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FELIX, R.A.Z. Efeitos da Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith em aspectos
fisiologicos da germinacao de sementes. 2007. 83p. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de

Biociéncias, UNESP - Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO- O trabalho objetivou avaliar os efeitos alelopdticos de extratos aquosos e
metanodlicos de sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) AC Smith, sobre a germinacdo
de sementes de rabanete e alface e sua influéncia sobre o metabolismo de proteinas e
amido nessas sementes, 0, 6, 12 e 24 horas ap6s o inicio da germinacdo. Os bioensaios de
germinacdo foram conduzidos em camara de germinac¢do do Departamento de Botanica e o
de andlise dos teores de amido e proteinas no Departamento de Quimica e Bioquimica do
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu (SP),
utilizando os seguintes tratamentos para germinagdo: T1 (testemunha: dgua destilada); T2
(cumarina 100 mg L'l); T3 aTé6 (5, 10, 20 e 40 g, respectivamente, de semente moida de A.
cearensis L' de dgua destilada); T7 (testemunha: 100 mL de metanol L' de dgua
destilada); T8 a T11 (5, 10, 20 e 40 g, respectivamente, de semente moida de A. cearensis
+ 100 mL de metanol L' de dgua destilada). Sementes de rabanete e alface foram
colocadas em placas de Petri contendo papel de filtro como substrato e umedecidas com 5
mL dos tratamentos. As seguintes caracteristicas foram observadas: porcentagem de
sementes germinadas, indice de velocidade de germinacao (IVG), comprimento da radicula
e parte aérea e porcentagem de plantulas normais. Os extratos aquosos € metandlicos, em
concentracdes mais elevadas, promoveram maior poder alelopatico sobre a germinagao das
sementes de rabanete e alface, assim como, no desenvolvimento das plantulas formadas
que apresentavam necrose radicular. Para o experimento de metabolismo, sementes de
rabanete e alface foram tratadas com os seguintes tratamentos: T1 (testemunha: dgua
destilada); T2 (cumarina 100 mg L'l); T3 e T4 (20 e 40 g, respectivamente, de semente
moida de A. cearensis L' de dgua destilada) para sementes de rabanete e T1 (testemunha:
agua destilada); T2 (cumarina 100 mg L'l); T3 (10 g semente moida de A. cearensis L' de
4gua destilada) e T4 (10 g semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L™ de
dgua destilada) para alface. Avaliando-se os teores de proteinas e amido a 0, 6, 12 e 24
horas apds o inicio da germinacdo, foi possivel observar variacdo no teor de proteina e
amido nas sementes de rabanete e alface ao longo do periodo de avaliacdo.

Palavras-chave: cumarina, desenvolvimento, alelopatia, metabolismo.



FELIX, R.A.Z. Amburana cearensis (Fr. All.) AC Smith effects in physiological
process of the seed germination. 2007. 83p. Dissertation (M.Sc.) — Institute of
Bioscience, UNESP — Sao Paulo State University, Botucatu.

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the allelopathic effects of aqueous
and methanolic extract of Amburana cearensis (Fr All) Ac Smith on radish and lettuce
seed germination as well as their influence on the proteins and starch metabolism on these
seeds, observed in four moments: 0, 6, 12 and 24 hours after the germination beginning.
The germination bioassays were conducted in the germination chamber of the Botanic
Department and the metabolism experiment in the Department of Biochemistry Institute of
Biosciences UNESP, Sao Paulo State University, Botucatu (SP).The following germination
treatments were used:T1 (control: distilled water); T2 (coumarin 100 mg L'l); T3 to T6
(5,10,20 and 40 g, respectively of Amburana cearensis ground seeds L' of distilled
water), T7 (control: 100 mL of methanol L' of distillate water); T8 a T11 (5,10, 20 and 40
g, respectively of Amburana cearensis ground seeds + 100 mL of methanol L™ of distilled
water). Radish and lettuce seeds were put in plates containing filter paper as substract and
moistened in 5 mL of the treatment. The following characteristics were observed:
percentage of germinated seeds, germination velocity index, small root and aerial part
length and normal plants percentage. The aqueous and methanolic extracts in increased
concentrations, foment an allelophatic power raise on radish and lettuce seed germination
likewise in the development of grown plants that showed necrosis in the small roots. For
the metabolism experiment, radish and lettuce seeds were treated with the following
treatments: T1 (control: distilled water); T2 (coumarin 100 mg L'l); T3 and T4 (20 and 40
g, respectively of A. cearensis ground seed L-1 distilled water) for radish seeds. Regarding
to lettuce the treatment was T1 (control: distilled water); T2 (coumarin 100 mg L'l); T3 (10
g of A. cearensis ground seed L of distilled water) and T4 (10g of A. cearensis ground
seeds + 100 mL of methanol L™ of distilled water). Estimating the starch and proteins
quantity in 0, 6, 12, 24 hours after the germination beginning, was possible to observe the
variation in the starch protein quantity in radish and lettuce seeds all along the evaluation
periods.

Key words: coumarin, development, allelopathy, metabolism.



1. INTRODUCAO

A alelopatia tem sido descrita como qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou
benéfico que uma planta (incluindo microrganismos) exerce sobre outra pela producao de
compostos quimicos ou aleloquimicos liberados no ambiente (Rice, 1992).

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plantas produzem substancias
quimicas com propriedades que afetam benéfica ou maleficamente, algumas espécies de
plantas. A esse fendmeno deu-se o nome de alelopatia e as substincias responsdveis por
essas propriedades, de aleloquimicos. Esses compostos estdo distribuidos em
concentracdes variadas nas diferentes partes da planta e durante o seu ciclo de vida. Os
aleloquimicos quando liberados em quantidades suficientes causam efeitos alelopaticos
que podem ser observados na germinacdo, no crescimento e/ou no desenvolvimento de
plantas j4 estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microrganismos (Carvalho, 1993).

Os aleloquimicos interferem na conservagao, dorméncia e germinacdo de sementes,
crescimento de plantulas e no vigor vegetativo de plantas adultas. Este dltimo efeito pode
influenciar em maior ou menor grau a competicio entre espécies e interferir na
regeneragdo natural ou crescimento de espécies introduzidas numa dada drea,
influenciando na constituicdo dos ecossistemas naturais. Assim, a sucessdao vegetativa de
uma determinada drea pode estar condicionada as plantas pré-existentes e aos
aleloquimicos liberados ao meio.

Os efeitos alelopaticos sao mediados por compostos secundarios pertencentes a
diversas classes de compostos quimicos dentre eles, fendis, terpenos, alcaldides, taninos,
cumarinas, esterdides, flavondides, poliacetilenos, &4cidos graxos, peptideos e outros
(Putnam & Duke, 1978).

A presenca de Kalmia angustifolia L. impediu o estabelecimento de mudas de
Picea maritima num programa de reflorestamento na América do Norte (Melkania, 1992).
Em plantios mistos de Juglans nigra L. e Alnus glutinosa (L.) Gaertn. foi observado que,
ap6s 8 anos, todas as plantas da segunda espécie morreram, comec¢ando pelos ramos
pequenos, depois pelos galhos, tendo sido determinada a causa da morte como proveniente
de aleloquimicos produzidos pela primeira espécie, que se acumulavam na serrapilheira
(Rietveld et al., 1983).

No Brasil, os estudos com alelopatia sdo, muitas vezes, restritos as espécies de

Eucalyptus (Alves et al., 1999), ou a influéncia de plantas cultivadas e invasoras sobre os



cultivos, principalmente em manejo com rota¢do de culturas (Ferreira & Aquila, 2000). Em
espécies do cerrado foi demonstrado que extratos de Calea cuneifolia DC. (Coutinho &
Hashimoto, 1971) e Wedelia paludosa DC. (Barbosa, 1972) inibiam a germinagdo de
sementes de tomate.

Existe um grande interesse em reduzir invasdes de plantas ditas infestantes, pois
estas representam um dos principais problemas da produgdo agricola. Um manejo
inadequado dessas plantas pode provocar a perda da qualidade das lavouras e a diminuicao
da produtividade, em decorréncia da competi¢do por dgua, luz e nutrientes. Pode ainda,
hospedar ou transmitir pragas e doencas, além de dificultar a aplicag@o de tratos culturais e
fitossanitdrios.

O controle destas espécies deve ser efetuado nao com o intuito de erradica-las
completamente, pois algumas espécies trazem beneficios para a lavoura, como a protecao
do solo contra a erosdo, a reciclagem e disponibilidade de nutrientes, o fornecimento de
matéria organica, a diminui¢io da temperatura do solo com maior retencao de umidade e a
conseqiiente melhoria na estruturacdo do solo (Santos et al., 2002).

A utiliza¢do de herbicidas tem se apresentado como unica ferramenta no controle
de algumas espécies de plantas infestantes. E o uso indiscriminado destes produtos tem
despertado uma grande preocupacgdo por parte de diversos paises devido as conseqiiéncias
ambientais e a contaminacao dos alimentos (Carvalho et al., 2002).

Atualmente, t€ém se investigado bastante a pontecialidade alelopdtica de plantas
medicinais. Uma vez determinada esta caracteristica em uma espécie, através de testes de
laboratério e de campo, os resultados poderdo servir como uma opg¢ao a mais a ser utilizada
no controle de plantas infestantes.

A Amburana cearensis (Fr. All.)) AC Smith, conhecida popularmente no Brasil
como cumaru, amburana de cheiro e cumaru do Ceard, pertence a familia das
Leguminosae-Papilonoideae, € uma espécie tipica da regido nordeste, muito rica em
cumarina, composto fendlico inibidor natural do processo da germinacdo (Berrie et al.,
1968; Mayer & Poljakoff-Mayber, 1975), o qual interfere, também, em outros processos
fisiolégicos da planta (Knypl, 1960, 1971; Thiman, 1969).

Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos alelopaticos de
extratos aquosos e metandlicos de sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) AC Smith
sobre a germinacdo de sementes de rabanete e alface e a influéncia desses extratos no teor

de amido e proteinas dessas sementes durante o processo de germinagao.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Alelopatia

Os primeiros relatos sobre a capacidade que certas espécies de plantas possuem de
interferir na fisiologia de plantas de outras espécies foram feitos por Theophrastus (300
A.C.). Seguiram-se os trabalhos de Plinio (1 D.C.), Culper (1633), Browne (1658), Young
(1804), De Candolle (1832), Beobachter (1845) e Stickney & Hoy (1881), citados por Rice
(1984).

O termo alelopatia foi definido por Molish (1937), a partir das palavras gregas
allelon (mutuo) e pathos (prejuizo), para englobar todas as interferéncias entre plantas,
provocadas pela liberacdo de substancias quimicas por elas elaboradas, através de tecidos
vivos ou mortos. Embora essa definicio englobe tanto interagdes prejudiciais como
benéficas, a palavra alelopatia passou a ser utilizada como uma conotagdo restrita aos
efeitos prejudiciais, diretos ou indiretos de uma planta sobre a outra, através da produgao
de compostos quimicos liberados no ambiente (Rice, 1974).

Por sua vez, Whittaker (1970) conceituou alelopatia como sendo uma forma de
interacdo que envolve as plantas superiores, caracterizando-se pela elaboragcdo de produtos
quimicos por uma espécie, que inibe a germinagdo ou o crescimento de outras espécies
geograficamente proximas.

Conforme relato de Sarasola (1977), os fitopatologistas quando empregam o termo
alelopatia, referem-se, geralmente, aos efeitos nocivos que certos produtos quimicos,
eliminados no ambiente por certas plantas, tém sobre outras da mesma comunidade ou
sobre si mesma. A producdo de substincias que interferem, direta ou indiretamente, no
crescimento e desenvolvimento normal das plantas, € um carater indispensdvel para
considerar os vegetais invasores como alelopédticos. Portanto, ndo devem ser incluidos
como tais, espécies que interferem no desenvolvimento normal de outras espécies do
mesmo habitat e que competem pela luz, 4gua e nutrientes.

O termo alelopatia € pouco conhecido, conforme relato de Drost & Doll (1980),
entretanto, esse desconhecimento nao € devido ao fato de ter sido descoberto recentemente.
O fendmeno em si € conhecido como um fator importante na producdo de culturas e
controle de ervas daninhas, hd muito tempo, tanto que Sarasola (1977) refere que os
japoneses constataram a ocorréncia de alelepoatia em Pinus desinflora, através de um

documento de autoria de Banzan Kumazawa escrito ha cerca de 300 anos.



Rice (1984) define a alelopatia como qualquer efeito direto ou indireto, benéfico ou
prejudicial, de uma planta ou de microrganismos sobre outra planta, mediante producdo de
compostos quimicos que sao liberados no ambiente pelas plantas doadoras. Dessa forma, a
alelopatia distingue-se da competi¢do, pois essa envolve a reduc@o ou a retirada de algum
fator do ambiente, necessdrio a outra planta no mesmo ecossistema, tal como agua, luz e
nutrientes.

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plantas produzem substancias
quimicas com propriedades alelopdticas que afetam ou nao algumas espécies de plantas
(especificidade). Tais substancias encontram-se distribuidas em concentragdes variadas nas
diferentes partes da planta e durante o seu ciclo de vida (periodicidade). Quando essas
substancias sdo liberadas em quantidades suficientes, causam efeitos alelopaticos que
podem ser observados na germinagao, no crescimento e/ou no desenvolvimento de plantas
jé estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microrganismos (Carvalho, 1993).

Como é um fendmeno que ocorre largamente em comunidades vegetais, a
alelopatia € um dos mecanismos por meio dos quais determinadas plantas interferem no
desenvolvimento de outras, alterando-lhes o padrdo e a densidade (Smith, 1989).

A alelopatia € um importante processo ecoldgico regulando as populacdes vegetais
em ecossistemas agricolas (Lovett, 1990; Purvis, 1990). Entretanto, muitos dos resultados
de estudos de bioensaios utilizados para demonstrar a alelopatia sdo dificeis para serem
aplicados em situagdes de campo, em parte devido aos métodos utilizados nao refletirem a
realidade ecoldgica (Stowe, 1979; Wardle, 1987).

