MINISTERIO DA EDUCACAO

s 00

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL

P
Ceera

CRISTIANE BEZERRA DA SILVA

DISSERTACAO DE MESTRADO

AVALIACAO DO POTENCIAL DE ATIVIDADE ALELOPATICA
DA PARTE AEREA E SUBTERRANEA DE Hydrocotyle bonariensis
LAM. (ARALIACEAE).

Orientador (a): Dr.* Marize Terezinha Lopes
Pereira Peres

Co-orientador (a): Dr.? Silvana de Paula Quintao
Scalon.

CAMPO GRANDE - MS
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



MINISTERIO DA EDUCAGCAO

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL

CRISTIANE BEZERRA DA SILVA

DISSERTACAO DE MESTRADO

AVALIACAO DO POTENCIAL DE ATIVIDADE ALELOPATICA
DA PARTE AEREA E SUBTERRANEA DE Hydrocotyle bonariensis
LAM. (ARALIACEAE).

Dissertagdo apresentada como
um dos requisitos para
obtencdo do grau de Mestre
em Biologia Vegetal junto ao
Departamento de Biologia do
Centro de Ciéncias Biologicas
e da Satude

CAMPO GRANDE - MS
2009



Ndo é o desafio com que nos deparamos que determina quem
somos e o que estamos nos tornando, mas a maneira como
respondemos ao desafio. Somos combatentes idealistas, mas
plenamente conscientes. Porque o ter consciéncia ndo nos obriga
a ter teoria sobre as coisas; s6 nos obriga a sermos conscientes.
Problemas para vencer, liberdade para provar. E enquanto
acreditarmos no nosso sonho, nada é por acaso. (Henfil)

[...] nossas possibilidades de conhecimento
sdo poucas e até, tragicamente pequenas.
Sabemos pouquissimo, e aquilo que sabemos
sabemo-lo muitas vezes superficialmente,
sem grande certeza. A maior parte de nosso
conhecimento somente é provivel. Existem
certezas absolutas, incondicionais, mas estas
sdo raras (Bochenski).
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial alelopatico dos 6leos essenciais das folhas,do
EB e fragdes da parte aérea e subterranea de Hydrocotyle bonariensis LAM. (Araliaceae), por meio de
bioensaios de germinacdo/emergéncia e crescimento com o extrato etanodlico bruto e as fracdes
semipurificadas (hexanica, acetato de etila e etanol-dgua), em laboratdrio e em casa de vegetacdo. Os
bioensaios em laboratorio foram realizados com as sementes-alvo de eudicotiledoneas: Lactuca sativa
L. (alface), Lycopersicon esculentum Mill. (tomate); e monocotiledoneas: Allium cepa L. (cebola) e
Triticum aestivum L. (trigo), e as espécies Lactuca sativa L. (alface) e Allium cepa L. (cebola) em casa
de vegetacdo. Para os testes com Oleos essenciais foram utilizadas seis concentracdes (0, 0,1%, 0,5%
0,25%, 0,12%, 0,05%) e para os testes em laboratorio e casa de vegetacdo, foram utilizadas quatro
concentra¢des do extrato etandlico e fragdes (0, 250, 500, 1.000 mg.L™"), com quatro repeti¢des de 50
sementes em bioensaios em laboratdrio e oito repeticdes de oito sementes em casa de vegetacdo. Os
bioensaios em laboratorio revelaram que as fra¢gdes semipurificadas atrasaram a germinagdo e
reduziram a germinabilidade de alface, tomate, cebola e trigo. Nos bioensaios de crescimento, a FH e
FAE inibiram o crescimento da raiz priméria em eudicotiledoneas, enquanto que a FEA estimulou o
crescimento. O EB e todas as fragdes inibiram o crescimento do hipocétilo e massa seca em
eudicotiledoneas. Em relacdo as monocotiledoneas foi verificado que o EB e fragdes causaram
reducdo no IVG, porcentagem de germinagao e inibicao na raiz e coledptilo de cebola e trigo. A fragdo
acetato de etila inibiu a raiz primaria das plantulas-alvo e o hipocoétilo/coledptilo de tomate e cebola. A
FEA da parte aérea estimulou a raiz primaria de alface e tomate e inibiu a raiz primaria e coleoptilo de
cebola e trigo. Efeitos similares aos descritos para as fracdes semipurificadas na germinagdo e as
fragdes hexanica e acetato de etila no crescimento, foram observados nos bioensaios com herbicidas
comerciais. Nos bioensaios em casa de vegetagcdo, verificou-se que o extrato etanolico bruto e as
fracdes semipurificadas atrasaram a emergéncia e reduziram a porcentagem de plantulas emersas
alface e cebola. Com relacdo ao crescimento, verificou-se uma inibi¢do no comprimento da raiz de
alface na maior concentragdo do EB e da FAE e, no comprimento da raiz de alface, pela FAE. A FEA
estimulou o crescimento da raiz em alface e causou acimulo de massa seca da parte aérea em alface e
cebola nas maiores concentracdes ensaiadas. O EB, FH e FAE diminuiram a massa seca da raiz em
alface e cebola, sendo que a FEA aumentou o acumulo de massa seca em cebola na menor
concentragdo ensaiada. Com relacdo ao numero de folhas foi verificado que o EB e fracdes causaram
diminui¢do no numero de folhas em alface e cebola. A menor concentragdo da FEA causou um
aumento no numero de folhas de alface. O EB e fragdes inibiram o teor de clorofila e a fluorescéncia
média da clorofila em alface e cebola, sendo que valores maiores de inibi¢do foram observados pela
FAE da parte subterranea. Analises quimicas preliminares por cromatografia em camada delgada,
realizadas com as fragdes semipurificadas revelaram a presenca compostos fendlicos no EB e todas as
fragdes, e alcaldides na FAE da parte subterranea, sendo que a andlise espectrofotométrica verificou-se
que a fracdo acetato de etila apresenta o maior contetido total de compostos fendlicos e atividade
antioxidante. Os resultados obtidos possibilitam concluir que a parte aérea e subterranea de
Hydrocotyle bonariensis possui potencial alelopatico e pode ser util como herbicida natural em
programas de manejo de plantas invasoras.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the alelophathic potential of the essential oils of the
leaves, EB and fractions of the aerial and underground part of Hydrocotyle bonariensis LAM.
(Araliaceae), by means of bioassay of the germination/emergency and growth with the ethanolic gross
extract and the fractions (hexane, ethyl acetate, ethanol-water) in laboratory and at greenhouse
experiments. The bioassay in laboratory was accomplished with the objective-seeds of eudicots:
Lactuca sativa L. (lettuce), Lycopersicon esculentum Mill. (tomato); and the monocots: Allium cepa L.
(onion) e Triticum aestivum L. (trigo), e as espécies Lactuca sativa L. (letucce) e Allium cepa L.
(onion) at green house. For the tests with essential oils, six concentrations were used (0, 0,1%, 0,5%
0,25%, 0,12%, 0,05%) and for the tests in laboratory and green house, four concentrations of the crude
ethanolic and fractions were used (0, 250, 500, 1.000 mg.L™"), with four repetitions of the 50 seeds in
laboratory bioassay and 8 repetitions of 8 seeds in green house. The bioassay in laboratory revealed
that the fractions put back the germination and reduced the germination of the lettuce, tomato, onion
and wheat. In the growth bioassay, the hexane fraction (HF) and ethyl acetate (EAF) inhibited the
growth of the primary root in eudicots, while the EAF stimulated the growth. The crude ethanolic (CE)
and every fractions inhibited the growth of the hipocotilyl and dry mass in eudicots. With monocots
was observed that the CE and fractions reduced the IVG, germination percentage and inhibition in the
root, onion and wheat coledptile. The EAF inhibited the root primary of the tomato and onion. The
EAF of the aerial part stimulated the root primary of the lettuce and tomato and inhibited the primary
root and coleoptile of the onion and wheat. Similar effects were observed in the bioassays with
commercial herbicidal. In the vegetation home bioassay, was observed that the EEB and the fractions
delay the emergency and reduced the percentage of sprouted plants of lettuce and onion. With
relationship to the growth, was observed an inhibition in the length of the root of lettuce in the largest
concentration of the CE and EAF. The ethanol- water fraction (EWF) stimulated the growth of the
lettuce root and it caused mass accumulation in aerial part of lettuce and onion, in the largest rehearsed
concentrations. The CE, HF e EWF decreased the mass evaporates of root lettuce and onion and EAF
increased the onion mass evaporates, in the smallest rehearsed concentration. With relationship to the
number of leaves was observed that the CE and fractions caused decrease in the number of leaves in
lettuce and onion. The smallest concentration of the EWF caused an increase in number of leaves of
the lettuce. The CE and fractions inhibited the text and media fluorescence of the chlorophyll, in
lettuce and onion, the larger values of inhibition were observed by the EAF of underground part.
Preliminary chemical analysis by chromatography, revealed the presence of phenolic compounds in
CE and fractions, alkaloids in EAF underground part. By spectrometric analysis, the FAE showed the
largest antioxidant activity and content of total phenolic. By these results it is possible to conclude that
the underground part of Hydrocotyle bonariensis processes alelopathic potential and it can be useful as
natural herbicides in handling programs of the harmful plants.
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IVE — Indice de Velocidade de Emergéncia

IVG — Indice de Velocidade de Germinacéo
MES — Acido 2-morfolinoetanosulfonico
MGDM - miligramas por decimetro quadrado.
pH — Potencial Hidrogenidnico

%G — Porcentagem de Germinagao
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A — Alelopatia: Conceito e Historico.

Dentre os métodos de controle e prevencdo de plantas daninhas, o uso de agroquimicos
continua sendo o componente mais importante na hora de aumentar o rendimento das colheitas e
reduzir o trabalho nas culturas. No entanto, o uso continuado de herbicidas em areas de monocultivo
tem levado ao crescente aparecimento, em nivel mundial, de biotipos de plantas daninhas tolerantes e
resistentes a esses herbicidas o que tem ocasionado um aumento significativo dos custos de produgao e
problemas graves de contaminacdo do ambiente (MACIAS et al., 2000 a).

Nesse contexto, as milhares de substancias quimicas disponiveis na natureza, quer aquelas
produzidas por plantas ou pelos microorganismos podem oferecer novas e excelentes oportunidades
para diversificar o controle de endemias na agricultura, reduzindo ou eliminando a contaminagdo do
ambiente, preservando os recursos naturais e garantindo a oferta de produtos agricolas com alta
qualidade, desprovidos de residuos de agentes contaminantes (SOUZA-FILHO & ALVES, 2002).

O primeiro registro da influéncia que uma planta tem sobre a outra, interferindo no seu
desenvolvimento, foi descrito por Theophastus (300 A.C.), um discipulo de Aristoteles, que observou
que plantas de grao- de- bico (Cicer arietinum L.) ndo revigoravam o solo como outras plantas, ao
contrario, o exauria, a0 mesmo tempo que destruia as plantas invasoras (RICE, 1984).

Plinio (1 d.C) reporta que grao-de-bico (Cicer arietinum L.), cevada (Hordeum vulgare L.),
ervilha (Vicia ervilia (L.) Willd) e a nogueira européia, (provavelmente Juglans regia L.), foram a
causa de muitas preocupagdes para o homem e injlrias para as plantas da vizinhanga. Deixou também
registrada a observagdo que, sob a copa das plantas do género Pinus, o capim morria (RICE, 1984).

De Candolle em 1932, afirmava que o cansago das terras decorrente da monocultura durante
anos seguidos, era ocasionado pelo acimulo de algumas substancias exsudadas pelas plantas a qual
passava a afetar o proprio desenvolvimento (RICE, 1984).

Em 1937 o termo alelopatia foi proposto por Hans Molish, palavra derivada do latim Allelon =
de um para o outro, pathos = prejuizo, para referir- se a interagdes bioquimicas entre todos os tipos de
plantas e inclusive entre microorganismos. Anos depois, 0 mesmo autor redefiniu o termo alelopatia
como sendo ‘“qualquer efeito direto ou indireto danoso ou benéfico que uma planta (incluindo
microorganismos) exerce sobre outra pela producdo de compostos quimicos liberados no ambiente”
(RICE, 1984).

A Sociedade Internacional de Alelopatia, foi criada em 1996 e definiu o termo como a “ciéncia
que estuda qualquer processo envolvendo, essencialmente, metabolitos secundarios produzidos por
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas

agricolas e biologicos, incluindo efeitos positivos e negativos” (MACIAS et al., 2000 b).
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A alelopatia ¢ um importante mecanismo ecoldgico, que influencia a dominancia e sucessao
das plantas, cujas interagdes sdo responsaveis pelo estabelecimento e sobrevivéncia de espécies no
ambiente. A inibi¢do/estimulo resulta da interferéncia isolada ou coletiva nos processos fisiologicos,
sendo por isso considerados como um recurso para o desenvolvimento de pesticidas naturais (GATTI
et al., 2004). Os procedimentos usados para avaliar o potencial de atividade alelopatica sdo os
bioensaios, nos quais podem ser avaliados parametros globais como germinagdo, crescimento e
desenvolvimento das plantulas ou plantas adultas e pardmetros mais especificos como a atividade de
alguns processos fisiologicos, como por exemplo fotossintese, respiragcdo, contetido de clorofila, etc
(SOUZA-FILHO & ALVES, 2002).

Os efeitos alelopaticos dependem dos compostos quimicos, que sdo liberados no ambiente
pelas plantas doadoras. Dessa forma, a alelopatia distingue-se da competi¢do, pois essa envolve a
reducdo ou a retirada de algum fator do ambiente, necessario a outra planta no mesmo ecossistema, tal
como agua, luz e nutrientes (RICE, 1984) por ser um fendmeno que ocorre largamente em
comunidades de plantas, a alelopatia ¢ um dos mecanismos por meio dos quais determinadas plantas
interferem no desenvolvimento de outras, alterando o padrdo e a densidade (SMITH & MARTIN,

1994).

B — Natureza e funcio dos compostos alelopaticos.

As interagdes alelopaticas derivam de metabdlitos secundarios produzidos por plantas e
microorganismos, que sdo conhecidos como aleloquimicos. Estes aleloquimicos sdo produtos naturais
bioativos que conduzem a larga ordem de efeitos biologicos (MACIAS et al., 2006). Essas substancias
estdo presentes em todos os tecidos das plantas incluindo folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caules
e sementes (PUTNAN & TANG, 1986), e variam em quantidade e qualidade de espécie para espécie,
até mesmo na quantidade do metabdlito de um local de ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro, pois
muitos deles possuem suas sinteses desencadeadas por eventuais vicissitudes a que as plantas estdo
expostas (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Durante muito tempo ndo se sabia exatamente se as substancias quimicas do metabolismo
secundario representavam o produto final do metabolismo celular, ou se eram sintetizadas pelas
plantas com funcdes especificas. Alguns autores defendiam a primeira hipdtese, baseados no fato de
que essas substancias encontram-se em maior quantidades nos vactolos das células, onde seriam
depositadas a fim de evitarem a propria autotoxidade. Outros consideravam que a producdo dessas
substancias € regida pelas leis da genética e que estdo sendo constantemente sintetizadas pelas plantas,

defendendo a segunda hipdtese (MEDEIROS, 1990).
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Atualmente, entretanto, sabe-se que muitas destas substancias estdo diretamente envolvidas nos
mecanismos que permitem a adequacdo do produtor a seu meio. De fato, ja foram reconhecidas como
funcdes de varias substincias pertencentes a essa classe de metabolitos, por exemplo, a defesa contra
herbivoros e microorganismos, a prote¢do contra raios UV, a atracdo de polinizadores ou animais
dispersores de sementes e em alelopatia (SANTOS, 2002).

Dessa forma, os aleloquimicos sdo vistos como alternativas para agroquimicos sintéticos,
objetivando o manejo sustentdvel e ecoldogico na produgdo agricola. Muitas substancias alelopaticas
apresentam grande potencial para uso no controle biolégico de plantas daninhas (CHUNG et al.,
2001), sendo parcial ou totalmente soliveis em 4gua e ativas em baixas concentragdes. Em
contrapartida ao poder fitotdxico, os efeitos de promocdo da germinacdo e do crescimento vegetal
causados por aleloquimicos também s3o de interesse para o manejo agricola (VYVYAN, 2002).

A sintese dos metabdlitos secundarios de plantas deriva, principalmente, do metabolismo da
glicose via dois intermedidrios principais: acido chiquimico e acetato (Figura 1).

A via do 4cido chiquimico (chiquimato) produz trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina,
triptofano e tirosina, que intermediam a biossintese de numerosos produtos naturais aromaticos em
plantas superiores (SCHMID & AMRHEIN, 1995) entre eles, os alcaloides, taninos, lignanas, ligninas
e cumarinas. Os metabdlitos secundarios podem ser encontrados na forma livre, sendo denominados
genericamente de agliconas ou estar ligado a uma ou mais unidades de agucar formando o que se

denomina heterosideos (SANTOS, 2002).

GLICOSE

Polissacarideos

Heterosideos

Acido chiauimico Acetil - CoA

i Fenilalanina/ Acido galico Via mevalonato
riptofano irosi Ciclo do acido
tirosina ac condensagao
citrico
) . isoprendides .

Alcaldides inddlicos e Taninos hidrolisaveis Ant_raqumonas flavandides Acidos graxos

quinolinicos taninos condensados acetogeninas

Ornitina  lisina Terpendides e esterdis
Protoalcaldides Acido cinamico AlcanI0|des p|rrcl)llld|’n|lcos,
alcaldides tropanos, pirrolizidinicos,

isoquinolinicos fenilpropancides piperidinicos e

e benzillisoquinolinicos auinolizidinicos

Ligninas e ligninas
cumarinas

Figura 1. Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios. Fonte Santos, 2002.
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Metabolitos secundérios as vezes agem como aleloquimicos, no entanto, o termo aleloquimico
e metabolito secunddrio ndo devem ser usados como sindnimos. Um composto quimico pode
apresentar varios papéis na natureza, incluindo o de aleloquimico, dependendo do organismo e do
parametro ambiental especifico que afeta o organismo. Assim, um mesmo composto pode as vezes ser

um aleloquimico, e outras vezes pode apresentar outros papéis (INDERJIT & DUKE, 2003).

C- Vias de liberacao e fatores que afetam a producio de aleloquimicos.

Os compostos alelopaticos podem ser liberados das plantas por lixiviagdo a partir dos tecidos,
volatilizacdo, exsudagdo pelas raizes e decomposicao de residuos da planta, do seguinte modo:
« lixiviacdo: as toxinas soliveis em agua sdo lixiviadas da parte aérea e das raizes ou, ainda, dos
residuos vegetais em decomposicdo (ALMEIDA, 1988). Pode-se citar, principalmente, a lixiviagdo
dos acidos organicos, aclcares, aminodcidos, substancias pécticas, terpendides, alcaldides, compostos
fenolicos e giberelina (SOUZA, 1988; RODRIGUES et al., 1992 );
* volatilizacdo: compostos aromaticos sdo volatilizados das folhas, flores, caules e raizes e podem ser

absorvidos por outras plantas. Nesse grupo, encontram-se compostos como o gas carbonico (CO,), a
amoénia (NH,), o etileno e os terpenoides. Esses Gltimos atuam sobre as plantas vizinhas por meio dos

proprios vapores ou condensados no orvalho ou, ainda, alcancam o solo e sdo absorvidos pelas raizes
(SOUZA, 1988; WEIDENHAMER, 1996).

* Exsudaciio pelas raizes: um grande nimero de compostos alelopaticos sao liberados na rizosfera
circundante e podem atuar direta ou indiretamente nas interagdes planta/planta e na acdo de
microrganismos (TUKEY JUNIOR, 1969). Entre esses compostos, podem ser citados o 4cido oxalico,
a amidalina, a cumarina e o acido transcinamico (SILVA, 1978);

* Decomposicdo de residuos: toxinas sdo liberadas pela decomposicdo das partes aéreas ou
subterraneas, direta ou indiretamente, pela acdo de microrganismos. Perdas da integridade de
membranas celulares permitem a liberagdo de um grande nimero de compostos que impdem
toxicidade aos organismos vizinhos, tais como os glicosideos cianogénicos (SOUZA, 1988), acidos
fenolicos, agropireno, cumarinas (SILVA, 1978) e flavondides (RICE, 1984).

As substancias alelopaticas ainda se mantém nos tecidos das plantas mesmo depois de mortas,
de onde sdo liberadas por volatiliza¢do, se forem produtos volateis, ou por lixiviagdo, por meio do
orvalho e chuva, se forem soliveis na 4gua, sendo arrastadas para o solo, onde, ao atingirem a
concentragdo necessaria, podem influenciar no desenvolvimento dos microorganismos e das plantas
que nele se encontram. Nesse sentido, o efeito alelopatico pode se pronunciar tanto durante o ciclo de

cultivo, quanto nos cultivos subseqiientes (TEXEIRA et al., 2004).

D- Mecanismos de acido dos compostos alelopaticos.
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Aleloquimicos alteram o crescimento € o desenvolvimento de plantas pela multiplicidade de
acoes sobre os processos fisiologicos. Ha centenas de diferentes estruturas e muitos dos compostos
quimicos apresentam varios efeitos fitotoxicos (EINHELLIG, 2002).

Entretanto, os mecanismos de acdo desses compostos ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Sabe-se que os mesmos afetam processos, tais como a germinagdo das sementes € o
crescimento das plantulas, a assimilagdo de nutrientes, a fotossintese, a respiracdo, a sintese de
proteina, a atividade de véarias enzimas e a perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da

membrana celular (DURIGAN & ALMEIDA, 1993; RODRIGUES et al., 1992; EINHELLIG, 1996).

E- Principais classes de agentes alelopaticos.

RICE (1984) classifica os compostos aleloquimicos em 14 categorias, sendo elas: acido
cindmico e seus derivados, cumarinas, fenois simples, derivados do 4cido benzdico e acido galico,
flavonoides, taninos condensados e hidrolisados, terpenoides e esterdides, acidos organicos soluveis
em agua, lactonas simples insaturadas, acidos graxos de cadeia longa, naftoquinonas, antraquinonas e
quinonas, aminoacidos e poliptideos, alcaloides e cianoidrinas, glicosideos, purinas e nucleosideos.

Sabe-se que uma mesma planta ¢ capaz de produzir diversos aleloquimicos e que entre estes se
desencadeiam diversas interacdes. Muitos compostos sdo volatilizados ou liberados pela exudacio das
raizes, sendo lixiviados para o solo a partir de plantas vivas ou mediante residuos em decomposicao.
Alguns compostos que chegam no ambiente atuam diretamente na inibicdo de germinagdo ou
crescimento das espécies receptoras porém, outros apresentam propriedades alelopaticas apenas apos
transformagdes quimicas proporcionadas pelos microrganismos presentes no solo, demonstrando com
isso que a atividade bioldgica pode ser potencializada por seus produtos de degradacao (DUKE, 2002).

Acidos fendlicos e flavonodides estio amplamente distribuidos nos tecidos vegetais e
freqlientemente sdo associados a fendmenos alelopaticos. A maior parte dos estudos realizados tem
tido como objetivo estabelecer os mecanismos de acido dessas duas classes de compostos. Acidos
fenolicos sdo mencionados como responsaveis pela reducao de absor¢do de micro e macronutrientes
em diversas espécies. Acido fertlico pode atuar na inibigao da absor¢io de fosfato enquanto que acido
clorogénico pode alterar o balango de nutrientes nas plantas. Os flavondides naringenina, genisteina e

canferol também interferem de maneira indireta (SANTOS & REZENDE, 2008).

F- Produtos naturais com atividade herbicida.
Estudos comparativos entre a a¢do de herbicidas sintéticos e de substancias quimicas isoladas a
partir de plantas mostram haver alguma semelhanca entre sitios € mecanismos de a¢do. Um exemplo

de tal fato pdde ser observado entre cineol e o herbicida cinmetilina. O 1,8 cineol e seu analogo 1,4
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cineol tem suas atividades fitotoxicas estudadas desde a década de 60, sendo capazes de inibir o
crescimento de muitas plantas daninhas (ROMAGNI, et al., 2000).

O herbicida comercial cinmetilina, um composto analogo ao cineol (2-benzil éter- substituido)
¢ intensamente utilizado no controle de plantas daninhas (monocotiledoneas). Ambos os compostos
(tanto o natural quanto o sintético) apresentam o mesmo mecanismo de agdo, causando inibicdo da
sintese da enzima asparagina. Entretanto, muitos outros sitios moleculares de a¢do e ou mecanismo de
acdo, os quais vém sendo observados em certos compostos naturais, ndo foram observados nos
herbicidas disponiveis no mercado (ROMAGNI et al., 2000).

Tal constatacdo ¢ de extrema importdncia uma vez que a resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas ocorre quando se utiliza um mesmo herbicida por muito tempo, ou herbicidas diferentes,
porém, com o mesmo mecanismo de a¢do. Dessa forma se faz necessdria a descoberta de compostos
com diferentes sitios de acdo quando comparados aos herbicidas tradicionais (DUKE et al., 2000).

Com modificacdes quimicas alguns metabolitos secundarios de plantas com fitotoxidade
podem ser a base de novos herbicidas. Um dos primeiros € mais potentes fitotoxicos estudados em
plantas ¢ o 1,8-cineol. Esse composto produzido por muitas espécies de plantas tem sido reportado em
alelopatia planta-planta. No entanto, ¢ um composto volatil ndo sendo viavel para ser usado
efetivamente como herbicida. Modificagdes do 1,8-cineol levaram a cimetilina, um herbicida sintético

desenvolvido, mas nunca comercializado (DUKE & ABBAS, 1996).

