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RESUMO

Alelopatia se refere a capacidade que determinada
planta tem de interferir no metabolismo de outra,
por meio de substincias liberadas no ambiente.
O presente trabalho avaliou o efeito do extrato e
fracoes das folhas de Dasyphyllum tomentosum sobre
a germinacio, crescimento, respiracio e conteudo de
clorofila em Lactuca sativa (alface). Trés concentracées
em quadruplicata de solu¢ido do extrato, fracdes e 50
sementes de alface, por placa de petri, foram mantidas
em camara de germinacio por sete dias. Contagens
didrias avaliaram a germinacgao e medidas da radicula e
do hipocétilo, o crescimento. Para o teste de respiracio e
clorofila total foi realizada leitura em espectrofotémetro
apos tratamento especifico. Com relacio a porcentagem,
velocidade de germinacio e respiracdo, ndo foram
observadas diferencas quando comparadas ao
controle. Observou-se atividade alelopatica do extrato
e fracées sobre o crescimento radicular e o conteudo
de clorofila total. Conclui-se que extrato e fracdes
testados apresentam compostos quimicos com atividade
alelopatica.
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INTRODUCAO

O termo alelopatia, citado pela primeira vez em
1937 pelo alem3o Hans Molish, ¢ utilizado para indicar
qualquer efeito causado por um ser vivo de forma benéfica
ou prejudicial sobre outro, por meio da liberacdo de
substincias quimicas e/ou produtos do metabolismo
secundarios por ele elaborados (Centenaro, 2009). E um
tipo de interagdo bioquimica entre vegetais, considerada
uma forma de adaptacdo quimica defensiva das plantas,
além de ser um fator de estresse ambiental para muitas
espécies (Maraschin-Silva, 2006).

As substancias com acao alelopatica sao chamadas
aleloquimicos, e podem ser liberadas pelas plantas
através de lixiviacdo, exsudacdo radicular, volatilizagao,
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decomposi¢do de seus residuos ou outros processos, tanto
em sistemas naturais quanto agricolas (Manoel, 2009),
causando diversos efeitos diretos e indiretos sobre outras
plantas. Os efeitos indiretos compreendem alteracdes
nas propriedades e caracteristicas nutricionais do solo
e, também, nas popula¢des bem como nas atividades de
microrganismos, nematoides e insetos. Ja os efeitos diretos
incluem altera¢des no crescimento e metabolismo vegetal
(Rizvi et al., 1992), englobando alteragdes em niveis
celular, fitormonal, fotossintético e respiratorio, bem como
absor¢do de nutrientes e nas relagdes hidricas (Rice, 1984;
Rizvi et al., 1992). Neste contexto, destaca-se a competigdo
por elementos nutritivos, agua e raios solares, causado pelas
plantas daninhas em 4reas de cultivo comercial, afetando o
desenvolvimento e reduzindo a produtividade e qualidade
da cultura invadida (Tokura & Nobrega, 2006). Nestes
casos, o uso de herbicida sintético pode ser considerado um
método eficaz de controle, entretanto, seu uso inadequado
pode levar a um aumento da resisténcia a estas substancias
além de danos ao ambiente. Nesta perspectiva, estudos
relacionados a a¢@o alelopatica sdo Uteis na busca por novas
moléculas com agao herbicida, porém menos prejudiciais
ao ambiente (Magiero et al., 2009).

Considerando o exposto acima, tornam-se
necessarios estudos com plantas em busca de substancias
do metabolismo secundario com potencial alelopatico.
Desta forma, foi realizado o estudo com a Dasyphyllum
tomentosum (Spreng.). Cabrera conhecida popularmente
por agucard, espinho-de-agulha, espinho-de-judeu, lavra-
mao e sucara. E uma arvore com cerca de 10 m de altura
encontrada no Sudeste ¢ Sul do Brasil (MG ao RS) e
extremo nordeste da Argentina. (Fernandes & Ritter,
2009). Nesta perspectiva, este trabalho teve como objetivo
verificar atividade alelopatica do extrato bruto etanolico e
fracdes de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.). Cabrera, na
germinacgao e crescimento inicial, respiracao e fotossintese
de Lactuca sativa (alface), por meio de bioensaios
laboratoriais, verificando desta forma a possibilidade de
uso da planta como herbicida natural.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As partes aéreas da Dasyphyllum tomentosum
(Spreng.). Cabrera foram coletadas no municipio de
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Curitiba - Parand ¢ identificadas por comparagdo com
exsicata, depositada no Museu Botdnico Municipal da
Prefeitura de Curitiba sob o nimero 54772.