Uma das técnicas mais utilizadas para estudar a alelopatia envolve o preparo de
extratos aquosos foliares e de sistema radicular, observando a influéncia desses extratos
sobre a germinagao e o crescimento da radicula (Luu et al., 1982; Putnam, 1985; Inderjit &
Dakshini, 1990). Embora sejam atribuidas que as respostas de sementes e plantulas aos
extratos vegetais sejam devido a alelopatia, existe a possibilidade que os extratos possam
exercer efeito osmotico negativo sobre as espécies testes (Bell, 1974) e alguns estudos tem
avaliado qualitativamente a importancia relativa da influéncia osmdtica e potencial
alelopdtico dos extratos vegetais sobre a germinacdo de sementes (Stowe, 1979; Henn et
al., 1988).

Por defini¢do, a alelopatia ocorre no ecossistema (Putnam & Duke, 1978) e os
dados obtidos em estudos de laboratério podem indicar, apenas, uma resposta de potencial
alelopdtico (Smith & Martin, 1994). Mas, respostas especificas de determinada planta e

estruturas quimicas, sdo facilmente identificadas em laboratdério.



A importancia da alelopatia no ecossistema natural, ainda € controversa. Muitos
cientistas duvidam que a alelopatia seja fator significante na interacdo planta/planta, pois
as evidéncias desse fendmeno tém sido dificeis de serem obtidas. E ficil mostrar que
extratos ou compostos purificados de uma planta possam inibir o crescimento de outra
planta em experimentos de laboratério, mas tem sido muito dificil demonstrar que esses
compostos estdo presentes no solo em concentragdes suficientes para inibir o crescimento
(Taiz & Zeiger, 2002). Além disso, substincias organicas no solo estdo ligadas as
particulas do solo e podem ser rapidamente degradadas pelos microrganismos (Dao, 1987).

A alelopatia tem recebido muita ateng@o nas duas ultimas décadas como forma de
explicar o padrdo vegetativo nas comunidades vegetais (Muller, 1969; Whittaker, 1970;
Rice, 1979) e como um importante aspecto das interacdes plantas daninhas/culturas
(Borner, 1960; Tukey, 1969; Bell & Koeppe, 1972; Rice, 1979).

A técnica do plantio direto pode inibir ou estimular o crescimento da cultura
seguinte (Rice, 1984) e o grau de inibicdo do crescimento de uma planta sobre a outra é
promovido por fitotoxinas liberadas pela cultura durante o seu crescimento ou pela
decomposicdo da cultura ou residuos de plantas daninhas deixadas no campo (Putnam &
Tang, 1986; Hedge & Miller, 1990). Assim, o estudo da alelopatia torna-se importante na
agricultura, para prevenir perdas na produgdo da cultura.

Segundo Einhelig & Leather (1988), os problemas com plantas daninhas t€m sido
tratados somente sob o ponto de vista da competi¢do, e em nenhuma abordagem tém sido
investidas as perdas econOmicas em campos infestados de acordo com as interferéncias
alelopaticas e a competi¢ao.

Por exemplo, observa-se pobre emergéncia de plantulas de alface (Lactuca sativa
L.) quando plantadas imediatamente ap6s Apium graveolens L. (Shilling et al., 1992).
Tecidos de raizes de Asparagus officinalis L. inibiram a emergéncia de alface e atrasou a
emergéncia de tomate (Shafer & Garrison, 1986) e raizes de alfafa inibem a germinacao de
sementes de pepino e foram téxicos as sementes pré-germinadas (Ells & McSay, 1991).

Um grande ndmero de culturas e espécies daninhas parece promover ou inibir o
crescimento de outras espécies € 0os compostos quimicos com potencial alelopético estao
presentes em muitas plantas e em diversos 6rgdos, como folhas, flores, frutos e gemas
(Guenzi et al., 1967; Rice, 1984; Putnam & Tang, 1986; May & Ash, 1990).

Em certas situagdes, esses compostos podem ser liberados no meio ambiente em
quantidades suficientes e com muita persisténcia para afetar a planta vizinha ou aquela

sucessiva. A liberacdo desses aleloquimicos, em condi¢cdes de campo, ocorre por



exsudagdo de raizes vivas e pela decomposi¢do dos residuos vegetais (Bhowmik & Doll,
1982; Putnam & Tang, 1986; Inderjit & Dakshini, 1992).

Compostos alelopéticos podem ser liberados na natureza por exsudatos ou por
decomposicdo das plantas ou parte delas (Salas & Vieitez, 1975; Khan, 1982; Rice, 1984).
Estas substancias aleloquimicas (Bhowmik & Doll, 1982) podem inibir a germinacdo ou o
crescimento de outras plantas (Evenari, 1949; Dalrymple & Rogers, 1983; Kil & Yim,
1983), resultando em sérios problemas para a agricultura (Miller, 1983; Taylor & Shaw,
1983; Castro et al., 1984; Picman & Picman, 1984).

Harbone (1988) afirma que muitos compostos secunddrios sintetizados pelas
plantas inibem a germinacdo de sementes. Essa inibicdo quimica pode se dar pela
competi¢do por umidade, luz ou nutrientes com plantas vizinhas de outra espécie ou da
mesma espécie.

Pesquisas na drea da alelopatia iniciaram-se, principalmente, em 1940 (Evenari,
1940, 1949; Bonner & Galston, 1944; Bonner, 1946), continuando-se, eventualmente, até
1960 com pesquisas realizadas por Muller (1966). Muitas dessas pesquisas t€ém sido
realizadas em condicdes controladas ou semicontroladas em laboratério ou casa de
vegetacdo (Friedman, 1995), sendo a germinacdo de sementes o teste mais utilizado para
avaliar o efeito alelopédtico de extratos da planta toda ou parte da planta.

Existe interesse tanto académico como aplicado na pesquisa dos efeitos
alelopaticos. Em nivel académico, a alelopatia é bastante estudada para avaliar o papel das
populacdes vegetativas naturais ou comunidades, € no aspecto aplicado, esses estudos
objetivam desenvolver, principalmente, formas de controle biolégico de plantas daninhas
(Putnam, 1983; Leather, 1983).

A maioria dessas substancias provém do metabolismo secundario, sendo atribuida a
estas a funcdo de defesa e/ou protecdo, pois durante o processo de evolugdo destas plantas
estas substancias representaram alguma vantagem contra a acdo de microrganismos, virus,
insetos e outros patégenos ou predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o
crescimento e desenvolvimento das plantas (Waller, 1999).

O estudo da alelopatia, muitas vezes, é bastante importante quando se pensa em
rotacdo de cultura numa drea agricola (Miller, 1983; Vilhordo et al., 1985; Burin &
Vilhordo, 1986). Quando ¢ utilizada a adicdo de matéria organica em decomposicdo ao
solo, o problema pode se tornar especialmente delicado (Bhowmik & Doll, 1982; Anaya et

al., 1987). Os efeitos alelopaticos podem ser observados tanto sobre a germinagdo quanto



sobre o crescimento da plantula. O efeito é mais drastico sobre o crescimento do que sobre
a germinacao (Dalrymple & Rogers, 1983).

Segundo Grankhov & Didyk (1996), alelopatia é a interacdo fisioldgica e
bioquimica entre individuos, os quais se constatam no espago (interacdo alelopatica) ou no
tempo (acdo pds-alelopdtica).

Smith & Martin (1994) relatam que o papel da interferéncia vegetal é complexo,
sendo muito dificil diferenciar a influéncia bioquimica, da ndo bioquimica. Geralmente, 0s
resultados de muitas pesquisas demonstram potencial alelopatico através do uso de extratos
vegetais em bioensaios. Nesses bioensaios devem-se testar vdrias concentragdes que
poderdo ser similares a concentracdo potencial no ecossistema natural.

Segundo Taiz & Zeiger (2002), as plantas produzem uma diversidade de produtos
organicos, que parecem ndo interferir diretamente no crescimento e desenvolvimento das
plantas; esses compostos sdo conhecidos como metabdlitos secundérios, porém, uma das
diferencas com relacdo ao metabolismo primério € a distribui¢cd@o restrita nas plantas. Sao
chamados pelos fisiologistas de “substancias aleloquimicas" ou "metabdlitos secundarios"
e pelos quimicos, “organicos naturais" (Lima, 2000).

Os metabolitos secunddrios sdo, atualmente, considerados de grande necessidade a
vida das plantas, sendo sua produ¢@o controlada através da pressd@o ambiental na forma de
estresse fisioldgico na defesa contra insetos e patdgenos, deficiéncia de nutrientes,
reguladores vegetais dentre outros ndo claramente definidos (Vickery & Vickery, 1981;
Bennett & Wallsgrove, 1994; Vielra, 2000).

Santos (2002) relatou que os metabdlitos secundarios sdo produtos, embora ndo
necessariamente essenciais ao organismo vegetal, que garantem vantagens para sua

sobrevivéncia e para a perpetuagdo de sua espécie no habitat natural.

2.2- Alelopatia e seus efeitos

Desde a antiguidade, sabe-se que algumas espécies vegetais podem prejudicar o
crescimento de outras que estdo nas suas proximidades. Durante muito tempo esse fato foi
considerado como um fendomeno inexplicdvel (Rodrigues et al., 1992).

O efeito de substancias secunddrias toxicas foi referido em 1832 por De Candole,
que iniciou as pesquisas nessa drea, e elaborou a teoria de que o “cansaco das terras”
poderia ser devido ao acimulo de produtos quimicos, produzidos pelas raizes de culturas

anteriores e ndo a falta de nutrientes (Alves, 1992).



Existem dudvidas se as substincias alelopaticas representam o produto final do
metabolismo celular ou se sdo sintetizadas pelas plantas com fungdes especificas.

Alguns pesquisadores defendem a primeira hipdtese, pois existem maiores
quantidades de agentes aleloquimicos nos vacuolos das células, onde seriam depositados
para evitar sua prépria autotoxicidade. J4, outros, consideram que a producdo desses
compostos € regida pelas leis da genética e que estdo sendo constantemente sintetizados e
degradados pelas plantas (Almeida, 1985).

Segundo Swain (1977), os compostos secunddrios sdo elaborados pela célula com
finalidade especifica, sendo que sua sintese segue a lei da genética. Putman & Duke
(1974), bem como Fay & Duke (1977) relatam também que a sintese de substancias
alelopaticas pela célula € controlada geneticamente.

Bonner (1950) considera que, embora os aleloquimicos tenham sua sintese
controlada, eles s6 exerceriam efeito, caso fossem liberados pela planta produtora e
alcancassem a planta receptora numa quantidade suficiente para atuar efetivamente.

Para Miller (1996) os metabdlitos secunddrios de plantas e seus produtos de
degradacdo sdao importantes em todos os agroecossistemas. Segundo o autor, a
autotoxicidade e a heterotoxicidade sdo tipos de alelopatia. A autotoxicidade ocorre
quando a planta produz substincias téxicas que inibem a germinacdo das sementes € o
crescimento de plantas da mesma espécie. Pesquisas t€ém mostrado que plantas de alfafa
contém compostos fitotoxicos soliveis em agua, que sdo liberados dentro do ambiente do
solo, por meio de folhas frescas, caules e tecidos da coroa, bem como de material seco,
raizes em decomposi¢do e sementes (Hall & Henderlong, 1989).

A heterotoxicidade ocorre quando substancias fitotéxicas sdo liberadas pela
lixiviacdo e exsudacdo das raizes e decomposi¢do de residuos de algum tipo de planta
sobre a germinacdo das sementes € o crescimento de outra planta (Whittaker & Feeny,
1971).

Os compostos alelopéticos liberados por uma planta poderdo afetar o crescimento,
prejudicar o desenvolvimento normal e até mesmo inibir a germinac¢do das sementes de
outras espécies vegetais (Silva, 1978).

Conforme Klein & Muller (1980), a producao de agentes alelopéticos sofre também
influéncia de fatores do meio ambiente. Assim, a radiacdo seria um deles, sendo que
numerosos estudos indicam que a qualidade, intensidade e duracdo da luz interferem no
fenomeno, além de condi¢des de estresse, devido a seca, frio e caréncia nutricional,

verificados também por Chou & Kuo (1986).

10



Segundo Whittaker & Feeny (1971), muitas interacdes de ataque e defesa, bem
como respostas comportamentais que ndo envolvam forcas fisicas, mas compostos
quimicos, podem afetar o crescimento, o estado sanitdrio, o comportamento ou a biologia
da populagao de outras espécies.

As plantas apresentam riqueza de substincias quimicas secunddrias, que
aparentemente, nao estdo diretamente relacionadas com os processos metabdlicos normais
da fotossintese, respiragdo e crescimento (Harbone, 1977a).

Bell (1981) menciona que os compostos secunddrios apresentam papel ecoldgico,
alguns podem ser produtos finais de rotas biossintéticas e outros produtos de excrecao.

De acordo com Whittaker & Feeny (1971), os efeitos alelopaticos de uma planta
sao aceitos desde que sejam comprovados que:

a) um inibidor quimico efetivo esteja sendo produzido e ocorra numa concentragio
potencialmente efetiva no solo;

b) a inibicdo ndo seja por efeito de competicao da planta por luz, dgua e nutrientes,
nem por uma atividade animal.

Velini (1991) afirma que € extremamente dificil isolar os efeitos dos varios
processos pelos quais as plantas afetam umas as outras, principalmente os efeitos da
competicdo e da alelopatia, no que é corroborado por Alves (1992), que complementa
citando que a competicdo entre plantas reduz ou remove do ambiente um fator de
crescimento necessdario a ambas, enquanto na alelopatia ocorre a adi¢do de um fator ao
meio.

Souza et al. (1993) estudaram em condicdes de casa-de-vegetacdo a possivel
ocorréncia de efeito alelopatico de 18 espécies de plantas daninhas sobre o crescimento
inicial de Eucalyptus grandis e observaram alteracdes importantes no desenvolvimento das
mudas, tais como desaceleracao no crescimento em altura, didmetro do caule, producao de
matéria seca e variagcdes no teor de clorofila. Entre as espécies testadas, Brachiaria
decumbens Stapf. promoveu os efeitos mais dristicos, principalmente no desenvolvimento
da parte aérea, reduzindo em 97,74% e 62,81% o aumento da matéria seca de caules e
folhas e das raizes das plantas de eucalipto, respectivamente.