Figura 2. Estruturas quimicas do 1,8 cineol e herbicida cinmetilina.

G- Herbicidas comerciais utilizados no controle de plantas daninhas.

A aplicacdo de herbicidas, dependendo do principio ativo ou da formulagdo, da dose utilizada,
dos microrganismos presentes e da sensibilidade destes aos diversos produtos (ROYUELA et al.,
1998), das condigdes climaticas e do tipo de solo (SILVA et al., 2003), pode trazer conseqiiéncias
indesejaveis para a microbiota. Acredita-se que a maior interferéncia desses compostos ocorre quando
eles agem sobre a biossintese de aminoacidos ou rotas metabodlicas comuns entre microrganismos €

plantas.
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A classificagdo dos mecanismos de acdo de herbicidas depende do risco de desenvolvimento de
resisténcia pelas espécies alvo. Os herbicidas, inibidores do Fotossistema II, apresentam elevado
nimero de bidtipos resistentes. Considerando que os produtos sdo comercializados h4 mais de 40 anos,
seu mecanismo de acdo tornou-se¢ menos suscetivel ao desenvolvimento de resisténcia, sendo
classificados como risco médio (CHRISTOFFOLET et al., 2004).

O glifosato ¢ um herbicida comercial citado como pouco tdxico, mas héd evidéncias de efeitos
deletérios no ambiente, principalmente devido a resisténcia adquirida por algumas espécies de plantas
daninhas, ap6s o uso prolongado do herbicida. A utilizacdo do glifosato altera diferentes processos
bioquimicos vitais em plantas, como a biossintese de aminoacidos aromaticos, proteinas e acidos
nucléicos (GLASS, 1984). O herbicida ¢ absorvido pelo tecido vivo e translocado, via floema, através
da planta para as raizes e rizomas. Sua atuagdo nos vegetais inibe a acdo da enzima especifica
enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintase (EPSP), impedindo a sintese de aminoéacidos aromaticos que
sdo precursores de outras substdncias como alcaldides, flavondides e lignina. As plantas tratadas com
glifosato morrem lentamente, em poucos dias ou semanas, e devido ao seu transporte por todo o
sistema nenhuma parte da planta sobrevive. Por sua rdpida adsor¢do no solo, ndo ¢ facilmente
lixiviado, sendo pouco provavel a contaminagdo de aguas subterrdneas. Em raras ocasides, o pesticida
tem sido detectado em amostras de 4guas mas, em geral, isto ocorre devido a dificuldade de separagdo
do composto e também devido ao fato de ndo ser considerado um sério contaminante aquatico
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina), herbicida pré e pods-
emergente, ¢ importante representante do grupo das triazinas. Tem sido utilizada no controle anual de
plantas daninhas em grande variedade de culturas, incluindo as de milho, cana-de-agucar, sorgo e
pinus. Devido ao uso intenso, baixa reatividade e solubilidade, ¢ comumente detectado no
monitoramento de solos e aguas subterraneas. Seus residuos e metabdlitos podem ser encontrados
nesses locais apos longo tempo de aplicagdo (MELI et al., 1992, citado por COUTINHO, 2006), pois
seu tempo de vida médio varia de 20 até mais de 100 dias e seus residuos também sdo encontrados em
frutas e vegetais (ATRAZINE, 2008).

O herbicida basagran ¢ utilizado apenas em pods-emergéncia, devido a absor¢do primariamente
foliar e a pequena capacidade de translocagdo. Os efeitos de fitotoxicidade manifestam-se préximos ou
nos locais pulverizados, sendo que as plantas sdo mais sensiveis quando mais tecidos tenros estdo
presentes. A dessecagdo do tecido foliar e perda da capacidade fotossintética leva a paralisacdo do
crescimento ¢ a morte (HEAP, 2008).

Gesagard caracteriza—se pela acdo graminicida acentuada, notadamente sobre as espécies

anuais, e algumas espécies de folhas largas. O ingrediente ativo prometrina ¢ absorvido pelas radiculas
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das gramineas e folhas largas e se transloca pelo xilema para o ponto de crescimento matando as
plantas, através da inibi¢do do processo de fotossintese. Em aplicagdo na pés—emergéncia, o produto
tem acdo de contato sobre as plantas daninhas, assim como, se transloca pelo xilema inibindo o
processo de fotossintese causando a morte das plantas sensiveis (CIB, 2008).

Poast ¢ um herbicida de espectro estreito registrado para o controle de gramineas anuais e
perenes. Ao contrario dos outros herbicidas mencionados acima, a setoxidina interfere na biossintese
de 4acidos graxos, necessaria para sintese e manuten¢do de membranas, ¢ ndo na producdo de

aminoacidos. O herbicida ¢ ativo contra a enzima acetil-CoA-carboxilase (ACCase) (CIB, 2008).

H- A Fluorescéncia variavel/Fluorescéncia maxima (Fv/Fm) como biomarcador de exposicio e
efeito.

Sabe-se que algumas macromoléculas do fotossistema II (FSII) ligam-se a alguns grupos de
pesticidas, metais toxicos e outras substancias quimicas que interferem na sua atividade. Utilizando o
FSII como biomarcador ¢ possivel testar a inibi¢do da reacdo de Hill e mudancgas na fluorescéncia da
clorofila a em células vegetais submetidas as mais diversas condi¢des (GIARDI et al., 2001).

Estudos tem demonstrado a sensibilidade deste pardmetro fisiolégico em resposta a varias
substancias toxicas como pesticidas e/ou herbicidas (HAYNES et al., 2000; MACINNIS e RALPH,
2003; FRANKART et al., 2003; GEOFFROY et al., 2004), metais toxicos (DANILOV & EKELUND,
2001; GIARDI et al., 2001; NIKOOKAR et al., 2005), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(BENNET et al., 2000) e amostras de efluentes e sedimentos contaminados (THOMPSON, 1997).

I- Determinacio da Fluorescéncia variavel/Fluorescéncia maxima (Fv/Fm).

A partir da medida de eficiéncia da fluorescéncia da clorofila a, pode-se obter informacgdes
sobre as mudangas na eficiéncia fotoquimica e na dissipacdo pelo calor (MAXWELL & JOHNSON,
2000). A inducdo da fluorescéncia ou excitacdo da clorofila a pela luz ¢ um processo que ocorre
naturalmente durante a fase clara do processo fotossintético e foi observado pela primeira vez por
KAUTSKY et al. (1960). Ao absorver a energia luminosa, as moléculas de clorofila a atingem um
estado transitorio de maior energia e repassam elétrons através da sequéncia de reagdes de oxi-reducdo
do FSII em dire¢do ao FSI, onde ocorre a conversdo em energia fotoquimica. Apds este nivel maximo
de fluorescéncia ser atingido, ha um decaimento na fluorescéncia até esta atingir o nivel basal, onde as
moléculas de clorofila a estdo menos energizadas e novamente aptas a absorver a energia luminosa.
Este fenomeno ¢ chamado de dissipacdo da energia de excitagdo MAXWELL & JOHNSON, 2000).

Para realizar a medida dos niveis minimo e maximo da fluorescéncia ¢ necessario que o FSII

esteja momentaneamente fora de atividade, garantindo que toda a fluorescéncia remanescente da
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clorofila a, originaria do processo fotossintético desenvolvido até entdo, tenha se dissipado e que os
centros de reagdo estejam totalmente oxidados, ou seja, com potencial de realizar a maxima
fotoquimica. Dai a necessidade da adaptacdao da amostra ao escuro (SCHREIBER et al. 2002).

A relagdo Fluorescéncia variavel/ Fluorescéncia média (Fv/Fm) indica a eficiéncia em que a
energia luminosa, captada pelo complexo antena e pelas moléculas de clorofila a do centro de reacao
P680, ¢ encaminhada em dire¢do ao restante do desenvolvimento do processo fotoquimico
(MAXWELL & JOHNSON, 2000; SCHREIBER et al. 2002). De forma andloga a eficiéncia de uma
maquina, a performance ou eficiéncia fotossintética ¢ funcdo da diferenca entre o maximo (Fm) e o
minimo de energia (Fo) utilizada para realizar trabalho (SCHREIBER et al. 2002, LICHTENTHALER
et al., 2005).

J- Inducéo da fluorescéncia maxima da clorofila a.

Recentemente, a medida da fluorescéncia variavel da clorofila a € realizada usando-se
fluorimetros de pulso de amplitude modulada (PAM fluorometer). E cada vez mais freqiiente a
aplicacdo dos “métodos de pulso de saturacdo” em estudos sobre a fisiologia de organismos
fotossintetizantes (OXBOROUGH & BAKER, 1997; SCHREIBER et al, 2002; KUSTER &
ALTENBURGER, 2007; TUKAJ et al., 2007). Tais métodos permitem a determinacdo de diversos
parametros de fluorescéncia da clorofila a, de forma répida e ndo invasiva, os quais podem ser usados
com sucesso para detectar alteragdes metabdlicas em diversas espécies (BAKER & ROSENQVIST,
2004).

O fluorimetro ¢ atualmente utilizado em diversos estudos de monitoramento da produtividade
primaria em ecossistemas terrestres e aquaticos (JAKOB et al., 2005; LUGOMELA et al., 2005;
MARCHETTI et al., 2006) e de algas nocivas (SCHOFIELD et al., 1998; EVENS et al., 2001;
WARNER e¢ MADDEN, 2007). Existem no mercado varios tipos de fluorimetros de pulso de
amplitude modulada, para uso em diferentes tipos de estudo (WALZ, 2006). Recentemente,
desenvolveu- se um fluorimetro para uso em bioensaios toxicoldgicos com limite de detecgdo, para
compostos com toxicidade similar a do herbicida diuron, menor do que 0,1 pg.L"' (SCHREIBER et
al., 2002).

O fluorimetro PEA Plant (Efficiency Analyser) ¢ equipado com um sensor que capta a
fluorescéncia da clorofila a e uma lampada que emite um forte pulso de luz que ocasiona o bloqueio
do FSII. No momento do pulso de luz ocorre a total saturagdo dos transportadores de elétrons do FSII
ocasionando o seu bloqueio e, consequentemente, impedindo a ocorréncia do processo fotoquimico e

induzindo a maxima fluorescéncia da clorofila a (SCHREIBER et al., 2002)
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K- Metodologias empregadas em estudos de alelopatia.

Através do seu processo de evolugdo, as plantas superiores tém desenvolvido capacidade para
sintetizar, acumular e excretar uma variedade de metabolitos secunddrios, os quais, segundo sua
defini¢cdo, ndo possuem uma fungao reconhecida no ciclo de vida da planta. A fun¢do dos metabdlitos
secundarios foi por um longo tempo considerada somente como uma estratégia para as mesmas se
defenderem de predadores e parasitas. Entretanto, com recentes avangos na quimica de produtos
naturais de diferentes espécies de plantas, diferencas qualitativas e quantitativas dos metabdlitos
secundarios existentes tém-se tornado evidentes e explicam a fungdo destes nos processos ecologicos
naturais e agricolas (SIQUEIRA et al., 1991).

A alelopatia implica na liberag¢do de aleloquimicos, geralmente oriundos de plantas para o meio
ambiente. Desta forma, modifica o comportamento germinativo e o desenvolvimento de outras
espécies vegetais e influi na constituicdo dos ecossistemas naturais e das culturas (EINHELLIG et
al.,1985; PUTNAM & WESTON, 1986; SMITH & MARTIN, 1994). Atualmente, um dos aspectos
mais estudados em alelopatia ¢ o reconhecimento da resposta caracteristica de um organismo em
relacdo aos aleloquimicos, isto €, estimulacdo (vegetal) ou atracdo (animal) e baixas concentragdes dos
aleloquimicos e inibigdo (vegetal) ou repeléncia (animal) aos aumentos de concentragdo (AN et al.,
1993).

O estudo do comportamento germinativo de uma espécie vegetal sob a agdo de aleloquimicos
utiliza como ferramentas os bioensaios, que servem para avaliar o potencial alelopatico das espécies
em estudo e acompanhar a resposta biologica durante as fases de extracdo, fracionamento, purificacao
e identificacdo dos compostos (LEATHER e EINHELLIG, 1986).

O bioensaio mais utilizado ¢ a germinacdo de sementes em placas de petri com papel filtro
(LEATHER e EINHELLIG, 1986; MACIAS et al, 2000 a), sendo recomendado para critério
morfologico de germinagdo, como primeira abordagem, devendo ser seguido por testes de germinagao
em solo ou areia (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Os testes de germinagdo, em geral, sio menos sensiveis aos aleloquimicos do que aqueles que
avaliam o desenvolvimento das plantulas, como por exemplo, comprimento ou massa seca da raiz
primaria ou parte aérea. Porém, a quantificacdo experimental ¢ muito mais simples, pois para cada
semente o processo ¢ discreto, germina ou ndo germina. Nesse contexto, substancias alelopaticas
podem induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da raiz um dos sintomas mais
comuns (FERREIRA & AQUILA, 2000).

A Massa seca da raiz ou parte aérea, bem como o comprimento das plantulas ou radiculas, sdo
os parametros mais usados para avaliar o efeito alelopatico sobre o crescimento (JACOBI e

FERREIRA, 1991; INDERJIT & DAKSHINI; 1995; PRATLEY et al., 1999).
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Geralmente, a espécie-alvo mais utilizada ¢ a alface (Lactuca sativa L.), devido a sua alta taxa
de germinacdo e sensibilidade. A utilizacdo de espécies comerciais para os bioensaios tem como
vantagem o fato dessas espécies serem geneticamente homogéneas, apresentarem germinacgao
uniforme e estarem facilmente disponiveis; ja as espécies silvestres sdo geneticamente mais
heterogéneas que as cultivadas, e apresentam varios graus de sensibilidade para tratamento similar,
além da germinacao nao ser uniforme (MACIAS et al.,, 2000 a).

MACIAS et al., (2000 a) propdem o uso de varias espécies como modelos para os bioensaios,
representantes de ambas as classes taxonOmicas, assim como eudicotiledoneas: L. sativa (Alface,
Asteraceae), Daucus carota L. (cenoura, Apiaceae), Lepidium sativum L. (agrido, Brassicaceae),
Lycopersicon esculentum Mill. (tomate, Solanaceae); e monocotiledoneas: Allium cepa L. (cebola,
Liliaceae), Hordeum vulgare L. (cevada, Poaceae), Triticum aestivum L. (trigo, Poaceae) e Zea mays
L. (milho, Poaceae).

Alguns parametros como o pH e o volume de solu¢do usado nos bioensaios devem ser levados
em consideracdo visto que podem interferir na resposta alelopatica (LEATHER & EINHELLIG, 1986;
FERREIRA & AQUILA, 2000; MACIAS et al., 2000 a). MACIAS et al. (2000 a) recomendam o uso
de pH 6,0 e um volume de solucdo de 0,2 mL por semente.

Para se estabelecer a sensibilidade das espécies alvos e comparar as respostas dos
aleloquimicos com a dos herbicidas, MACIAS et al. (2000 a) recomendam o uso de bioensaios com

herbicidas comerciais no intervalo de 102 a 10 M.

L- Oleos volateis.

Os 6leos volateis sdo misturas complexas que podem conter cerca de 100 compostos. Seus
constituintes podem pertencer as mais diversas classes de compostos, porém os terpenos € 0s
fenilpropanodides sao os mais comumente encontrados. Os terpenos sdo derivados da condensacdo de
um niimero varidvel de unidades pentacarbonadas, denominadas unidades isoprénicas (SIMOES &
SPITZER 2003).

Os compostos terpénicos mais freqiientes nos Oleos volateis sdo os monoterpenos e 0s
sesquiterpenos, sendo que os monoterpenos correspondem a aproximadamente 90% dos dleos volateis.
A volatilidade de alguns terpenos faz com que sejam facilmente perceptiveis no aroma das plantas e
sdo extraidos pela destilacdo de 6rgaos vegetais. Em geral, os sesquiterpenos sdo menos volateis que
os monoterpenos, mas podem influenciar sensivelmente no odor dos 6leos em que ocorrem (LOAYSA
et al., 1995).

Os constituintes dos 6leos volateis variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples,

aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e
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cumarinas, até compostos com enxofre. Na composi¢do do oOleo, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentragdes, sendo um deles o componente majoritario; outros aparecem com teores
menores e alguns, em baixissimas quantidades, apenas tragos (SIMOES & SPITZER 2003).

Os o6leos volateis sdo soliiveis em solventes organicos apolares. Em é4gua, a solubilidade ¢
limitada, mas suficiente para aromatizar solug¢des aquosas. Outras caracteristicas sdo: sabor
(geralmente acido e picante), cor (incolores ou ligeiramente amarelados) e baixa estabilidade
principalmente na presencga de ar, luz, calor, umidade e metais. A maioria dos 6leos volateis tem indice
de refracdo especifico e sdo opticamente ativos, propriedades estas usadas na identificagdo e no

controle da qualidade (SIMOES & SPITZER 2003).

M- Efeitos alelopaticos dos dleos volateis.

Virios trabalhos tem relatado o potencial herbicida dos dleos volateis. O efeito dos oleos
volateis na inibicdo da germinacdo e crescimento de sementes em laboratdrio ¢ atribuido a agdo
individual ou conjunta dos componentes presentes (AN et al., 1993).

Os efeitos alelopaticos de monoterpenos podem ser bastante seletivos. O 1,8 cineol por
exemplo, demonstrou ser extremamente toxico contra gramineas da espécie Schizachyrium scoparium,
que ocorrem junto as comunidades de Pinus, porém para a espécie Leptochloa dubia, o mesmo
terpenoide demonstrou ser inativo (FISCHER et al., 1991).

VOKOU et al., (2003), investigaram o potencial alelopatico de 47 terpenoides de diferentes
grupos a fim de examinar o efeito destes compostos na germinagdo e crescimento de Lactuca sativa,
sendo que 24 compostos foram extremamente ativos na inibicdo do crescimento, em percentuais
superiores a 85%, mas somente 5 compostos exibiram atividade na inibicdo da germinagdo de
sementes.

Efeitos alelopaticos tém sido registrados para terpenos volateis de Eucaliptus globulus Labill.,
Eucaliptus camaldulensis Dehnh, Arthemisia absinthium L., Arthemisia Californica Less., Sassafras
abdium Ness e Salvia leucophylla Greene (FLACH et al., 2002).

Existem também evidéncias de que alguns insetos utilizam o6leos volateis seqiiestrados de
plantas para se defenderem de seus predadores. Certos himendpteros, por exemplo, seqiiestram o e [3-
pineno entre outros componentes de Pinus silvestris L., como defesa contra predadores como as
formigas (FISCHER et al., 1991; HARBORNE et al., 1993, citado por FERREIRA et al., 2000).

A partir de estudos fitoquimicos, tem sido possivel o descobrimento de novos representantes de

mono e sesquiterpenos, que em muitos casos analisados, sdo compostos de 6leos volateis (FLACH et

al., 2002).



28

N- Hydrocotyle bonariensis LAM. (Araliaceae)

Segundo FIASCHI & PIRANI (2005) Araliaceae esta incluida na ordem Apiales e compreende
cerca de 40 géneros e 1500 espécies no mundo. Os géneros Aralia, Dendropanax, Hydrocotyle,
Oreopanax, Pentapanax e Schefflera, compreendendo aproximadamente 50 espécies encontradas em
territorio brasileiro (FIASCHI & PIRANI, 2005). Recentes estudos moleculares propdem a
transferéncia do género Hydrocotyle de Apiaceae, para fazer parte de Araliaceae; o que foi sustentado
por dados moleculares (HENWOOD & HART, 2001).

Os representantes desta familia apresentam porte arboreo ou arbustivo, raramente lianas lenhosas
(Hedera) ou ervas perenes (Hydrocotyle) (FIASCHI & PIRANI, 2005).

O género Hydrocotyle foi classificado tradicionalmente na Familia Apiaceae, subfamilia
Hydrocotyloideae, devido as suas flores pequenas, em umbelas compostas (Apoideae) ou simples
(HENWOOD & HART, 2001). E representado por 16 espécies, sendo H. bonariensis, H. leucocephala
e H. ranunculoides as mais difundidas no Brasil. Segundo HACKBART & CORDAZZO (2003) as
espécies do género sdo aquaticas ou de lugares imidos, sendo que H. bonariensis € uma das espécies
mais abundantes existente na restinga litoranea do Rio Grande do Sul, se desenvolvendo em terrenos
umidos arenosos das dunas.

Hydrocotyle bonarienis Lam. (Figura 3), ¢ uma planta nativa conhecida popularmente como
erva de capitdo ou acarigoba. A planta € nativa nas Américas, ocorrendo dos Estados Unidos até a
Argentina e Chile, sendo mencionada como infestante em arroz no Perd. No Brasil, tem vasta
distribui¢do, especialmente na regido Costeira, sendo uma planta com facilidade de adaptacdo a climas
variados, podendo ocorrer desde solos secos até na areia das restingas e praias da Costa Atlantica,
onde ¢é particularmente mais freqiiente (KISSMAN, 1997).

Segundo MACIEL (2005) suas raizes sdo diuréticas, usadas em obstru¢do hepatica, como
aperientes, amargas e tonicas. Em altas doses sdo eméticas e as folhas s6 devem ser usadas
externamente, para tirar manchas da pele. A planta também ¢ utilizada no combate as afeccdes do

baco, figado e intestino, diarréia, reumatismo e sifilis (LORENZI, 2000).

Tabela 1. Enquadramento taxonémico de Hyrocotyle bonariensis LAM.

Segundo Cronquist 1981  Segundo Engler (Joly, 1998)  APG II 2003

Divisdo Magnoliophyta Angiospermae-Anthophyta Eudicotiledoneas
Core

Classe Magnoliopsida Dicoiledoneae Asterideas
Subclasse  Aralianae Sympetalae (Gamopetalae) Euaserideas II
Ordem Ariales Campanulales (Synandrae) Apiales
Familia Apiaceae Umbelliferae Araliaceae
Género Hyrocotyle Hyrocotyle Hyrocotyle




Espécie Hydrocotyle bonariensis ~ Hydrocotyle bonariensis

Hydrocotyle
bonariensis

Figura 2. H. bonariensis (Foto: C.B. da Silva).
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Figura 3. Hydrocotyle bonariensis — 1. Habito, 2.inflorescéncia, 3.flor, 4.fruto, 5.semente (Ilustracao:

A.C.M. Cristaldo).
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O- Perfil dos metabdlitos secundarios no género Hydrocotyle.

Estudos quimicos com espécies do género Hydrocotyle revelaram uma grande diversidade de
substancias bioativas, com padrdes moleculares varidveis. A literatura relata o isolamento de varios
metabolitos secundarios em espécies deste género, tais como flavonoides, flavonas (SHIGEMATSU et
al., 1982), saponinas (MATSUSHITA et al., 2004), fenois JANARDHANAN & THOPPIL, 2002), e
triterpenos (DELLA GRECA et al., 1994). Na literatura, ndo foi encontrado registros sobre o perfil

quimico de metabdlitos secundérios em H. bonariensis.

P— Analise Quimica
Cromatografia

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacdo. Ela estd fundamentada na migragao
diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interagdes, entre duas
fases imisciveis, a fase movel e a fase estaciondria. A grande variedade de combinagdes entre fases
moveis e estaciondrias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicagdo (COLLINS et
al., 1993).

O termo cromatografia foi primeiramente empregado em 1906 e sua utilizagdo ¢ atribuida a um
botanico russo ao descrever suas experiéncias na separacdo dos componentes de extratos de folhas
sendo a técnica descrita conhecida como cromatografia (chrom = cor e graphie = escrita), podendo
levar a erronea idéia de que o processo seja dependente da cor (LOUGH, 1995).

Apesar deste estudo e de outros anteriores, que também poderiam ser considerados precursores
do uso dessa técnica, a cromatografia foi praticamente ignorada até a década de 30, quando foi
redescoberta. A partir dai, diversos trabalhos na area possibilitaram seu aperfeicoamento e, em
conjunto com os avangos tecnologicos, levaram-na a um elevado grau de sofisticagdo, o qual resultou
no seu grande potencial de aplicacdo em muitas areas (COLLINS et al., 1993).

Existe uma variedade de tipos de cromatografia (Figura 4), sendo sua classificacdo feita através
da técnica utilizada (planar ou em coluna), do mecanismo de separacdo envolvido (adsor¢do, parti¢ao,
troca i6nica, bioafinidade ou exclusdo), dos diferentes tipos de fases utilizadas (referente aos diversos
tipos e estado fisico das fases estacionaria e movel), além do método de introdugdo da amostra e seu

subseqiiente desenvolvimento (elui¢do, deslocamento e andlise frontal) (COLLINS et al., 1993).
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Cromalografia

| ' I
Planar Coluna

I | I [ [ I
Centrifuga CCD CP Liguida ©C3C Gasosa

(Chromatotran) |

Classica CLAE CG CGAR

Figura 4. Representacdo esquematica dos diferentes tipos de cromatografia (Fonte: COLLINS et al.,

1993).

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) ¢ um método rapido, eficiente, de baixo custo e
largamente empregado em controle de qualidade de plantas medicinais, tanto em matéria-prima
vegetal quanto em fitoterdpicos derivados (JULIAO et al., 2003).

De modo geral, a silica ¢ empregada na separagdo de compostos lipofilicos como aldeidos,
cetonas, fendis, acidos graxos, aminoacidos, alcaldides e esterdides (LOPES, 1990).

