi
observado a presenca de esteroides em ambos os extratos, uma vez que esta
associado a membrana vegetal, atuando em sua fluidez e permeabilidade, podendo
esta distribuido por toda a planta (BREDA, 2010).

Apenas nas folhas foram encontrados Compostos fendlicos dos quis estdo os
flavonoides, flavonas, entre outros néo identificados. A planta sob alta incidéncia de
luz intensa ou atague de patdégenos aumenta a producéo de fendis. Os flavonoides
sdo encontrados em area foliar atuando como protetores contra a luz ultravioleta (UV),
além de que, as flavonas podem atuar na absor¢cédo dessa luz e assim torna-la visivel
a polinizadores (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

No caule foi observado a presenca de antraquinonas sao substancias com
pigmento alaranjado, avermelhado ou amarelado, pode ser encontrada na caule,
folhas, flores e/ou frutos, além de possuir potencial medicinal (SANTOS; SILVA;
BRAZ-FILHO, 2008). As saponinas apresentam baixa disponibilidade na planta e
estdo apresentes em sua maioria em areas susceptiveis a ataques de herbivoros ou
patégenos (CHEOK; SALMAN; SULAIMAN, 2014). As catequinas estdo dentro dos
compostos fendlicos e estdo distribuidas em toda a planta, entretanto nado foi
detectada a presenca nas folhas. O mesmo ainda tem a capacidade de se transformar
em flavonoide pelo processo de oxidacao, podendo assim néo ter sido observado nas
folhas (SILVA, NAVARRO, 2007).

Além disso, Miranda et al. (2014) mostra que diferentes grupos de metabolitos
sdo encontrados em comum em distintas espécies de Leguminosae, como exemplo,

0s compostos fendlicos.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Quanto a andlise do nimero de sementes germinadas em funcéo dos dias de
experimento, ao serem adicionadas as concentracdes dos extratos nas placas de
Petri, observou-se a emergéncia da radicula apenas 48 horas apds a semeadura nas
placas. Para o EFCF, a concentracdo de 1.000 mg/L diminuiu 0 nimero de sementes
germinadas nos primeiros dias de tratamento (2° ao 6° dia), igualando com o controle
no 7° dia. J4 a concentracdo de 10.000 mg/L diminui significativamente (P<0,05) o
namero de sementes germinadas para o EFCF (decréscimo de 59% comparado ao
controle) e ECCF (decréscimo de 41% comparado ao controle) (Figura 2 e tabelas 2
e 3). E possivel visualizar que, & medida em que se aumentou a concentracido em
ambos os extratos, houve um prolongamento no tempo de germinacao, visivelmente
exposto na concentracao de 10.000 mg/L (figura 2). Em testes de alelopatia, a medida
gue a toxicidade aumenta o tempo de germinacao em testes tendem a se prolongar
(FERREIRA, 2004).

Figura 8 — NUmero de sementes germinadas (SG) sob efeito do EFCF (A) e do ECCF (B) em diferentes
concentracdes apods sete dias de germinacdo. Para cada tratamento, cada valor representa a média +
erro padréo de 4 repeti¢des.
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354
-o- (Controle (agua destilada)
8 _ 304
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2 E ] — ECCF 1000 mg/L
SE ) -e- ECCF 10000 mg/L
£g
=

Tempo

Fonte: préopria da autora.

Tabela 2 — Médias * desvio padrdo do numero de sementes germinadas de alface durante sete dias

de contagem nos tratamentos com EFCF e controle.

Solugbes Média do nUmero de sementes germinadas
Dias 1° 20 30 4° Dia 5° Dia 6° Dia 7° Dia
Controle 0 131,’:‘;32* 3%3*0 2;,;(\;341 12,22“*6 26,75+15 29 +0,8165
1 mg/L 0 182’,22521 22?53583 276?:33 * 212’3511 285+1201 29+ 1414
10 mg/L 0 112,’;33* 17f§ * 21195151 %%%575' 27+0,8165 28,25+ 0,5
100 mg/L 0  17+183 g,llg zi Ior 2;3’,72(&)381 26,75+1,5 28,51
om0 3 SRR D L Bm
10.000 g/l 0 11%%;5 %2757;5 %21‘25 ?"65811 7,75+8,958 11,5+ 13, 30

Fonte: prépria autoria.