A inibicdo alelopatica sobre a absorcdo i6nica pode ser devido ao prejuizo ou a
despolarizacdo das membranas celulares das raizes. Esse efeito altera as fun¢des celulares
que interfem ndo somente com o acimulo de fons, mas também com reacdes da

fotossintese e acoplamento respiratério (Glass & Dunlop, 1974; Balke, 1985).
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E importante lembrar que os efeitos benéficos de uma planta sobre outra ndo devem
ser desvinculados do conceito de alelopatia, uma vez que um dado composto quimico pode
ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo da concentragdo do mesmo no meio

ambiente (Rice, 1979).

2.3- Natureza e funcao das substiancias alelopaticas

Entre os agentes alelopdticos, existem mais de 300 metabdlitos secundérios
vegetais e microbioldgicos pertencentes a muitas classes de produtos quimicos (Rice,
1984) e esse numero continua aumentando com a realizacdo de novas pesquisas. Essa
diversidade entre estruturas aleloquimicas é que dificulta os estudos de alelopatia. Outra
complicagdo é que a origem de um aleloquimico freqiientemente é obscura e sua atividade
bioldgica pode ser reduzida ou aumentada pela acdo microbiolégica, oxidacdo e outras
transformacgdes. Possiveis fontes de aleloquimicos no ambiente das plantas incluem
Nnumerosos microrganismos, certas invasoras, uma cultura anterior ou mesmo a cultura
atual. Similarmente, as espécies afetadas podem ser os microrganismos, as invasoras ou a
cultura (Einhellig, 1996).

Virios tipos de compostos organicos foram identificados como aleloquimicos,
produzidos por microrganismos ou plantas superiores (Rice, 1984), podendo ser
relacionados como principais os seguintes:

« Acidos organicos soldveis em 4gua, dlcoois de cadeia reta, aldeidos aliféticos e
cetonas; acidos citricos, malico, acético e butirico; metanol, etanol e acetaldeido;

* Lactonas insaturadas simples: patulina e dcido parasorbico;

* Acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos: oléico, estedrico, miristico e
agropireno;

* Naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas: juglona, tetraciclina e
aureomicina;

* Fendis simples, dcido benzdico e derivados: dcido galico, vanilico e hidroquinona;

e Acido cinamico e derivados: acido clorogénico e fertlico;

* Cumarinas: escopoletina e umbeliferona;

* Flavondéides: quercetina, florizina e catequina;

* Taninos condensados e hidrolisdveis: dcidos eldgico e digdlico;

* Terpendides e esterdides: cineol, canfora e limoneno;

* Aminodécidos e polipeptideos: marasmina e victorina;
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* Alcaléides e cianidrinas: estriquinina, atropina, codeina, cocaina e amidalina;
* Sulfetos e glicosideos: sirigrina e alilisotiocianato;

* Purinas e nucleosideos: cordicepina, teofilina e paraxantina.

Nas plantas, as substancias alelopaticas desempenham as mais diversas fungdes,
sendo responsdveis pela prevencdo da decomposicdo das sementes, interferem na sua
dorméncia e, também, na dorméncia das gemas e influenciam nas relagdes com outras
plantas, microrganismos, insetos e até com animais superiores, incluindo o homem
(Durigan & Almeida, 1993).

Os compostos quimicos liberados pelas plantas ou microrganismos no ambiente e
que causam efeitos benéficos ou deletérios sobre outras plantas ou microrganismos sao
denominados de substancias alelopdticas, agentes aleloquimicos ou simplesmente
aleloquimicos, ou produtos secundérios (Carvalho, 1993).

Quando o composto liberado causa somente efeitos prejudiciais, recebe também o
nome de fitotoxina. Esses compostos podem ser produzidos em qualquer parte das plantas
e a sua concentracao varia de espécie para espécie e numa mesma espécie, de acordo com a

parte da planta e o seu estddio de desenvolvimento (Rodrigues et al., 1993).

2.4- Vias de liberacao e fatores que afetam a producao de aleloquimicos

Todas as plantas sdo potencialmente capazes de sintetizar compostos alelopdticos,
embora as plantas cultivadas e suas variedades comerciais tenham perdido muito essa
capacidade. Essa caracteristica era mais comum nos precursores silvestres das atuais
plantas cultivadas, que se adaptaram para competir com outras plantas, garantindo nao s6 a
formacao de estandes puros, como também a defesa contra insetos (Bansal & Bhan, 1993).

Resultados experimentais obtidos por vdrios autores mostram que todas as partes
das plantas podem conter compostos alelopaticos. Em bioensaios, esses compostos ja
foram encontrados nas folhas, caules aéreos, rizomas, raizes, flores, frutos e sementes de
diversas espécies, mas as folhas e as raizes sdo as fontes mais importantes de
aleloquimicos (Rodrigues et al., 1993; Weston, 1996).

Os compostos alelopdticos podem ser liberados das plantas por lixiviacdo a partir
dos tecidos, volatilizacdo, exsudagdo pelas raizes e decomposicdo de residuos da planta

(Souza, 1988; Rodrigues et al., 1992; Weidenhamer, 1996), do seguinte modo:
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* lixiviacdo: as toxinas soliveis em dgua sdo lixiviadas da parte aérea e das raizes
ou, ainda, dos residuos vegetais em decomposicdo (Almeida, 1985). Pode-se citar,
principalmente, a lixiviacdo dos dcidos organicos, aclcares, aminoacidos, substancias
pécticas, terpendides, alcaldides, compostos fendlicos e giberelinas (Souza, 1988);

» volatilizacdo: compostos aromaticos sdo volatilizados das folhas, flores, caules e
raizes e podem ser absorvidos por outras plantas (Almeida, 1985). Nesse grupo,
encontram-se compostos como o gis carbonico (CO,), a amonia (NHj3), o etileno e os
terpendides. Esses dltimos atuam sobre as plantas vizinhas, por meio dos proprios vapores,
condensados no orvalho, ou ainda, alcancam o solo e sdo absorvidos pelas raizes (Souza,
1988);

* Exsudacdo pelas raizes: um grande nimero de compostos alelopaticos sdo

liberados na rizosfera circundante e podem atuar direta ou indiretamente nas interagdes
planta/planta e na a¢do de microrganismos (Tukey Junior, 1969). Entre esses compostos,
podem ser citados o 4cido oxdlico, a amidalina, a cumarina e o 4cido transcinamico (Silva,
1978; Souza, 1988);

* Decomposicdo de residuos: toxinas sdo liberadas pela decomposi¢do das partes

aéreas ou subterrdneas, direta ou indiretamente, pela acdo de microrganismos (Silva,
1978). Perdas da integridade de membranas celulares permitem a liberacdo de um grande
nimero de compostos que impdem toxicidade aos organismos vizinhos, tais como o0s
glicosideos cianogénicos (Souza, 1988), 4cidos fendlicos, agropireno, cumarinas (Silva,
1978) e flavondides (Rice, 1984).

A 1inibicdo alelopdtica resulta da a¢do conjunta de um grupo de aleloquimicos que,
coletivamente, interferem em varios processos fisiologicos e dependem da extensdo dos
estresses bidticos e abidticos associados. A alelopatia estd estreitamente ligada a outros
estresses ambientais, incluindo temperaturas extremas, deficiéncias de nutrientes e de
umidade, radiacdo, insetos, doencas e herbicidas (Einhellig, 1996). Essas condicdes de
estresse, freqiilentemente, aumentam a producao de aleloquimicos, aumentando o potencial
de interferéncia alelopdtica (Einhellig, 1995).

Independente de como sao liberados, os agentes aleloquimicos conhecidos sao
classificados dentro do grupo de substancias do metabolismo secundério das plantas. Dessa
forma, segundo Whittaker & Feeny (1971), encontram-se os dcidos fendlicos, flavonéides
e outros compostos aromaticos, além de substiancias como terpendides, esterdides,
alcaldides e cianetos organicos. Muitos destes compostos ao se ligarem a glicosideos,

perdem o caréter toxico, tornando-se inofensivos dentro da planta.
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Para Almeida (1988), os aleleoquimicos sdo enquadrados em cinco principais
grupos: 4cidos fendlicos, flavonodides, terpendides, esterdides e alcaldides, embora Rice
(1974) tenha proposto quinze categorias bioquimicas e Putnam (1985), agrupando-os em

doze grupos, incluindo gases téxicos como o dcido cianidrico.

2.5- Mecanismos de acao e funcoes dos compostos alelopaticos

Os conhecimentos dos efeitos alelopaticos e dos mecanismos de acdo de varias
substancias sdao importantes para se entender as interagdes entre as plantas, tanto nos
ecossistemas naturais, como nos agricolas (Rodrigues et al., 1993).

Via de regra, os efeitos dos aleloquimicos estdo relacionados a processos
fisiolégicos na planta. Entretanto, os mecanismos de acdo desses compostos ainda nao
estdo completamente esclarecidos. Sabe-se que os mesmos afetam processos, tais como a
germinagdo das sementes e o crescimento das plantulas, a assimilacdo de nutrientes, a
fotossintese, a respiracdo, a sintese de proteinas, a atividade de vdrias enzimas e a perda de
nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana celular (Durigan & Almeida,
1993; Rodrigues et al., 1993; Einhellig, 1995).

A grande diversidade dos compostos que causa alelopatia, indicam diferentes
mecanismos de acdo e, em muitos casos, sua fitotoxicidade pode originar-se de um
rompimento celular generalizado do que de um mecanismo especifico (Einhellig, 1995).

Sdo poucas as informacdes sobre como as substincias alelopdticas atuam nas
plantas. A grande dificuldade que se apresenta € que essas substancias afetam mais de uma
funcdo e provocam efeitos colaterais dificeis de se distinguir dos principais. Rice (1984)
menciona que os efeitos podem ocorrer sobre:

* a regulacdo do crescimento (divisdo celular, sintese organica, interacdo com
hormonios, efeito sobre enzimas, metabolismo respiratério);

¢ a abertura estomatica e fotossintese;

* a absorcao de nutrientes;

* a inibi¢do da sintese de proteinas;

* as mudancas no metabolismo lipidico.

Rice (1979) relata que muitos metabdlitos podem ser estimulantes ou inibidores de
processos fisiolégicos, dependendo da concentragao, atividade fisioldgica e outros fatores.

Testes fitoquimicos mostraram que inibidores se concentram mais nas folhas,

seguidas do caule, flores e raizes (Moreira, 1979). Entretanto, todas as partes da planta tém

15



demonstrado conter aleloquimicos, através de bioensaios com folhas, caule, raizes,
rizomas, flores, frutos e sementes, que mostraram a presenca de inibidores, cuja quantidade
e composicao variam com a espécie estudada (Putnam, 1985).

Estudos sobre interagdes alelopaticas podem ser uteis na busca por fitotoxinas
naturais, produzidas por plantas ou microrganismos ¢ de derivados sintéticos a serem
empregados como herbicidas naturais, mais especificos € menos prejudiciais a0 ambiente
(Macias et al., 1998a).

O entendimento dos efeitos alelopdticos e dos mecanismos de acdo de varias
substancias sdo importantes para se entender as interacOes entre plantas, tanto nos
ecossistemas naturais, como nos agricolas (Rodrigues et al., 1993). A alelopatia envolve
interacdo entre estresses abidticos e bidticos, estes através de multiplos compostos que

podem ter relagdes sinergisticas que potencializam suas agdes (Einhellig, 1999).

2.6-Cumarina

A cumarina é um composto fendlico inibidor natural da germinagao, amplamente
conhecido, com amplo espectro de ocorréncia. Além de seus efeitos como inibidora de
germinacdo (Berrie et al., 1968; Mayer & Poljakoff-Mayber, 1975), afeta também outros
processos fisioldgicos (Knypl, 1960, 1971; Thiman, 1969). A a¢do da cumarina tem sido
também estudada por muitos autores e resume-se, principalmente, na sua capacidade de
induzir a dorméncia de sementes sensiveis a luz vermelha (Toole et al., 1965) e nos seus
efeitos sinergisticos com promotores e inibidores de crescimento (Knypl, 1969).

Perez & Moraes (1991) estudaram o efeito da cumarina e de sua interagdo com a
giberelina na germinagdo de sementes de Prosopis juliflora (Sw) D.C. e concluiram que a
adicdo de cumarina no meio germinativo acarretou na diminui¢do da percentagem e da
velocidade de germinagdo, sendo que a 10,0 mM nenhuma semente germinou, assim como,
a aplicacdo de giberelina atenuou parcialmente os efeitos inibitérios da cumarina na

germinacdo, até a concentragdo de 5,0 mM.

2.7- Amburana cearensis A.C. Smith

Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith popularmente conhecida como cumaru,
amburana de cheiro e cumaru-do-Ceard (Anexo 1), apresenta porte regular, podendo

atingir até 10 m de altura nas regides da caatinga (Corréa, 1978; Lorenzi, 1992) e até 20 m
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na zona da mata (Lorenzi, 1992). Ocorre naturalmente do Nordeste ao Brasil Central, em
regides de caatinga, na floresta pluvial de Minas Gerais e no vale do Rio Doce (Braga,
1976; Corréa, 1978; Lorenzi, 1992). De acordo com Tigre (1968), a espécie pode ser
recomendada para trabalhos visando a recuperacao de dreas degradadas.

A Amburana € mais conhecida como cumaru, é uma arvore silvestre, propria da
caatinga nordestina também referida como amburana e amburana-de-cheiro. Sua vagem
alada e quase preta, quando madura, contém uma semente achatada manchada de marrom e
branca, oleaginosa, de cheiro forte cumarinico e agradavel (Leal,1995).

A madeira € amplamente empregada em servigos de movelaria e marcenaria e as
sementes, em funcdo do odor agraddvel exalado, sdo utilizadas para perfumar roupas
(Lorenzi, 1992).

As sementes sao utilizadas, ainda, na medicina caseira como anti-espasmodicas,
emenagogas e para o tratamento de doengas reumaticas (Tigre, 1968; Braga, 1976).

Segundo Matos et al. (2004), as cascas e sementes sao utilizadas com freqiiéncia na
medicina popular como antiespasmddicas, emenagogas e nas afec¢des do aparelho
respiratorio, indicadas no tratamento de bronquites, asma, gripes e resfriados. Dos seus
constituintes ativos, a cumarina estd em maior propor¢dao. O banho com o cozimento das
cascas € usado para tratar dores reumdticas.