As cromatoplacas (placas com as substincias separadas), apds o desenvolvimento, sdo secas e
reveladas. A revelacdo consiste em tornar visiveis as substancias incolores presentes na amostra e pode
ser realizada através de métodos fisicos (luz ultravioleta), quimicos (vapores de iodo, vanilina,
tricloreto de antiménio etc.) e bioldgicos (através de reacdes enzimaticas ou bacterianas) (LOPES,
1990).

A CCD possui a vantagem de ser uma técnica de facil compreensdo, execugdo e baixo custo,

além de conseguir separacdes em breve espaco de tempo.

Analises espectrofotométricas utilizadas para a quantificacdo total de fenois.

O teor de fenois totais pode ser determinado de acordo como o método de Folin-Ciocaulteau. O
procedimento baseia-se em uma reagdo de 6xido-reducdo, na qual o ion fenolato ¢ oxidado em meio
alcalino, enquanto reduz o complexo fosfotingstico-fosfomolibdico do reagente, para uma solucdo
azul (o cromo6foro) (esquema 1), que absorve fortemente em 760 nm. Este método, ndo faz medidas da
quantidade de materiais fenolicos, mas ¢é, na realidade, baseado na capacidade quimica de reducao

destes em relacdo a uma capacidade de reducdo equivalente do acido gélico. Dessa forma, varios
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compostos fenodlicos possuem diferentes respostas neste ensaio (FUNARI e FERRO, 2006;
KATALINIC et al., 2004).

[H]
PW ;04 + PM0,04 — W;5023 + MogOss

Esquema 01 — Reacdo de Folin-Ciocaulteau

Avaliacao da atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH.

Na presenca de um antioxidante que possa doar um elétron, a cor purpura, que ¢ tipica do
radical livre estavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) (01), diminui, e a mudanga na cor pode ser
visualizada tanto em placas cromatograficas contendo os materiais em analise, quanto por medidas da
absorbancia a 517 nm, em espectrofotdometro. A forma reduzida do DPPH (02) ¢ indicada, em placas
cromatograficas, pela formacdo de halos de cor amarelo claro nas posi¢des onde ha substincias

antioxidantes, a0 mesmo tempo em que a cor purpura permanece, no restante da placa (esquema 2).

HO HO o
L Oy
HO N—N—D—NOQ b N—IL—Q*NOQ
@ Oz ©/ e
(01) Parpura (02) Amarelo Claro

Esquema 2. Atividade antioxidante frente ao DPPH.

Este teste simples pode fornecer informagdes quanto a capacidade de um composto em doar
um atomo de hidrogénio, quanto ao niimero de elétrons que uma certa molécula pode doar e quanto ao
mecanismo de a¢do antioxidante. Quando a estrutura quimica do doador de elétrons ndo é conhecida
(por exemplo, tratando-se de um extrato vegetal), este método pode fornecer dados relativos ao poder
redutor da amostra sob analise (ZHUANG, et al., 1999; POULLAIN, et al., 2004; VAYA ¢ AVIRAM,
2004).

Diante do exposto, o objetivo no presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e o
potencial de atividade alelopatica da parte aérea e subterrdnea de H. bonariensis, na
germinagdo/emergéncia e crescimento de eudicotiledoneas e monocotiledoneas em bioensaios em
laboratério e em casa de vegetacao.

A partir do objetivo geral tém- se os seguintes objetivos especificos:

1. Obter os extratos bruto da parte aérea e subterranea de H. bonariensis e as fragdes
semipurificadas (fracdo hexanica, acetato de etila e etanol-dgua);

2. Obter os Oleos volateis das folhas de H. bonariensis;
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3. Awvaliar o efeito do extrato bruto e das fracdes semipurificadas (fracdo hexanica, acetato
de etila e etanol-agua) da parte aérea e subterranea de H. bonariensis na germinac¢ao e no
crescimento inicial da raiz primaria e hipocotilo/coledptilo e massa seca das plantulas de
eudicotiledoneas, alface, Lactuca sativa L. cv. Grand rapids (Asteraceae) e tomate,
Lycopersicon esculentum Mill cv. Santa Clara (Solanaceae); e das monocotiledoneas,
cebola, Allium cepa L. cv. Baia periforme (Liliaceae) e trigo, Triticum aestivum L.
cv.RRS 220 (Poaceae), em laboratorio;

4. Fazer um estudo preliminar da composi¢do quimica e atividade alelopatica dos dleos
volateis extraidos das folhas de H. bonariensis, na germinagao e no crescimento inicial da
raiz primdaria e hipocétilo/coledptilo e massa seca das plantulas de alface, Lactuca sativa
L. cv. Grand rapids (Asteraceae) e cebola, Allium cepa L. cv. Baia periforme (Liliaceae)
em laboratorio;

5. Avaliar a sensibilidade das espécies alvo por meio de bioensaios com herbicidas
comerciais nas concentracoes de 102, 10% e 10° M, e comparar os efeitos de herbicidas
comerciais com as fracdes, em laboratorio;

6. Awvaliar o efeito do extrato etandlico bruto e das fragcdes semipurificadas da parte aérea de
H. bonariensis na emergéncia € no crescimento, nimero de folhas, teor de clorofila,
fluorescéncia varidvel da clorofila a e massa seca da raiz e da parte aérea das
eudicotiledoneas, alface, L. sativa cv. Grand rapids (Asteraceae) e tomate, L. esculentum
cv. Santa Clara (Solanaceae); e das monocotiledoneas, cebola, 4. cepa cv. Baia periforme
(Liliaceae) e trigo, T. aestivum cv.RRS 220 (Poaceae), em casa de vegetagao;

7. Realizar andlises quimicas de cromatografia em camada delgada para detec¢do das
principais classes de compostos quimicos presentes no extrato etanodlico e fragdes
semipurificadas da parte aérea e subterranea de H. bonariensis;

8. Quantificar o teor total de fenois presentes no extrato etandlico e fragdes semipurificadas
da parte aérea de H.bonariensis.

9. Avaliar a atividade antioxidante frente ao radical livie DPPH no extrato etandlico e

fracdes semipurificadas da parte aérea e subterranea de H. bonariensis.
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To: <mperes@propp.ufms.br>
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Subject: [QN] - SubmissaoTemporaria - tmp tmp 3804
REF.: tmp tmp 3804

Prezado Prof. Peres, Marize
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DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Hydrocotyle bonariensis Lam (ARALIACEAE)" para publicagdo na
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recebera um outro e-mail com o NUMERO DE REFERENCIA, confirmando assim a submissao (este
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Atenciosamente,
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Tel.: +55.11.30322299
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Subject: [QN] - Nova Submissdo - Referéncia 678/08
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QUIMICA E ATIVIDADE ALELOPATICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Hydrocotyle
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Agradecemos o seu interesse pela QN.
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enquadre nas normas da revista - ver em http://quimicanova.sbq.org.br - PRAZO MAXIMO DE

RETORNO - 30 DIAS
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4. () Recusado.
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---Guia de Avaliacado

QUESTION: O manuscrito esta bem redigido, organizado e apresentado?
ANSWER: Sim

QUESTION: O material contém dados inéditos suficientes para justificar a publicagao?
ANSWER: Sim

QUESTION: Considera o abstract adequado e informativo?
ANSWER: Sim

QUESTION: As conclusdes sdo justificadas pelos resultados apresentados?
ANSWER: Sim

QUESTION: A bibliografia ¢ adequada e atual?
ANSWER: Sim

QUESTION: Todas as figuras e tabelas sdo necessarias?
ANSWER: Sim

QUESTION: A qualidade das figuras ¢ adequada para publicagao?
ANSWER: Sim

QUESTION: O manuscrito contém algum material que possa ser omitido sem perda de qualidade? Em
caso afirmativo, indique nos comentdrios qual(is) deve(m) ser omitido(s)
ANSWER: Nao

---Lingua

QUESTION: Opine sobre a qualidade do inglés do abstract e/ou do manuscrito:
ANSWER: Bom

Comentarios do EDITOR:

Comentarios e sugestdes adicionais:

Reunir referéncias 1-4 em 1 (ver normas de QN)

Segundo paragrafo da introdugdo (pag. 3) e primeiro paragrafo da pagl podem ser omitidos sem perda
de conteudo.

Os autores devem considerar que o termo 0leo essencial s6 pode ser empregado quando o 6leo ¢
obtido sem extracdo com solventes. Nao foi o caso do presente trabalho, portanto os autores devem
utilizar o termo correto.

Instrugdes para envio de Versdo Revisada e Carta Resposta:

Pede-se gentilmente que os seguintes itens sejam observados e que seja enviado:



1) CARTA RESPOSTA, DESTACANDO EM ITENS quais as mudangas feitas e como foi tratado
cada comentario feito por cada um dos Assessores e também pelo Editor (se necessario).

2) ARQUIVO PDF COMPLETO da Versao Revisada do seu manuscrito (AS ALTERACOES
DEVEM SER MARCADAS EM CORES DIFERENCIADAS. ISTO E IMPORTANTE e
DESEJAVEL).

3) Para enviar estes 2 (dois) arquivos, entre no site da QN, va para a sua Pagina do Autor e procure
pelo item "Manuscritos aguardando Nova Versao (Clique no titulo)"

A nova versao do seu manuscrito deve ser retornada em, no maximo, 30 DIAS.

Agradecemos o seu interesse, cooperacao e compreensdo. Em caso de duvidas, por favor, entre em
contato.

Informacdes adicionais sobre formatagao e estilo adotados pela QN, podem ser obtidos nas edi¢des
impressas mais recentes ou em http://quimicanova.sbq.org.br.

Atenciosamente,

Pricila Gil

SBQ - gerente editorial
Caixa Postal: 26037
05513-970 Sao Paulo - SP

Tel.: +55.11.30322299

Fax.: +55.11.38143602

web: http://quimicanova.sbq.org.br
e-mail : sbqgedit@iq.usp.br
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NORMAS GERAIS PARA PUBLICACAO DE ARTIGOS NA QUIMICA NOVA

GERAL

Serdo considerados para publicagdo na Revista Quimica Nova manuscritos que cubram as
areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de Quimica, Historia da Quimica,
Politica Cientifica, etc, além de artigos de areas afins, desde que tenham acentuado conteudo quimico.
Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das modalidades abaixo:
Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa.
Devem seguir a forma usual de apresentagdo, contendo Introducdo, Resultados e Discussdo, Parte
Experimental etc, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho. Deverdo ter no maximo 25
paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.
Artigos de Revisdo destinados a apresentagdo do progresso em uma area especifica de Quimica, com o
objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do especialista altamente
qualificado e experiente. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc
e todas as paginas deverdo ser numeradas.

E imprescindivel que, na referida drea, o autor tenha publicacées que comprovem a sua
experiéncia e qualificagcdo. Antes do envio do manuscrito, o autor deverd submeter a editoria, por e-
mail, um resumo da revisdo pretendida, acompanhado de uma carta explicativa da pertinéncia do
trabalho. O material sera analisado pelos Editores e, uma vez aprovado, sera solicitado ao autor o
envio do manuscrito completo, dentro das normas de QN, e so entdo sera dado inicio ao processo de
avaliagdo pelos assessores.

O Corpo Editorial de ON poderd, eventualmente, convidar pesquisadores qualificados para
submeter artigo de revisao.

Artigos sobre Educacdo (em portugués ou espanhol): trabalhos de pesquisas relacionadas ao
ensino de Quimica e divulgagdo de experiéncias inovadoras no ensino de graduagdo e pos-graduacdo.
Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas
deverdo ser numeradas.

Notas Técnicas (em portugués, inglés ou espanhol): trabalhos de comunica¢do de métodos,
valida¢do de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios desenvolvidos no laboratério de origem do
autor do manuscrito. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e
todas as paginas deverdo ser numeradas.

Assuntos Gerais (em portugués, inglé€s ou espanhol): abordagem de assuntos de interesse geral

dos quimicos, tais como politica cientifica, programas de graduacdo e pds-graduacdo, historia da
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quimica. etc. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas etc. e todas as

paginas deverdo ser numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS

Todos os trabalhos deverdo ser digitados em espago duplo, utilizando somente Microsoft
Word. A seguir, deve ser gerado um Unico arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser
submetido através do sistema on line de ON. A revista ndo aceita mais a submissdo de trabalhos por
outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e enderego dos autores. Havendo
autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir imediatamente apds o nome de cada autor. Os
autores deverdo ser agrupados por endereco. O autor para correspondéncia, que devera ser 0 mesmo
que submete o artigo on line, devera ser indicado com asterisco (*) e seu e-mail colocado no rodapé da
pagina (um s6 e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés (abstract), com no
maximo 100 (cem) palavras, e a indicagdo de 3 palavras-chave (keywords), também em inglés.
As figuras (graficos, esquemas, etc) deverdo ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo
branco). As figuras, tabelas, esquemas, etc deverdo ser colocadas apds as referéncias e devidamente
identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas, deverdo ser em alta resolu¢do (800 dpi/bitmap
para tracos). No caso particular de esquemas contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a
mesma dimensdo, para que possam ser reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grafica.
Considerar que as figuras deverdo ter largura maxima de wuma coluna (8,5 cm)
Figuras coloridas terdo custo de publicacdo repassado aos autores, quando da publicacdo. Esse valor s6
podera ser informado aos autores quando o trabalho estiver previsto para ser publicado, ocasido em
que a grafica fornece o orcamento.

Para figuras, graficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados anteriormente na
literatura, os autores deverdo pedir permissao para publicagdo junto a empresa/sociedade cientifica que
detenha os direitos autorais e envia-la a editoria de ON junto com a versdo final do manuscrito.
As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de expoentes, apos a
pontuacdo (se houver). A lista de referéncias deverd ser colocada no final do texto. As legendas das
figuras, graficos e esquemas deverdo ser colocadas em uma unica folha a parte, separadas das figuras.
A seguir, deverdo ser colocadas as figuras, os graficos, os esquemas, as tabelas e os quadros. No texto,

deverd ser indicada apenas indicar a inser¢ao de cada um (a).
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REFERENCIAS

Revistas:
Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service Source Index (ver

http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de uma determinada revista ndo puder se

localizada e ndo for 6bvio como o titulo deve ser abreviado, deve-se citar o titulo completo.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, ¢ recomendado citar o seu niimero de
Chemical Abstract, como segue: Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. L;
Izv. Vyssh. Uchebn. Zadev.;, Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:78051s).
3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:
Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L. H.; Electrochimica
Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma lista de
referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas € o seguinte:

Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade, C. H. S.;
Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123; Angelo, A. C.
D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical Abstracts
deve ser informado entre parénteses).

4. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo Koho 79
73,771 1979. (CA 91:P193174v)

5. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

6. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br PI 9.604.468-3, 1999.

Livros:

7. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz, M.;
Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

8. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New York, 1988.
Programas de computagdo (Softwares):

9. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade de
Gottingen, Alemanha, 1993.
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Teses: 10. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997.

Material apresentado em Congressos:

11. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Pocos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

12. http://jbcs.sbq.org.br, acessada em Junho 2001.

Material ndo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para material
submetido mas ainda ndo aceito: Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., submetido. Para trabalho nao
publicado ou comunicagdo pessoal: Magalhaes, U. H.; trabalho ndo publicado ou Magalhides, U. H.,
comunicagdo pessoal. Os resultados ndo publicados s6 poderdo ser citados com a permissdo explicita
das pessoas envolvidas na sua obtencgao.

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas recomendadas pela IUPAC,
inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a nomenclatura de compostos (organicos e
inorganicos) ja ha tradugdes para a lingua portuguesa publicadas em Q.N. Quanto aos Simbolos e
Terminologias, onde ndo ha tradugdo, espera-se que adaptacao seja feita pelos autores, criando entdo,

paulatinamente, um conjunto de normas em portugués.

SUBMISSAO DOS ARTIGOS - A ON oferece aos autores a submissdo on line, que pode ser
acessada através do registro de Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home page

(http://quimicanova.sbqg.org.br) usando a op¢do Novo Usuario.Usuarios da plataforma do JBCS, ja

estdo cadastrados na base (pois ela ¢ comum as duas revistas), devendo utilizar o mesmo Login e
Senha. Apoés estar cadastrado no sistema, o autor pode facilmente seguir as instru¢des fornecidas na
tela. Sera solicitada a submissdo de um unico arquivo do manuscrito completo, em formato PDF. Esta
disponivel uma ferramenta para gerar o arquivo .pdf, a partir de arquivo .doc ou .rtf, com envio
automatico para o e-mail do autor. Tdo logo seja completada a submissdo, o sistema informara
automaticamente, por e-mail, o cddigo temporario de referéncia do manuscrito, até que este seja
verificado pela editoria. Entdo serd enviado e-mail com o nimero de referéncia do trabalho. Se nao for
recebido o e-mail com cddigo de submissdo temporaria, por algum motivo, a submissdo ndo foi
completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completd-la. Depois desse prazo, o
sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submissdo. O autor poderd acompanhar,

diretamente através do sistema, a situacdo de seu manuscrito. Ao fazer a submissao, solicita-se uma
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carta de apresentagdo, que deverd ser digitada no local indicado, sendo obrigatoria a apresentagdao dos
e-mails de todos os autores. Além disso, devem ser enviados também os nomes e e-mails de trés ou

quatro possiveis assessores, que ndo podem pertencer a (s) mesma (s) instituicdo (0es) dos autores.

Material Suplementar - Esta modalidade foi criada para que na versdo impressa da revista aparega o
nimero estritamente necessario de figuras e tabelas (6 a 7 figuras simples). Ressalta-se que, como este
material ficard disponivel apenas na versdo on line, figuras, tabelas e ilustragdes coloridas
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CHEMICAL COMPOSITION AND ALLELOPHATIC ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL
FROM Hydrocotyle bonariensis Lam (ARALIACEAE)
The essential oil obtained from the leaves of Hydrocotyle bonariensis Lam (Araliaceae) was analyzed
by GC, Chiral-GC and GC-MS. It was identified 14 compounds and the monoterpene (+)-limonene
(53.6%) and sesquiterpene y-muurolene (10.5%) were the main components. The allelopathic effects
of the oil were evaluated against two seeds, Lactuca sativa and Allium cepa. The results show that the
oil exhibited inhibition effects in the germination and seedling growth of plants species relative to the

control.

Keywords: Araliaceae, (+)-limonene, allelopathic effects.
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INTRODUCAO
Os oleos essenciais sdo liquidos aromaticos obtidos de materiais vegetais (flores, folhas,
ramos, sementes, ervas, madeira, frutos, raizes e cascas), sendo constituidos por misturas complexas
de terpendides que podem conter até 100 ou mais compostos organicos. Os terpenos encontrados com
maior freqliéncia nos O0leos essenciais sdo 0os monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides e com
menor freqliéncia os diterpenos. Seus constituintes terpénicos podem apresentar diversas funcdes
organicas, como, alcoois, cetonas, éteres, ésteres e aldeidos. Os terpenos possuem também, diversas
fungdes nas plantas atuando como fitoalexinas, repelentes de insetos, agentes de atracdo polinica,
agentes de defesa contra herbivoros, feromonios, hormdnios vegetais, moléculas de sinalizacdo e
aleloquimicos.'™
Efeitos alelopaticos foram registrados para terpenos volateis de Eucaliptus globulus e
Eucaliptus camaldulensis, atuando especialmente como inibidores de germinagdo,’ e atualmente
considera-se que existam fungdes ecoldgicas para os 6leos volateis, especialmente como inibidores de
germinagdo e crescimento de raizes, entre outras propriedades.*> A presenga de terpenos em
Arthemisia absinthium L., Arthemisia californica Less. e Salvia leucophyla Greene, provoca um efeito
inibitério intenso nas espécies da vizinhanga devido a volatilizagao dos 6leos essenciais, de modo que
outras plantas sdo totalmente inibidas em um raio de 1 a 2 metros, gerando zonas de solo nu ao redor
dos arbustos destas espécies.” A redugdo da densidade de vegetagdo herbacea que se verifica debaixo
das copas de Eucaliptus microtheca ¢ decorrente, ndo somente da alteragdo da umidade do solo,
nutrientes ou sombreamento, mas, principalmente, devido a a¢do de substancias alelopaticas liberadas
pelas folhas. Os monoterpenos a-pineno, canfeno, cineol, borneol citronellol, nerol, terpinen-4-ol, 1,8-
cineol e canfora sdo alguns compostos com atividade alelopética ja descrita.’®
A acdo alelopatica pode afetar toda a fisiologia da planta, bem como a composi¢do e a
quantidade de enzimas especificas que funcionam como catalisadores durante o metabolismo,
influenciando nos estagios de desenvolvimento e crescimento, e estes estdgios podem estar associados

cy e .. . 9
a outros fatores como estresses abioticos, salinidade do solo, umidade e temperatura.” Um grande
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nimero de plantas desenvolvem um sistema de defesa para prote¢do contra herbivoros, e quando
atacadas, emitem substincias volateis, que podem ser constituidas por mono e/ ou sequiterpenos. '’

A familia Araliaceae distribui-se em todo o territorio brasileiro, com 40 géneros e 1500
espécies.'’ O género Hydrocotyle ¢ representado por 16 espécies, sendo a maioria dos representantes
aquaticos ou de lugares umidos.'> Hydrocotyle bonarienis LAM., é conhecida popularmente como
erva-de-capitdo ou acaricoba. A planta é nativa nas Américas, ocorrendo dos Estados Unidos até a
Argentina e Chile, sendo mencionada como infestante em arroz no Peru. No Brasil, tem vasta
distribuicdo, especialmente na regido costeira, sendo uma planta infestante com facilidade de
adaptacdo a climas variados, espalhando-se rapidamente, podendo ocorrer desde solos secos até na
areia das restingas e praias da Costa Atlantica, onde é particularmente mais freqiiente.'” Suas raizes
sdo diuréticas, usadas em obstru¢@o hepatica, como aperientes, amargas e tonicas e em altas doses sao
eméticas e as folhas sdo usadas externamente, para tirar manchas da pele. A planta toda também ¢
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utilizada no combate as afec¢des do bago, figado, intestino, diarréia, reumatismo e sifilis.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a composi¢do quimica dos
6leos essenciais extraidos das folhas de H. bonariensis, e avaliar o potencial de atividade alelopatica,
por meio de bioensaios de germinagdo e crescimento de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa

(cebola), em laboratorio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O oleo volatil das folhas de H. bonariensis, obtido através do processo de hidrodestilacao
teve um rendimento de 0,6%, sendo aqui, sua composi¢ao quimica descrita pela primeira vez. Os
componentes quimicos identificados no 6leo de H. bonariensis, incluindo seus respectivos indices de
retencdo e porcentagens, estdo sumarizados na Tabela 1. Foi possivel identificar 14 compostos,
representando 77,1% da composi¢cdo quimica total do 6leo, o qual é constituido principalmente por
monoterpenos (58,1%) seguidos de sesquiterpenos (19%). Os compostos majoritarios presentes no

6leo volatil de H. bonariensis foram o monoterpeno limoneno, com concentragdo de 53,6%, seguido
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do sesquiterpeno y-muuroleno com 10,5%, o que corresponde a 64,1% do total. Outros componentes
identificados em teores significativos foram E-cariofileno (2,7%), sabineno (1,9%), a-copaeno (1,8%),
d-cadineno (1,4%) e y-terpineol (0,9%).

Devido ao fato de ser o monoterpeno quiral limoneno, o principal componente do dleo volatil
de H. bonariensis, torna-se necessario a investigagao de sua estereoquimica. O limoneno de ocorréncia
natural pode ser encontrado nas formas enantioméricamente puras (+) e (-), em misturas racémicas,
como também nas formas enriquecidas de seus enantidmeros.'” '° No oleo de H. bonariensis, o
limoneno foi analisado quanto a sua composi¢do enantiomérica, utilizando uma coluna capilar
empacotada com a fase quiral 2,6-Me-3-Pe-B-CD, padrdes racémicos e enantioméricamente puros.
Ap0s estas andlises constatou-se que no 6leo volatil de H. bonariensis, o limoneno possui o isdmero
de configuragdo (+) na forma enantioméricamente pura, ou seja, com excesso enantiomérico de 100%
do (+)-limoneno.

Os monoterpendides estdo presentes na composicdo da maioria dos 6leos essenciais de
plantas e sdo, dentro desse grupo, os que tém sido identificados com maior potencialidade alelopatica,
influenciando na germinagao de sementes e na inibicao do crescimento da raiz."’

Em relacdo ao processo germinativo, foi verificado que todas as concentra¢des do dleo
volatil de H. bonariensis reduziram significativamente a porcentagem de germinag¢do em Lactuca
sativa (alface) e Allium cepa (cebola), sendo as redugdes de 54% em Lactuca sativa e 34% em Allium
cepa, em relagdo ao controle, para a maior concentragdo ensaiada (1%) (Tabela 2).

Os dados referentes a correlacdo de Pearson indicaram que existe uma forte correlacdo
negativa para todos os parametros avaliados, e observa-se que a medida em que ocorre um aumento na
concentragdo de 6leo ocorre uma diminui¢do nas varidveis observadas, sendo estas a germinacao,
crescimento da raiz e hipocotilo/coledptilo e massa seca (Tabela 3). Entre as espécies e variaveis
avaliadas, foi verificado que os 6leos volateis causaram maior efeito sobre a germinagdo de cebola (-

0,905), e no peso seco de alface (-0,865), evidenciando que existe uma relacdo dose-dependente para
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todos os parametros avaliados, sendo, portanto maiores para a germinagdo de Allium cepa e o peso
seco de Lactuca sativa.