Preparo dos extratos

Para o experimento foram utilizadas as folhas,
que foram secas em temperatura ambiente e trituradas em
moinho de facas/martelo. O extrato bruto foi obtido a partir
de 1,14 kg deste material vegetal em etanol, com a utilizagdo
do aparelho de Soxhlet. Este foi filtrado e concentrado
através da eliminagdo do solvente por destilagdo ¢ mantido
em banho-maria (65 °C) até remogao total. O extrato bruto
foi utilizado para a obtencdo das fragdes por particao
liquido/liquido com solventes de diferentes polaridades,
na seguinte ordem: n-hexano, cloroférmio e acetato de
etila. Cada fracdo obtida foi submetida a destilagdo, para
remogao do solvente, sendo posteriormente mantidas em
banho-maria (65 °C) até eliminag@o total. A partir do
extrato bruto (EB), fracdo hexano (FH), fracao cloroféormio
(FCL), fragao acetato de etila (FAE) e fra¢ao hidroalcoolica
residual (FR) foram realizados os ensaios propostos.

Atividade Alelopatica

Foi analisada atividade alelopatica do extrato bruto
etanolico e fragdes das folhas de Dasyphyllum tomentosum
(Spreng.). Cabrera sobre sementes de Lactuca sativa L.
(alface). Placas de Petri (9,0 cm de didmetro) contendo
papel filtro n° 1 (Whatman®), previamente autoclavadas,
receberam 5,0 mL da solucdo das amostras (extrato e
fragdes), preparadas nas concentragdes de 250 pg mL-
1,500 pug mL' e 1.000 pg mL"!, em quadruplicata. Em
seguida, foram semeadas sobre cada disco de papel filtro,
50 sementes da espécie alvo (alface), conforme Brasil
(2009). Como controle, procedimento similar foi utilizado,
porém com auséncia dos extratos ¢ fragdes. As placas de
Petri foram levadas a uma camara de germinacdo (BOD)
com umidade relativa (+ 80%), temperatura de 25 °C e
iluminagdo interna (160 W).

Teste de Germinacio

Para o bioensaio de germinagdo foi utilizada
a metodologia proposta por Macias et al. (2000), em
que a contagem para avaliar a germinacdo foi realizada
diariamente, tendo 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. O indice de velocidade de
germinacao foi calculado por meio da seguinte féormula
IVG = G1/N1 + G2/N2 + G3/N3 + G4/N4... + Gn/Nn, em
que G1, G2, G3... Gn ¢é o nimero de sementes germinadas
e N1, N2, N3..Nn ¢ o nimero de dias apos a semeadura
(Hoffmann et al., 2007; Lima et al., 2011).

Teste de Crescimento

Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a
metodologia descrita por Barnes et al. (1987) e Macias et
al. (2000). Apds trés dias da protrusao radicular, mediu-se
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o alongamento do hipocétilo/radicula (dez plantulas por
placa) utilizando papel milimetrado.

Respiracio de raizes

Ao final do teste da germinag@o e crescimento, as
raizes foram utilizadas para realizagdo do teste da respiragao
(Steponkus & Lanphear, 1967). Foram cortadas 10 raizes a
1,0 cm a partir da coifa e transferidas para tubos de ensaio,
sendo entdo adicionado em cada tubo 5 mL de cloridrato de
trifenil tetrazolio (TTC) 0,6% (p/v), 1 mL de tampao fosfato
de s6dio (mono e dibasico) a 0,05 M (pH 7,0), e entdao os
tubos foram deixados em temperatura ambiente por 2 horas.
Apbs esse periodo os tubos foram transferidos para estufa
a 40 °C por 15 horas. Ao final desse tempo, as solu¢des dos
tubos foram drenadas e as raizes lavadas uma vez com agua
destilada, que em seguida também foi drenada ao maximo.
Posteriormente adicionou-se 7 mL de etanol 95% (v/v)
e entdo os tubos foram levados para o banho-maria com
agua fervente (+ 100 °C) durante 15 minutos, ou até secura.
Os tubos foram entdo resfriados até temperatura ambiente
recebendo logo em seguida 10 mL de etanol 95% (v/v). Foi
realizada a leitura em espectrofotometro (marca Shimadzu
modelo UV-1800) a 530 nm usando como branco etanol
95% (v/v).

Clorofila Total

Ao final do teste da germinacdo e crescimento as
folhas foram utilizadas para avaliagdo da Clorofila Total.
Foram cortadas 10 folhas primarias inteiras e transferidas
para tubos de ensaio, contendo 5,0 mL de DMSO
(dimetilsulfoxido) e entdo os tubos foram embrulhados
em papel aluminio e deixados em temperatura ambiente
por 24 horas. Apds este periodo foi realizadas as leituras
da absorbancia da clorofila A (645 nm) e B (663 nm) em
espectrofotometro (marca Shimadzu modelo UV-1800)
utilizando como branco DMSO.

O teor de clorofila total foi calculado de acordo com
a equagdo de Arnon (1949) e Lichtenthaler (1987).