A regido semi-drida ocupa dreas considerdveis de todos os estados do Nordeste
brasileiro e se estende até Minas Gerais, abrangendo cerca de um milhdo de km2 A
vegetacdo dominante nesta drea € denominada caatinga, excessivamente heterogénea
quanto a fisionomia e estrutura, constituida de arvoretas e arbustos deciduos durante a
seca, cactaceas, bromelidceas e ervas, quase todas anuais (Rizini, 1979).

A importancia da vegetacdo nativa desta regiao é indiscutivel, devido a sua
multiplicidade de usos, tais como energético, forrageiro, alimentar, medicinal e madeireiro,
assim como, para o equilibrio ecoldgico. A exploracdo exercida neste meio tem relacao
direta com o grau de utilidade das espécies. Por ser essencialmente extrativista, resulta em
problemas graves para as espécies mais procuradas. Neste sentido, é necessdria a
realizagcdo de estudos basicos sobre as espécies que compdem este complexo vegetacional,
de modo a ampliar o conhecimento de tais espécies.

Cunha & Ferreira (2003) estudaram os aspectos morfolégicos da semente e o
desenvolvimento da planta jovem de Amburana cearensis e chegaram aos seguintes

resultados:
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a) Quanto a morfologia da semente- A semente é estenospérmica (Beltrati, 1992),
com forma variando entre eliptica, oblonga e ovéide e de acordo com Gunn (1981), é
levemente comprimida. O tegumento apresenta textura lenhosa, sendo a testa de coloragao
marmoreada, rugosa e opaca. O comprimento da semente varia de 12,55 a 17,55 mm e a
largura varia de 8,35 a 11,50 mm. Em sec¢do transversal € eliptica com lados ovalados e em
secdo longitudinal € oblonga. O hilo € bem visivel, homécromo (sem a camada
pulverulenta do endocarpo), localizado lateralmente, préximo a base da semente, numa
regido mais escura e mais proeminente. A forma do hilo varia entre ovalado e eliptico,
sendo na maioria das vezes orbicular e apresenta fenda longitudinal, que € tipica da sub-
familia (Barroso, 1984). O comprimento do hilo varia de 1,25 a 3,10 mm e a largura varia
de 1,3 a 2,0 mm. Apds a retirada do tegumento fica evidente a marca do hilo no embrido. A
calaza localiza-se acima do hilo e é pouco perceptivel e a micrépila, localiza-se numa
protuberincia abaixo do hilo, em oposicdo a calaza, sendo, na maioria das vezes,

imperceptivel, devido a camada pulverulenta que recobre a testa. O embrido € axial,

invaginado, com cotilédones de forma ovdide, eliptica e oblonga, planos, carnosos,

(€N

amarelados, lisos, com dpice arredondado e base obtusa. O eixo hipocétilo-radicula

(€N

infletido, codnico, curto, articulado entre os 16bulos dos cotilédones e o pélo radicular
mais externo a semente, sendo a semente exalbuminosa.

A ala, que é formada pelo endocarpo adnato, caracteristico de criptosamaras (Gunn,
1981; Barroso, 1984), localiza-se no dpice da semente, de coloracao bege claro, nervura
dorsal bem saliente, textura membrandcea, quebradica, persistente, com comprimento
variando de 25,05 a 46,65 mm. Tal estrutura demonstra aspecto evolutivo para a dispersao
anemocorica (Barroso, 1999). Em analogia a descricdo de Vidal (1978) pode ser

considerada como paranuclear, em funcdo da posicdo que ocupa na semente.

b) Quanto ao desenvolvimento da plantula- A germinacdo tem inicio com a
emissao da raiz primdria 5 dias apds a semeadura, de coloracdo amarelo creme, rompendo
o tegumento na base da semente, préximo ao hilo; a raiz priméria é sinuosa e apresenta
pélos simples, pouco visiveis e esparsos, de coloragdo branca. Posteriormente, adquire
coloracdo amarelo pardo, tendo inicio a formagdo de raizes secunddrias. O hipocétilo €
curto, cilindrico e com lenticelas, proxima a inser¢do dos cotilédones. Os cotilédones sdo
de coloragdo amarelo creme, envolvidos pelo tegumento; quando rompem o tegumento,
sdo opostos, unilaterais, iséfilos, adquirindo coloracdo verde, com bordo inteiro, sem

nervagdo, passando de sub-sésseis a curto peciolados. O epicétilo é visivel a partir do 8°
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dia de semeadura, tendo inicialmente coloracdo amarelada, cilindrico, liso, brilhante e
quando se inicia a formacdo dos protofilos, adquire coloragdo verde claro, com densa
pilosidade esbranquicada, somente visto sob lupa e apresenta catdfilo na sua porcao
mediana, sendo este séssil e lanceolado. Os protéfilos s@ao opostos e, as vezes, alternos,
compostos pinados, imparipenados, curto peciolados com 3 a 5 foliolos. Os foliolos sdo
discolores, curto peciolados, elipticos, margem inteira, dpice agudo e base obtusa, pilosos
na face abaxial, nervacdo peninérvea, com nervuras secunddrias e tercidrias pouco
evidentes. A gema apical apresenta-se bem desenvolvida desde o inicio da germinacdo e
pode ser vista quando se promove a abertura dos cotilédones.

De acordo com a classificacdo de Miquel (1987), a espécie apresenta germinacao

do tipo semi-hipdgea fanero-cotiledonar.

¢) Quanto aos aspectos morfolégicos da planta jovem- A raiz primaria apresenta
coloracdo amarelo pardo e, nesta fase, aumenta a intensidade de raizes secunddrias e
tercidarias. Apds 116 dias em viveiro foi observado que a raiz principal sofreu um
espessamento, formando uma tuberosidade. O caule jovem apresenta coloracdo verde
escuro, cilindrico, com densa pilosidade esbranquicada e com catéfilo presente que deixa
cicatriz apés a sua queda. As folhas s@o compostas pinadas, com 5 a 9 pinas, alternas,
longo pecioladas, imparipenadas e raras vezes paripenadas na mesma muda. O peciolo € de
coloracgao verde, piloso, com pulvino. Os foliolos sdo curto-peciolados, elipticos, com base
obtusa e dpice agudo, margem inteira, nervacdo peninérvea evidente na face abaxial, ao
contrario da adaxial e apresentam pélos simples. Os cotilédones, quando caem, deixam
cicatriz no caule. Numa das matrizes constatou-se heterofilia.

A presenca de raiz tuberosa em Amburana cearensis também foi observada por
Feliciano (1989). De acordo com Labouriau (1964), a presenca de raiz tuberosa torna a
espécie capaz de resistir as condi¢des adversas do meio e, segundo Rizzini (1965), tal
estrutura constitui-se numa estratégia adaptativa que tem alto poder de rebrotamento,

quando ocorre algum dano a parte aérea.
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2.8- Germinacao de Sementes

A maior mudanga que ocorre durante a germinagao de sementes € o rapido aumento
da respiracdo, envolvendo a glicélise, a via pentose-fosfato, o ciclo do 4cido tricarboxilico
e a fosforilacdo oxidativa. A importancia desses caminhos e a contribui¢do de cada enzima
na regulacdo desses caminhos, ndo € totalmente compreendida (Botha et al., 1992).
Entretanto, € provdvel que o aumento da atividade respiratéria em sementes esteja
relacionado ao aumento da atividade glicolitica (Podesta & Plaxton, 1994).

Uma das principais formas pelas quais os extratos aquosos de plantas com
propriedades alelopaticas afetam outras plantas € a inibi¢do da germinagdo, visto que as
sementes sdo excelentes organismos para bioensaios, pois, quando sao reidratadas elas
entram no processo de germinacao, onde sofrem réapidas mudancas fisiolégicas e tornam-se
altamente sensiveis ao estresse ambiental. Este efeito € avaliado através de experimentos
de laboratdrio, que consistem na aplicacdo de extratos aquosos das plantas avaliadas sobre
as sementes das plantas invasoras provenientes da drea de estudo. Algumas leguminosas
utilizadas como cobertura, apresentam efeito inibitério através de substincias quimicas
liberadas no solo pela sua decomposi¢do reduzindo a germinacdo de certas plantas
invasoras (Sousa Filho et al., 1997).

Os fendlicos sdo conhecidos pela inibi¢ao da germinacdo de sementes, sendo muito
frequentes em material vegetal em decomposicao (Rice, 1984).

Uma das func¢des dos compostos fendlicos € sua influéncia sobre a germinagdo de
sementes de outras plantas, reduzindo e inibindo sua capacidade germinativa. Extratos
aquosos de plantas como Erica vagans, Calluna vulgaris, Daboecia cantabrica (Ballester
et al., 1982), Empetrum hermaphroditum (Nilsson et al., 1993), Athyrium filix-femina,
Vaccinium myrtillus, Pinus densiflora (Pellissier, 1993), Artemisia princeps var. orientalis
(Kil & Yim, 1983) e Pilocarpus goudotianus (Macias et al., 1993) que sdo ricas em
compostos fendlicos, inibem a germinagdo de sementes de diferentes espécies.

As enzimas cuja atividade foi mais inibida pelos compostos fendlicos presentes em
extratos de solo de Pinus laricio foram a glicose-6-fosfato dehidrogenase (86%), glicose-
fosfato isomerase (86%) e aldolase (62%) pelos compostos fendlicos de extratos de solo de
Fagus sylvatica (Muscolo et al., 2001). Segundo os mesmos autores, as enzimas que sao

mais inibidas pelos compostos fendlicos sdo a aldolase e a glicose fosfato isomerase
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glicolise e a glicose-6-fosfato dehidrogenase envolvida na primeira fase da via pentose-
fosfato.

Para muitos dos fendlicos, a faixa de bioatividade estd entre 0,1 ¢ ImM (Einhellig,
1995).

Outros compostos com forte capacidade de inibicdo da germinacdo sdo as
furanocumarinas, cumarinas, dcido cinamico, catecol, 4cido p-hidroxibenzodico, flavondis e
proantocianidinas (Oden et al., 1992; Li et al., 1993). Mas, em muitos casos, o efeito é o
resultado da interagdo de todos esses compostos. Assim, dcido cindmico, dcido p-cumadrico
e cumarinas apresentam inibicdo aditiva (Li et al., 1993). Acido caféico e dcido ferilico
apresentam efeitos similares sobre o crescimento de plantulas, promovendo o crescimento
a baixas concentracdes e inibindo a altas concentracdes (Li et al., 1993). A alelopatia é
assim determinada pela interacdo de todos os agentes aleloquimicos do que por uma tnica
substancia. Além do efeito direto sobre a inibi¢do da germinacdo, alguns compostos
fendlicos apresentam efeito sobre o alongamento de raizes, absor¢do de nutrientes € no
acimulo de matéria seca nas raizes e na parte aérea (Blum & Rebbeck, 1989; Kuiters,
1989; Lyu & Blum, 1990; Lyu et al., 1990).

O efeito de extratos aquosos das folhas de Caesalpinia pluviosa DC.
(Caesalpinaceae), Schizolobium parahyba (Vell.) Blake (Caesalpinaceae), Mimosa
artemisiana Heringer & Paula (Mimosaceae), Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr.
(Mimosaceae), Clitoria fairchildiana R.A. Howard (Fabaceae) e Erythrina speciosa
Andrews (Fabaceae) foi avaliado sobre a germinagdo e sobre o desenvolvimento radicial
de alface (Lactuca sativa cv. Grand Rapids). A maioria das espécies testadas inibiu o
desenvolvimento radicial de alface, mas apenas Mimosa artemisiana afetou sua
germinacdo (Soares et al., 2002).

Bonasera et al. (1979) verificaram que extrato de folhas de Ambrosia trifida L. e de
folhas e peciolos de Peltandra virginica Kunth. diminuiram a germinagdo e o crescimento
do sistema radicular de alface, tomate, rabanete e pepino. Ja o extrato de folhas de Bidens
laevis foi, em geral, inibidor, enquanto que o extrato de hastes da mesma espécie inibiu
somente a germinacdo e o desenvolvimento da alface (Bonasera et al., 1979). Os testes
com extratos de folhas de Typha latifolia L. mostraram ser responsaveis pela inibi¢do do
desenvolvimento e da germinacdo de sementes de rabanete.

A presenca de atividade alelopatica em cinco espécies de Gleicheniaceae
(Dicranopteris flexuosa (Schrader) Underw., Gleicheniella pectinata (Willd.) Ching,
Sticherus bifidus (Willd.) Ching, Sticherus penniger (Mart.) Copel. e Sticherus
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nigropaleaceus (Sturm.) J. Prado & Lellinger) foi investigada através da acdo de extratos
aquosos de frondes verdes e senescentes sobre a germinacdo e desenvolvimento radicular
de alface (Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids). Observou-se redugdo significativa da
germinacdo e do crescimento radicular na maioria dos tratamentos. De maneira geral, os
extratos aquosos de frondes verdes mostraram-se mais ativos (Soares & Vieira, 2000).

Hall et al. (1982) verificaram que compostos fendlicos equivalente ao acido
clorogénico inibiram a germinagao de sementes de Amaranthus retroflexus, mas o0 mesmo
na forma pura nao inibiu a germinagao desta mesma espécie.

Experimentos feitos com a incorporacao de plantas de Cyperus rotundus L. ao solo
mostraram inibicdo da germinag¢do de sementes de tomateiro, pimenta, sorgo e Celosia
argentea, em condi¢des de casa de vegetacdo, evidenciando significativo efeito alelopatico
(Castro et al., 1983).

Chung & Miller (1995) avaliaram o efeito alelopdtico dos extratos aquosos das
gramineas forrageiras Festuca arundinacea, Bromus inermis, Dactylis glomerata, Phleum
pratense, Agrostis gigantea, A. alba, Phalaris arundinacea, Sorghum bicolor e Lolium
perenne sobre sementes de alfafa e observaram que todos os extratos reduziram a
germinagdo de suas sementes, exceto os extratos de A. gigantea e P. arundinacea. Os
extratos de F. arundinacea e de B. inermis causaram maior reducdo na porcentagem de
germinagdo das sementes.