No crescimento radicial das plantulas avaliadas foi verificado uma inibicao significativa no
crescimento da raiz de Lactuca sativa e Allium cepa em todas as concentragdes ensaiadas, sendo que
na menor concentragdo em Allium cepa ndo foi constatada diferenca significativa. Na maior
concentragdo (1,0%), foi observada inibicao de 40% na raiz priméria de Lactuca sativa e 56% em
Allium cepa, em relagdo ao controle. No crescimento do hipocotilo em Lactuca sativa, as menores
concentragdes (0,12% e 0,25%) estimularam o alongamento do hipocédtilo entre 4% e 7%,
respectivamente, e as maiores concentragdes (1,0%) inibiram o crescimento do hipocétilo de Lactuca
sativa (20%). Em Allium cepa, foi verificada inibi¢do no crescimento do coledptilo, em todas as
concentragdes ensaiadas, e observa-se uma relacdo dose-dependente, sendo a inibicdo de 45% na
concentragdo de 1,0%, em relagdo ao controle (Figura 1).

Em relacdo a massa seca (Figura 1), houve reducdo no acimulo de massa das plantulas de
Lactuca sativa e Allium cepa, em todas as concentracdes ensaiadas, em + 45% em Lactuca sativa e +
50% em Allium cepa, em relagdo ao controle, na concentragao de 1,0%. Os resultados obtidos sugerem
que os Oleos essenciais das folhas de H. bonariensis contém substancias quimicas, que agem em
processos fisiologicos reduzindo o acumulo de massa seca das plantulas ensaiadas. Durante a
conducdo dos experimentos, foi observado que nos casos de estimulo, no crescimento das raizes, estas
apresentaram-se mais finas e levemente oxidadas, enquanto que na inibi¢do, foi verificado o
engrossamento das raizes, além da auséncia de pélos absorventes.

A atividade alelopatica raramente ¢ resultado de uma tUnica substancia, sendo mais comum
um conjunto de substancias apresentando tal atividade. O entendimento das inter-relagdes complica-se
pelo fato de um mesmo composto influenciar varias fungdes bioldgicas e a mesma fun¢do poder ser
influenciada por mais de um composto. Por exemplo, monoterpenos como o-pineno e limoneno
inibem o ciclo de nitrogénio; e os acidos fertilico e y-cumadrico influenciam a germinacdo de Brassica

napus L. pela redugdo da mobilizagdo lipidica.'®
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CONCLUSOES

A constituicdo quimica do 6leo essencial das folhas de H. bonariensis revelou ser rica em
monoterpenos (58,1%), sendo que o (+) limoneno, por ser o constituinte majoritario (56,3%) aqui
identificado, pode estar atuando de modo isolado ou sinergistico, com o0s outros monoterpenos e
sesquiterpenos do dleo, provocando alteracdes na germinagdo e no crescimento das espécies-alvo em
estudo.

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de germinagdo das espécies em estudo,
pode-se supor que os compostos quimicos presentes no 6leo volatil de H. bonariensis afetam algum
processo fisiologico durante a germinacdo de Lactuca sativa e Allium cepa, sendo a maior alteragao
observada na inibicdo de Lactuca sativa. Em Allium cepa foi verificado que o efeito alelopatico foi
mais evidente no crescimento radicial das plantulas do que na porcentagem final de sementes
germinadas, fato também observado por Periotto ef al., em estudos com extratos de Andira humilis
Mart. ex Benth sobre Lactuca sativa L. ¢ Raphanus sativus L."

Comparando-se o crescimento da raiz e da parte aérea (hipocétilo/coledptilo), observa-se que
os efeitos alelopaticos foram mais evidentes no crescimento da raiz do que no da parte aérea. Este
fendmeno pode ter ocorrido devido a absor¢do e, conseqiientemente, a concentragdo de fitotoxinas nos
tecidos radiculares ser favorecida pelo contato fisico da raiz com o papel filtro. Desta forma a
bioatividade dos compostos volateis estd condicionada a capacidade de absor¢do, translocagdo e
mecanismo de agdo dos seus compostos potencialmente alelopaticos.”® Constata-se desta forma que o
6leo volatil de H. bonariensis apresenta potencialidades alelopaticas, as quais provavelmente tém

relacdo com o aspecto dominante de populagdes desta espécie.

PARTE EXPERIMENTAL
Material Vegetal: As folhas de H. bonariensis foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da

UFGD, Dourados- MS. A identificacdo da planta foi determinada pelo Prof. Dr. Alan Sciamarelli, do
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Departamento de Biologia da UFGD. Uma exsicata da planta encontra-se depositada no Herbario

DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados sob n° de registro 2190.

Extragdo do édleo voldtil: As folhas frescas de H. Bonariensis foram submetidas a varios processos de
hidrodestilagdo por quatro horas em aparelho do tipo Clevenger modificado, seguido pela extracao
exaustiva do destilado com hexano. Apos a remocdo do solvente, o rendimento do dleo bruto foi de

0,6% em relacao ao material fresco.

Anadlise quimica: As analises em cromatografia gasosa foram realizadas em um aparelho Varian CP-
3800, equipado com coluna capilar de silica fundida ZB-5 (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano) [30m
x 0,25mm, espessura do filme 0,2 (um)], obtida da Phenomenex (Torrance, CA, USA). As condi¢des
de inje¢do foram: hidrogénio como gas carreador (I mL/min); injetor split/splitless a 220° C; detector
FID (detector de ionizagdo em chama) a 280 °C; temperatura do forno foi de 50 °C a 250 °C com
rampa de aquecimento de 4 °C/min. As andlises em CG-EM foram realizadas em um sistema Varian
GC-MS-MS, equipado com um cromatografo gasoso Varian — 3900, equipado com coluna capilar ZB-
5, um injetor 1077, um injetor automatico CP-8410, acoplado a um espectrometro de massas Varian
Saturn 2100, operando com impacto de elétrons de 70 e V, nas mesmas condi¢cdes da andlise em
CG/FID. A identificagdo dos componentes do 6leo foi baseada em comparacdes dos tempos de
retengdes, pela determinacdo e comparagdo dos indices retengdo de Kovats, e espectros de massas da
biblioteca NBS/NIST com os indices descritos por Adams.”' Uma série homologa de n-alcanos (Cs-
Cs,) foi utilizada para o célculo dos indices de retengdo de Kovats. A analise quiral do limoneno foi
realizada em um aparelho Varian CP-3800, com coluna empacotada com a fase quiral 2,6-Me-3-Pe-[3-
CD, com o programa de temperatura de 40-180 °C, e rampa de 3 °C/min. A determinac¢do da
configura¢do absoluta do limoneno foi baseada em inje¢des e co-inje¢des com a mistura racémica e

padrdes enantioméricamente puros de (+) e (-)-limoneno.
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Bioensaios em Laboratorio: Os bioensaios de germinacdo e crescimento foram realizados no
Laboratério de Pesticidas Naturais - UFMS. Para o preparo das solugdes 0,250 mg do 6leo essencial
foi emulsionado com Tween 80, na proporcao 1:1 (v/v) e dissolvido em 4gua destilada, obtendo-se a
solugcdo estoque na concentragdo de 1%. As demais concentragdes (0,5, 0,25, 0,12 e 0,05%) foram
preparadas por dilui¢do. Como controle, foi utilizada uma solugdo de Tween 80 a 1,0% v/v.>

Para os bioensaios de germinagdo, as placas de Petri (9,0 cm de didametro) contendo papel filtro
Whatman n° 1, receberam 5,0 mL de 4dgua destilada. Em seguida, foi semeado aleatoriamente sobre
cada disco de papel filtro, 50 didsporos da espécie alvo (alface e cebola) distribuidas aleatoriamente,
com quatro repeticdes para cada solugdo.” Apods a semeadura, 3,0 mL da solugio de cada
concentragdo dos Oleos volateis foi distribuido em dois papéis filtro, colados na tampa da placa,
evitando o contato direto com as sementes.”> Como controle procedimento similar foi utilizado, porém
com auséncia das solu¢des contendo os oleos volateis.

As placas de Petri contendo os diasporos foram fechadas e envolvidas com filme plastico e
levadas a uma camara de germinacdo, com condi¢des de luz (160 W), umidade relativa (= 80%) e
temperatura constantes, adequadas a espécie alvo (alface, 25°C com luz interna constante e cebola,
15°C e fotoperiodo de 12 h).** Apés quatro dias de incubagdo para alface e cinco dias para cebola foi
determinada a porcentagem de germinagdo, tendo como critério a protrusdo radicular com no minimo
2,0 mm de comprimento.”

Para os bioensaios de crescimento, as sementes foram inicialmente germinadas em placas de
Petri contendo papel filtro umedecidas com 5,0 mL de dgua destilada. Apos a germinagdo, tendo como
critério a protrusao radicular de no minimo 2,0 mm de comprimento, foram selecionadas 80 plantulas
(quatro repeti¢cdes de 20), para cada tratamento, sendo entdo transferidas para as placas de Petri
contendo as solugdes tratamento, utilizando-se procedimento similar ao descrito nos bioensaios de
germinagdo.”> A leitura foi feita apds quatro dias da incubagio, com a medida do alongamento da raiz

primaria e do hipocdtilo/coledptilo (dez plantulas por placa) utilizando — se papel milimetrado.
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Posteriormente essas plantulas foram levadas a uma estufa a 60 °C até peso constante, para a obtencao
da massa seca.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e quando os efeitos dos tratamentos foram
significativos, (p < 0,05), em relacdo a testemunha, as médias foram comparadas pelo teste de Dunnet.
Quando uma das pressuposi¢cdes exigidas pelo modelo paramétrico ndo foi atendida utilizaram-se os
testes estatisticos ndo paramétricos, Kruskal-Wallis como alternativa para a analise de variancia e o
Mann-Whitney como alternativa para o teste de Dunnet. Todos os resultados foram analisados
considerando o nivel de significancia a = 5%.

A germinabilidade (%G) foi calculada segundo a metodologia descrita por Labouriau (1983).**
O coeficiente de Correlagdo de Pearson bilateral foi utilizado para verificar o grau de associa¢do das
concentragdes do dleo, com as varidveis investigadas, sendo estas a germinagdo, crescimento da raiz

primaria, hipocoétilo/ coledptilo e massa seca.

AGRADECIMENTOS
Ao Prof. Dr. Alan Sciamarelli, pela identificacdo botanica. A PROPP/UFMS e

FUNDECT/CAPES, pelo auxilio financeiro e concessao da bolsa.



63
REFERENCIAS

1. Burt, S.; Int. J. Food Microbiol. 2004, 94, 223.

2. Robbers, J. E.; Speedie, M. K.; Tyler, V. E.; Phamacognosy and Pharmacobiotechnology,

Willians & Wilkins: Baltimore-USA, 1997.

3. Castro, H. G.; Oliveira, L. O.; Barbosa, L. C. A_; Ferreira, F. A.; Silva, D. J. H.; Mosquim, P. R.;
Nascimento, E. A.; Quim. Nova 2004, 27, 1.

4. Harborne, J. B.; Ecological biochemistry. 4.ed. London Academic: London, 1993.

5. Sangwan, N. S.; Farooqui, A. H. A; Shabih, F.; Sangwan, R. S.; Plant Growth Regul. 2001, 34, 3.

6. Kordali, S.; Cakir, A.; Sutay, S.; Z. Naturforsch. C, 2007, 62, 207.

7. Nishida, N.; Tamotsu, S.; Nagata, N.; Saito, C.; Sakai, A.; J. Chem. Ecol. 2005, 31, 1187.

8. Angelini, L. G.; Carpanese, G.; Cioni, P. L.; Morelli, I.; Macchia, M.; Flamini, G.; J. Agric. Food
Chem. 2003, 51, 6158.

9. Ferreira, A.G.; Aquila, M. E. A.; Rev. Bras. Fis. Veg., 2000, 12, 175.

10. Pinto, C. A.; Silva, D. H. S.; Bolzani, V. S.; Lopes, N. P.; Epifanio, R. A.; Quim. Nova, 2002, 25,
45.

11. Henwood, M. J.; Hart, J. M.; Edinb.. J. Bot. 2001, 58, 269.

12. Fiaschi, P.; Pirani, J. R.; Bol. Bot. Univ. S. Paulo, 2005, 23, 267.

13. Kissmann, K. G.; Plantas infestantes e nocivas. 2. ed. Tomo III., BASF: Sao Paulo,1997.

14. Lorenzi, H.; Plantas daninhas do Brasil: terrestres e aqudticas, parasitas e toxicas. 3. ed.,
Instituto Plantarum: Nova Odessa, 2000.

15. Simionatto, E.; Porto, C.; Dalcol, I. I.; da Silva, U. F.; Morel, A. F.; Planta Med. 2005, 71, 759.

16. Simionatto, E.; Porto, C.; da Silva, U. F.; Squizani, A. M.; Dalcol, 1. I.; Morel, A. F.; J. Braz.
Chem. Soc. 2005, 16, 1458.

17. Vickery, M. L.; Vickery, B.; Secondary Plant Metabolism, 2 ed., The Macmillan Press Ltda: Hong

Kong, 1981.



64
18. Malheiros, A.; Peres, M. T. L. P.; Em Alelopatia: intera¢oes quimicas entre espécies. Yunes, R.
A.; Calixto, J.B., eds.; Moderna: Chapeco6, 2001.
19. Periotto, F.; Perez, S. C.J. G. A.; Lima, M. L. S.; Acta Bot. Bras. 2004, 18, 3.
20. Correia, N. M.; Centurion, M. A. P. C.; Alves, P. L. C. A.; Cienc. Rural 2005, 35, 498.
21. Adams, R. P.; Identification of essential o0il components by gas chromatography/mass
spectroscopy. Illinois Allured - USA: Publishing, 1995.
22. Alves, M. C. S.; Medeiros-Filho, S.; Inneco, R.; Torres, S. B.; Pesq. Agrop. Bras. 2004, 11, 1083.
23. Brasil. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Regras para a Andlise de Sementes,
SNDA/DNDU/CLU, Brasilia. 1992.
24. Laboriau, L. G.; 4 Germinagdo das Sementes. Secretaria geral da organizagdo dos Estados
Americanos. Washington D.C, Estados Unidos. 1983.

25. Ferreira, A. G, Aquila, M. E. A.; Rev. Bras. Fisiol Veg. 2000, 12, 175.



65

Tabela 1. Composicdo quimica dos Oleos volateis das folhas de Hydrocotyle bonariensis Lam

(Araliaceae).

Compostos® % RI°¢
01 o-tujeno 0,5 930
02 sabineno 1,9 973
03 B-pineno 0,4 983
04 (+)-limoneno 53,6 1030
05 linalool 0,8 1102
06 y-terpineol 0,9 1198
07 oa-copaeno 1,8 1377
08 o-cubebeno 0,5 1389
09 Ni‘ 0,6 1398
10  E-cariofileno 2,7 1421
11 a-trans-bergamoteno 0,7 1434
12 a-humuleno 0,6 1457
13 B-santaleno 0,8 1461
14 Ni‘ 8,9 1465
15 y-muuroleno 10,5 1482
16 Ni‘ 1,2 1489
17  &-cadineno 1,4 1520

Monoterpenos id. 58,1
Sesquiterpenos id. 19,0
TOTAL 87,9

“Compostos listados em ordem de eluigdo na coluna ZB-5; IR indices de retenciio; ° Indices obtidos por temperatura
programada e determinados na coluna apolar ZB-5 (50-250 °C; 3 °C/ min); °N.i. : substincia nio identificada por IR e
pelas bibliotecas consultadas; ‘Fragmentagdo observada m/z (%): 204 [M" (1%)], 189 (3%), 161 (18%), 137 (100%), 121
(11%), 105 (11%), 95 (33%), 81 (16%), 67 (18%).
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Tabela 2. Efeito das concentracdes do dleo essencial das folhas de H. bonariensis na porcentagem de

germinagdo de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola).

Porcentagem de germinagao*

Controle 0,05% 0,12% 0,25% 0,5% 1%
Lactuca 96,5+25a 70,0+1,6b 620+1,6b 540+23b 53,0+2,0b 43,5+25Db
sativa
Allium  96,5+25a 88,0+£23b 79,0+25b 765+19b 70,0+1,6b 655+19Db

cepa

"Médias seguidas de mesma letra do controle nio diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de
probabilidade. Média + Desvio padrao.
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Tabela 3. Coeficiente de correlagdo de Pearson das varidveis nas concentragdes do oleo de H.

bonariensis na porcentagem de germinacao de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola).

Variaveis Alface Cebola

Germinagao -0,758** -0,905%**
Crescimento da raiz -0,825%* -0,848**
Crescimento do hipocotilo/coledptilo -0,863** -0,786**
Massa seca -0,865%* -0,581**

** Correlacdo significativa ao nivel 0,01 (bilateral).
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Figura 1. Efeito das concentragdes do oleo essencial de H. bonariensis no crescimento da raiz e
hipocotilo/coledptilo e acumulo de massa seca de alface (A) e cebola (B). Dados expressos em
percentual em relacdo ao controle. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em

comparagdo com a média do controle, pelo teste de Dunnet.

A Alface 00.05%
0.12%
0.253%

m0.50%

— m1.00%

Y em rel

Raiz Hipocotilo Massa seca

Cebola

%0 em rel

Ead.

Raiz Coleoptilo Massa seca
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Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) ¢ uma publicacdo mensal da Embrapa, que edita
e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou inglés, resultantes de
pesquisas de interesse agropecuario. A principal forma de contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também

publica Notas Cientificas, Novas Cultivares e Revisdes a convite do Editor.

Forma e preparacio de manuscritos

Analise dos artigos

A Comissao Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria cientifica. Nessa
analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do artigo segundo as normas da revista,
formulacdo do objetivo de forma clara, clareza da redagdo, fundamentacdo teorica, atualizacdo da
revisdo da literatura, coeréncia e precisdo da metodologia, resultados com contribui¢do significativa,
discussdo dos fatos observados em relacdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras,
originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicacdo desses critérios, se o nimero de
trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicagdo, € aplicado o critério da relevancia
relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja contribui¢do para o avango do conhecimento
cientifico ¢ considerada mais significativa. Esse critério ¢ aplicado somente aos trabalhos que atendem
aos requisitos de qualidade para publicacdo na revista, mas que, em razdo do elevado niimero, nio
podem ser todos aprovados para publicagdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os

demais sdo submetidos a analise de assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparacio de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido encaminhados a outro periddico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250 palavras, ndo devem
ser incluidos no trabalho.

Sdo considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos, Notas
Cientificas, Novas Cultivares e Artigos de Revisdo, este ultimo a convite do Editor. Os trabalhos
publicados na PAB sdo agrupados em dareas técnicas, cujas principais sdo: Entomologia, Fisiologia
Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e
Zootecnia.

O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espago duplo, fonte Times New

Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas e linhas numeradas.
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Organizac¢ao do Artigo Cientifico

A ordenagao do artigo deve ser feita da seguinte forma:

Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumo, Termos para
indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introdugdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussao, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Abstract, Index terms, titulo
em portugués, Resumo, Termos para indexagdo, Introduction, Materials and Methods, Results and
Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables, figures.

Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Resumen, Términos para
indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccidon, Materiales y Métodos, Resultados y
Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.

O titulo, o resumo e os termos para indexagdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no caso de
artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos redigidos em inglés.
O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracdes (tabelas e figuras), que

devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

Deve representar o conteiido e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras, incluindo-se os
artigos, as preposi¢des e as conjuncdes. Deve ser grafado em letras mintisculas, exceto a letra inicial, e
em negrito. Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou “influéncia”.
Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso, apresentar somente
o nome binario. Nao deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos. As palavras do titulo
devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices desenvolvidos por bases de dados que catalogam a

literatura.

Nomes dos autores

Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiuscula, por extenso, separados por virgula; os dois
ultimos sdo separados pela conjuncdo “e”, “y” ou “and”, no caso de artigo em portugués, espanhol ou
em inglés, respectivamente. O Ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em
algarismo arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do

autor.

Endereco dos autores
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Sao apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal completos da institui¢do e
o enderego eletronico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico, entre parénteses, em
forma de expoente. Devem ser agrupados pelo endereco da instituigdo. Os enderegos eletronicos de

autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.

Resumo

O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda, e
separado do texto por travessdo. Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nameros,
preposicdes, conjuncdes e artigos. Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material
e os métodos, os resultados e a conclusdo. Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do indicativo.

Termos para indexacgio

A expressdao Termos para indexagdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras minusculas,
exceto a letra inicial. Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mintscula.
Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir duas ou
mais palavras. Nao devem conter palavras que componham o titulo. Devem conter o nome cientifico
(s6 0 nome bindrio) da espécie estudada.

Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural Thesaurus

(http://www.fao.org/aims/ag_intro.htm) ou no Indice de Assuntos da base SCIELO

(http://www.scielo.br).

Introducio

A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras mintsculas, exceto a letra inicial, e em
negrito. Deve ocupar, no maximo, duas paginas. Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do
trabalho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com
outros trabalhos publicados sobre o assunto. O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma

coerente com o descrito no inicio do Resumo.

Material e Métodos

A expressao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos Material e
M¢étodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras iniciais. Deve ser organizado, de
preferéncia, em ordem cronologica. Deve apresentar a descri¢ao do local, a data e o delineamento do

experimento, e indicar os tratamentos, o nimero de repeti¢des e o tamanho da unidade experimental.
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Deve conter a descri¢ao detalhada dos tratamentos e variaveis. Deve-se evitar o uso de abreviagdes ou
as siglas. Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
o experimento. Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢des de técnicas de uso
corrente. Deve conter informagao sobre os métodos estatisticos ¢ as transformagdes de dados. Deve-se
evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras minusculas, exceto

a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial. Deve ocupar quatro paginas, no maximo. Todos os dados
apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos. As tabelas e figuras sdo citadas
seqiiencialmente. Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em
relacdo aos apresentados por outros autores. Evitar o uso de nomes de varidveis e tratamentos
abreviados. Dados nao apresentados ndo podem ser discutidos. Nao deve conter afirmag¢des que nao
possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio trabalho ou por outros trabalhos citados. As
chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira orag¢dao do texto em questdo; se
as demais sentengas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é necessaria nova
chamada. Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras. As novas descobertas devem ser

confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusoes

O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras minusculas, exceto a letra
inicial. Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no presente
do indicativo. Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho. Nao podem consistir no
resumo dos resultados. Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa. Devem ser numeradas e

no maximo cinco.

Agradecimentos
A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas, exceto a
letra inicial. Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou

institui¢des). Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias
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A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras mintsculas, exceto a letra
inicial. Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos. Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023
da ABNT, com as adaptacdes descritas a seguir.

Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-virgula,
sem numeragdo. Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra. Devem conter os titulos das
obras ou dos periddicos grafados em negrito. Devem conter somente a obra consultada, no caso de
citacdo de citacdo. Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que

aproximada. Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre ¢ o manejo sustentivel de ecossistemas florestais. In: SIMPOSIO
LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria. Anais. Santa
Maria: UFSM, Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia Florestal, 2004. p.153-162.

Artigos de periodicos
SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a simbiose
entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75,

2006.

Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E. de
M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegécio da mamona no
Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia: Embrapa Informacao Tecnologica, 2001. p.121-
160.

Livros
OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil. Dourados:
Embrapa Agropecudria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2004. 116p.

(Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de produgao, 6).

Teses
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HAMADA, E. Desenvolvimento fenologico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui), comportamento
espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese (Doutorado) - Universidade

Estadual de Campinas, Campinas.

Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacio dos impactos econdmicos, sociais e ambientais
da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de 2003. Dourados: Embrapa
Agropecudria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em:
<http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.php?tipo=DOC&num=66&ano=2004>. Acesso em:
18 abr. 2006.

Citacoes
Nao sdo aceitas citagdes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou qualquer outra
fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. A autocitagdo deve ser evitada. Devem ser

normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptagdes descritas a seguir.

Redacao das citagoes dentro de parénteses

Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitscula, seguido de virgula e ano de
publicagdo. Citagcdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra
maiuscula, seguido da expressdo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicagao.

Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronologica e em seguida a ordem alfabética dos
autores.

Citagcdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser repetidos; colocar
os anos de publicagdo separados por virgula. Citagdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de
publicacdo do documento original, seguido da expressao “citado por” e da citacdo da obra consultada.
Deve ser evitada a citacdo de citag@o, pois ha risco de erro de interpretacao; no caso de uso de citagdo

de citagdao, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

Redacao das citagoes fora de parénteses
Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as orientacdes anteriores, com 0s

anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.
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Formulas, expressoes e equacdes matematicas

Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da fonte Times
New Roman.

Nao devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos convencionalmente

em italico.

Tabelas

As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas em folhas
separadas, no final do texto, ap0s as referéncias. Devem ser auto-explicativas.

Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecgalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora dos
tratamentos ou das varidveis. Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes
bibliograficas. O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das variaveis
dependentes. No cabegalho, os nomes das varidveis que representam o conteido de cada coluna
devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no
titulo ou nas notas-de-rodapé.

Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de Unidades.
Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo. Nenhuma
célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados ndo apresentados
devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

Na comparagdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na linha, a
direita do dado, letras minuisculas ou maiusculas, com a indica¢do em nota-de-rodapé do teste utilizado
e a probabilidade.

Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usé-los ainda na base
da tabela, para separar o conteudo dos elementos complementares. Fios horizontais adicionais podem
ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios verticais. As tabelas devem ser editadas em
arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo fazer espacamento utilizando a barra de

espago do teclado, mas o recurso recuo do menu Formatar Pardgrafo.