Clorofila total = 20,2 x Abs A + 8,02 Abs B

Em que: AbsA = absorbancia da clorofila a
AbsB = absorbancia da clorofila b

Analise estatistica

As determinagdes foram feitas em quadruplicata
(germinagdo e crescimento) e triplicata (respiracdo e
clorofila total) e os resultados correspondem a média +
o desvio-padrdo da média. Para analise estatistica, foi
utilizado o programa SISVAR 5.3 (Ferreira, 2000) e a
comparagdo das médias realizada por meio do teste Scott-
Knott com 5% de probabilidade.

RESULTADOS
De acordo com os resultados expressos na Tabela 1 é

possivel observar que as sementes da espécie alvo, Lactuca
sativa (alface), nao sofreram influéncia no processo de
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velocidade de germinag@o apds contato com o extrato e
fragdes obtidas das folhas de D. tomentosum.

Na avaliagdo do crescimento da radicula, de
acordo com a Tabela 2, é observado que a FCL e FAE
demonstraram inibigdo sobre o crescimento em todas
as concentragdes avaliadas, ja o EB, FH e FR inibiram o
crescimento somente na concentragdo de 1000 ug mL™".
Destaca-se o efeito observado com o extrato etanolico bruto
(1.000 pg mL"), que promoveu uma reducdo de 49,93%
em comparagdo ao controle. Ainda na mesma concentragao

a FH, FCL, FAE e FR promoveram inibi¢des de 27,48%,
30,20%, 28,57% e 21,09% respectivamente. Com 500 pg
mL" houve redu¢do no tamanho da radicula promovida
pela FH em 27,48%, FCL em 28,84% e para a FAE em
27,48% (Tabela 2). O efeito estimulante foi observado
na avaliagdo do crescimento do hipocotilo (Tabela 2), em
que o extrato bruto promoveu estimulo do crescimento
em todas as concentragdes testadas, assim como a FH na
concentragao de 500 e 1000 pg mL"', FR com 500 pg mL"!
e FAE com 1000 pg mL"".

Tabela 1 - indice de Velocidade de Germinagdo (IVG), Porcentagem de Germinagdo (% G) de sementes de alface submetida a diferentes
concentragdes do extrato e fragoes das folhas de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera

IVG Alface

EB FH FCL FAE FR
Tratamento
250 pg mL* 17,85+1,34 a 15,54+0,67 a 17,29+1,68a 16,93+0,82 a 16,85+1,66a
500 pg mL* 17,22+1,68 a 16,10+1,0 a 16,05+1,09 a 18,67+1,37 a 17,59+1,20 a
1000 pg mL- 16,76+1,22a 17,21+1,38a 14,42+1,68a 17,75¢1,71a 15,61+0,47a
Controle 15,91£1,09 a 15,91x1,09 a 15,91x1,09 a 15,91£1,09 a 15,91x1,09 a
% G Alface

EB FH FCL FAE FR
Tratamento
250 pg mL! 91,0+1,58a 84,5+0,22a 86,0+0,66a 85,5+1,53 a 84,5+1,38a
500 ug mL* 88,5+0,41a 81,0£1,53 a 87+1,12a 91,5+0,32 a 91,0£0,31 a
1000 pg mL" 80,5+1,22 a 83,5+1,39a 81,0+0,83a 88,0+0,83a 77,0£1,76 a
Controle 83,5+0,12 a 83,5+0,12 a 83,5+0,12 a 83,5+0,12 a 83,5+0,12 a

IVG=Indice de velocidade de germinagdo. %G= porcentagem de germinagdo. Extrato etanélico bruto (EB), Fragdo Hexanica (FH), Fragdo Acetato de etila (FAE) e Fragao Hidroalcodlica Residual (FR). Média
e Desvio seguidos da mesma letra na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Tabela 2 — Crescimento inicial da Radicula e Hipocotilo de Lactuca sativa L. frente ao extrato e fragdes de Dasyphyllum tomentosum

(Spreng.) Cabrera

Radicula (mm)

EB FH FCL FAE FR
Tratamento
250 pg mL* 7,35¢1,37¢ 6,83+1,63 ¢ 5,78+1,86b 5,83+1,53b 7,45+0,99¢
500 ug mL- 7,35+1,61¢ 7,1¢1,92¢ 5,23+1,59 b 5,33+1,54 b 7,50+1,34 ¢
1000 pg mL" 3,68+1,0a 5,33+0,93b 5,13+1,40 b 5,25+1,68 b 5,8+1,42b
Controle 7,35+1,56 ¢ 7,35+1,56 ¢ 7,35+1,56 ¢ 7,35+1,56 ¢ 7,35+1,56 ¢
Hipocétilo (mm)