O potencial alelopatico de Empetrum hermaphroditum € bastante alto apresentando
forte efeito inibitério sobre a germinacdo de sementes e crescimento das raizes de Pinus
silvestris L. e Populus tremula L. O teste dose-resposta mostra que extratos bastante
diluidos ja apresentam forte impacto sobre a germinagdo de sementes € no
desenvolvimento das raizes. Muitas plantulas perdem a capacidade para desenvolver-se
normalmente como resultado da redu¢do do alongamento radicular e da necrose das raizes
(Zackirisson & Nilsson, 1992).

O potencial alelopatico de Brachiaria decumbens e B. brizantha sobre a
germinacdo e o vigor de sementes de guandu (Cajanus cajan) foi avaliado por Fagioli et al.
(1997). Foram utilizados extratos aquosos das braquidrias, nas concentragdes de 1, 2, 3,4 e
5% vlv, em laboratdrio. Verificou-se que os extratos de ambas as braquidrias apresentaram
efeito inibitdrio no comprimento e produgdes de matéria seca da radicula e da parte aérea.

Segundo Cazén et al. (2000), extratos de Baccharis boliviensis inibem a
germinacdo de sementes de Trichocerus pasacana, apresentando efeito alelopético

negativo sobre essa espécie. Ainda segundo esses autores e Turner et al. (1993), o 4cido
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ferdlico identificado no extrato, presente nas paredes celulares ¢ um dos metabdlitos
responsaveis por esse efeito.

Os aleloquimicos sdo conhecidos serem seletivos e segundo Rice (1986), os
exsudatos das raizes das plantas podem estimular a germinacdo de sementes, mas o
mecanismo pelo qual essas substancias atuam, ainda é desconhecido (Siqueira et al., 1991)

e muitos aleloquimicos estdo envolvidos nas respostas alelopéticas.
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3. CAPITULO 1

Efeitos alelopaticos de extratos de Amburana cearensis

na germinacao de sementes de rabanete e alface
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Efeitos alelopaticos de extratos de Amburana cearensis na germinacao de sementes de

rabanete e alface

Rozeli Aparecida Zanon Felix, Elizabeth Orika Ono, Francisco Pinheiro de Aratjo

RESUMO- O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos alelopaticos de extratos
aquosos e metandlicos de sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) AC Smith, sobre a
germinacdo de sementes de rabanete e alface. Os bioensaios foram conduzidos em camara
de germinacdo do Laboratério de Germinag¢do do Departamento de Botanica, do Instituto
de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu (SP),
utilizando os seguintes tratamentos: T1 (testemunha: dgua destilada); T2 (cumarina 100 mg
L'l); T3 a T6 (5, 10, 20 e 40 g, respectivamente, de semente moida de A. cearensis L' de
dgua destilada); T7 (testemunha: 100 mL de metanol L' de agua destilada); T8 a T11 (5,
10, 20 e 40 g, respectivamente, de semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L!
de 4gua destilada). Sementes de rabanete e alface foram colocadas em placas de Petri
contendo papel de filtro como substrato e umedecidas com 5 mL dos tratamentos. Para a
avaliacdo do efeito dos tratamentos foi observada a porcentagem de germinacdo de
sementes, indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da radicula e parte
aérea e porcentagem de plantulas normais. Os resultados mostraram que os extratos
aquosos e metandlicos, em concentragdes mais elevadas, exerceram maior poder
alelopdtico sobre a germinacdo das sementes de rabanete e alface, assim como, no
desenvolvimento das plantulas formadas, as quais apresentavam necrose radicular.

Palavras-chaves: cumarina, desenvolvimento, indice de velocidade de germinagdo

Allelophatic effects of Amburana cearensis extract in the radish and lettuce seed
germination

Rozeli Aparecida Zanon Felix, Elizabeth Orika Ono, Francisco Pinheiro de Aratjo

ABSTRACT- The target of the present study was to evaluate the allelophatic effects of
aqueous and methanolic Amburana earensis seeds (Fr. All.) AC Smith, on radish and
lettuce seed germination. The bioassays were directed in the germination chamber of the
Botanic Department — Institute of Biosciences — Unesp —Sdo Paulo State University,
Botucatu, using the following treatments: T1 (control: distilled water); T2 (coumarin 100
mg L™); T3 to T6 ( 5, 10, 20 and 40 g, respectively f A. cearensis ground seeds L™ of
distilled water); T7 (control: 100 mL of methanol L' distilled water); T8 to T11 (5, 10, 20
and 40 g, respectively of A. cearensis + 100 mL of methanol L™ of distilled water). Radish
and lettuce seeds were put in Petri dishes containing filter paper as substract and moistened

25



in 5 mL of the treatment. In the treatment effect evaluation it was observed the percentage
of seed germination, germination velocity index, root and shoot length and normal plants
percentage. The results showed that aqueous and methanolic extracts in increased
concentrations foment an allelophatic power raise on radish and lettuce germination as well
as in the development of the growth plants which showed a necrosis of the small root.

Key words: coumarin, developement, germination, velocity index.

1. INTRODUCAO

A Sociedade Internacional de Alelopatia tem definido a atividade alelopética como
um processo envolvendo metabdlitos especiais (aleloquimicos) produzidos por plantas,
microrganismos, virus e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de
sistemas agricolas e bioldgicos (Torres et al., 1996).

Os aleloquimicos de plantas sdo liberados no ambiente através das raizes, tronco e
folhas ou na decomposi¢do do material vegetal. Atualmente, tem-se aumentado o interesse
na exploracdo da alelopatia como uma alternativa estratégica, principalmente para o
controle de ervas daninhas, de insetos e de doencas.

Diversas classes de substincias naturais como, taninos, glicosideos cianogénicos,
alcaldides, sesquiterpenos, flavondides e acidos fendlicos possuem atividade alelopética
(King & Ambika, 2002).

Segundo Richardson & Williamson (1988), a acdo das substincias aleloquimicas
nao € muito especifica, podendo uma mesma substancia desempenhar varias funcgdes,
dependendo de sua concentracdo e composi¢ao quimica.

A incorporagdo de substancias com atividades alelopdticas na agricultura podem
reduzir o uso de herbicidas sintéticos e fungicidas acarretando menos danos ao meio
ambiente. O uso excessivo de agroquimicos causa danos ambientais, atuando no balanco
de microrganismos do solo, deficiéncia de nutrientes e mudangas nas propriedades fisico-
quimicas do solo, resultando na diminui¢ao da produtividade da colheita (Chou, 1999).

Baseando-se na resisténcia ou tolerancia de certas espécies aos metabdlitos
secundérios com funcdo de aleloquimicos, foram padronizadas algumas espécies como
plantas indicadoras ou plantas-teste, como € o caso da alface (Lactuca sativa L.), rabanete
(Raphanus sativus L.), entre outras. Estas espécies s@o bastante sensiveis aos

aleloquimicos, possuindo ainda, rdpida e uniforme germina¢do e um grau de sensibilidade
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com o qual se permitem expressar resultados a baixas concentracdes (Ferreira & Aquila,
2000).

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos alelopdticos de extratos aquosos e
metanodlicos de sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) AC Smith sobre a germinacao
de sementes de rabanete e alface, em diferentes concentragdes, a fim de evidenciar o efeito
alelopdtico desses extratos sobre a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de

plantulas destas espécies.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido em camara de germinagdo do Laboratério de
Germinacdo do Departamento de Botéanica, do Instituto de Biociéncias de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu (SP).
2.1. Sementes testes

Foram utilizadas sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) cultivar Redondo
Vermelho e de alface (Lactuca sativa L.) cultivar Salad Bowl, certificadas pela Hortec

Sementes Ltda.
2.2. Obtencao dos Extratos

Sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) AC Smith foram obtidas da regido
semi-arida do Nordeste brasileiro (Petrolina, PE). Estas foram secas em estufa de
circulagdo forcada de ar a 70°C até peso constante € moidas em moinho tipo Wiley com
peneira de malha 20 mesh.

Com o moido das sementes foram preparados os extratos aquosos e metandlicos.
Para os extratos aquosos o moido das sementes foi fervido em dgua destilada por 5 minutos
e resfriado em temperatura ambiente. Para os extratos metandlicos, o moido foi colocado
em 100 mL de metanol por 12 horas.

Ambos os extratos foram filtrados em papel de filtro e o volume completado para 1
L com 4gua destilada, sendo os extratos armazenados em geladeira até o momento de sua

utilizagdo.
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2.3. Tratamentos

Para verificar o efeito do extrato de sementes de A. cearensis na germinagao e no
desenvolvimento de plantulas de rabanete e alface, foram utilizados os seguintes

tratamentos:

T1- testemunha (dgua destilada);

T2- cumarina a 100 mg L! ;

T3- 5 g da semente moida de A. cearensis L' de dgua destilada;

T4- 10 g da semente moida de A. cearensis L' de 4dgua destilada;

T5- 20 g da semente moida de A. cearensis L' de 4dgua destilada;

T6- 40 g da semente moida de A. cearensis L' de 4dgua destilada;

T7- testemunha (100 mL de metanol L' de dgua destilada);

T8- 5 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L de dgua destilada;
T9- 10 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L™ de dgua destilada;
T10- 20 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L™ de dgua destilada

T11- 40 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L™ de dgua destilada.

O tratamento com cumarina foi utilizado como testemunha para comparacdo com o
comportamento da germinacdo apresentada com o extrato de sementes de A. cearensis,

uma vez que, a literatura relata presenca desse composto fendlico nesse 6rgao.

2.4. Instalacao e conduciao do experimento

Sementes de rabanete e alface foram semeadas em placas de Petri contendo duas
folhas de papel de filtro e umedecidas com 5 mL dos tratamentos e cobertas com uma folha
de papel de filtro. No dia posterior a semeadura, as sementes ainda foram umedecidas com
as solugdes dos tratamentos, mas apds esse periodo, a umidade foi mantida com &4gua
destilada sempre que necessario. As sementes foram mantidas em camara de germinagao

do tipo B.O.D., modelo Fanem, a 25°C sob luz constante.

28



2.5. Caracteristicas estudadas

O efeito dos extratos sobre a germinacdo e desenvolvimento de plantulas de
rabanete e alface foi avaliado pelas seguintes observacdes: a) porcentagem de germinacao
de sementes (%G), realizada através da contagem didria do nimero de sementes
germinadas, considerando-se como semente germinada aquela que apresentou 3 mm de
radicula, durante 7 dias ap6s a semeadura; b) indice de velocidade de germinacdo (IVG),
durante sete dias, determinado segundo equacdo proposta por Maguire (1962); c)
comprimento da raiz primdria, medida dois dias apds a semeadura, com o auxilio de
paquimetro digital, sendo os dados expressos em cm; d) comprimento da parte aérea,
medido aos 4 dias apds a semeadura, com o auxilio de paquimetro digital, sendo os dados
expressos em cm e e) porcentagem de plantulas normais, apds 7 dias da semeadura

segundo Regras para Andlises de Sementes (Brasil, 1992).

2.6. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 11
tratamentos e 4 repeticdes de 50 sementes para cada espécie teste. Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias comparadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Os tratamentos que apresentaram resultados nulos para as
caracteristicas avaliadas, para nao interferir nas andlises, ndo foram colocados nas anélises

estatisticas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Porcentagem de Germinacao (% G)

A Tabela 1 e Figuras 1 e 2 mostram os resultados da porcentagem de germinacio
de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.), tratadas com extratos aquosos e
metanolicos de sementes de Amburana cearensis, avaliadas durante 7 dias.

Nao se observou germinacio de sementes de rabanete tratadas com 40 g da semente
moida de A. cearensis em extrato aquoso (Tabela 1). Os dados mostram também, que o
aumento da concentragdo do extrato reduziu, significativamente, a taxa de germinacao,

tanto no extrato aquoso como no metandlico. Dessa forma, mostrando que altas
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concentracoes sdo mais efetivas para exercerem maior poder alelopatico sobre a
germinacdo desta espécie.
Comparando-se os tratamentos com extratos aquosos e metandlicos, observa-se

que o extrato aquoso foi mais efetivo em inibir a germinagao das sementes de rabanete.

Tabela 1- Porcentagem total de germinagcdo de sementes de rabanete (Raphanus sativus
L.) e alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extratos, aquosos e metandlicos, de sementes

de Amburana cearensis (Fr. All). Smith.

Tratamentos rabanete alface
Testemunha H,O 100,0 a 76,5 a
Cumarina a 100 mg L™ 12,0 fg 0
5g de semente de A. cearensis L' H,0 94,0 be 35,5 be
10g de semente de A. cearensis L' H,0O 31,0e 11,5d
20g de semente de A. cearensis L' H,0O 25¢ 0
40g de semente de A. cearensis L' H,0O 0 0
Testemunha Metanol 99,5 ab 51,0b
5g de semente de A. cearensis em metanol L™ H,0 91,0 cd 20,0 cd
10g de semente de A. cearensis em metanol L™ H,0 80,5d 20e
20g de semente de A. cearensis em metanol L' H,0 295e 0
40g de semente de A. cearensis em metanol Lt H.O 18,5 ef 0
F 208,06* 130,39*
C.V. (%) 9,36 17,77

*significativo a 5% de probabilidade
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.

Pela Figura 1 observa-se que concentracdes acima de 5 g do moido de sementes de
A. cearensis em dgua inibiram drasticamente a germinacdo de sementes de rabanete. Pode-
se observar também que, o tratamento das sementes de rabanete com cumarina, também
inibiu a germinagdo das sementes, semelhantemente ao comportamento dos extratos com
concentracdes acima de 10 g do moido de sementes de A. cearensis em dgua. Assim, pode-
se sugerir a presenca de cumarina em sementes de A. cearensis como relatado por Maia

(2004).
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A Figura 2 mostra que a inibi¢do da germina¢do de sementes de rabanete tratadas
com extrato metandlico s6 foi observada a partir da concentragdo com 10 g do moido de
sementes de A. cearensis em metanol, mesmo assim, inibi¢do menor que aquela observada
com o extrato aquoso.