Tabela 3 — Médias * desvio padrdo do nimero de sementes germinadas de alface durante sete dias

de contagem nos tratamentos com ECCF e controle.

Solugdes Média do nimero de sementes germinadas

1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia 6° Dia 7° Dia
Controle 0 11,5+ 21 + 22,75 + 25+ 26,75 + 29+
3,317 3,830 3,304 1,826 1,5 0,8165
1 mg/L 0 135+ 21,25 + 275+ 28,75 + 29 + 29+ 1,155
0,5774 2,63 1,291 0,9574 1,155
10 mg/L 0 15+ 20,75 + 24,75 + 26,5+ 26,75 + 28,25 +
2,16 2,062 2,5 1,915 2,062 2,217
100 mg/L 0 18,75 + 21,75 + 26,5+ 27,25+ 275+ 1 28,75 +
1,259 2,63 1,291 0,5 0,9574
1.000 mg/L 0 85+ 15,25 + 18 + 22+2,16 235+ 25,25 +
3,317 3.304 2,449 2,38 1,258
10.000 mg/L 0 1+ 4,25 + 85+ 14,25 + 17 + 17,5
0,8165 1,285 1,732 3,304 4,243 +3,873

Fonte: prépria autoria.



34

De acordo com o indice de velocidade de germinacao (IVG) apresentados na
figura 3, o tratamento de 1 mg/L apresentou as melhores taxas de germinagao para o
EFCF. Ja no ECCF a concentra¢cédo de 100 mg/L teve o melhor indice, ambos diferindo
significativamente do controle (P < 0,05, ANOVA de duas vias seguida do teste de
Tukey). Por outro lado, as concentragdes de 1.000 e 10.000 mg/L de ambos 0s

extratos interferem negativamente no IVG.

Figura 9 — indice da velocidade de germinacdo (IVG) para sementes expostas a diferentes
concentracdes, A — EFCF e B — EFCF. Para cada tratamento, cada valor representa a média + erro
padrdo de 4 repeticdes.
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Fonte: prépria autoria.
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De acordo com a figura 4, o comprimento do hipocétilo das plantulas de alface
foi afetado negativamente em todas as concentracfes das folhas em relagcdo ao
controle. A média de crescimento foi de 0,9003 + 0,2525 cm. Os grupos EFCF 1 mg/L
(F1), 10 mg/L (F2), 100 mg/L (F3), 1.000 mg/L (F4) e 10.000 mg/L (F5), quando
comparados ao controle, regrediram 19,78%, 23,44%, 31,22%, 48,44% e 68,22%,
respectivamente, sugerindo um efeito concentracao-dependente do efeito alelopatico
inibitério. Na analises entre os tratamentos, F1 nao diferiu significativamente de F2 e

F3, e F3 ndo diferiu de F4, como foi mostrado na figura 4.

Figura 10 — Comprimento médio (em centimetros) do hipocétilo de plantulas de Lactuca sativa tratadas
com agua destilada (controle) e EFCF em diferentes concentracdes. Para cada tratamento, cada valor
representa a média + erro padréo de 4 repeticoes Letras diferentes diferem significativamente entre si
(p < 0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey).
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Fonte: prépria autoria.

Quanto a morfometria da radicula, o controle cresceu em média 2,387 + 1,399
cm, diferindo dos tratamentos F3, F4 e F5 que regrediu 54,82%, 79,96% e 94,35%,
respectivamente. J4 os demais F1 e F2, ndo diferiram significativamente do controle.
Entre os tratamentos, apenas F3 - F4 e F4 - F5, ndo diferiram de forma significativa
(Figura 5).
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Figura 11 — Comprimento médio (em centimetros) da radicula de plantulas de Lactuca sativa tratadas
com agua destilada (controle) e EFCF em diferentes concentracdes. Para cada tratamento, cada valor
representa a média + erro padréo de 4 repeticdes. Letras diferentes diferem significativamente entre si
(p < 0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey).
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Fonte: prépria autoria.