Notas de rodapé das tabelas

Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar nas
referéncias. Notas de chamada: sdo informacdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. S@o indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre parénteses, a

direita da palavra ou do niimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna indicadora. Sao
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apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto. Para indicacdo de
significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de expoente, a direita do dado, as

chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.

S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacdo dos fatos
descritos. O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do numero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito. Devem ser auto-explicativas.

A legenda (chave das convengodes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo, ou entre a
figura e o titulo. Nos graficos, as designacdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses. Figuras ndo-originais devem conter,
apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes devem ser referenciadas. O crédito para o
autor de fotografias ¢ obrigatdrio, como também ¢ obrigatério o crédito para o autor de desenhos e
graficos que tenham exigido acdo criativa em sua elaboragdo. As unidades, a fonte (Times New
Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser padronizados. Os pontos das curvas devem
ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios
ou vazios). Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante. As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informagdes

que comprometa o entendimento do grafico. Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade
necessaria a boa reproducdo grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura. Devem ser gravadas nos
programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edicdo em possiveis corregdes. Usar fios
com, no minimo, 3/4 ponto de espessura. No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza
(exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%, para cinco varidveis). Nao usar negrito nas figuras. As figuras na
forma de fotografias devem ter resolucao de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas em arquivos extensao
TIF, separados do arquivo do texto. Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser

coloridas.
Notas Cientificas
Notas cientificas sdo breves comunicagdes, cuja publicagdo imediata ¢ justificada, por se tratar de fato

inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo cientifico completo.

Apresentagdo de Notas Cientificas
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A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as chamadas para
endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacao, titulo em inglés, Abstract, Index terms, texto
propriamente dito (incluindo introdugdo, material e métodos, resultados e discussdo, e conclusdo, sem
divisdo), Referéncias, tabelas e figuras. As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas
do Artigo Cientifico, exceto nos seguintes casos: Resumo com 100 palavras, no maximo. Deve ter
apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras. Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas

ilustracdes (tabelas e figuras).

Novas Cultivares
Novas Cultivares sdo breves comunicagdes de cultivares que, depois de testadas e avaliadas pelo
Sistema Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA), foram superiores as ja utilizadas e serdo

incluidas na recomendacao oficial.

Apresentacdo de Novas Cultivares

Deve conter: titulo, autoria (com as chamadas para endereco dos autores), Resumo, titulo em inglés,
Abstract, Introdugdo, Caracteristicas da Cultivar, Referéncias, tabelas e figuras. As normas de
apresentacdo de Novas Cultivares sd3o as mesmas do Artigo Cientifico, exceto nos seguintes casos:
Resumo com 100 palavras, no maximo. Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.
Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e quatro ilustragdes (tabelas e figuras). A introdugdo deve
apresentar breve historico do melhoramento da cultura, indicando as institui¢des envolvidas e as
técnicas de cultivo desenvolvidas para superar determinado problema. A expressdo Caracteristicas da
Cultivar deve ser digitada em negrito, no centro da pagina. Caracteristicas da Cultivar deve conter os
seguintes dados: caracteristicas da planta, reacdo a doencas, produtividade de vagens e sementes,
rendimento de grdos, classificacdo comercial, qualidade nutricional e qualidade industrial, sempre

comparado com as cultivares testemunhas.

Outras informacoes

Nao ha cobranga de taxa de publicagdo. Os manuscritos aprovados para publicagdo sdo revisados por
no minimo dois especialistas. O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar
modificagdes nos artigos e de decidir sobre a sua publicagcdo. S3o de exclusiva responsabilidade dos
autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos. Os trabalhos aceitos ndo podem ser
reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e 3273-9616, fax:
(61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:




Embrapa Informagao Tecnologica
Pesquisa Agropecudria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315CEP 70770 901 Brasilia, DF
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Atividade alelopatica de Hydrocotyle bonariensis Lam. (Araliaceae): bioensaios de germinacio e

crescimento em laboratorio.

Cristiane Bezerra da Silva (1), Ana Carina da Silva Candido (2), Euclésio Simionatto (3), Odival
Faccenda “ Sonia Corina Hess @ Silvana de Paula Quintdo Scalon ® e Marize Teresinha Lopes
Pereira Peres ©".
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cris.mpj@gmail.com.
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Rodovia Dourados Ithaum, Km 12, Caixa Postal 351, CEP 79804-970, E-mail: fac@uems.br.

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de atividade alelopatica de Hydrocotyle
bonariensis, por meio de bioensaios de germinagdo e crescimento em laboratério. A bioatividade das
fragdes semipurificadas (hexanica, acetato de etila e etanol-agua) obtidas do extrato etandlico das
partes aérea e subterrdnea e a fracdo alcaloidica da parte subterranea de Hydrocotyle bonariensis,
foram avaliadas em bioensaios de germinagdo e de crescimento de Lactuca sativa (alface),
Lycopersicon esculentum (tomate), Allium cepa (cebola) e Triticum aestivum (trigo), em laboratorio.
Utilizou-se quatro concentracdes de cada tratamento (0, 250, 500, 1.000 mg.L'l), com quatro
repeticdes de 50 sementes. Os resultados dos bioensaios de germinagdo revelaram que todas as fragdes

atrasaram a germinagdo de alface, tomate, cebola, e trigo, sendo que a FAE da parte subterranea na
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maior concentragdo causou inibi¢do de até 68% em eudicotiledoneas e em até 74% em
monocotiledoneas. Nos bioensaios de crescimento, a FAE causou inibi¢do da raiz primaria, enquanto
que a FEA causou estimulo em eudicotiledoneas. A mesma fracdo inibiu o crescimento da raiz das
monocotiledoneas. A fracdo alcaloidica inibiu o crescimento da raiz primaria e do hipocotilo/
coledptilo de alface e cebola. Nos bioensaios com herbicidas comerciais foram observados efeitos
semelhantes aqueles obtidos na germinacdo nas fracdes analisadas e no crescimento nas fragdes
acetato de etila e alcaloidica. Nos testes quimicos qualitativos foi detectada a presenca de composto
fendlicos, alcaldides e atividade antioxidante no EEB e todas as fragdes, e na analise
espectrofotométrica verificou-se que a FAE apresenta o maior conteiido de fenois totais e atividade
antioxidante.

Termos para indexagdo: aleloquimicos, herbicidas naturais, plantas infestantes.

Abstract - The objective of this work was to evaluate the potential alelophathic of Hydrocotyle
bonariensis), by means of bioassay of the germination and growth in laboratory. The bio-activity of
fractions (hexane, ethyl acetate, ethanol-water) obtained from crude ethanolic of underground and
aerial parts and the alkaloid fraction from underground part Hydrocotyle bonariensis, were evaluate by
growth bioassays with seeds of Lactuca sativa (alface), Lycopersicon esculentum (tomate), Allium
cepa (cebola) e Triticum aestivum (trigo), in laboratory. Were used four concentrations for each
treatment (0, 250, 500, 1.000 mg.L'l), with four repetitions of 50 seeds. The germination results
revealed that all the fractions put back the lettuce germination, tomato, onion and wheat. The ethyl
acetate fraction (EAF) from underground part, in the largest concentration it caused inhibition of up to
68% in eudicots and in up to 74% in monocots. In the growth bioassays, the EAF caused inhibition of
the primary root, while ethanol-water fraction (EWF) stimulated the growth of the primary root of
monocots. The same fraction inhibited the growth of the root of the monocots. The alkaloidic fraction
inhibited the growth of the primary root and of the hipocotilyl/coleoptile of lettuce and onion. In the

bioassays with commercial herbicides similar effects were observed with relation to obtained in the
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germination, for the analyzed fractions and in the growth for the fractions EAF and alkaloidic. In the
qualitative chemical tests the presence of phenolic compound sand alkaloids was detected. The
antioxidant activity of CE and fractions was evaluated by DPPH test. The EAF presents the largest
content of total phenols and antioxidant activity.

Index terms: Allelochemicals, natural, natural herbicides, infestant plants

Introducio

As plantas podem favoravelmente ou desfavoravelmente afetar outras plantas através de compostos
quimicos liberados no ambiente, denominados aleloquimicos (Bhowmik e Inderjit, 2003). Os
aleloquimicos sdo provenientes do metabolismo secundario e sdo capazes de alterar a germinacao e o
crescimento € o desenvolvimento de plantas pela multiplicidade de acdes em processos fisiologicos
(Rice, 1984; Einhellig, 2002).

Os compostos alelopaticos pertencem a diferentes classes de compostos quimicos, tais como
fenois, terpenos, alcaldides, poliacetilenos, acidos graxos, peptideos, entre outros (Einhellig 2002).

Em termos de aplicagdo pratica e comercial, um dos alvos mais importante dos estudos alelopaticos
¢ a descoberta de herbicidas naturais, que s3o ambientalmente e toxicologicamente mais seguros que
os herbicidas sintéticos usados atualmente na agricultura (Macias et al., 2000; Duke et al., 2002).

As milhares de substiancias do metabolismo secundério de plantas fornecem uma diversidade de
estruturas quimicas que podem ser usadas tanto no estado natural como na forma modificada como
herbicidas (Duke et al., 2001; Souza-Filho, 2002). Durante os tltimos 30 anos, grandes esfor¢os tém
sido dedicados a descoberta de novos aleloquimicos com potencial aplicagdo no manejo de plantas
daninhas. Os herbicidas desenvolvidos de compostos quimicos naturais apresentam importantes
vantagens sobre os herbicidas sintéticos usados na agricultura, pois apresentam novos mecanismos de

acdo, alta biodegrabilidade e baixo impacto no ambiente (Macias et al., 2000).
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A familia Araliaceae distribui- se em todo o territério brasileiro, com 40 géneros e 1500
espécies. O género Hydrocotyle ¢ representado por 16 espécies, sendo a maioria dos representantes
aquaticas ou de lugares imidos (Fiaschi e Pirani, 2005).

Hydrocotyle bonarienis LAM., é conhecida popularmente como erva-de-capitdo ou acarigoba.
A planta é nativa nas Américas, ocorrendo dos Estados Unidos até a Argentina e Chile, sendo
mencionada como infestante em arroz no Peru. No Brasil, tem vasta distribui¢do, especialmente na
regido costeira, sendo uma planta infestante com facilidade de adaptacdo a climas variados,
espalhando-se rapidamente por vérias regides do planeta, podendo ocorrer desde solos secos até na
areia das restingas e praias da Costa Atlantica, onde ¢ particularmente mais freqliente (Kissman,
1997).

Suas raizes sdo diuréticas, usadas em obstru¢do hepatica, como aperientes, amargas e tonicas e
em altas doses sdo eméticas e as folhas s6 devem ser usadas externamente, para tirar manchas da pele.
A planta toda também ¢ utilizada no combate as afeccdes do bago, figado e intestino, diarréia,
reumatismo e sifilis (Lorenzi, 2000)

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial de atividade alelopatica do
extrato etanolico bruto e fragdes semipurificadas (hexanica, acetato de etila e etanol-agua) obtidas da
parte aérea e subterranea de H. bonariensis, e fragdo alcaloidica extraida do extrato etanolico bruto da
parte subterranea de H. bonariensis, através de bioensaios de germinagdo e crescimento com as
eudicotiledoneas, alface, Lactuca sativa L. cv. Grand rapids (Asteraceae) e tomate, Lycopersicon
esculentum Mill. cv. Santa Clara (Solanaceae); e as monocotiledoneas, cebola, Allium cepa L. cv. Baia

periforme (Liliaceae) e trigo, Triticum aestivum (L.) Thell cv.RRS 220 (Poaceae), em laboratorio.

Material e Métodos

Preparo dos extratos etandlico bruto e fragdes semipurificadas - Hydrocotyle bonariensis, foi coletada
em meados de dezembro de 2006, no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal da Grande

Dourados — UFGD, nas coordenadas geograficas 71° 28’ 65” S e 75° 44°74” W, com 438 m de
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altitude. Uma exsicata da espécie foi incorporada aos acervos dos Herbarios DDMS da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) em Dourados (MS), e CGMS da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, sob os ntimeros: 2190, e 23467, respectivamente.

Apbs a coleta, as partes aérea e subterranea foram separadas e reduzidas a pequenos
fragmentos. A massa da matéria fresca foi registrada e acondicionada em saco plastico em freezer
(0,800 g da parte aérea, 33,5% de umidade e 1,2 Kg da parte subterranea, 26,2 % de umidade).
Posteriormente as partes aérea (folhas e ramos) e subterranea (caule subterraneo e raizes) de H.
bonariensis foram submetidas a extragdo através de maceragcdo com etanol (m/v, 1:2), em temperatura
ambiente. Apos sete dias, foi feita a filtragem e o material s6lido descartado, sendo posteriormente o
solvente evaporado (= 40°C) sob vacuo em evaporador rotativo para a obtengdo do extrato etanolico
bruto (EEB) da parte aérea (55,8 g) e subterranea (78,5 g) de H. bonariensis.

Para a obtengdo das fracdes semipurificadas parte do EEB da parte aérea (38,6 g) e parte
subterranea (36,5 g) foi fracionado através de particdo liquido-liquido com solventes de diferentes
graus de polaridade, hexano e acetato de etila, em funil de decantacdo, obtendo-se as fragdes: hexanica
(FH) (rendimento de 13,4 g para a parte aérea e 11,1 g para a parte subterranea), acetato de etila (FAE)
(rendimento de 10,8 g, para a parte aérea e 9,3 g para a parte subterrdnea) e etanol-dgua (FEA)
(rendimento de 14,1 g para a parte aérea e 15,8 g para a parte subterranea). Para a obtencdo da fragdo
alcaloidica (FA), foi realizada uma extracdo para alcaldide do EEB da parte subterrdnea de H.
bonariensis. Primeiramente 28,0 g do EEB foram dissolvidas em 20 mL de agua destilada e
acidificada com HCIl 2,0 N até pH 1,5 e, ap6s a acidificagdo do extrato foram realizadas vérias
extragdes com éter etilico. A solucdo aquosa remanescente foi alcalinizada com hidréxido de amoénio
(NH4OH) até pH 9,0 e, extraida com éter etilico, respectivamente. Apds a eliminagdo dos solventes em
evaporador rotativo, foi obtida a fra¢do alcaloidica (1,52 g).

O teor de 4gua do EEB e fragdes foi determinado a partir de uma aliquota dos mesmos,
submetidas a secagem (100°C) por dez horas, até¢ que a massa fosse constante, para calcular a massa de

agua.
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Bioensaios de germinagdo e crescimento - Para o preparo das solu¢des o EEB e as fracdes (FH, FAE,
FEA e FA) foram pesadas em balanca analitica, levando-se em consideracdo o teor de agua. As
solugdes estoque (1.000 mg.L™") foram preparadas a partir da massa calculada para cada EEB e
fragdes, as quais foram dissolvidas em DMSO (Dimetilsulf6xido) a 0,1% (Dayan et al., 2000), sendo
as concentragdes de 500 e 250 mg.L™' preparadas por dilui¢io. Apds o preparo da solugio estoque da
FH, retirou-se a por¢do ndo soluvel. As solugdes foram tamponadas com solu¢io de MES (Acido 2-
morfolinoetanosulfonico) 10 mM, e o pH foi ajustado para 6,0 (Macias et al., 2000) com solugdo de
KOH 0,1 N, utilizando-se pHmetro.

O EEB e as fragoes (FH, FAE, FEA) da parte aérea e subterranea foram ensaiadas com as
eudicotiledoneas: alface (Lactuca sativa L. cv. Grand rapids) e tomate (Lycopersicon esculentum Mill
cv. Santa Clara), e as monocotiledoneas: cebola (A/lium cepa L. cv. Baia Periforme) e trigo (Triticum
aestivum L. cv. RRS 220); e a FA da parte subterranea foi ensaiada com alface e cebola.

Para os bioensaios de germinagdo, aplicou-se a metodologia de Macias et al., (2000). As placas
de Petri (9,0 cm de didmetro) contendo papel filtro Whatman n°. 1,0, previamente autoclavados a
120°C por 20 minutos, receberam 5,0 mL da soluc¢do dos tratamentos, preparadas nas concentragdes de
250 mg.L™", 500 mg.L" e 1.000 mg.L". Em seguida, foram semeadas aleatoriamente sobre cada disco
de papel filtro, 50 didsporos da espécie alvo (alface, tomate, cebola, trigo), distribuidos aleatoriamente,
com quatro repetigdes para cada solucdo, conforme Brasil (1992). Como controle procedimento
similar foi utilizado, porém com auséncia dos extratos e fracdes. As sementes de trigo foram tratadas
com fungicida Benlate 500 PM, na concentragdo de 1,0 g.L"' (Aradjo & Aratijo 2006).

As placas de Petri contendo os didsporos foram levadas a uma camara de germinacdao (BOD),
com condicdes de luz (160 W), umidade relativa (= 80%) e temperatura constantes, adequadas a cada
espécie alvo, conforme Brasil (1992) (alface, 25°C com luz interna constante; tomate, 25°C e
fotoperiodo de 12 h; cebola, 15°C e fotoperiodo de 12 h; e trigo 15°C, no escuro; + 2°C). A contagem

para avaliar a germinacdo foi realizada diariamente (sendo que para alface a cada 12 horas), tendo
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como critério a protrusdo radicular com no minimo 2,0 mm de comprimento. O experimento foi
considerado concluido quando a germinagdo foi nula por trés dias consecutivos.

Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia descrita por Barnes et al., (1987) e
Macias et al., (2000). Primeiramente as sementes foram germinadas em placas de Petri contendo papel
filtro umedecidas com 5,0 mL de 4gua destilada. Apos a germinagdo, tendo como critério a protrusao
radicular com no minimo 2,0 mm de comprimento, foram selecionadas 80 plantulas (quatro repeti¢des
de 20), para cada tratamento, e transferidas para placas de Petri contendo as solugdes tratamento,
utilizando-se procedimento similar ao descrito nos bioensaios de germinacdo. Apds trés dias da
protrusdo radicular, mediu-se o alongamento da raiz e do hipocotilo/coledptilo (dez plantulas por
placa) utilizando papel milimetrado. Posteriormente essas plantulas foram levadas para secar em uma
estufa a 60°C até peso constante para a obten¢do da massa seca.

A fim de verificar se o EEB e FS da parte aérea e subterrdnea de H. bonariensis podem atuar
como modelos de herbicidas no controle de plantas daninhas, foram realizados bioensaios de
emergéncia e crescimento com herbicidas comerciais. Os herbicidas foram adquiridos no comércio
local, sendo esses, para as eudicotiledoneas: Glifosato 480 Agripec (Pos-emergente), Basagran 600
(P6s-emergente) e Atrazina Nortox 500 SC (misto); e para as monocotiledoneas: Glifosato 480
Agripec (Pés-emergente), Gesagard 500 SC (Pré-emergente), e Poast (pds-emergente). Todos os
herbicidas foram aplicados em concentragdes equivalentes de composto ativo (10° M, 10* M e 107
M) (Macias et al. 2000). Para os bioensaios com herbicidas, procedimento similar ao descrito com as
fragdes foi utilizado.

No presente trabalho o delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado
envolvendo nove ensaios simples, EEB, FH, FAE e FEA da parte aérea e subterranea de H.
bonariensis e a FA da parte subterranea, com quatro tratamentos (0, 250, 500 e 1.000 mg.L'l), e trés
ensaios com herbicidas com quatro tratamentos (0, 102, 107, 107 M), em quatro repeti¢cdes. Cada
parcela constituiu-se de 50 didsporos para germinag¢do e dez para o crescimento da raiz e do

hipocétilo/coledptilo. A germinabilidade (%G) foi calculada segundo a metodologia descrita por
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Labouriau (1983) e o indice de velocidade de germinacdo (IVG) segundo Maguire (1962) citado por
Ferreira & Borghetti (2004).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e quando os efeitos dos tratamentos foram
significativos, (p < 0,05), em relacdo a testemunha, as médias foram comparadas pelo teste de Dunnet.
Quando uma das pressuposi¢des exigidas pelo modelo paramétrico ndo foi atendida utilizaram-se os
testes estatisticos ndo paramétricos, Kruskal-Wallis como alternativa para a andlise de variancia e o
Mann-Whitney como alternativa para o teste de Dunnet. Todos os resultados foram analisados
considerando o nivel de significancia a = 5%.

Testes quimicos preliminares foram realizados para a detecg@o de classes de compostos. Foram
utilizadas placas cromatogréficas (cromatofolhas AL TLC 20x20cm, silicagel 60F,ss - Merk), para
detectar a presenga das principais classes de compostos secundarios no EEB e nas FS. Nestes testes
foram utilizados como reagente indicador, uma solugdo de cloreto férrico 1,0%, reativa na presenca de
compostos fenolicos.

O teor de fenois totais do EEB e FS foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau (Meda ef al,
2005; Lin e Tang, 2007). O acido galico foi utilizado como substancia referéncia. Para a construcdo da
curva padrdo utilizou-se concentracdes que variaram de 25 a 600 pug de acido galico. Para a
determinagdo do teor de fendis nas amostras, 5,0 mg de cada amostra, foi dissolvida em 5,0 mL de
agua destilada. Posteriormente, aliquotas de 1,0 mL dessa solucao foram transferidas para baldes de 50
mL, sendo acrescentado 30,0 mL de 4gua destilada, 2,0 mL do reagente Folin Ciocalteau e apos seis
minutos 6,0 mL de uma solugdo de carbonato de sédio (Na,CO3) 20%. Completou-se o volume do
baldo com é4gua destilada. O branco do sistema foi preparado da mesma forma, contendo todos os
reagentes exceto as amostras do EEB e FS. As solu¢des foram deixadas em repouso a temperatura
ambiente e ap6s 1 hora e 30 minutos, fez-se a leitura no espectrofotometro modelo DR/2010-HACH,
com possibilidade de leitura na faixa de 400 a 900 nm, sendo que a leitura foi realizada a 760 nm.

Para a detec¢do da atividade antioxidante, cinqlienta microlitros de solucdes com vérias

~ ~ ~ . -1
concentragdes dos extratos e fracdes (as concentracdes variaram de 0,3 a 10 mg.mL~ conforme a
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atividade do extrato e da fragdo testada) em metanol foram adicionados a 5 mL de uma solugdo
metanolica de DPPH a 0,004%. Apds um periodo de incubagdo de 30 minutos a temperatura ambiente
fez-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro a frente a um branco a 517 nm (Katalinic et al.,
2004).

Resultados e Discussao

Bioensaios de germinagdo e crescimento com eudicotiledoneas — Em relagdo ao processo germinativo
(Tabela 1) verifica-se que o extrato etanolico bruto (EEB) e todas as fragdes semipurificadas da parte
aérea e subterrdnea de Hydrocotyle bonariensis reduziram significativamente o indice de velocidade
de germinagdo (IVG) e a porcentagem de germinagdo de alface e tomate, em todas as concentragdes
ensaiadas, observando-se nos resultados uma relacdo dose-dependente.

Nas redugdes no IVG de alface e tomate foi verificado que a maior concentracdo da FAE da
parte subterranea causou reducdo de 89% em alface e de 83% em tomate, em comparagdo ao controle
(Tabela 1). Na germinabilidade, também foi observado que os maiores efeitos fitotoxicos foram
provocados pela FAE da parte aérea e subterranea (Tabela 1). Sendo essas reducdes superiores a 50%
em relagdo ao controle em alface, e foi verificado que a concentragio de 1000 mg.L™' da FAE da parte
aérea inibiu a germinacao de alface em 53% e tomate em 51%.

Com esses resultados, foi verificado o potencial de atividade alelopatica de H. bonariensis
sobre a germinacdo de alface e tomate, podendo-se inferir que a FAE apresenta a maior concentra¢ao
do composto (s) que estdo agindo de modo isolado ou sinérgico sobre algum processo fisioldgico
durante a germinacgdo dessas espécies, atrasando e inibindo sua germinacao.

No crescimento radicial das plantulas de alface (Figura 1) foi observado que a fragdo hexanica
(FH) e a fragdo etanol-agua (FEA) da parte aérea estimularam o crescimento da raiz de alface,
enquanto que o EEB e a FAE inibiram o crescimento da raiz. Em tomate (Fig. 2), o estimulo no
crescimento da raiz foi verificado na menor concentragdo do EBB ¢ em todas as concentragdoes da FEA

da parte aérea. Inibicdo no crescimento da raiz de tomate foi observado nas maiores concentragdes do
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EBB e todas as concentragdes da FH e FAE da parte aérea, sendo essa inibicdo de 39% na
concentragdo de 1.000 mg.L™" da FAE.

O EBB e fracdes da parte subterranea inibiram o crescimento da raiz de alface e tomate em
todas as concentracOes ensaiadas. Os maiores efeitos fitotoxicos no crescimento da raiz foram
verificados em alface quando submetido a FAE e fragdo alcaloidica (FA) da parte subterranea, sendo
que a FA causou inibigdo no crescimento de 61% e 74%, na concentragdo de 500 mg.L™ °1000 mg.L™",
respectivamente, em relacdo ao controle.

Em relagdo ao crescimento do hipocoétilo (Figura 1 e 2), o EBB e todas as fracdes da parte
aérea inibiram significativamente o crescimento do hipocétilo em alface (Figura 1), nas maiores
concentragdes ensaiadas, sendo que a FA da parte subterranea causou inibi¢do de 75% em relagdo ao
controle (1000 mg.L™).