Analisando-se a taxa de germinacdo de sementes de alface que receberam
tratamentos aquosos € metandlicos em diferentes concentragdes do moido de sementes de
A. cearensis, observa-se que esta espécie foi mais sensivel ao efeito alelopatico dos
extratos do que sementes de rabanete (Tabela 1). Em sementes de alface as concentragdes
de 20 e 40 g do moido, tanto no extrato aquoso como no metandlico, inibiram totalmente o

processo germinativo e, também, no tratamento com cumarina.

o 50 -
©
T
e
= 40 -
g —o— Testemunha agua
g 30 | —e— Cumarina
2 —e—5g extrato aquoso
£ 20 | 10g extrato aquoso
[
g —o— 209 extrato aquoso
S 10 - —e—40g extrato aquoso
=
0
1 2 3 4 5 6 7
Dias apds a semeadura

Figura 1- Germinagdo de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) tratadas com extrato

aquoso de sementes de Amburana cearensis (Fr. All). Smith no periodo de 7 dias.

Pelas Figuras 3 e 4 observa-se que concentracdes acima de 5 g do moido de
sementes de A. cearensis em dgua ou metanol inibiram drasticamente a germinacdo de
sementes de alface quando comparado com a testemunha (4gua). Observa-se também, que
o tratamento das sementes de alface com cumarina, inibiu totalmente a germinacao destas,
comportamento semelhante ao dos extratos com concentracoes de 20 e 40 g do moido de
sementes de A. cearensis em dgua ou metanol. Confirmando, mais uma vez, a possivel

presenca de cumarina em sementes de A. cearensis.
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Figura 2- Germinac¢do de germinacdo de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)
tratadas com extrato metandlico de sementes de Amburana cearensis (Fr. All). Smith no

periodo de 7 dias.

Perez & Moraes (1991), estudando o efeito da cumarina na germinacao de sementes
de Prosopis juliflora (Sw) D.C., também verificaram que a adi¢cdo de cumarina no meio
germinativo acarretou na diminuicdo da percentagem e velocidade de germinacdo,
corroborando com os resultados do presente estudo.

De acordo com os resultados obtidos para percentagem de germinacgdo de sementes
de rabanete e alface, tratadas com extratos aquosos e metandlicos de sementes de A.
cearensis, avaliado durante 7 dias, nota-se que a Amburana cearensis apresenta efeito
alelopatico negativo e que, dependendo de sua concentragdo, pode interferir

significativamente na taxa de germinacao.

32



8 50 -

T

©

= :

£ 40 - ——Test.agua

g 30 . — Cumarina

g ——5g extrato aquoso
o 20 - —— 109 extrato aquoso
§ ——20g extrato aquoso
e 10 4 ——40g extrato aquoso
oz| 0 ‘4/“/“"_"‘/‘

1 2 3 4 5 6 7
Dias da semeadura

Figura 3- Germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extrato

aquoso de sementes de Amburana cearensis (Fr. All). Smith no periodo de 7 dias.

Os resultados apresentados neste experimento estdo de acordo com os encontrados
por Reigosa et al. (1999), que relatam que os efeitos dos aleloquimicos nos diferentes
processos fisioldgicos de uma planta sao dependentes das concentragdes, ou a0 menos, se
espera que sejam.

Carvalho et al. (1996) também verificaram que o potencial alelopatico de folhas
verdes de Saccharum officinarum L. (cana-de-agicar), sobre sementes de Mimosa
caesalpinaefolia Benth. (sabid), variava em funcdo das concentra¢des analisadas. Gatti et
al. (2004), em estudos sobre o efeito do extrato de folhas de Aristolochia esperanzae O.
Kuntze (papo-de-peru) sobre a germinacdo de sementes de alface e rabanete, observaram
que o extrato aquoso inibiu a germinagdo das sementes com o aumento das concentracdes

analisadas.
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Figura 4- Germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extrato

metanodlico de sementes de Amburana cearensis (Fr. All). Smith no periodo de 7 dias.

3.2. Indice de Velocidade de Germinacao (IVG)

A Tabela 2 mostra os resultados do indice de velocidade de germinacdo (IVG) de
sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) e alface (Lactuca sativa L.). Analisando-se
esses resultados verifica-se que a velocidade de germinacdo das sementes de rabanete e
alface tratadas com extratos aquosos e metandlicos de sementes de A. cearensis
diminuiram com o aumento da concentracdao do extrato, indicando mais uma vez, o efeito
alelopatico significativo dos extratos na germinagao das sementes. Assim, as concentragoes
mais elevadas dos extratos de sementes de A. cearensis atrasaram, totalmente, o processo
da germinacdo.

Esses resultados concordam com os obtidos por Gorla & Perez (1997), onde a
velocidade de germinacdo de sementes de tomate também decresceu com o aumento da
concentracdo dos extratos de folhas de Miconia albicans, Lantana camara, Leucaena

leucocephala e Drimys winteri.
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Também Perez & Moraes (1991), estudando o efeito da cumarina e de sua interagdo
com a giberelina na germinagdo de sementes de Prosopis juliflora (Sw) D.C., concluiram
que a adicdo de cumarina no meio germinativo acarretou na diminuicdo da percentagem e
velocidade de germinagao.

Esses resultados também corroboram com os encontrados por Colpas et al. (2003),
trabalhando com varios compostos secunddrios, entre eles, a cumarina, composto presente
em M. glomerata, que evidenciou forte atividade inibitdria sobre a germinacao de sementes
de soja. Segundo Ferreira & Borghetti (2004), freqiientemente, o efeito alelopatico pode
ndo se dar sobre a germinabilidade (percentual final de germinacdo), mas sobre a
velocidade de germinagdo ou sobre outro parametro do processo.

Mazzafera (2003) também observou que extrato aquoso de Syzygium aromaticum
(L.) Merr. e cravo-da-India apresentava forte inibicdo na germinacdo e velocidade de
germinacdo de vdrias sementes, entre elas, alface e tomate, demonstrando também o

potencial alelopdtico da espécie.

Tabela 2- Indice de velocidade de germinacio (IVG) de sementes de rabanete (Raphanus
sativus L.) e alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extratos, aquosos € metandlicos, de

sementes de Amburana cearensis (Fr. All). Smith.

Tratamentos rabanete Alface
Testemunha H,O 24 88 a 14,86 a
Cumarina a 100 mg L™ 1,50 ef 0
S5g de semente de A. cearensis L! H,O 12,57 ¢ 4,28 ¢
10g de semente de A. cearensis L! H,O 5,22d 1,22¢cd
20g de semente de A. cearensis L' H,O 0,27 f 0
40g de semente de A. cearensis L! H,O 0 0
Testemunha Metanol 274 a 10,70 b
S5g de semente de A. cearensis em metanol Lt H,O 21,22 b 2,28 cd
10g de semente de A. cearensis em metanol Lt H,O 13,90 ¢ 0,21d
20g de semente de A. cearensis em metanol L' H,O 4,07 de 0
40g de semente de A. cearensis em metanol Lt H,O 3,13 def 0

F 240,16* 77,66*
C.V. (%) 12,70 37,78

* Significativo a 5% de probabilidade
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3. Comprimento da raiz primaria

Em relacdo ao comprimento da raiz primaria de plantulas de rabanete (Raphanus
sativus L.) e de alface (Lactuca sativa L.), os resultados podem ser observados na Tabela
3. Analisando-se os resultados verifica-se que o comprimento das raizes das plantulas de
rabanete e alface diminuiram com o aumento da concentragdo dos extratos, apresentando
diferenca significativa em relac@o as testemunhas. As raizes apresentavam-se atrofiadas e
curtas, principalmente, nos tratamentos de maior concentracdo do moido de sementes de A.
cearensis, demonstrando assim, o efeito alelopdtico também no desenvolvimento da
plantula.

Esses resultados concordam com os obtidos por Souza Filho et al. (1997), que
sugerem ser o desenvolvimento da radicula um dos melhores indicadores para o estudo de

extratos com potencial alelopatico.

Tabela 3- Comprimento da raiz priméria (cm) de sementes de rabanete (Raphanus sativus
L.) e alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extratos, aquosos e metandlicos, de sementes

de Amburana cearensis (Fr. All). Smith, aos dois dias apds a semeadura.

Tratamentos rabanete Alface
Testemunha H,O 0,72 a 0,52 a
Cumarina a 100 mg L™ 0 0
5g de semesnte de A. cearensis L™ H,O 0,19 cd 0,02 b
10g de semesnte de A. cearensis L™ H,O 0,15d 0
20g de semesnte de A. cearensis L! H,O 0 0
40g de semesnte de A. cearensis L! H,O 0 0
Testemunha Metanol 0,71 ab 0,38 a
Sg de semesnte de A. cearensis em metanol L! H,O 0,43 be 0,05b
10g de semesnte de A. cearensis em metanol Lt H,O 0,33 cd 0
20g de semesnte de A. cearensis em metanol Lt H,O 0,23 cd 0
40g de semesnte de A. cearensis em metanol L! H,O 0,18 cd 0
F 7,27%* 79,14%*
C.V. (%) 62,21 45,78

* Significativo a 5% de probabilidade
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
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Almeida et al. (2000) também observaram que, além de diminuir o alongamento
das radiculas de leucena, guandu e sesbania, os extratos aquosos dos cultivares de P.
maximum alteraram sua morfologia, com o aumento da concentragio dos extratos.

Pires et al. (2001b) também observaram que houve redu¢do do comprimento e
massa seca das raizes de plantulas de milho em funcdo do aumento da concentracdo do
extrato aquoso de leucena. A presenca de anormalidade em raizes parece ser um bom
parametro para registro de anormalidade de plantulas, pois este 6érgdo € mais sensivel a

acdo alelopdtica que a parte aérea (Pires & Oliveira, 2001).

3.4. Comprimento do Hipocétilo
Os resultados da Tabela 4 mostram o efeito inibitério dos extratos de sementes de
A. cearensis sobre o crescimento da parte aérea de plantulas de rabanete (Raphanus sativus

L) e alface (Lactuca sativa L.).

Tabela 4- Comprimento do hipocétilo de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) e
alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extratos, aquosos e metandlicos, de sementes de

Amburana cearensis (Fr. All). Smith, aos 4 dias apds a semeadura.

Tratamentos rabanete Alface
Testemunha H,O 1,40 a 0,72 a
Cumarina a 100 mg L™ 0,38 ¢ 0,17 b
5g de semesnte de A. cearensis L™ H,O 0,65 bc 0,22b
10g de semesnte de A. cearensis L™ H,O 0,38 ¢ 0
20g de semesnte de A. cearensis L! H,O 0 0
40g de semesnte de A. cearensis L! H,O 0 0
Testemunha Metanol 1,53 a 0,50 ab
Sg de semesnte de A. cearensis em metanol Lt H,0O 1,50 a 0,20 b
10g de semesnte de A. cearensis em metanol Lt H,O 0,99 b 0
20g de semesnte de A. cearensis em metanol Lt H,O 042 c 0
40g de semesnte de A. cearensis em metanol L! H,O 0,34 ¢ 0

F 37,85% 5,45%
C.V. (%) 19,86 56,00

* Significativo a 5% de probabilidade
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
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3.5. Porcentagem de Plantulas Normais

Em relacdo a percentagem de plantulas normais formadas a partir de sementes de
rabanete (Raphanus sativus L.) e alface (Lactuca sativa L.) os resultados podem ser
observados na Tabela 5. Por esses resultados verifica-se que os tratamentos utilizados,
mesmo em baixas concentracdes, acarretaram em diversas anormalidades nas plantulas
tanto de rabanete como de alface, tais como, engrossamento e redu¢do da radicula, reducao
no tamanho do hipocétilo, necrose radicular, reducao das raizes secundérias, demonstrando
efeito alelopdtico dos extratos de sementes de A. cearensis (Anexo 2).

Anormalidades em plantulas de alface também foram observadas por Medeiros &
Luchesi (1993) com o uso de extratos aquosos de ervilhaca (Vicia sativa) e por Aquila
(2000) com extratos de erva-mate (Ilex paraguariensis).

Segundo Ferreira & Aquila (2000), outro efeito causado por substincias
alelopaticas € o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos
sintomas mais comuns, fato também constatado neste ensaio de germinacdo. Esses dados
confirmam a presenca de aleloquimicos nas amostras, pois conforme afirmam esses
mesmos autores, a presencga de substancias alelopéticas pode induzir ao aparecimento deste
efeito.

Aliado a isto, observou-se discrepancias no crescimento da radicula e do hipocétilo
que também poderiam conduzir a formacao de plantulas anormais as quais, provavelmente,
ndo conseguiriam completar o seu desenvolvimento.

Os efeitos alelopéticos dos extratos de sementes de A. cearensis foram observados
tanto sobre a germinacdo quanto sobre o desenvolvimento das plantulas de rabanete e
alface.

Ferreira & Aquila (2000) apontam que a germinacdo é menos sensivel aos
aleloquimicos do que o crescimento da plantula, pois as substancias alelopdticas podem
induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos

sintomas mais comuns.
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Tabela 5- Porcentagem de plantulas normais formadas a partir de sementes de rabanete
(Raphanus sativus L.) e alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extratos, aquoso e

metandlico, de sementes de Amburana cearensis (Fr. All). Smith, aos 7 dias apds a

semeadura.
Tratamentos rabanete alface
Testemunha H,O 90,0 a 62,0 a
Cumarina a 100 mg L™ 0 0
5g de semesnte de A. cearensis L! H,O 14,7d 44.42 ¢
10g de semesnte de A. cearensis L™ H,O 129d 0
20g de semesnte de A. cearensis L' H,O 0 0
40g de semesnte de A. cearensis Lt H,O 0 0
Testemunha Metanol 64,8b 941 b
5g de semesnte de A. cearensis em metanol Lt H,O 432 ¢ 0
10g de semesnte de A. cearensis em metanol L' H,0 16,7d 0
20g de semesnte de A. cearensis em metanol L' H,0 129d 0
40g de semesnte de A. cearensis em metanol Lt H,O 0 0
F 172,71* 82,17*
C.V. (%) 13,38 15,30

* Significativo a 5% de probabilidade
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.

A inibicdo do crescimento da plantula apés a germinacdo, sob o ponto de vista
ecoldgico, € um mecanismo mais eficiente de selecdo do que evitar a germinagdo do
competidor. Isto porque a descendéncia seria eliminada por morte dos individuos,
desaparecendo o DNA competidor, ou, nos casos menos severos, por um retardamento do
crescimento ou da germinacgdo. Neste tltimo caso, os resultados ontogénicos sdo similares,
pois se o desenvolvimento das outras espécies € prejudicado, a espécie favorecida pode
estabelecer sua prole, evitando a pressdo maior de competicao (Jacobi & Ferreira, 1991).
Isto vem salientar a importancia dos promissores resultados obtidos com o extrato, pois
este foi eficiente tanto na inibicdo da germinacdo como no desenvolvimento e/ou

crescimento das plantulas.