A figura 6, mostra plantulas de alface no final do experimento submetidas as
diferentes concentracbes do EFCF, onde é perceptivel o efeito alelopatico inibitério
para concentracfes acima de 1.000 mg/L. Também é possivel notar a presenca de
necrose radicular nas plantulas tratadas com as concentracdes de 1.000 e 10.000
mg/L.

Figura 12 — Plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentracdes do EFCF e o controle
(Con.), ap6s sete dias de germinagdo. F1 = 1 mg/L; F2 = 10 mg/L; F3 = 100 mg/L; F4 = 1.000 mg/L; F5
= 10.000 mg/L.
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Fonte: Imagem do autor.

O comprimento do hipocétilo de plantulas de aflace na presenca do ECCF em
diferentes concentracdes (figura 7) foi afetado em todos os tratamentos em relacao
ao controle, visto que a média do comprimento do hipocétilo do controle foi 0,9003 +
0,2525 cm. O mesmo diferiu positivamente de 1 mg/L (C1) que cresceu 44,44%, ja 10
mg/L (C2), 100 mg/L (C3), 1.000 mg/L (C4) e 10.000 mg/L (C5) diferiram
negativamente do controle, regredindo 18,45%, 45% e 62%, respectivamente. Nos
demais tratamentos, apenas C2 e C3 nao diferiram entre si.

Figura 13 — Comprimento médio (em centimetros) do hipocétilo de plantulas de Lactuca sativa tratadas
com agua destilada (controle) e ECCF em diferentes concentrac6es. Para cada tratamento, cada valor
representa a média + erro padréo de 4 repeticdes. Letras diferentes diferem significativamente entre si
(p < 0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey).
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Fonte: prépria autoria.

Quanto ao comprimento da radicula, o controle ndo diferiu de forma significativa
de C1 e C2, sendo a média do controle de 2,387 = 1,399 cm. C3, C4 e C5 foram
afetados negativamente, sendo que o comprimento da radicula regrediu 28,4%,
75,51% e 96,65%, respectivamente. Entre os tratamentos, C2 - C3 e C4 - C6 nédo

diferiram entre si (figura 8).
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Figura 14 — Comprimento médio (em centimetros) da radicula de plantulas de Lactuca sativa tratadas
com agua destilada (controle) e ECCF em diferentes concentra¢fes. Para cada tratamento, cada valor
representa a média + erro padréo de 4 repeti¢des. Letras diferentes diferem significativamente entre si
(p < 0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey).
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Fonte: propria Autoria.

De forma similar para EFCF, plantulas de alface submetidas as diferentes
concentragcbes do ECCF também apresentam efeito alelopatico inibitério para
concentragbes acima de 1.000 mg/L, além da presenca de necrose radicular nas

plantulas tratadas com as concentracfes de 1.000 e 10.000 mg/L.

Figura 15 — Plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentra¢cdes do ECCF e o controle
(Con.), ap6s sete dias de germinagdo. F1 = 1 mg/L; F2 = 10 mg/L; F3 = 100 mg/L; F4 = 1.000 mg/L; F5
= 10.000 mg/L.

Fonte: Imagem do autor.
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Em ambos os extratos EFCF e ECCF, foram identificados a presenca de varios
metabdlitos secundarios como os flavonoides, que se enquadram no grupo dos
compostos fendlicos que sdo importantes na resposta ao estresse oxidativo em
plantas, pela acdo antioxidante (EL-DARIER; MARZOUK; KHATAB, 2013), assim
como as flavonas (MERINO et al., 2015). Os flavonoides ainda sdo mencionados com
potencial citoproteto (ACAMOVIC; BROOKER, 2005) tendo seu efeito na germinagao
potencializado, quando relacionado com esteroides, que age beneficamente no
crescimento (MACIAS; SIMONET; GALINDO, 1997). As catequinas, que sdo citadas
como redutores de radicais livres. Estes radicais podem acelerar o envelhecimento
celular (STRACK; SOUZA, 2012).