Em tomate, as maiores concentragdes do EBB e todas as concentragdes da FH e FAE da parte
aérea provocaram reducdo no crescimento do hipocétilo. O EBB e fragcdes da parte subterrdnea
inibiram o crescimento do hipocoétilo, em todas as concentragdes ensaiadas, sendo que a FAE foi quem
provocou maior efeito com inibigdo de 44% e 53%, nas concentra¢des de 500 mg.L™" e 1.000 mg.L™.

Melos et al. (2007), observaram efeitos semelhantes aos verificados na FAE em estudo, para a
FAE de Adianthum tetraphyllum, que inibiu o crescimento do hipocétilo em alface, na concentragido de
1.000 mg.L™".

Em trabalhos realizados com alcaldides glicolisados, Alves et al. (2003), observaram que os
mesmos provocaram uma redugdo significativa na porcentagem de plantulas normais a partir da menor
concentragdo testada, e que estes efeitos inibitorios foram revelados através da visivel reducdo do
comprimento da raiz que foi proporcional ao aumento da concentragdo avaliada.

Com relagdo a massa seca, foi verificado que a FEA da parte aérea causou redugdo em alface
de 26% para a maior concentracdo ensaiada. Em tomate, foi verificado que o EB e todas as fracdes

causaram diminui¢cdo na massa seca, sendo que a FEA da parte subterranea causou reducao de 47%.
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Bioensaios de germinagdo e crescimento com monocotiledoneas - Por meio da analise dos
dados de germinacao foi constatado que o EBB e fragdes em todas as concentracdes avaliadas da parte
aérea e subterranea reduziram significativamente o IVG e a porcentagem de germinagdo de cebola e
trigo (Tabela 2). Em cebola, foi verificado que as maiores reducdes no IVG foram de 65% e +73% na
maior concentracdo do EBB e FAE da parte subterranea, respectivamente. Na germinabilidade (Tabela
2) foi verificado que a maior redu¢do ocorreu na FAE da parte subterranea, que reduziu a porcentagem
de germinacao 55% na concentragdo de 1.000 mg.L'1 em relacdo ao controle. Em trigo, a FAE da parte
subterranea foi a que mais afetou o processo germinativo, inibindo a germina¢do em 60% na maior
concentragdo ensaiada em relagdo ao controle (Tabela 2).

Em relagdo ao crescimento radicial (Figura 3), o EBB e todas as fracdes da parte aérea inibiram
significativamente o crescimento da raiz de cebola. A FAE, FEA e FA, da parte subterranea, também
causaram inibi¢do da raiz primaria em cebola, sendo que na concentragio de 1.000 mg.L’, foi
verificada inibi¢ao de 55%, 45% e 58%, respectivamente. Em trigo, foi verificado que o EBB e todas
as fracOes da parte aérea e subterranea inibiram o crescimento da raiz em todas as concentragdes
ensaiadas (Figura 4). Os maiores efeitos fitotoxicos foram verificados pela FAE da parte subterranea
que causou inibi¢do no crescimento da raiz de trigo em +70% e +£76%, em relacdo ao controle, para as
concentra¢des de 500 mg.L™ e 1.000 mg.L™"' respectivamente.

A concentragdo de 1000 mg.L™" do EBB, FH e todas as concentragio da FAE e FEA da parte
aérea, ¢ o EBB, FAE e FA da parte subterrdnea, inibiram significativamente o crescimento do
coleoptilo de cebola, sendo que os maiores valores foram observados na FAE e FA da parte
subterranea, que causaram inibi¢ao no crescimento do coledptilo em +69% e 70% para a concentragao
de 1.000 mg.L", quando comparadas ao controle. A FH e FEA da parte subterrinea estimularam o
crescimento do coledptilo em cebola em todas as concentragdes ensaiadas (Figura 3). Em trigo, o
efeito inibitério no crescimento do coledptilo foi significativo em todas as fragdes e na maior
concentragdo para o EBB da parte aérea, sendo que para a concentragdo de 1.000 mg.L'l, o EBB, FAE

e FEA da parte subterranea inibiram o crescimento do coledptilo em todas as concentragdes ensaiadas,
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sendo que a FAE inibiu causou inibigdo de 46% para a concentragio de 1.000 mg.L™". A FH estimulou
o crescimento do coledptilo em todas as concentracdes ensaiadas (Figura 4).

Para a massa seca foi observado que as fracdes FAE e FEA da parte aérea causaram reducao
entre 39% e 38% em cebola, para a maior concentracdo ensaiada respectivamente. Em trigo foi
verificado que as fragdes FH e FAE da parte aérea diminuiram a massa seca das plantulas em 40% e
41% na maior concentragao testada, quando comparado ao controle.

Chavasiri et al, (2005) em trabalhos realizados com Hydrocotyle umbellata (Araliaceae)
verificaram que a substancia Metil” oleanolato™ 3-O-(B-D-glucopyranosyl) isoladas dessa planta, inibiu
em 100% a germinagdo de Mimosa pigra L, e provocou inibi¢do de 87% na radicula e em 80% para o
hipoco6tilo na maior concentragao ensaiada.

Muitos compostos do metabolismo secundédrio de plantas agem como herbicida, afetando
processos bioquimicos —chaves, responsaveis por seus efeitos no crescimento das plantas. (Coutinho et
al., 2005). Bioensaios com herbicidas foram realizados para se comparar os efeitos dos herbicidas
comerciais com os resultados dos extratos vegetais. Nos resultados foi verificado que os herbicidas
avaliados nas concentracdes ensaiadas no presentes estudo atrasaram a germinacdo e inibiram a
porcentagem de sementes germinadas (Tabela 3). No crescimento, o herbicida glifosato inibiu o
desenvolvimento de todas as plantulas avaliadas (Figura 1 a 4). A FAE de H. bonariensis apresentou
efeitos semelhantes nos parametros avaliados ao herbicida glifosato, sendo verificado que a mesma
atrasou e inibiu a germinagdo das sementes, e foi observado o mesmo padrdo de inibi¢do no
crescimento.

Nos bioensaios foi verificado que os herbicidas basagran, atrasina, gesagard e poast foram
fitotoxicos na germinacdo e crescimento. Verifica-se nos resultados que a FAE e a FA da parte
subterranea apresentaram fitotoxidade semelhante a esses herbicidas.

Baseado nesses resultados conclui-se que a FAE da parte subterranea de H. bonariensis

apresentam compostos quimicos que agem de modo similar aos herbicidas comerciais, afetando o



307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

92
processo germinativo tanto de eudicotiledoneas como de monocotiledoneas, ndo apresentando
especificidade para as espécies alvo avaliadas no presente estudo.

Comparando-se o crescimento da raiz e da parte aérea, observa-se que os efeitos fitotoxicos
foram mais evidentes no crescimento da raiz do que na parte aérea (hipocdtilo/coledptilo), isso pode
ter ocorrido devido a absor¢do e, conseqiientemente, a concentracdo de fitotoxinas nos tecidos
radiculares ser favorecida pelo contato fisico da raiz com o papel filtro, o qual contém as fragdes.

Jacobi e Ferreira (1991), também observaram em seus experimentos que a parte aérea € as
raizes apresentaram respostas diferentes ao aleloquimicos, demonstrando que os mesmos afetam mais
o desenvolvimento e/ou crescimento do que a germinagao.

Desta forma a bioatividade das fragdes estd condicionada a capacidade de absorcdo,
translocacdo e mecanismo de a¢do dos seus compostos potencialmente alelopaticos (Correia et al.
2005).

Nos testes quimicos preliminares foi verificada a presenca de compostos fendlicos no EEB e
fragdes, sendo também detectada a presenca de alcaldides na FAE da PS. J& foram reportados na
literatura a atividade alelopatica de terpenos e alcaloides (Einhellig, 2002).

Na Tabela 4 sao apresentados os teores de fendis totais e na figura 5 a atividade antioxidante
obtidos para o EEB de H.bonariensis e as fragdes oriundas deste. A FAE da parte subterrinea,
apresentou atividade diferente do EEB, FH e FAE pelo fato de apresentar o maior teor de fendis totais
(501,92 pg EAG mg™") e atividade antioxidante (84,5%).

A literatura relata o isolamento de alguns compostos em espécies deste género distribuidas em
regides tropicais e subtropicais de varias partes do mundo. Estudos quimicos evidenciaram a
ocorréncia de substincias de varias classes de compostos, sendo os terpenos, € saponinas o0s
constituintes mais freqlientes na maioria das espécies relatadas na literatura (Janardhanan e Thoppil,
2002).

Virios compostos pertencentes as classes dos alcaloides, terpenos, e compostos fenolicos ja

foram identificados como aleloquimicos em outras plantas. Esses compostos podem ser responsaveis,
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de modo isolado ou sinergistico, pela interferéncia nos processos fisioldgicos durante a fase de

emergéncia e crescimento das espécies-alvo de eudicotiledoneas e monocotiledoneas em estudo

(Einhellig, 2002).

Conclusoes

A investigacdo do potencial alelopatico da parte aérea e subterrdnea de Hydrocotyle
bonariensis em laboratdrio evidencia que essa espécie apresenta compostos quimicos com atividade
fitotoxica na germinacdo e crescimento das espécies alvo avaliadas, observando-se que FAE e a FA da
parte subterranea apresenta a maior fitotoxicidade na germinagdo e no crescimento da raiz e
hipocotilo/coledptilo nas espécies-alvo avaliadas, apresentando efeitos semelhantes aos herbicidas
comerciais.

De acordo com os resultados, pode-se concluir que a FAE e FA da parte subterranea de H.
bonariensis contém substincias quimicas responsaveis pela interferéncia nos processos fisioloégicos de
eudicotiledoneas e monocotiledoneas em estudo, sendo necessarios estudos posteriores para
isolamento e identificacdo do (s) composto (s) quimicos com atividade fitotoxica presente nessas

fragdes.
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Tabela 1. Indice de velocidade de germinagio (IVG) e porcentagem de germinagdo (%G) das

sementes de alface e tomate submetidas a diferentes concentra¢des do extrato etandlico bruto (EEB),

fracdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE), fragdo etanol-dgua (FEA) e fragdo alcaloidica

(FA) da parte aérea e subterranea de Hydrocotyle bonariensis.

IVG %G
Controle 250 mg.L" 500 mg.L"' 1.000mg.L" Controle 250 mg.L" 500 mg.L" 1.000mg.L"
Parte aérea

ALFACE

EEB® 250a 18,7b 16,6b  14,6b 99,5a  81,0b 705b 655D
FH® 250a 146b 128b 10,3 b 99.5a  645b  595b 470D
FAE' 250a 62b 49b 39b 99,5a  530b  410b 315D
FEA® 250a 125b  6,7b 54b 99,5a  81,0b  490b  37,0b
TOMATE

EBB' 135a 6,6b 53b 52b 93,02 730b  67.0b 565D
FH' 135a 73b  65b 55b 93,02 81,0b 700b  62,0b
FAE’ 135a 78b  6,6b 51b 93,02 835b 66,5b 540D
FEA' 1352 82b 6,7b 6,4 b 93,02 875b  710b 650D

Parte subterranea

ALFACE

EBB* 247 a 157b 13,6b  12,6b 100,0a 67,0b  61,0b  57,0b
FH® 24,7 a 93b 62b 4,5b 100,0a 850b  750b  70,0b
FAE’ 247 a 50b 2,8b 2,7b 100,0a 61,0b 51,0b  47,0b
FEA® 24,7 a 78b 55D 4,4b 100,0a 650b 550b  53,0b
FA' 248 a 18,1b 17,6b  10,9b 99,0a  91,0b 870b  77,0b
TOMATE

EBB* 14,7 a 57b 42D 3,1b 950a 71,0b  620b  51,0b
FH' 14,7 a 83b 7,5b 6,4 b 950a  79.0b  71,0b  63,0b
FAE' 14,7 a 51b 3,8b 24D 950a  63,0b 530b 490D
FEA' 14,7 a 7,1b  56b 4,4 950a  71,0b  670b  63,0b

"Médias seguidas de mesma letra do controle nio difere entre si pelo teste de Dunnet e * Krusskal-

Wallis a 5% de probabilidade.
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431  Tabela 2. Indice de velocidade de germinagdo (IVG) e porcentagem de germinagio (%G) das
432 sementes de cebola e trigo submetidas a diferentes concentragdes extrato etanolico bruto (EEB), fracao
433 hexanica (FH), fragdo acetato de etila (FAE), fracdo etanol-dgua (FEA), e fracdo alcaloidica (FA) da
434 parte aérea e subterranea de Hydrocotyle bonariensis.
IVG %G
Controle 250 mg.L" 500 mg.L"' 1.000mg.L" Controle 250 mg.L" 500 mg.L"" 1.000mg.L"

Parte aérea

CEBOLA

EBB® 113a  6,0b 49b 4,1b 97,5a  78,5b 65,0b 58,0b
FH® 113a  6,8b 59b 4,9 b 97,5a  91,5b  81,0b 75,0 b
FAE* 113a 55b 4,5b 38b 97,5a  73,5b  67,0b 57,0b
FEA® 113a  6,0b 49b 4,1b 97,5a  83,0b 765D 70,5 b
TRIGO

EBB® 234a 20,5b  154b 14,1b 99,5a  855b  69,0b 73,0b
FH' 234a 152b  11,4b 112b 99,5a  82,0b  70,5b 61,0 b
FAE' 234a 89b 7,2b 57b 99,5a  65,0b 550D 47,0 b

FEA' 234a 14,6 b 12,4b 8,7b 99,5a 73,0 b 67,0 b 61,0b

Parte subterranea

CEBOLA

EBB® 106a 5,6b 4,8b 3,7b 98,0 a 77,0 b 63,0 b 57,0b
FH’ 10,6 a 83D 7,5b 6,8b 98,0 a 85,0b 78,0 b 69,0 b
FAE® 10,6 a 33b 3,6b 2,8b 98,0 a 62,0 b 55,0b 45,0 b
FEA® 9,5a 9,8b 7,4b 7,0b 98,0 a 75,0 b 67,0 b 60,0 b
FA' 10,6 a 5,6b 4,8b 3,7b 95,0 a 88,0b 77,0 b 73,0 b
TRIGO

EBB®> 243a 16,5b 11,2b 10,4 b 100,0a  79,0b 71,0 b 67,0b
FH' 243 a 18,3b 16,5b 14,5b 100,0a  80,0b 71,0 b 64,0 b
FAE' 243a 6,8b 52b 4,7b 100,0a  59,0b 50,0 b 40,0 b
FEA' 243a 12,5b 10,4 b 9,6 b 100,0a  72,0b 61,0b 550b

435  'Médias seguidas de mesma letra do controle nio difere entre si pelo teste de Dunnet ¢ > Krusskal-

436 Wallis a 5% de probabilidade.
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437  Tabela 3. Indice de velocidade de germinagdo (IVG) e porcentagem de germinagio (%G) das
438  sementes de alface, tomate, cebola e trigo submetidas a diferentes concentragdes dos herbicidas

439  comerciais glifosato (G), basagran (B), atrasina (A), gesagard (GE) e poast (P).

440
IVG %G

Controle  10*M  10°M  10°M  Controle 10*°M  10°M  10°M
ALFACE
G 250a  123b  113b 6,7b 100,0a  57,0b  540b  51,0b
B’ 250a  108b  99b 6,7b 100,0a  69,0b  63,0b  41,0b
A’ 250a 82b 8,1b 7,0b 100,0a  73,0b  67,0b  53,0b
TOMATE
G' 145a 93b 8,6b 6,0b 90,0a  77,0b  710b  650b
B! 14,5 a 74D 6,1b 3,6b 90,0a  61,0b  530b  350b
Al 1452 73b 6,4 b 57b 90,0a  76,0b  650b 550D
CEBOLA
G 12,1 a 8,0b 6,6 b 50b 96,0a  51,0b  470b  450b
GE' 12,1 a 8,0b 79b 51b 96,0a  59,0b  550b  51,0b
P! 12,1a 6,2 b 4,2b 24D 96,0a  550b  430b  37,0b
TRIGO
G' 234a 1510 8,6b 55b 100,0a  64,0b  63,0b  450b
GE' 234a  12,6b  10,1b 79b 100,0a  71,0b  67,0b  61,0b
P! 234a  166b  92b 6,0b 100,0a  67,0b  61,0b  550b

441 'Médias seguidas de mesma letra do controle ndo difere entre si pelo teste de Dunnet e ~ Krusskal-
442  Wallis a 5% de probabilidade.
443
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Tabela 4. Teor Total de fendis presentes nas fracdes semipurificadas da parte aérea de H. bonariensis

(ug.mg” de fragdes).

Total de fenois” (ng EAG mg'l)
Fracgoes Parte aérea Parte subterranea
EEB 192,72+0,61 196,72+0,69
Fracdo hexanica 24,72+0,63 110,72+1,13
Fracdo acetato de etila 307,12+1,19 501,92+1,44
Fracdo etanol-agua 290,32+1,03 174,72+1,21
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Figura 1. Crescimento médio da raiz e hipocdtilo e massa seca de plantulas de alface submetidas ao

extrato etandlico bruto (EEB), fragdes hexanica (FH), fragdo acetato de etila (FAE) e fragdo etanol-

agua (FEA) da parte aérea (PA) e subterranea (PS) e da fragdo alcaloidica (FA) de Hydrocotyle

bonariensis e dos herbicidas glifosato (G), basagran (B) e atrazina (A). Dados expressos em percentual

em relacdo ao controle. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacao

com a média do controle, pelo teste de Dunnet.
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Figura 2. Crescimento médio da raiz e hipocétilo e massa seca de plantulas de tomate submetidas ao
extrato etanolico bruto (EEB), fracdes hexanica (FH), fragdo acetato de etila (FAE), fragdo etanol-dgua
(FEA) da parte aérea (PA) e subterranea (PS) de Hydrocotyle bonariensis e dos herbicidas glifosato
(G), basagran (B) e atrazina (A). Dados expressos em percentual em relagdo ao controle. *A média do
tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagdo com a média do controle, pelo teste de

Dunnet.
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Figura 3. Crescimento médio da raiz e coleoptilo e massa seca de plantulas de cebola submetidas ao
extrato etandlico bruto (EEB), fragdes hexanica (FH), fragdo acetato de etila (FAE) e fragdo etanol-
agua (FEA) da parte aérea (PA) e subterranea (PS) e da fragdo alcaloidica (FA) de Hydrocotyle
bonariensis e dos herbicidas glifosato (G), gesagard (GE) e poast (P). Dados expressos em percentual
em relacdo ao controle. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacao

com a média do controle, pelo teste de Dunnet.
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Figura 4. Crescimento médio da raiz e coledptilo e massa seca de plantulas de trigo submetidas ao
extrato etandlico bruto (EEB), fragdes hexanica (FH), fragdo acetato de etila (FAE) e fracdo etanol-
agua (FEA) da parte aérea (PA) e subterranea (PS) de Hydrocotyle bonariensis e dos herbicidas
glifosato (G), gesagard (GE) e poast (P). Dados expressos em percentual em relagdo ao controle. *A
média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em compara¢do com a média do controle,

pelo teste de Dunnet.
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Capitulo 4

AVALIACAO DO POTENCIAL DE ATIVIDADE ALELOPATICA
DE Hydrocotyle bonariensis Lam (Araliaceae): BIOENSAIOS EM CASA
DE VEGETACAO.



Escopo e politica

Brazilian Journal of Plant Physiology - BJPP (ISSN 0103-3131) ¢ o periddico oficial da Sociedade
Brasileira de Fisiologia Vegetal e voltado para a publicacdo de trabalhos cientificos originais nas
varias areas da Fisiologia Vegetal. BJPP publica trabalhos regulares, comunicag¢des, minirrevisdes e
minirrevisdes brasileiras. Essas minirrevisdes sdo publicadas mediante convite, mas autores também
podem consultar o Editor-Chefe para o envio de um artigo. Minirrevisdes Brasileiras devem versar,
preferentemente, sobre a fisiologia de plantas de ecossistemas tropicais naturais. BJPP publica artigos

nas seguintes areas de conhecimento:

Processos Bioquimicos (Metabolismo primario e secundario, e bioquimica).

Fotobiologia e Processos Fotossintéticos

Regulacio Génica, Transformacio, Biologia Celular e Molecular

Nutricio Mineral de Plantas Desenvolvimento, Crescimento e Diferenciacdo (Fisiologia de
sementes, hormodnios vegetais € morfogénese)

Fisiologia Pos-Colheita

Ecofisiologia/Fisiologia da Producao e Fisiologia do Estresse

Interacoes Planta-Microrganismos e Planta-Insetos

Instrumentag¢do em Fisiologia Vegetal

BJPP somente publica trabalhos na lingua inglesa, escritos de forma clara, concisa e fluente.
Recomenda-se que o texto seja revisado por alguém fluente em inglés e familiarizado com
terminologia e textos cientificos. Os artigos enviados para publicacdo devem apresentar resultados
novos e significantes. Isso € particularmente importante para trabalhos na 4rea de Cultura de Células,
Tecidos e Orgdos Vegetais, que devem basear-se em dados que contribuam para a compreensio da
fisiologia de plantas. Simples experimentacdo sobre a aplicacdo de métodos ja existentes ndo serd
considerada para publicagdo, tampouco trabalhos originados de experimentos do tipo dose-resposta,

sem discussdo com base fisiologica.

Submissao e revisao

A submissao de um manuscrito ao Editor-Chefe necessariamente implica no fato de que o trabalho nio

foi publicado ou que estd sendo avaliado para publicacio em outro periddico. Submissdo de

manuscritos de varios autores significa que o autor correspondente obteve a aprovagdo de todos os

outros co-autores para submeter o manuscrito a BJPP. BJPP considera que todas as informacdes




contidas em um artigo sdo de completa responsabilidade dos autores, inclusive a exatiddo dos

resultados e as conclusdes deles extraiveis. Os autores devem enviar o manuscrito (em um Unico

arquivo contendo texto como também tabelas, legendas para figuras e figuras) mediante e-mail para o
Editor-Chefe. Solicita-se também aos autores que submetam um arquivo adicional contendo apenas o
"abstract". Arquivos com extensdao pdf ou doc (Word) sdo preferiveis. Fotografias importantes ou
essenciais para a compreensao dos resultados tém de ter alta qualidade. Ao submeter um manuscrito, o
Editor-Chefe verificara se o trabalho estd dentro do escopo de BJPP e se segue as diretrizes do

periddico. Submissdes que ndo respeitarem as diretrizes de BJPP serdo devolvidas imediatamente aos

autores para correcdo, antes de serem enviadas para revisdo. Os manuscritos serdo enviados a um

Editor Associado, que escolhera revisores baseando-se em suas competéncias nas varias areas
especializadas da fisiologia vegetal. Quando da submissdo, os autores poderdo indicar até cinco
revisores potenciais (com seus respectivos e-mails) com competéncia reconhecida na area de pesquisa
do manuscrito. Todavia, ao Editor Associado ¢ reservado o direito de ndo considerar essas sugestoes.
Os autores receberdo uma carta do Editor-Chefe juntamente com as avaliagdes dos revisores.
Manuscritos que necessitarem de revisdo deverdo ser retornados ao Editor-Chefe dentro de 30 dias;
caso contrario, serdo considerados como submissdes novas. A versdo revisada devera ser enviada via
e-mail e deve ser acompanhada de uma carta em que se responde aos questionamentos dos revisores e
do editor. Os autores deverao justificar claramente quando ndo concordarem, ou quando nio acatarem,
um dado questionamento. Solicita-se aos autores que utilizem o aplicativo "Microsoft Word for
Windows 95-2003" como processador de textos. Manuscritos rejeitados para publicagdo somente serdo
devolvidos aos autores se contiverem comentérios importantes dos revisores que possam contribuir

para as pesquisas do autor.

Diretrizes para a organizacio de manuscritos

Os autores deverdo organizar o manuscrito na seguinte forma:

Manuscrito

Formatar o manuscrito, baseando-se em artigos recentemente publicados em BJPP. As paginas devem

ser numeradas consecutivamente, inclusive figuras e tabelas. As linhas de cada pagina deverdo ser

numeradas para facilitar o trabalho de revisdo. Na primeira pagina, inclua o titulo do manuscrito (em

negrito, fonte 16, justificado a esquerda, com inicial maiuscula apenas para a primeira palavra -
quando aplicavel), os nomes dos autores (em negrito, fonte 12, justificado a esquerda) e afiliagdo (em
italico, fonte 12, justificado a esquerda). O autor correspondente devera ser indicado por um asterisco.