39



Ainda, a inibi¢do do crescimento radicular pode ocasionar na redu¢do da absorcdo
de nutrientes pela raiz, acarretando problemas no desenvolvimento e sobrevivéncia da
plantula, principalmente, quando findarem os nutrientes da semente, por ndo poder realizar
a fotossintese.

Em relacdo a influéncia alelopética no crescimento de plantulas de alface e rabanete
foram registradas vérias anormalidades, principalmente, no sistema radicular onde as raizes
primdrias apresentaram-se atrofiadas, defeituosas e em alguns casos, praticamente
ausentes. Algumas plantulas apresentaram raizes curtas e grossas, semelhante a resposta
fitotoxica de etileno, desproporcionais em relacdo as outras estruturas da plantula

Notou-se que nas concentracdes onde ndo houve inibi¢do da germinag¢do, tanto em
alface como em rabanete, ocorreu visivel escurecimento (necrose) de pequenas por¢des das
sementes. Em algumas delas houve emergéncia da radicula, porém, a coifa mostrava-se
totalmente oxidada, escurecida € com o passar do tempo, as mesmas paravam seu
crescimento, apresentando amolecimento e degradacdo de seus tecidos.

Constatou-se também, que o efeito alelopatico de sementes de Amburana cearensis
foi mais eficaz sobre o desenvolvimento da plantula do que na germinag¢do propriamente
dita, pois, mesmo em concentragdes mais baixas onde as sementes germinaram, as
plantulas apresentavam anormalidades, principalmente, no sistema radicular,

aparentemente, incapazes de se desenvolverem, posteriormente.

4. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam que extratos aquosos e metandlicos, de
sementes de Amburana cearensis em altas concentragdes, 40 g de semente de Amburana
cearensis L H,O e metanol, para sementes de raabanete e 20 e 40 g de semente de A.
cearensis L' H,O e metanol, para sementes de alface, exercem poder alelopdtico sobre a
germinacdo destas sementes e sobre o desenvolvimento das plantulas formadas.

Pdde-se ainda concluir que os extratos aquosos foram mais eficientes na inibi¢ao da
germinacdo sobre as sementes testes € que os extratos metandlicos sio toéxicos as sementes

de alface.
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4. CAPITULO 11

Influéncia de extratos de Amburana cearensis (Fr. All.)
A.C. Smith no teor de proteinas e amido

em sementes de rabanete e alface
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Influéncia de extratos de Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith nos teores de

proteinas e amido em sementes de rabanete e alface durante a germinacao

Rozeli Aparecida Zanon Felix, Cristiane de Pieri, Elizabeth Orika Ono,

Giuseppina Pace Pereira Lima

RESUMO- O objetivo deste trabalho foi investigar as alteragdes de reservas de amido e
proteina durante o processo de germinagdo de sementes de rabanete e alface tratadas com
extratos, aquosos e metandlicos, de sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith.
Os bioensaios de germinacao foram conduzidos no Departamento de Botanica e de andlise
dos teores de amido e proteinas no laboratério de Bioquimica do Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu (SP), utilizando os seguintes
tratamentos: T1 (testemunha: dgua destilada); T2 (cumarina 100 mg L'l); T3 a T6 (5, 10,
20 e 40 g, respectivamente, de semente moida de A. cearensis L' de dgua destilada); T7
(testemunha: 100 mL de metanol L' de agua destilada); T8 a TI11 (5, 10, 20 e 40 g,
respectivamente, de semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L de 4gua
destilada). Sementes de rabanete e alface foram colocadas em placas de Petri contendo
papel de filtro como substrato e umedecidas com 5 mL dos tratamentos para avaliar a taxa
de germinacdo. Para o experimento de metabolismo foram utilizados os seguintes
tratamentos: T1 (testemunha: dgua destilada); T2 (cumarina 100 mg L'l); T3 (20 g da
semente moida de A. cearensis L' de dgua destilada) e T4 (40 g da semente moida de A.
cearensis + 100 mL de metanol L de dgua destilada) para sementes de rabanete e T1
(testemunha: dgua destilada); T2 (cumarina 100 mg L'l); T3 (10 g da semente moida de A.
cearensis L de dgua destilada) e T4 (10 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de
metanol L' de dgua destilada) para sementes de alface. Avaliando os teores de proteinas e
amido a 0, 6, 12 e 24 horas ap0s o inicio da germinagao, foi possivel observar variagao no
teor de proteina e amido nas sementes de rabanete e alface.

Palavras-chave: cumarina, germinagao, reservas.

Influence of Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith extracts in the starch and

protein contents of radish and lettuce seeds in the germination

Rozeli Aparecida Zanon Felix, Cristiane de Pieri, Elizabeth Orika Ono,

Giuseppina Pace Pereira Lima

ABSTRACT- The present study aimed to investigate the modification of the starch and
protein conten during lettuce and radish seed germination, treated with aqueous and
methanolic extracts of Amburana cearensis (Fr. All.) A. C. Smith seeds. The germination

bioassays were conducted in the Botanic Department, whereas the ones about the

44



metabolism took place in the Biochemistry Lab in the Institute of Biosciences, UNESP —
S@o Paulo State University, Botucatu. The following treatments were uesd: T1 (control:
distilled water); T2 (coumarin 100 mg L'l); T3 aT6 (5, 10, 20, and 40 g, respectively of A.
cearensis ground seeds L' of distilled water); T7 (control 100 mL of methanol L'of
distilled water); T8 to T11 (5, 10, 20 and 40 g, respectively, of A. cearensis ground seeds +
100 mL of methanol L™ of distilled water). Radish and lettuce seeds were put in Petri
dishes containing filter paper as substract and moistened in 5 mL of the treatments to
evaluate the germination index. For the metabolism experiment, it was used the following
treatment: T1 ( control: distilled water); T2 (coumarin 100 mg L'l); T3 (20g of A. cearensis
ground seed L of distilled water) and T4 ( 40 g of A. cearensis ground seeds + 100 mL of
methanol L of distilled water) for the radish seeds. Concerning to lettuce, the procedure
was: T1 (control: distillate water); T2 (coumarin 100 mg L'l); T3 (10g of A. cearensis
ground seeds L' distillate water) and T4 (10 g of A. cearensis ground seeds + 100 mL of
methanol L 'of distilled water). Evaluating the starch and protein quantity in 0, 6, 12 and
24 hours after the germination beginning, it was possible to observe a variation in the

starch and protein quantity in the lettuce and radish seeds.

Key words: coumarin, germination, supply.

1. INTRODUCAO

O termo alelopatia define um fendmeno quimico ecolégico no qual metabdlitos
secundérios produzidos por uma espécie vegetal sao liberados e interferem na germinagao

e no desenvolvimento de outras plantas num mesmo ambiente. Num sentido amplo, os

N e eq e

(Harborne, 1988).

Conquanto muito se tenha avancado em relacdo ao entendimento dos aspectos
basicos que regem o fenomeno da alelopatia, pouco se sabe a respeito dos mecanismos que
regulam o padrdo de produgdo e distribuicao dos aleloquimicos na planta, bem como sobre
os fatores que interferem nos resultados. As informacdes disponiveis implicam que
substancias quimicas com atividade alelopdtica estdo presentes em todos os d6rgaos das

plantas, como folhas, rizomas, sementes e raizes, entre outros. Entretanto, a distribuicao
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das substincias nao € uniforme, havendo variacdes em fungdo da espécie e do 6rgdo da
planta analisado (Hedge & Miller, 1990).

Essas substancias alelopaticas estdo implicadas numa grande diversidade de efeitos
nas plantas. Esses efeitos incluem atraso ou inibicdo completa da germinagdo de sementes,
crescimento paralisado, injiria no sistema radicular, clorose, murcha e morte das plantas
(Sousa Filho & Alves, 2002).

O desenvolvimento da semente como 6rgao especializado na protecdo, dispersao e
nutri¢do do embrido foi um passo importante na evolug¢ao das plantas terrestres (Shutov et
al.,, 1998). O actimulo de compostos como lipidios, proteinas e amido na semente é
importante para suprir as necessidades do embrido durante a germinacdo e crescimento
inicial da planta. Além de serem modelos interessantes para estudos bioldgicos, as
sementes possuem também importancia econdmica. Estes fatores, somados, vem
motivando estudos sobre os processos de acumulacdo e utilizacdo de reservas na semente,
principalmente no que se refere as proteinas.

As reservas de carboidratos, lipidios e proteinas presentes nas sementes Siao
utilizadas pelo embrido como fonte de energia e substrato para estruturas celulares. A
utilizacdo de amido ou de agucares soluveis € varidvel, dependendo da espécie, podendo
ser durante a germinagdo ou no estadio de plantula.

Segundo Bewley e Black (1990), as proteinas podem ser classificadas de acordo
com a sua fungcdo nas seguintes categorias: (1) Proteinas estruturais- podem estar
associadas a complexos lipidicos de membranas extra e intracelulares e estdo presentes no
citoesqueleto, histonas e ribossomos; (2) Enzimas— estdo envolvidas no metabolismo
celular; (3) Proteinas de reserva- abundantes nas sementes e utilizadas como fonte de
nutrientes durante a germinagdo e crescimento inicial da planta. De acordo com Shewry et
al. (1995) as principais proteinas de reserva das sementes sdo albuminas, globulinas ou
prolaminas.

O carboidrato de reserva mais comumente encontrado nas sementes ¢ o amido
(Singh & Juliano, 1977; Kreis & Doll, 1980), embora polissacarideos de reserva de parede
celular, possam estar presentes chegando a constituirem-se no principal carboidrato de
reserva (Buckeridge & Reid, 1996).

Tendo em vista que pouco se conhece a respeito do processo de mobilizacdo das
reservas em sementes durante a germinacdo, o objetivo deste trabalho foi investigar as

alteracdes de reservas de amido e proteina durante o periodo inicial da germinacdo de
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sementes de rabanete e alface tratadas com extratos aquosos e metandlicos de sementes de

Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido em camara de germinagdo do Laboratério de
Germinagdo do Departamento de Botanica e no Laboratério de Bioquimica, do Instituto de

Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu (SP).
2.1. Sementes testes

Foram utilizadas sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) cultivar Redondo
Vermelho e de alface (Lactuca sativa L.) cultivar Salad Bowl, certificadas pela Hortec

Sementes Ltda.
2.2. Obtencao dos Extratos

Sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith foram obtidas da regiao
semi-drida do nordeste brasileiro (Petrolina, PE). Estas foram secas em estufa de circulagao
forcada de ar a 70°C até peso constante e moidas em moinho tipo Wiley com peneira de
malha 20 mesh.

Com o moido das sementes foram preparados os extratos aquosos e metandlicos.
Para os extratos aquosos o moido das sementes foi fervido em dgua destilada por 5 minutos
e resfriado em temperatura ambiente. Para os extratos metandlicos, o0 moido foi colocado
em 100 mL de metanol por 12 horas.

Ambos os extratos foram filtrados em papel de filtro e o volume completado para 1
L com 4gua destilada, sendo os extratos armazenados em geladeira até o momento de sua

utilizagdo.
2.3. Tratamentos
Para verificar o efeito do extrato de sementes de A. cearensis na porcentagem de

germinagdo de sementes de rabanete e alface, foram utilizados os seguintes tratamentos:
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T1 - testemunha (4gua destilada);

T2 - cumarina a 100 mg L™ ;

T3 - 5 g da semente moida de A. cearensis L' de agua destilada;

T4 - 10 g da semente moida de A. cearensis L' de dgua destilada ;

T5 - 20 g da semente moida de A. cearensis L de dgua destilada;

T6 - 40 g da semente moida de A. cearensis L' de dgua destilada ;

T7 - testemunha (100 mL de metanol L de dgua destilada);

TS - 5 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L de dgua destilada ;
T9 - 10 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L' de 4dgua destilada ;
T10 - 20 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L' de dgua destilada;
T11- 40 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L™ de dgua destilada.

O tratamento com cumarina foi utilizado como testemunha para comparacdo com o
comportamento da germinagdo apresentada com o extrato de sementes de A. cearensis,
uma vez que, a literatura relata presenca desse composto fendlico nesse Orgdo. As
sementes de rabanete e alface foram colocadas em placas de Petri contendo duas folhas de
papel de filtro como substrato, umedecidas com 5 mL da solucdo de tratamentos, cobertas
com uma folha de papel de filtro e mantidas em camara de germinacao do tipo B.O.D.,

modelo Fanem, a 25°C.

Para verificar o efeito dos extratos de sementes de Amburana cearensis sobre o
metabolismo das reservas (proteinas e amido) das sementes de rabanete e alface foram

utilizados os seguintes tratamentos:
Para semente de rabanete:

T1 - testemunha (4gua destilada)
T2 - cumarina a 100 mg L'
T3 - 20 g da semente moida de A. cearensis L' de dgua destilada

T4 - 40 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L de dgua destilada
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Para sementes de alface:

T1 - testemunha (4gua destilada)

T2 - cumarina a 100 mg L'

T3 - 10 g da semente moida de A. cearensis L' de dgua destilada

T4 - 10 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L de dgua destilada

Esses tratamentos foram selecionados a partir dos resultados obtidos para
germinacdo de sementes de rabanete e alface tratadas com diferentes concentracdes do
extrato de sementes de A. cearensis que mostraram maior inibi¢do da germinacgdo, nesses

tratamentos.
2.4. Caracteristicas avaliadas

O efeito dos extratos sobre a germinagcdo de sementes de rabanete e alface foi
avaliado pela porcentagem de germinacdo de sementes (%G), realizada através da
contagem didria do nimero de sementes germinadas, considerando-se como semente
germinada aquela que apresentou 3 mm de radicula, durante 7 dias apds a semeadura

A avaliagdo do efeito dos extratos de sementes de A. cearensis sobre o metabolismo
das sementes de rabanete e alface foi realizada através da andlise bioquimica dos teores de
amido e proteinas. Assim, amostras de sementes de rabanete e alface foram retiradas do
meio de germinacdo as 0, 6, 12 e 24 horas apds a semeadura e armazenadas em ultra-
freezer a -80°C.