Entretanto, os resultados demonstraram efeito alelopatico inibitério tanto no
EFCF quanto o ECCF, sendo assim fitotoxico em plantulas de alface, pois houve no
geral um declinio, dependente de concentragdo, na germinabilidade e crescimento
inicial das plantas ao longo do tempo. Este resultado pode ter decorrido da presenca
de alcaloides, uma vez que efeitos semelhantes sob a germinacédo foram observados
em experimentos conduzidos por Gomes et al. (2013), em que os alcaloides presentes
nos extratos vegetais analisados podem ter agravado o efeito inibitorio observado.
Dentre os grupos de compostos que podem causar esta condicdo, os alcaloides estao
diretamente relacionados com a germinacédo, podendo atuar como reguladores do
crescimento. Esta substancia atua como um inibidor pela sua natureza quelante e/ou
citotoxica (HENRIQUES et al., 2007). Além de que, esta citotoxicidade pode ser
relacionada com a capacidade do composto causar mutacdes, pois pode alterar a
forma do DNA ou causar danos as células (ELVIN-LEWIS, 2001).

Outros compostos observados em analise podem também estar relacionados,
como 0s taninos, que apresentam a capacidade de se ligar a proteinas de forma
reversivel ou irreversivel, assim como receptores de membrana (SANTOS; MELLO,
2007). A sua capacidade em formar complexos com outros compostos, pode
prejudicar a funcionalidade de vias metabdlicas (BESSA et al., 2013), caso este se dé
com proteinas que realizem funcéo essenciais na célula. Quando relaciona a condicéo
toxica, a acdo/funcédo desses compostos pode ser alterada e causar efeitos reversos.
Compostos fendlicos observados no EFCF podem ser substancias com alta
fitotoxicidade. De acordo com estudos realizados por Hussain e Reigosa (2011), a
medida que adicionou-se benzoxazolin-2(3H)-ona (um composto fendlico) em

bioensaios de germinacdo, houve uma reducdo gradativa no crescimento das
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plantulas. Além disto, alguns compostos fendlicos ainda podem ter a capacidade de
alterar o potencial de membrana, causando problemas no transporte de ions na célula
de forma concentracdo dependente (ZHANG et al., 2010; EL-DARIER; MARZOUK;
KHATAB, 2013).

Certas saponinas também podem se enquadrar como um grupo de
aleloquimicos com ac&o inibitéria (MACIAS; SIMONET; GALINDO, 1997), uma vez
qgue podem formar complexos com proteinas, esteroides e fosfolipidios, pela sua
natureza anfipatica, podendo assim altera a permeabilidade ou destruicdo da
membrana (SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2007). No ECCF, detectou-se a
presenca de saponinas.

Estudos realizados com flavonoides revelou sua relacdo com a idade de
degeneracdo dos componentes celulares (DEWICK, 2009), de tal modo que a
alteracdo nos receptores causada por alcaloides ou a complexacdo de
saponinas/taninos com proteinas, podem alterar as cascatas de reacoes, podendo
fazer com que a acdo benéfica dos flavonoides seja modificada e assim ocorra a
degradacao dos componentes da célula vegetal, causando a reducao da germinagao
e/ou crescimento das plantulas.

E importante acrescentar que as substancias aos serem metabolizadas pela
planta pode mudar sua composicao estrutural e assim originar substancias derivadas
que passam a ser fitotoxicas (MACIAS et al., 2006).

Em pequenas concentracdes, 0s extratos em geral se mostraram neutros. No
entanto, houve o resultado estimulante quanto ao crescimento da parte aérea na
concentragdo 1 mg/L do ECCF, que pode ser esclarecido pela presenca de
substancias protetoras, como taninos, catequinas e esteroides e auséncia de
metabdlitos altamente toxicos como os compostos fendlicos. Devido este resultado,
esta concentracao pode ser utilizada como um possivel fertilizante biolégico. Além de
gue alguns metabdlitos podem ser liberados no ambiente podem permanecer na
forma inativa e apenas pela atuacdo de microrganismos serem assim ativados
(FERREIRA, 2004). De forma que, essas substancias no ambiente natural demanda
de um longo tempo para degradacéo, principalmente as contidas no caule pela baixa
biodisponibilidade de nitrogénio (PENTEADO, 2007).