O "Abstract" ndo deve conter mais que 250 palavras. Os autores devem sugerir de trés a seis palavras-
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chave (em ordem alfabética) que ndo constem no titulo. O texto deve ser digitado em espaco duplo,
fonte "Times New Roman" (fonte 12) em apenas um lado do papel, com margens de 3 cm. Os
manuscritos devem ser divididos em Introducdo; Materiais e métodos; Resultados; Discussao;
Agradecimentos; Referéncias; Tabelas; Legenda para figuras; e Figuras. Partes principais (e.g.,
Introducdo, Resultados etc.) deverdo estar em negrito, com letras maiusculas e separadas do texto.
Dentro dessas partes, subdivisdes deverdo estar em itdlico, com apenas a letra inicial maiuscula.
Apresentacdo conjunta de "Resultados e Discussdo" s6 sera aceita em circunstancias excepcionais. A
"Discussao" ndo deve conter repeticdo da descricdo dos resultados. Nomes cientificos deverdo ser
escritos em italico. O nome cientifico completo (gé€nero, espécie, autoridade, e cultivar, quando
apropriado) devera ser citado para cada organismo, apds a sua primeira mengao. O epiteto genérico
deverd ser abreviado apds a primeira mengdo, desde que ndo resulte em conflito com abreviaturas para
outros géneros com a mesma letra inicial. Quando nomes comuns forem utilizados, deverdo ser
acompanhados dos respectivos nomes cientificos apds a primeira mengdo. Nomes de equipamentos
especializados mencionados em "Material e métodos" deverdo ser acompanhados de detalhes do
modelo, fabricante, cidade e pais de origem. Os nomes de enzimas deverdo ser acompanhados de seu
EC ("Enzyme Comission") apds a primeira meng¢do. Numeros de zero a nove deverdo ser escritos por
extenso, a menos que sejam acompanhados de uma unidade. Acima de dez, nimeros deverdo ser
escritos com algarismos ardbicos, exceto quando em inicio de frases. Datas deverdo estar na forma "20
May 2006", e horas, na forma de 1200 h. Citacdes de literatura, ao longo do texto, deverdo aparecer
em ordem cronoldgica e, entdo, ordenadas por autor e ano (e.g., Styles, 1978; Meier and Bowling,
1995; Meier et al., 1997; Silva et al., 2004a, b). Nao use "et al." em itdlico. Sempre insira espago entre
um numeral e a unidade (por exemplo, 1 mL), com exce¢des de %, %o e oC (e.g., 1%). Apenas utilize
o termo "in press" para artigos ja aceitados para publicacdo, caso contrario, utilize a expressdao
"unpublished results". Observac¢des ndo-publicadas ou comunicagdes pessoais devem ser mencionadas
no texto (e.g., "T. Carter, personal communication"; "T. Carter and J. Spanning, unpublished results").
Evite citar teses. Titulos de periddicos devem ser abreviados de acordo com o "Bibliographic Guide
for Editors and Authors - BIOSIS". O ultimo fasciculo de cada volume de BJPP contém abreviaturas

para a maioria dos periodicos cientificos relacionados a fisiologia vegetal e areas afins.

"Short Communications"
"Short Communications" poderdo ser publicadas, mas sem a intencdo de publicagdo de resultados
preliminares. Devem ser concisas e conter resultados significantes. Nao devem ter mais que 10

paginas digitadas em espago duplo, incluindo tabelas e figuras. Devem ser enviadas com a primeira



pagina seguindo as orientagdes para manuscritos regulares, mas sem subdivisdes. As referéncias

deverao seguir o texto.

"Minireviews"

Em "Minireviews", os autores sdo livres para sugerir a estrutura do artigo, mas tabelas e figuras
deverdo seguir as diretrizes para a publicacdo de manuscritos em BJPP. "Minireviews" serdo também
avaliadas por revisores. Deverdo ser apresentadas concisamente, com foco em assuntos relevantes de
pesquisa em que se evidencie o estado-da-arte das informacdes disponiveis, devendo ainda servir de
referéncia para estudos futuros. "Minireviews" deverdo ser apresentadas em espago duplo, contendo

ndo mais que 20 paginas.

Referéncias

Referéncias de periddicos

Carelli MLC, Fahl JI, Ramalho JDC (2006) Aspects of nitrogen metabolism in coffee plants. Braz. J.
Plant Physiol. 18:9-21.

Referéncias de livros

Salisbury FB, Ross CW (1992) Plant Physiology. 4™ ed. Wadsworth Publishing Company, Belmont.

Referéncias de capitulos de livros

Fujiwara K, Kozai T (1995) Physical and microenvironment and its effects. In: Aitken-Christie A,
Kozai T, Smith MAL (eds), Automation and Environmental Control in Plant Tissue Culture, pp.301-
318. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands.

Anais de conferéncias e resumos publicados

Prisco JT, Pahlich E (1989) Recent advances on the physiology and salt stresses. In: Annals (or
Proceedings/Abstracts) of the II Reunido Brasileira de Fisiologia Vegetal. Piracicaba, Brazil, pp.23-24.
Teses

Melotto E (1992) Characterization of endogenous pectin oligomers in tomato Lycopersicon

esculentum Mill) fruit. Davis, University of California. PhD thesis.

Tabelas e Figuras

Figuras e tabelas ndo devem repetir dados e devem ser reduzidas ao minimo necessario. Devem ser
numeradas consecutivamente, com numeros ardbicos e, no texto, mengdes para tabelas e figuras
devem aparecer na forma de "Table 1", "Figure 1", "Figure 1A"...Titulos para figuras e tabelas deverdo
estar também em espaco duplo. Utilize a formatagao de tabelas usando células, ndo utilizando as teclas

"tab" ou teclas de espaco para formatacao. Utilize apenas linhas horizontais para a divisdo das tabelas.
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Notas de rodapé para tabelas devem ser feitas com fonte de tamanho 10 e indicadas por meio de letras

sobrescritas minusculas, come¢ando com a em cada tabela. Cada tabela ¢ figura deve ser apresentada

em pagina separada do manuscrito, € nunca devem ser incluidas no texto. Titulos de figuras devem ser

digitados em uma pdagina separada. antecedendo as paginas das figuras. Textos e numeros nas

ordenadas das figuras ndo devem ser digitados com fonte de tamanho inferior a 10. Todas as figuras
deverdo ter tamanho que permita reproducdo direta para impressdo. Fotografias eletronicas devem ser
submetidas no tamanho desejado de impressao (85 mm de largura para uma coluna e até 175 mm para

acompanhar a largura da pagina). BIPP reserva-se ao direito de reduzir o tamanho das figuras.

Unidades, simbolos e abreviaturas

O Sistema Internacional (SI) de unidades deve ser usado ao longo do manuscrito. Recomenda-se o
livro ("Units, Symbols and Terminology for Plant Physiology", editado por F.B. Salisbury, Oxford
University Press, Oxford) para uma descricao detalhada e util sobre unidades, simbolos e terminologia
utilizados em fisiologia vegetal e ciéncias afins. Resumidamente, use pascal (Pa) para pressdo, L para
litro, pmol m™ s para irradidncia, becquerel (Bq) para radioatividade, gn (g em italico) para
aceleracdo devido a gravidade, s para segundo, min para minuto, h para hora, Da para indicar massa
molecular, que ¢ representada por m (massa molecular relativa de proteinas € o mesmo que peso
molecular, Mr, e ndo deve ser acompanhado por Da; e.g., a massa molecular relativa Mr = 10,000), yy,
para potencial hidrico, (y, para potencial de pressdo, ys para potencial osmotico, € yn para potencial
matrico. O ultimo fasciculo de cada volume de BJPP contém vérios simbolos e unidades usadas em
fisiologia vegetal. Recomendam-se abreviaturas apenas para unidades de medida, simbolos quimicos
(e.g., Fe, Na), nomes de substincias quimicas (e.g., ATP, MES, HEPES, H,SO., NaCl, CO,),
procedimentos corriqueiros (e.g., PCR, PAGE, RFLP), terminologia molecular (e.g., bp, SDS) ou
termos estatisticos (e.g., ANOVA, SD, SE, n, F, teste ¢ e ). Outras abreviaturas devem ser escritas
por extenso apds a primeira mengdo, ndo devendo ser utilizadas em inicio de frases. Abreviacdes de
termos cientificos ndo devem ser seguidas de ponto. Use o indice menos para indicar "por" (e.g., m”,
L, h™"), exceto nos casos "por planta", "por vaso". O autor podera fornecer, caso julgue conveniente,

uma lista de abreviaturas, como um Apéndice.

Ilustracgodes

Fotografias devem ter alta qualidade e incluidas no fim do texto. O nimero de fotografias deve ser
reduzido ao minimo. Linhas nas figuras devem ter espessuras uniformes. Texto e nimeros devem ter
dimensdes apropriadas.

Provas de imprensa
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Investigacdo do potencial de atividade alelopatica de Hydrocotyle
bonariensis LAM (ARALIACEAE): Bioensaios em casa de vegetacao.

Cristiane B. da Silva 1; Ana Carina da S. Candido 2, Euclésio Simionatto 1, Odival Faccenda 3,
Leandro Henrique de S. Mota 2, Silvana de P.Q. Scalon 2, Sonia C. Hess 1, Marize T. L. P. Peres
1*

TUniversidade Federal do Mato Grosso do Sul, CP 549, 79070-900 Campo Grande-MS, Brazil.
’Universidade Federal da Grande Dourados, CP 322, 79.825-070 Dourados-MS, Brazil.
‘Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, CP 351, 79804-970 Dourados- MS,
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Resumo: Investigacdo do potencial de atividade alelopatica de Hydrocotyle bonariensis LAM
(ARALIACEAE): Bioensaios em casa de vegetagdo. A bioatividade do extrato etanolico bruto e das
fragdes semipurificadas (hexanica, acetato de etila e etanol-dgua) da parte aérea e subterdnea de
Hydrocotyle bonariensis foi avaliada em casa de vegetacdo em bioensaios de emergéncia e
crescimento de Lactuca sativa L. (alface) e Allium cepa L. (cebola). Para os bioensaios utilizou-se
quatro concentragdes do extrato etanolico e fragdes (0, 250, 500, 1.000 mg.L'l), com oito repetigdes de
cinco sementes. A FEA da PS inibiu, em média em 71% a emergéncia em alface e 69% em cebola, e
atrasou a germinacao de alface em 48% e 50% em cebola. A FH e FAE da PS inibiram o crescimento
da raiz de alface e cebola, em média 34% e 36 % respectivamente. Nos bioensaios, foi observado que
a FEA provocou estimulo no crescimento de alface e cebola e aumento na biomassa seca em cebola,
nas menores concentragdes ensaiadas do extrato e fragdes. Todos os EB e fragcdes causaram redugao no
teor de clorofila e na FV/FM em alface e cebola, sendo que os menores valores foram observados para
a FAE. Na cromatografia em camada delgada foram detectados composto fendlicos e alcaloides e
atividade antioxidante no EB e fracdes. Na andlise espectrofotométrica verificou-se que a FAE
apresenta o maior conteudo de fendis totais e atividade antioxidante. Com o presente trabalho conclui-
se que a parte aérea e subterranea de Hydrocotyle bonariensis possui potencial alelopatico e pode ser
util em programas de manejo de plantas daninhas.

Palavras- chave: Aleloquimicos, plantas infestantes, Araliaceae.

Abstract: Investigation of potential of the allelophatic activity of the Hydrocotyle bonariensis LAM
(ARALIACEAE): Bioassay in at greenhouse experiments The bio-activity of ethanolic extract and
fractions (hexane, ethyl acetate and ethanol-water) of underground and aerial parts of Hydrocotyle
bonariensis was investigated in greenhouse by bioassays of emergency and growth of the Lactuca
sativa L. (lettuce) e Allium cepa L. (onion). For the bioassays were used four concentrations of the
crude ethanolic and fractions (0, 250, 500, 1.000 mg.L™"), with eight repetitions of five seeds. The
ethyl acetate fraction (EAF) of the underground parts (UP) inhibited, in 71% the emergency in lettuce

and 69% in onion, and put back the germination in lettuce in 48% and 50% in onion. The hexane
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fraction and EAF of UP inhibited the root growth in lettuce and onion, in media 34% and 36%,
respectively. In the bioassays was observed that ethanol-water fraction (EWF) provoked incentive in
the lettuce and onion growth, and increase in the biomass evaporates in onion, in the smallest
rehearsed concentrations of the extract and fractions. All the CE and fractions caused reduction in the
text of the chlorophyll and in Fv/Fm in lettuce and onion and the smallest values were observed for
EAF. By chromatography analysis, phenolic compounds and alkaloids were detected. The antioxidant
activity of EB and fractions was evaluated by DPPH test (spectrometric analysis). The EAF presents
the largest content of total phenols and antioxidant activity. With the present work is possible to
conclude that the aerial and underground parts of Hydrocotyle bonariensis possesses potential
allelophatic and it can be useful in programs of handling of harmful plants.

Key words: Allelochemicals, infestant plants, Araliaceae.

INTRODUCAO

As milhares de substancias do metabolismo secundério de plantas fornecem uma diversidade
de estruturas quimicas que podem ser usadas tanto no estado natural como na forma modificada como
herbicidas (Duke et al., 1998; Souza Filho, 2002).

Durante os ultimos 30 anos, grandes esforcos tém sido dedicados a descoberta de novos
aleloquimicos com potencial aplicagdo no manejo de plantas daninhas. Os herbicidas desenvolvidos de
compostos quimicos naturais apresentam importantes vantagens sobre os herbicidas sintéticos usados
na agricultura, pois apresentam novos mecanismos de agdo, alta biodegrabilidade e baixo impacto no
ambiente (Macias et al., 2006).

Hydrocotyle bonarienis LAM., é conhecida popularmente como erva-de-capitdo ou acarigoba.
A planta é nativa nas Américas, ocorrendo dos Estados Unidos até a Argentina e Chile, sendo
mencionada como infestante em arroz no Peru. No Brasil, tem vasta distribui¢do, especialmente na
regido costeira, sendo uma planta infestante com facilidade de adaptacdo a climas variados,
espalhando-se rapidamente por vérias regides do planeta, podendo ocorrer desde solos secos até na
areia das restingas e praias da Costa Atlantica, onde ¢ particularmente mais freqiiente (Kissman, 1997,
Lorenzi, 2000).

Estudos quimicos com espécies do género revelaram o isolamento de saponinas (Matsushita et
al., 2004), triterpenos (Della Greca et al., 1994) e terpenos (Chavasiri et al, 2005). Dentre os
compostos quimicos isolados de H. umbellata o Metil oleanolato” 3-O-(B-D-glucopyranosyl),
provocou inibi¢do na germinacdo e crescimento de Mimosa pigra, por meio de bioensaios realizados

em laboratdrio (Chavasiri et al., 2005). Na literatura, ndo foram encontrados registros sobre o perfil de
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metabolitos secundarios em H. bonariensis, havendo portanto a necessidade de estudos quimicos, e
potencial da atividade alelopatica.

Avangos nas pesquisas em fisiologia vegetal, como a fluorescéncia da clorofila, permitem
acessar rapidamente a maxima performance fotossintética do fotossistema II (Fv/Fm), que tem sido
utilizada como um indicador do estado fisiologico de organismos fotossintetizantes (Waring et al.,
2006; Rennenberg et al., 2006; Mobin e Khan, 2006; Marchand et al., 2006) e varios estudos tem
demonstrado a sensibilidade da Fluorescéncia varidvel/Fluorescéncia média (Fv/FM) em resposta a
varias substancias toxicas como herbicidas e pesticidas (Haynes et al., 2000; Macinnis e Ralph, 2003;
Frankart et al., 2003; Geoffroy et al., 2004).

Observacdes em campo demonstraram que em locais onde cresce a espécie H. bonariensis
ocorre a formagdo de povoamentos puros em um curto espago de tempo, onde nenhuma outra planta
consegue se desenvolver. Isso sugere que H. bonariensis produz aleloquimicos que atuam na inibi¢do
do crescimento/desenvolvimento de outras plantas. Este trabalho, tem o objetivo de investigar o
potencial alelopatico de H. bonariensis e verificar o efeito dos extratos sobre eficiéncia quantica
fotossintética do fotossistema II em alface e cebola, através de medidas da fluorescéncia da clorofila

por meio de fluorimetro, em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal: Hydrocotyle bonariensis foi coletada em Dezembro de 2006, no
Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD, nas coordenadas
geograficas 71°28” 65”S e 75°44°74” W, com 438 m de altitude. Uma exsicata da espécie foi
incorporada aos acervos dos Herbarios DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD)
em Dourados (MS), e CGMS da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob os ntimeros: 2190,
e 23467, respectivamente.

Apoés a coleta, as partes aérea (caule, folhas e flores) e subterranea (raiz) foram separadas,
acondicionadas em sacos plasticos e congeladas em freezer (-7°C), até sua utilizagao.

Obtengdo do Extrato Etanolico Bruto (EEB) e Fragoes Semipurificadas (FS) da Parte Aérea e
Subterrdanea: Para o preparo do EEB, a Parte Aérea (PS) e Parte Subterranea (PS) de H. bonariensis
(0,800 g da parte aérea, 33,5% de umidade e 1,2 Kg da parte subterranea, 26,2 % de umidade) foi
fragmentada em pequenos pedacgos e submetida a extragdo por meio de maceracdo com etanol (m/v,
1:2). Ap6s sete dias, realizou-se a filtragem e o material solido foi descartado, sendo posteriormente o
solvente evaporado (+ 40°C) sob vacuo em evaporador rotativo, obtendo-se o EEB da parte aérea

(55,8 g) e subterranea (78,5 g) de H. bonariensis.
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Para a obten¢do das FS, o EEB da parte aérea (38,6 g) e parte subterranea (36,5 g) foram
fracionados através de parti¢do liquido-liquido com hexano e acetato de etila, em funil de decantacao,
obtendo-se as fragdes: hexanica (rendimento de 13,4 g para a parte aérea e 11,1 g para a parte
subterranea), acetato de etila (FAE) (rendimento de 10,8 g, para a parte aérea e 9,3 g para a parte
subterranea) e etanol-dgua (FEA) (rendimento de 14,1 g para a parte aérea e 15,8 g para a parte
subterranea).

O teor de agua do EEB e das FS foi determinado a partir de aliquotas dos mesmos, submetidas
a secagem (100°C) em estufa por 10 horas, até que a massa fosse constante, para calcular a massa de
agua no EEB e nas FS.

Bioensaios de emergéncia e crescimento: Para os bioensaios, o EEB e as FS foram pesados em
balanga analitica de precisdao 0,001 g, levando-se em considerag¢do o teor de 4gua, e dissolvidos em
solucdo nutritiva completa (Hoagland e Arnon, 1950) obtendo-se assim a solucdo-estoque na
concentracio de 1.000 mg.L™". As concentragdes de 500 ¢ 250 mg.L™ foram preparadas por diluigio.

As solugdes foram tamponadas com solucdo de MES (4cido 2-morfolinoetanosulfénico) 10
mM e o pH foi ajustado para 6,0 com solucio de KOH 0,1 N. Como controle, preparou-se uma
solu¢cdo com a mesma composicao, mas sem o EEB e as FS do material vegetal.

Os bioensaios foram realizados com a eudicotiledonea alface (Lactuca sativa L. cv. Grand
Rapids) e com a monocotiledonea cebola (Allium cepa L. cv. Baia Periforme), adquiridas
comercialmente.

Antes da semeadura, cada vaso plastico (7,0 x 6,0 cm, diametro e altura), recebeu 160 g de
areia lavada, seca em estufa a 120°C e peneirada em peneira nimero 4 (diam. 192 mm x 358 mm x 85
mm).

No dia da semeadura cada vaso foi irrigado com 40 mL das solugdes contendo os respectivos
tratamentos e posteriormente foram semeadas cinco sementes de cada planta-alvo (alface e cebola) em
cada vaso numa profundidade de £ 1,0 cm (Prates, 2000). Os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo a + 25°C, e foram irrigados diariamente com agua destilada, baseando-se na perda de
umidade dos vasos (Prates, et al., 2000), e uma vez por semana, uma solugdo nutritiva completa foi
aplicada, ao invés de dgua destilada (Barbosa, 2001).

Diariamente foi anotado o niimero de plantulas emersas em cada vaso e apds 28 dias da
semeadura as plantas foram colhidas. Posteriormente, avaliou-se o nimero de folhas, o comprimento
(cm) da parte aérea e da raiz, sendo essas levadas para secar em uma estufa a 60°C até peso constante
para a obtenc¢do da massa seca, em gramas (Ninkovic, 2003).

A fim de verificar se os EEB e FS da parte aérea e subterranea de H. bonariensis podem atuar

como modelos de herbicidas no controle de plantas daninhas, foram realizados bioensaios de
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emergéncia e crescimento com herbicidas comerciais. Os herbicidas foram adquiridos no comércio
local, sendo esses, para alface: Glifosato 480 Agripec (glifosato) (Pds-emergente), Basagran 600
(bentazona) (Pés-emergente) e Atrazina Nortox 500 SC (atrazina) (misto); e para cebola: Glifosato
480 Agripec (glifosato) (Pds-emergente), Gesagard 500 SC (Prometrina) (Pré-emergente), e Poast
(setoxidim) (pos-emergente). Todos os herbicidas foram aplicados na concentragio de 107, 10*, 107
M (Macias, 2000). Para os bioensaios com os herbicidas, procedimento similar ao descrito com o EEB
e FS foi utilizado.

A medi¢do da eficiéncia quantica do fotossistema II (EQF-II) foi realizada no final do
experimento, utilizando-se o fluorimetro — PEA (Plant Efficiency Analyser — Hansatech - UK) através
da relagdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima (Fv/Fm), com as medig¢des das
variaveis de fluorescéncia realizadas em trés folhas de cada planta, sendo a regido da leitura submetida
previamente ao escuro, durante 30 minutos. A estimativa do teor de clorofila, foi feita com o auxilio de
clorofilometro portatil (SPAD-502, Minolta, Japdo), sendo as medidas realizadas em trés folhas de
cada planta.

Analise estatistica: No presente trabalho o delineamento experimental usado foi de blocos
casualizados envolvendo quatro ensaios simples, EEB, FH, FAE e FEA da parte aérea e subterranea de
H. bonariensis com quatro tratamentos (0, 250, 500 e 1.000 mg.L'l), e trés ensaios com herbicidas com
quatro tratamentos (0, 107, 10*, 10° M), em oito repeticdes. Cada parcela constituiu-se de cinco
sementes para emergéncia e oito plantas para o crescimento.

Foi calculado o Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) [IVE = £(Gy/N;)] (Onde G; é o
numero de plantulas emersas no intervalo de tempo t;.; <> ti € N; € o nimero de dias apds a semeadura)
e a porcentagem de plantulas emersas (E%) [E% = (Zn.N). 100] (onde n; é o numero de plantulas
emersas no intervalo de tempo t;.; <>t; € N € o nimero de sementes usadas em cada tratamento).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e quando os efeitos dos tratamentos foram
significativos, (p < 0,05), em relacdo a testemunha, as médias foram comparadas pelo teste de Dunnet.
Quando uma das pressuposi¢des exigidas pelo modelo paramétrico ndo foi atendida utilizaram-se os
testes estatisticos ndo paramétricos, Kruskal-Wallis como alternativa para a andlise de variancia e o
Mann-Whitney como alternativa para o teste de Dunnet. Todos os resultados foram analisados
considerando o nivel de significancia a = 5%. Os resultados estdo apresentados em porcentagem em
relagdo ao controle, sendo que o zero representa o controle, valores positivos representam estimulo e
valores negativos representam inibi¢cao (Macias, 2006).

Para calcular o nimero de folhas e o efeito sobre a relagdo Fv/Fm nas espécies- alvo, foi feita
uma andlise de regressdo linear entre a concentragdo dos extratos e herbicidas para verificar a

ocorréncia do efeito fitotdxico.
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Analise quimica: foram realizados testes quimicos preliminares de cromatografia em camada
delgada (CCD) em placas cromatograficas (cromatofolhas AL TLC 20x20cm, silicagel 60F;s4 - Merk),
para detectar a presenga das principais classes de compostos secundarios no EEB e nas FS. Nestes
testes utilizaram-se como reagente indicador, uma solucdo de cloreto férrico 1,0%, reativa na presenca
de compostos fendlicos.

Para a deteccdo de alcaldides, foi realizada uma extragdo para alcaldoide do EEB.
Primeiramente 5,0 g do EEB foram dissolvidas em 10,0 mL de dgua destilada e acidificada com HCI
2,0 N até pH 1,5 e, apos a acidificagdo do EEB foram realizadas varias extragdes com éter etilico. A
solucdo aquosa remanescente foi alcalinizada com hidroxido de aménio (NH4OH) até pH 9,0 e,
extraida com éter etilico e acetato de etila, respectivamente. Apos a eliminagdo dos solventes em
evaporador rotativo, foram obtidas as respectivas fracdes basicas: etérea e acetato de etila. As fracdes
foram analisadas em CCD e reveladas com o uso do reativo Dragendorff (Morel et al., 2005).

O teor de fenodis totais do EEB e FS foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau (Meda et
al.,, 2005, Lin e Tang, 2007). O é&cido galico foi utilizado como substincia referéncia. Para a
construcdo da curva padrdo utilizou-se concentragdes que variaram de 25 a 600 pug de acido galico.
Para a determinagdo do teor de fendis nas amostras, 5,0 mg de cada amostra, foi dissolvida em 5,0 mL
de adgua destilada. Posteriormente, aliquotas de 1,0 mL dessa solug@o foram transferidas para baldes de
50 mL, sendo acrescentado 30,0 mL de 4gua destilada, 2,0 mL do reagente Folin Ciocalteau e apds
seis minutos 6,0 mL de uma solucdo de carbonato de so6dio (Na,COs) 20%. Completou-se o volume do
baldo com é4gua destilada. O branco do sistema foi preparado da mesma forma, contendo todos os
reagentes exceto as amostras do EEB e FS. As solu¢des foram deixadas em repouso a temperatura
ambiente e apds 1 hora e 30 minutos, fez-se a leitura em espectrofotometro DR/2010-HACH, com
possibilidade de leitura na faixa de 400 a 900 nm, sendo que a leitura foi realizada a 760 nm.