Em seguida as sementes foram colocadas para secar em estufa de circulagdo
forcada de ar a 70°C e moidas com nitrogénio liquido.

O teor de proteinas foi determinado através do método de Kjeldah (Instituto Adolfo
Lutz, 1951) e o teor de amido foi determinado pelo método de titulagdo de Cereda et al.
(2004).

O teor de proteina e amido foi analisado também, em sementes de rabanete e alface

antes da embebicao para comparacao dos resultados.
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2.5. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado para a avaliagdo de porcentagem de
germinacdo foi inteiramente casualizado com 11 tratamentos e 4 repeticdes de 50 sementes
cada para cada espécie teste.

O delineamento experimental utilizado para a avaliacdo dos teores de amido e
proteinas foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 4 repeticdes com 110 sementes
cada para rabanete e com 500 sementes cada, para alface.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Porcentagem de Germinacao (% G)

A Tabela 1 mostra os resultados da porcentagem de germina¢do de sementes de

rabanete (Raphanus sativus L.), tratadas com extratos aquosos € metandlicos de sementes
de Amburana cearensis, avaliadas durante 7 dias.

Nao se observou germinacdo de sementes de rabanete tratadas com extrato aquoso
com 40 g da semente moida de Amburana cearensis (Tabela 1). O aumento da
concentracdo do extrato reduziu a taxa de germinacao significativamente, tanto no extrato
aquoso como no metandlico. Assim, mostrando que altas concentragdes sao mais efetivas
para exercerem maior poder alelopatico sobre a germinacao.

Comparando-se os tratamentos com extratos, aquoso € metandlico, observa-se que
o extrato aquoso foi mais efetivo em inibir a germinacdo das sementes de rabanete.

Analisando-se a taxa de germinacdo de sementes de alface que receberam
tratamentos aquosos e metandlicos em diferentes concentragdes do moido de sementes de
A. cearensis, observa-se que esta espécie foi mais sensivel ao efeito alelopatico dos
extratos do que sementes de rabanete (Tabela 1). As concentragdes de 20 e 40 g do moido,
tanto no extrato aquoso como no metandlico, inibiram totalmente o processo germinativo,

bem como no tratamento com cumarina.
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Tabela 1- Porcentagem total de germinagcdo de sementes de rabanete (Raphanus sativus

L.) e alface (Lactuca sativa L.) tratadas com extratos aquosos e metandlicos de sementes

de Amburana cearensis (Fr. All). Smith.

Tratamentos rabanete alface
Testemunha H,O 100,0 a 76,5 a
Cumarina a 100 mg L™ 12,0 fg 0
5g de semente de A. cearensis L' H,0 94,0 be 35,5 be
10g de semente de A. cearensis L' H,0O 31,0 e 11,5d
20g de semente de A. cearensis L' H,0O 25¢ 0
40g de semente de A. cearensis L' H,0O 0 0
Testemunha Metanol 99,5 ab 51,0b
5g de semente de A. cearensis em metanol L' H,O 91,0 cd 20,0 cd
10g de semente de A. cearensis em metanol L™ H,0 80,5d 2,0e
20g de semente de A. cearensis em metanol L' H,O 295e 0
40g de semente de A. cearensis em metanol Lt H.O 18,5 ef 0
F 208,06* 130,39%*
C.V. (%) 9,36 17,77

* Significativo a 5% de probabilidade

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey

a 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados obtidos para porcentagem de germinagao de sementes

de rabanete e alface, tratadas com extratos aquosos e metandlicos de sementes de A.
cearensis, avaliado durante 7 dias, verificou-se que esta apresenta efeito alelopdtico
negativo e que, dependendo de sua concentragdo, pode inibir totalmente a germinagao.

Esses dados estdo de acordo com os encontrados por Reigosa et al. (1999), que
relatam que os efeitos dos aleloquimicos nos diferentes processos fisioldgicos de uma
planta s@o dependentes das concentragdes, ou a0 menos, se espera que sejam.

Carvalho et al. (1996) também verificaram que o potencial alelopatico de folhas
verdes de Saccharum officinarum L. (cana-de-agucar), sobre sementes de Mimosa
caesalpinaefolia Benth. (sabid), variava em func@o das concentra¢Oes analisadas. Gatti et
al. (2004), em estudos sobre o efeito do extrato obtido das folhas de Aristolochia

esperanzae O. Kuntze (papo-de-peru) sobre a germinagcdo de sementes de alface e de
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rabanete, observaram que o extrato aquoso obtido das folhas inibiu a germinacdo das
sementes com o aumento das concentra¢des analisadas.
Diante dos resultados obtidos, as concentragdes escolhidas para o experimento de

metabolismo foram aquelas que apresentaram menor taxa de germinagao.

3.2. Teor de proteinas

A Tabela 2 mostra os resultados do teor de proteinas nas sementes de rabanete

(Raphanus sativus L.) tratadas com extratos, aquosos e metandlicos, de sementes de
Amburana cearensis, nos diferentes periodos de avaliagdo, 0, 6, 12 e 24 horas do inicio do
processo de germinacdo, onde se observa decréscimo no teor de proteinas, porém, numa
variacdo nao significativa, nesses teores dentro dos periodos avaliados e entre os
tratamentos.

Essa reducdo ocorre porque a germinacao da semente € iniciada gragas as reservas
do tecido de reserva da semente, que sdo disponibilizadas pela atividade enzimética e pelo
fluxo dos componentes soliiveis ao embrido, onde ha rdpido consumo (Carvalho &
Nakagawa, 2000).

Esses dados concordam com a afirmacdo de Bewley & Black (1994), de que as
proteinas sdo mobilizadas durante a germinagdo e subseqiiente crescimento das plantulas.
Esses resultados também corroboram com os obtidos por Oliveira et al. (1998), que
trabalhando com sementes de Erythrina velutina Willd., observaram decréscimo no
conteddo de proteinas durante a germinacao.

Suda & Giorgini (2000) também observaram em sementes de Euphorbia
heterophyll,a que as proteinas foram continuamente degradadas apds o inicio da

embebic¢ao, confirmando os dados deste experimento.
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Tabela 2- Porcentagem de proteinas em sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)
tratadas com extratos de sementes de Amburana cearensis, nos diferentes periodos de

germinacao nas primeiras 24 horasapds a semeadura.

Tratamentos 0 horas 6 horas 12 horas 24 horas
Testemunha 25,6 23,78 25,93 20,81
Cumarina 25,6 23,19 21,03 21,98
20g extrato aquoso 25,6 22,32 22,14 21,95
40g extrato metandlico 25,6 22,48 21,51 21,73
F=1,39 n.s.

C.V. (%)= 5,90

n.s.= nao signifiativo

A Tabela 3 mostra os resultados do teor de proteinas em sementes de alface
(Lactuca sativa L.) tratadas com extratos, aquosos e metandlicos, de sementes de
Amburana cearensis, nos diferentes periodos de avaliacdo, 0, 6, 12 e 24 horas ap6s o inicio
do processo de germinagdo. Pelos resultados pdde-se observar aumento significativo no
teor de proteinas a 24 horas do processo de germinacdo. Esse aumento pode ter ocorrido
devido a sintese de novas proteinas a partir de mRNAs presentes na semente de alface, que

serao utilizadas no desenvolvimento do embrido.

Tabela 3- Porcentagem de proteinas em sementes de alface (Lactuca sativa L.) tratadas
com extratos de sementes de Amburana cearensis, nos diferentes periodos de germinagao.

Tratamentos 0 hora 6 horas 12 horas 24 horas
Testemunha 19,51 15,27 14,69 20,9
Cumarina 19,51 18,84 15,43 17,67
20g extrato aquoso 19,51 16,36 16,6 20,88
40g extrato metanolico 19,51 15,89 18,14 18,75
F=12,74% 19,51 16,59 b 16,21 b 19,55 a
C.V.(%)="1,70

* Significativo a 5% de probabilidade
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey a
5% de probabilidade.
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3.3. Teor de amido

Em relacdo ao teor de amido nas sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)
tratadas com extratos, aquosos e metandlicos, de sementes de Amburana cearensis, pode-
se observar na Tabela 4 que ndo houve diferenca significativa nos diferentes periodos de
avaliacdo, 0, 6, 12 e 24 horas da germinagao e nem entre os tratamentos, mostrando baixo

consumo de amido no processo germinativo.

Tabela 4- Porcentagem de amido em sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) tratadas

com extratos de sementes de Amburana cearsnsis, nos diferentes periodos de germinacao.

Tratamentos 0 hora 6 horas 12 horas 24 horas
Testemunha 1,33 1,43 1,49 1,28
Cumarina 1,33 1,62 1,23 2,01
10g extrato aquoso 1,33 1,38 1.4 1,67
10g extrato metandlico 1,33 1,75 1,37 1,71
F=1,19 n.s.

C.V. (%)= 12,95

n.s.= ndo signifiativo

Esses resultados concordam com os de Irving (1984), Hegnauer &
Gpayerbarkmeijer (1993), Silva et al. (1998) e Suda & Giorgini, (2000), que estudando as
reservas de amido em algumas leguminosas observaram pequeno consumo desta

substancia, durante o periodo germinativo.

Analisando o teor de amido nas sementes de alface (Lactuca sativa L.) tratadas com
extratos, aquosos e metandlicos, de sementes de Amburana cearensis, nos diferentes
periodos de avaliacdo, 0, 6, 12 e 24 horas apds o inicio da germinac¢ao foi possivel verificar
também, aumento no teor de amido nas primeiras 6 horas apds a embebi¢do, ocorrendo em

seguida, decréscimo as 12 horas (Tabela 5) .
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Tabela 5- Porcentagem de amido em sementes de alface (Lactuca sativa L.) tratadas com

extratos de sementes de Amburana cearensis, nos diferentes periodos de germinagao.

Tratamentos 0 hora 6 horas 12 horas 24 horas
Testemunha 1 1,76 0,81 0,92
Cumarina 1 1,37 1,14 0,97
10g extrato aquoso 1 1,25 0,94 0,85
10g extrato metandlico 1 1,47 0,93 1,23
F=3,07* 1 1,46 a 0,96 b 0,99 b

C.V. (%)= 14,27
* Significativo a 5% de probabilidade

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey a
5% de probabilidade.

Essa elevacdo do teor de amido nas primeiras seis horas do inicio da germinagao,
pode ser devido a rdapida conversdao de carboidratos estruturais em amido, durante o

processo de germinagdo das sementes de alface.

4. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam que extratos aquosos e metandlicos de
sementes de Amburana cearensis em altas concentracdes exercem poder alelopatico sobre
a germinagdo de sementes e reduzem o teor de proteina em sementes de rabanete e alface
ao longo do periodo germinativo. O teor de amido decresce ou aumenta em funcdo do

periodo de germinagdo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os conhecimentos dos efeitos da alelopatia e suas interacdes inter e intra-
especificas de plantas e microrganismos sdo de suma importancia no contexto de qualquer
ecossistema. Tais informagdes possibilitam ao pesquisador identificar possiveis causas do
insucesso no estabelecimento e persisténcia das pastagens, principalmente as consorciadas,
propiciando a adogdo de praticas de manejo que auxiliem na selecdo de espécies promisso-
ras, de forma a evitar prejuizos que possam ocorrer decorrentes desses efeitos.

Outro fator a se considerar € o uso da alelopatia no controle de plantas invasoras em
areas de cultivo, minimizando a utilizacdo de herbicidas, conseqiientemente, reduzindo os
custos da exploragdo, além de evitar riscos de contaminacao.

Este estudo foi proposto com o objetivo de avaliar os efeitos alelopaticos de
extratos aquosos e metandlicos de sementes de Amburana cearensis (Fr. All.) AC Smith,
sobre a germinacao de sementes de rabanete e alface e sua influéncia sobre o metabolismo
de proteinas e amido nessas sementes, 0, 6, 12 e 24 horas apds o inicio da germinacao.

No experimento de germinacdo foram avaliados a porcentagem de sementes
germinadas, o indice de velocidade de germinagdo (IVG), comprimento da radicula e parte
aérea e a porcentagem de plantulas normais. Através das andlises dessas caracteristicas foi
possivel verificar que os extratos aquosos e metandlicos, em concentragdes mais elevadas,
promoveram maior poder alelopético, devido a presenga de cumarina, sobre a germinagdo
das sementes de rabanete e alface, assim como, no desenvolvimento das plantulas
formadas que apresentavam necrose radicular.

No exprerimento de metabolismo foram avaliados os teores de proteinas e amido
nos periodos de 0, 6, 12 e 24 horas apds o inicio da germinagdo, onde foi possivel observar
variagcdo no teor de proteina e amido nas sementes de rabanete e alface ao longo desses
periodos de avaliagdo.

Devido a caréncia de informacdes durante a revisdo de literatura em relacdo ao
metabolismo de proteinas e amido, assim como, a relacdo existente entre alelopatia e o
metabolismo, faz-se necessario mais estudos para melhor elucidar os efeitos alelopéaticos e

suas interacoes.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Nas condicdes deste experimento e a partir dos resultados obtidos pode-se concluir
que extratos aquosos e metandlicos, de sementes de Amburana cearensis em altas
concentracdes exercem poder alelopatico sobre a germinacdo de sementes de alface e
rabanete e sobre o desenvolvimento das plantulas formadas, e reduzem o teor de proteinas
em sementes de rabanete e alface ao longo do periodo germinativo, enquanto que o teor de

amido decresce ou aumenta em funcao do periodo de germinagao.
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Anexo 1
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Anexo 2- Fotos do experimento de germinacdo mostrando as deformidades das plantulas
de rabanete e alface formadas apds o tratamento com o0s extratos aquososs € metandlicos de

sementes de Amburana cearensis.

T1 - testemunha (dgua destilada)

T7 - testemunha (100 mL de metanol L' de dgua destilada)
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T5 - 20 g da semente moida de A. cearensis L' de 4dgua destilada

T10 - 20 g da semente moida de A. cearensis + 100 mL de metanol L™ de dgua destilada
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T1 - testemunha (4gua destilada)

T7 - testemunha (100 mL de metanol L™ de agua destilada)
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