Também foi observado a presenca de pelos radiculares e raizes laterais nos
extratos com menores concentracdes ente 1 mg/L e 100 mg/L, durante o crescimento

das plantulas. A falta de nutrientes pode fazer com que a planta desenvolva mais pelos
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radiculares e raizes laterais, de modo que aumenta a superficie de contato com o
substrato (EPSTEIN; BLOOM, 2004). As figuras 6 e 9 mostram que, a medida em que
se aumenta as concentracdes de nutrientes disponiveis, as plantulas reduzem o
crescimento radicular, de forma que a parte aérea € pouco afetada. As plantulas em
seu desenvolvimento inicial alocam reservas nutricionais nos cotilédones, para que
assim ocorra o desenvolvimento desta é&rea, realizando assim 0S processos
fotossintéticos, sendo estes essenciais para que planta produza seu proprio alimento
(autétrofo). Ao fim deste, os recursos sdo redirecionados para o desenvolvimento de
outras areas (WEIDLICH; PESCADOR; UHLMANN, 2010).

Além disso, esse resultado pode ser explicado pelos reguladores do
crescimento, auxina e citocinas. Em altas concentra¢cdes nutricionais, as auxinas
presentes na raiz regridem, o que reduz o crescimento radicular, ja as citocinas
aumentam, favorecendo o crescimento aéreo (EPSTEIN; BLOOM, 2004). E a
exposicdo direta da radicula a substancia que podem causar rompimento da
membrana celular ou altera sua permeabilidade, ou mesmo altera a forma do DNA,
pode ter causado a necrose observada nas contracdes de 1.000 mg/L e 10.000 mg/L
do EFCF e ECCF.

Tendo em vista a utilizacdo desta espécie nas atividades humanas, os
resultados sugerem planos de manejo em sua utilizacdo devida a toxicidade dos
extratos, uma vez que esses usos podem liberar residuos no ambiente e
consequentemente afetar a vegetacao local. Além de que, a espécie pode competir
com plantas do seu entorno, reforcando a importancia do manejo em projetos de
reflorestamento com mata nativa.

Convém ressaltar que nem sempre 0s testes em laboratério apresentam os
mesmos resultados em analises em campo, podendo tem seus efeitos reduzidos ou
agravados e pela interferéncia de outros fatores ambientais (MARASCHIN-SILVA;
AQUILA, 2010).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos etandlicos de folha e caule de C. foliolosum apresentaram efeito
alelopético inibitério. Uma vez que a germinacdo foi afetada nas maiores
concentragbes do EFCF e ECCF, assim como, efeitos no crescimento inicial das
plantulas, exibindo um declinio gradativo a medida que se aumentou as
concentragfes. Entretanto, houve na concentracdo de 1 mg/L do ECCF um aumento
de 44,44% no crescimento do hipocétilo e aumento na velocidade de germinacao,
além de que em pequenas concentragdes o efeito no geral foi neutro, demonstrando
um efeito estimulante dependente de concentragéo.

De modo que a presenca de compostos fendlicos, alcaloides, taninos,
saponinas, podem, num primeiro momento, explicar o efeito alelopatico inibitério
apresentado nas folhas e caule de C. foliolosum, no entanto, é necessario
caracterizar, identificar e isolar esses compostos para melhorar o entendimento dos
mecanismos moleculares. Além dos compostos ja mencionados, a auséncia de
compostos fendlicos e presenca de catequinas também demonstram o potencial do
EFCF e ECCF para utilizacdo em diversos campos, como a industria agricola.

Por fim, sdo necessarios estudos aprofundados que qualifique as
concentracfes dos metabdlitos secundarios e avalie seu potencial sob patdgenos de

plantas e seus danos em analises em campo.
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