Para a detec¢do da atividade antioxidante, cinqlienta microlitros de solucdes com vérias
concentracdes dos extratos e fragdes (as concentragdes variaram de 0,3 a 10 mg.mL'1 conforme a
atividade do extrato e da fragdo testada) em metanol foram adicionados a 5 mL de uma solugdo
metandlica de DPPH a 0,004%. Ap6s um periodo de incubagdo de 30 minutos a temperatura ambiente
fez-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro frente a um branco na faixa de 517 nm (Katalinic

et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Nos resultados de emergéncia das plantulas (IVE e porcentagem de plantulas emersas),

apresentados nas Tabelas 1 e 2, foi verificado que o EEB e as FS da parte aérea (PA) e parte
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subterranea (PS) de H. bonariensis afetaram significativamente a emergéncia em alface e cebola
quando comparados ao controle, observando-se que o efeito foi dose-dependente.

Com relagdo ao parametro IVE, foi observado que o EEB e todas as fracdes tanto da Parte
aérea (PA) como parte subterranea (PS), atrasaram a emergéncia de alface e cebola, sendo que para
alface o EEB e as fragdes FH e FEA da PS atrasaram a emergéncia em 48% para a concentragdo de
1.000 mg.L'l. Em cebola as fracdbes FAE e FEA atrasaram a germinacdo em 42% e 50%
respectivamente para a concentragio de 1.000 mg.L" (Tabela 1). Com relagdo a porcentagem de
plantulas emersas (%E) foi observado que as maiores redu¢des em alface ocorreram pela FEA da PA
(70%), e PS (71%) e em cebola pela FEA da PA (70%) e PS (73%), na maior concentracdo ensaiada,
em relagao controle (Tabela 2).

Nos bioensaios com herbicidas (Tabela 3), a FAE da PA agiu de maneira similar ao herbicida
Glifosato (Pos-emergente) na concentragio de 107, reduzindo o IVE (£ 40%) e a %E (= 68%) em
alface. Em cebola, a FH da PA, e o EEB e FH da PS agiram de modo similar ao herbicida Glifosato
(Pré-emergente) diminuiindo o IVE em 38%, sendo que para a %E os herbicidas Glifosato e Poast
(pos-emergente) agiram de maneira similar ao EEB da PS e FEA da PA, afetando na emergéncia em
49% e 77% na concentragdo de 10~ respectivamente.

Estes resultados sugerem que o EEB e as FS da PA e PS de H. bonariensis contem substancias
quimicas, que agem nos processos fisiolégicos das plantulas durante a emergéncia em alface e cebola,
atrasando e reduzindo o seu estabelecimento em casa de vegetagdo. Segundo Ranal e Santana (2006) a
reducdo no IVE pode levar a redugdo progressiva na capacidade produtiva, com a reducdo na
uniformidade do estabelecimento das plantulas.

Analisando-se os resultados obtidos para Alface (Figural) foi verificado que o EEB e as
fracdes FH e FAE da PA e PS inibiram significativamente o crescimento da raiz em todas as
concentragdes, sendo que o EBB e a FAE da PS na concentragio de 1.000 mg.L™ inibiram o
crescimento da raiz em 24% e 36% respectivamente. A fracio FEA da PA e PS estimulou o
crescimento da raiz em (56% e 35%) na concentragdo de 1.000 mg.L™ em relagio ao controle. Com
relacdo a massa seca de alface a FAE da PA e PS também reduziu o acumulo de biomassa seca na
parte aérea (17% e 35%, 1.000 mg.L™") e da raiz (10% e 11%). Também foi verificado que a FEA da
PA e EEB da PS as maiores cocetracdes, causaram um aumento no acumulo de biomassa seca da parte
aérea de alface nas maiores concentragdes ensaiadas. Foi observado ainda que o aumento da
concentragdo dos tratamentos reduziu o efeito dos parametros crescimento € acumulo de biomassa
seca (Figura 1).

No crescimento de cebola, foi observado que o EEB e todas as fragdes da PA e PS inibiram

significativamente o crescimento da raiz (Figura 2), sendo essa reducdo de 25% para a FH da PA
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(1.000 mg.L™") e de 36% para a FAE da PS (1.000 mg.L™"). Com relagio a massa seca da parte aérea, a
FAE da PA e PS reduziram significativamente o acumulo de biomassa seca em cebola em todas as
concentragdes ensaiadas em média de 26% e 30% em relagdo ao controle, e foi verificado que o EEB
da PA e PS na concentragdo de 250 mg. L™, causou aumento no actimulo de biomassa seca em 11% e
14%, sendo que a FEA da PA e PS na maior concentra¢do, também causou acimulo de 16% e 11%,
respectivamente. Para a massa seca da raiz, a FAE da PA e PS causou redugdo de 18% e 20% para a
concentragdo de 1.000 mg.L™, sendo que a FEA da PA causou acimulo de massa seca em 9% (Figura
2).

No parametro crescimento, os herbicidas basagran e poast reduziram entre 39% e 35% no
crescimento da raiz de alface e cebola, nas maiores concentragdes ensaiadas respectivamente, sendo
estes valores semelhantes para a FAE da PS em alface e cebola. Os herbicidas causaram acumulo de
massa seca na parte aérea em cebola entre 50 a 84%, ndo havendo similaridade entre os resultados
obtidos com os tratamentos. Com relagdo a massa seca da raiz em cebola, o herbicida Poast agiu de
maneira similar a FAE da PS, diminuindo causando diminui¢do em 25% (Figura 2).

Analisando-se os resultados pode-se verificar que a FAE, inibiu o crescimento da raiz, massa
seca da parte aérea e raiz, tanto em eudicotileddnea como em monocotiledonea. Esses resultados
sugerem que essas fracdes apresentam compostos quimicos com potencial alelopatico, sendo que a
redu¢do acentuada da raiz pode afetar a capacidade competitiva e a produtividade da planta enquanto a
redugdo da parte aérea pode diminuir a capacidade da planta competir por luz (Ninkovic, 2003).

Com relagdo ao numero de folhas (Figura 3), foi verificado que a FAE da PS causou reducao
significativa no numero de folhas em alface e cebola, podendo ser observada uma relagcdo dose-
dependente entre as concentragdes utilizadas. A menor concentragdo da FEA da PA e PS aumentou o
niumero de folhas em alface. A literatura relata (Einhellig, 2002) que compostos quimicos podem
afetar a permeabilidade da membrana, inibindo a absor¢do de &gua e nutrientes em altas
concentragdes. Esse efeito pode modificar a alocacdo de biomassa das plantas, fato esse observado nos
bioensaios com o EEB e as FS em estudo.

No parametro teor de clorofila, foi verificado que o EEB e todas as fracdes da PA e PS
causaram uma diminui¢do na producdo de clorofila em alface e cebola, sendo que a FAE da PS causou
inibicdo em + 3,0 mgDM 2 em alface e + 3,5 mgDM 2 em cebola para as concentracdes de 5000 mg.L"
'e 1.000 mg.L™" (Figura 4 ¢ 5).

Nos resultados obtidos com a fluorescéncia da clorofila a, foi verificado que o EB e todas as
fragdes da PA e PS causaram inibi¢do na relagdo Fv/Fv, causando reducdo na eficiéncia quantica do
fotossistema II (EQF-II) em alface e cebola, e foi observado uma relagao dose- dependente entre a

reducdo da Fv/Fv e o aumento das concentragdes dos extratos e fracdes. A FAE da PS provocou



278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310

114

interferéncia de + 0,4 EQF-II em alface e + 0,7 EQF-II em cebola na concentra¢i de 1.000 mg.L™
(Figuras 4 e 5).

Nos bioensaios com herbicidas, a FAE da PS agiu de maneira similar ao herbicida Atrazina
(misto) na concentragio de 10~ M, o qual reduziu o teor de clorofila em (£ 3,0 mg.DM ?) e a Fv/Fm
(= 0,6 EQF-II) em alface. Em cebola, a FAE da PS, agiu de modo similar ao herbicida Poast (p6s-
emergente), o qual diminuiu o teor de clorofila em + 4,0 mg.DM ~, porém todos os herbicidas
afetaram a Fv/Fm de maneira similar (= 0,8 EQF-II) na concentragio de 10 M respectivamente
(Figura 6).

Nos resultados obtidos, foi verificado a inibi¢do no crescimento da raiz das plantulas-alvo e
diminui¢ao no numero de folhas, na relacdo Fv/Fm, no teor de clorofila, no acimulo de biomassa seca
da raiz e parte aérea das plantulas em relagdo ao controle. A literatura relata que sorgoleona, uma
substancia presente no sorgo (Sorghum bicolor L.) é capaz de inibir a fotossintese pelo bloqueio da
cadeia transportadora de elétrons do fotossitema II (PSII) para fotossitema I (PSI), além de aumentar a
produgdo de formas reativas de oxigénio (Fros) que atuam no estresse oxidativo das membranas
celulares (Gniazdowska e Bogatek, 2005).

Na maioria das vezes esses compostos podem afetar a permeabilidade da membrana inibindo a
absor¢do de 4dgua e nutrientes em altas concentragdes, e podem facilitar a absorcdo desses em baixas
concentragdes. Esse efeito pode modificar a alocacdo de biomassa das plantas, fato esse observado nos
bioensaios com o EEB e as FS em estudo (Einhellig, 2002).

O aumento de biomassa no sistema radicular visa melhor fixagdo da planta no substrato,
aumentando assim o contato dos nutrientes por inteceptagdo radicular, levando a um rapido acimulo
destes pelas raizes (Ninkovic, 2003).

Nos testes quimicos preliminares foi verificada a presenca de compostos fendlicos no EEB e
fragdes, sendo também detectada a presenca de alcaldides na FAE da PS. J& foram reportados na
literatura a atividade alelopatica de terpenos e alcaloides (Einhellig, 2002).

Compostos fendlicos reduzem a atividade de enzimas envolvidas na glicolise e na via oxidativa
das pentoses fosfato, as quais asseguram niveis de ATP e esqueletos de carbono suficientes para a
germinacdo das sementes. A toxicidade de muitos fendis pode em grande parte ser atribuida a
formagdo de semiquinona. Com a formacad de formas reativas de oxigénio (FROs), estes podem afetar
a permeabilidade da membrana e, causar danos ao DNA e proteinas (Gniazdowska e Bogatek, 2005).

Na Tabela 4 sao apresentados os teores de fendis totais e na figura 7 a atividade antioxidante
obtidos para o EEB de H.bonariensis e as fragdes oriundas deste. A FAE da da PA e PS apresentou

atividade diferente dos EEB, FH e FEA pelo fato de apresentar o maior teor de fenois totais e atividade
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antioxidante, com 501,92 ug EAG mg' e 307,12 pg EAG mg”' , e +78% e +84,5% de atividade
antioxidante respectivamente.

Estudos quimicos evidenciaram a ocorréncia de substincias de varias classes de compostos, no
género Hydrocotyle, sendo os terpenos e saponinas os constituintes mais freqiientes na maioria das
espécies relatadas na literatura (Janardhanan e Thoppil, 2002; Matsuchita et al., 2004).

Virios compostos pertencentes as classes dos alcaloides, terpenos, e compostos fenolicos ja
foram identificados como aleloquimicos em outras plantas. Esses compostos podem ser responsaveis,
de modo isolado ou sinergistico, pela interferéncia nos processos fisioldgicos durante a fase de
emergéncia e crescimento das espécies-alvo de eudicotiledoneas e monocotiledoneas em estudo
(Einhellig, 2002).

A maioria das espécies de Hydrocotyle que ocorrem no Brasil, tais como H. leucocephala, H.
sibthorpioides e H. umbellata, revelaram a presenca de compostos dialicénicos, ceramidas, saponinas
triterpenicas, como constituintes majoritarios, além de fendis, corroborando com os resultados
detectados na FAE nesse trabalho (Janardhanan e Thoppil, 2002; Martins et al, 2008; Huang et al,
2008).

Os resultados obtidos neste estudo apontam claramente um efeito inibidor na emergéncia e
crescimento das espécies-alvo utilizadas; sendo que a FEA foi quem mais influenciou na inibi¢ao da
germinagdo e a FAE no crescimento tanto em alface quanto em cebola.

Os parametros avaliados mostram alteracdes na emergéncia, crescimento e acumulo de
biomassa das espécies alvo, quando submetidas ao EEB e fragdes semipurificadas. A continuidade nos
estudos de isolamento e identificacdo dos compostos quimicos e a realizagdo de bioensaios dos
mesmos sa0 necessarios para que possam ser usados em programas de manejo de plantas daninhas e

infestantes.
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Tabela 1. Efeito das fragdes semipurificadas da parte aérea e subterranea de H. bonariensis no indice

de velocidade de emergéncia (IVE) de alface e cebola.

Indice de velocidade de emergéncia (IVE)'

PARTE AEREA
n = 8 repeticdes Controle 250 mg.L” 500 mg.L"  1.000 mg.L”"
ALFACE
Extrato etan6lico bruto 0,37+2,0 021 £1,9%**  020£1,5%*  0,20+1,4 **
Fragdo hexanica 0,37+2,0 0,33+2,6%*  0,33+2,2%*  0,30+2,1%*°
Fragio acetato de etila 0,37+2,0 0,22 +1,2% 022+ 1,6% 0,22+1,4 **
Fragdo etanol-agua 0,37+2,0 0,20 +1,1*  020+2,7*  0,20+1,8*
CEBOLA
Extrato etanolico bruto 0,26+1,5 0,25+ 1,4™ 0,21+ 1,2% 0,17+ 2,1%*
Fracdo hexanica 0,26+1,5 0,25+1,8™ 0,22+1,5% 0,19+£2,2*
Fracdo acetato de etila 0,26+1,5 0,21+ 1,2%* 0,16+ 2,0* 0,15+ 2,4*
Fracdo etanol-agua 0,26+1,5 0,21+ 1,9* 0,16+ 1,3* 0,14+ 2,4*
PARTE SUBTERRANEA
ALFACE
Extrato etan6lico bruto 0,37+ 2,0 0,20+1,5%*  0,20£1,1%*  0,19+2,1%°
Fragdo hexanica 0,37+2,0 0,20+4,6™  0,20+52%>  0,19+8,1%
Fragio acetato de etila 0,37+2,0 0,20+1,2%*  0,20£2,3%*  0,20+2,1*°
Fragdo etanol-agua 0,37+2,0 0,20+£1,9%  0,19£2,3%*  0,1942,4**
CEBOLA
Extrato etanolico bruto 0,26+1,5 0,23+1,7* 0,21+1,4* 0,16+1,2%*
Fracdo hexanica 0,26+1,5 0,25+1,8* 0,22+2 4% 0,19+1,3*
Fracdo acetato de etila 0,26+1,5 0,21+£1,1%* 0,18+1,1* 0,15+1,5*
Fracdo etanol-agua 0,26+1,5 0,21+1,0* 0,17+1,4* 0,13+1,3*

"Média + Desvio padrio. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagio
com a média do controle, pelo teste de Dunnet. A média do tratamento ndo difere significativamente

da média do controle. **Krusskal-Wallis (e Mann Whiteny U).
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Tabela 2. Efeito das fracdes semipurificadas da parte aérea e subterrdnea de H. bonariensis na

porcentagem de plantulas emersas de alface e cebola.

% de plantulas emersas’

PARTE AEREA

n = 8 repeticdes Controle 250 mg.L” 500 mg.L"  1.000 mg.L”"
ALFACE

Extrato etanélico bruto 57,00£1,07  34,80£1,04*>  31,001,07*%* 27,80+1,28%
Fracdo hexanica 57,00£1,07  41,30+1,04*  36,80+1,04* 30,80+1,04%*
Fracdo acetato de etila 57,00+1,07 33,30+1,04*  30,30+1,28* 25,00+1,07*
Fragdo etanol-dgua 57,00£1,07  27,30+1,04** 22,50+1,41** 17,00+1,07**
CEBOLA

Extrato etandlico bruto 57,50+0,93 37,25+1,04*  33,25+1,04* 29,00+1,07*
Fracdo hexanica 57,50+0,93 55,25+1,04*  47,00+1,07* 41,00+1,07*
Fracdo acetato de etila 57,50+0,93 54,50+0,93*  43,00+1,07* 37,00+1,07*
Fracdo etanol-agua 57,50+0,93 31,00+1,07*  22,00£1,51* 17,25+£1,04*
PARTE SUBTERRANEA

ALFACE

Extrato etanodlico bruto 57,00+0,93 32,80+1,04*  29,00+£1,07* 26,80+1,04*
Fragdo hexanica 57,00£0,93  53,50+2,5%>  48,00+1,07%* 43,80+2,25%
Fracdo acetato de etila 57,00+0,93 51,80+1,67*  44,80+1,49* 37,80+1,67*
Fracdo etanol-agua 57,00+0,93 26,30+1,67*  22,00+1,51*  16,50+2,56*
CEBOLA

Extrato etanélico bruto 57,50£0,93  36,50+0,93*> 32,00+2,14** 28,00+2,39*
Fragdo hexanica 57,50£0,93  53,00+1,85*> 43,25+2,12%% 38,50+2,07*
Fracdo acetato de etila 57,50+0,93 52,75+1,49*  41,50+,93*  35,00+1,07*
Fracdo etanol-agua 57,50+0,93 29,50+£1,41*%  20,75+1,04* 15,00+1,07*

"Média + Desvio padrdo. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagio

com a média do controle, pelo teste de Dunnet. “A média do tratamento ndo difere significativamente

da média do controle.
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Tabela 3. Efeito dos herbicidas comerciais no indice de velocidade de emergéncia (IVE) e na

porcentagem de plantulas emersas de alface, e cebola.

Indice de velocidade de emergéncia (IVE)’'

n = § repetigdes Controle 10” 10° 10°
ALFACE

Glifosato 0,37+2,0 0,22+1,4%  022+1,6%°  0,2247,0%
Basagran 0,37+2,0 0,20+£7,4%  021£2,1%  0,2148,9%*
Atrazina 0,37+2,0 0,20+7,1%  020+7,8%%  0,20+1,1%**
CEBOLA

Glifosato 0,26+1,5 0,24+0,99*  0,21+0,74*  0,1620,10*
Gesagard 0,26+1,5 0,26+0,67™  0,22+0,14*  0,20+0,13*
Poast 0,26+1,5 0,13+0,36*  0,16+0,16*  0,19+0,11*

% de plantulas emersas'

n = § repetigdes Controle 10° 10* 10°
ALFACE

Glifosato 57,00£1,07  25,30£1,04* 28,80+1,04* 31,30+1,04*
Basagran 57,00£1,07  34,50+£0,93*%  37,30£1,04* 37,00+1,07*
Atrazina 57,00£1,07  50,80+1,04*  53,00£1,07* 55,00+1,07*
CEBOLA

Glifosato 57,50£0,93  37,30£1,04*  33,30£1,04* 29,00+1,07*
Gesagard 57,50£0,93  51,50£1,77*  51,80+1,67* 55,80+1,28™
Poast 57,50+0,93  24,80+1,41%  19,40+1,41% 13,00+1,58*

434 'Média = Desvio padrdo. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparagio
435  com a média do controle, pelo teste de Dunnet. A média do tratamento ndo difere significativamente
436 da média do controle.
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Tabela 4. Teor Total de fendis presentes nas fracdes semipurificadas da parte aérea e subterranea de

H. bonariensis (ug.mg" de fragdes).

Total de fenois” (ng EAG mg'l)
Fracgoes Parte aérea Parte subterranea
EEB 192,72+0,61 196,72+0,69
Fracdo hexanica 24,72+0,63 110,72+1,13
Fracao acetato de etila 307,12+1,19 501,92+1,44
Fracdo etanol-agua 290,32+1,03 174,72+1,21
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Figura 1. Crescimento médio da raiz e acimulo de massa seca- da parte aérea e raiz de alface
submetida a diferentes concentracdes do extrato etanolico bruto (EEB), fragdo hexanica (FH), fragdo
acetato de etila (FAE) e fragdo etanol-dgua (FEA) da parte aérea (PA) e subterranea (PS) de
Hydrocotyle bonariensis e dos herbicidas glifosato (G), basagran (B) e atrazina (A). Dados expressos
em percentual em relacdo ao controle. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em

comparagdo com a média do controle, pelo teste de Dunnet.
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Allium cepa (cebola)
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Figura 2. Crescimento médio da raiz e acimulo de massa seca da parte aérea e raiz de cebola

submetida a diferentes concentra¢des do extrato etanolico bruto (EEB), fragdo hexanica (FH), fragdo
acetato de etila (FAE) e fragdo etanol-dgua (FEA) da parte aérea (PA) e subterranea (PS) de
Hydrocotyle bonariensis e dos herbicidas glifosato (G), gesagard (GE) e poast (P). Dados expressos
em percentual em relacdo ao controle. *A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em

comparagdo com a média do controle, pelo teste de Dunnet.
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Figura 3. Numero de folhas de alface e cebola submetidas a diferentes concentracdes do extrato

etandlico bruto (EEB), fracdo hexanica (FH), fragcdo acetato de etila (FAE) e fragdo etanol-dgua (FEA)

da parte aérea (A e C) e subterranea (B e D) de Hydrocotyle bonariensis. (* valores significativos a

5% de probabilidade pelo teste F).
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520  Figura 4. Teor de clorofila e fluorescéncia (FV/FM) das folhas de alface submetidas a diferentes
521  concentragdes do extrato etandlico bruto (EEB), fracdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE) e
522 fracdo etanol-agua (FEA) da parte aérea (A, C) e subterranea (B, D) de Hydrocotyle bonariensis. (*
523 valores significativos a 5% de probabilidade pelo teste F).

524
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556  Figura 5. Teor de clorofila e fluorescéncia (FV/FM) das folhas de cebola submetidas a diferentes
557  concentragdes do extrato etandlico bruto (EEB), fracdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE) e
558  fracdo etanol-agua (FEA) da parte aérea (A, C) e subterranea (B, D) de Hydrocotyle bonariensis. (*
559  valores significativos a 5% de probabilidade pelo teste F).

560
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Figura 6. Teor de clorofila e fluorescéncia (FV/MF) das folhas de alface (A, C) e cebola (B, D)

submetidas a diferentes concentragdes dos herbicidas glifosato (G), basagran (B), atrazina (A),

gesagard (GE) e poast (P). (* valores significativos a 5% de probabilidade pelo teste F).
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Capitulo 5

CONSIDERACOES FINAIS
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Consideracoes finais
A investigacdo do potencial alelopatico do extrato etanodlico bruto (EEB) e fracdes
semipurificadas: fracdo hexanica (FH), fragdo acetato de etila (FAE), fragdo etanol-agua (FEA) e
fracdo alcaloidica (FA), da parte aérea e subterranea de Hydrocotyle bonariensis LAM. (Araliaceae)
em laboratério e casa de vegetagdo, bem como a investigacdo da composicdo quimica dos dleos
essenciais e do metabolismo secundario, permitiu-nos as seguintes consideragdes:

1. Para a composi¢do quimica dos dleos essenciais, 17 compostos foram identificados, dos quais
o limoneno (53,6%) e o y-muuroleno (10,5%) foram os constituintes majoritarios;

2. A atividade alelopatica dos Oleos essenciais revelaram que houve reducdo na porcentagem de
germinacao, crescimento da raiz e do hipocotilo/coledptilo, e massa seca de alface e cebola nas
maiores concentragdes ensaiadas, verificando-se uma relacdo dose-dependente;

3. A andlise em cromatografia em camada delgada revela a presenca compostos fenolicos no EEB
e fracOes da parte aérea e subterrdnea e alcaldides na FAE da parte subterrdnea. A
quantifica¢do do teor total de fendis e atividade antioxidante revelam o maior contetido de
fendis e atividade antioxidante na FAE da parte subterranea.

4. Nos bioensaios em laboratério, foi verificado que todas as fragdes atrasaram a germinagdo de
alface, tomate e cebola, e trigo, sendo que a FAE da parte subterranea causou maior inibi¢do no
crescimento da raiz primaria, hipocoétilo/ coledptilo em monocotiledoneas e eudicotiledoneas,
enquanto que a FEA causou estimulo da raiz primaria em eudicotiledoneas. A mesma fracao
inibiu o crescimento da raiz das monocotiledoneas. A FA inibiu o crescimento da raiz e
hipocotilo/ coleodptilo de alface e cebola.

5. Nos bioensaios com herbicidas, foi verificado que os herbicidas Basagran, Atrasina, Gesagard
e Poast foram fitotoxicos na germinagdo e crescimento e pode ser observado nos resultados que
a FAE e a FA da parte subterranea apresentaram fitotoxidade semelhante a esses herbicidas.

6. Nos bioensaios em casa de vegetacdo, a FEA da parte subterranea inibiu, em média em 71% a
emergéncia em alface e 73% em cebola, e atrasou a germinagdo em alface em 48% e 50% em
cebola. O EBB, FH e FAE da parte subterranea inibiram o crescimento da raiz em alface e
cebola, sendo observado que a FEA da parte aérea e subterrdnea, provocou estimulo no
crescimento da raiz de alface e aumento na biomassa seca da parte aérea em cebola; nas
maiores concentragoes ensaiadas.

7. O EEB e as fragdes causaram redugao no teor de clorofila e na relacdo Fv/ Fm em alface e

cebola, sendo que os menores valores foram observados para a FAE da parte subterranea.
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Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas de Hydrocotyle bonariensis.
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Figura 2. Analise quiral do limoneno presente no 6leo essencial extraido das folhas de Hydrocotyle
bonariensis.
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Figura 3. Estrutura dos principais terpenos presentes no 6leo de Hidrocotyle bonariensis.
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Figura 4. Formas isoméricas do terpeno limoneno (enantiomeros).
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Anexo 2.
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Figura 1. Curva analitica do 4cido gélico
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