EB FH FCL FAE FR
Tratamento
250 pg mL* 4,55+1,08 b 4,30£1,24a 3,85+0,89a 3,98+0,66a 4,35+0,89a
500 ug mL* 5,08+1,37b 4,63£1,31b 4,13£1,09a 4,38+1,03a 5,0£0,96b
1000 pg mL* 5,23+1,54b 4,70£0,99b 3,75+0,71 a 4,58+1,11b 4,35+0,86a
Controle 3,95+£0,64 a 3,95£0,64 a 3,95+0,64 a 3,95+0,64 a 3,954£0,64 a

Extrato etandlico bruto (EB), Fragdo Hexénica (FH), Fragdo Acetato de etila (FAE) e Fracdo Hidroalcodlica Residual (FR). Média e Desvio seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

No experimento realizado para avaliar o teor de
clorofila total (clorofilas a + b), verificou-se que houve um
aumento do contetido em todas as concentragdes testas para
a FR, na concentrag@o de 500 ¢ 1000 pg mL"! para o EB, e
na concentra¢do de 250 pg mL"! para o FCL e FAE (Tabela
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3). O efeito de redugdo do contetido da clorofila total foi
observado com a FH em todas as concentragdes avaliadas no
experimento e para a FCL na concentragdo de 1000 pg mL™".

Com relagdo a atividade respiratoria, no presente
estudo, ndo foi observado nenhum efeito estatisticamente
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significativo de inibigdo ou estimulo da respiragdo, em raizes das plantulas de alface sob a agdo do extrato e fra¢des, quando

comparados ao controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Determinagdo da Clorofila Total (folhas) e Atividade Respiratoria (raiz primaria) de Lactuca sativa L. frente ao extrato e fragdes

de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera

Clorofila Total

EB FH FCL FAE FR
Tratamento
250 pg mL* 7,48+0,33 b 6,33+0,23a 8,22+0,06 ¢ 8,42+0,25 ¢ 8,94+0,88 d
500 ug mL-! 7,89+0,53 ¢ 6,35+0,06 a 7,56+0,38b 7,55+0,40b 8,31+0,19 ¢
1000 pg mL" 9,51+0,44 d 6,66+0,03 a 6,39+0,29 a 7,13+0,17b 8,0+0,53¢
Controle 7,19+0,05 b 7,19+0,05 b 7,19+0,05 b 7,19+0,05 b 7,19+0,05 b
Atividade Respiratéria

EB FH FCL FAE FR
Tratamento
250 pg mL* 0,09+0,01a 0,13+0,003 a 0,11+0,03a 0,14+0,66 a 0,11£0,03a
500 pg mL* 0,09+0,009 a 0,11£0,002a 0,09+0,02a 0,12+0,02a 0,09+0,04a
1000 pg mL" 0,11£0,009a 0,10£0,008a 0,10+0,04a 0,13+0,01a 0,13£0,007 a
Controle 0,082+0,009a 0,082+0,009a 0,082+0,009a 0,082+0,009a 0,082+0,009a

Extrato etanolico bruto (EB), Fragdo Hexanica (FH), Fragdo Acetato de etila (FAE) e Fragdo Hidroalcoolica Residual (FR). Média e Desvio seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

DISCUSSAO

O presente ensaio revelou que ndo existe qualquer
diferenca estatisticamente significativa nos valores de
IVG e de porcentagem de germinagdo (% G), do extrato
e fragdes em trés concentragdes, quando comparados
ao controle. Um estudo conduzido com sementes de
tomate e utilizando extrato da espécie Bauhinia forficata
demonstrou resultado semelhante ao presente experimento
com relacdo a porcentagem de germinagdo (Manoel et
al., 2009). Ferreira & Borghetti (2004) explicam que em
algumas situagdes o efeito alelopatico pode ndo ocorrer
sobre a porcentagem de germinagdo final, e sim sobre
outro parametro. Ferreira & Aqiila (2000) também
evidenciaram o fato de que a germinagdo ¢ menos sensivel
aos metabolitos secundarios do que o crescimento das
plantulas (Manoel et al., 2009). Chiapusio et al. (1997)
indicam que, apesar de a porcentagem de germinagdo ser
um indice muito utilizado, a mesma nao evidencia outros
aspectos do processo germinativo, por englobar apenas
resultados finais, ignorando atrasos ou periodos inativos de
germinacdo durante o bioensaio.

Com relagdo ao crescimento da radicula foi
observado principalmente efeito inibitorio enquanto que no
crescimento do hipocotilo foi observado efeito estimulante.
Estudos realizados por Kuo et al. (1982) mostraram que o
extrato aquoso das folhas de leucina inibiu o crescimento
da radicula de plantas de alface e de arroz. Carmo et al.
(2007) verificaram que os extratos aquosos de cascas de
tronco e de raizes inibiram o desenvolvimento do sistema
radicular das plantulas de sorgo, e a sua parte aérea teve o
crescimento estimulado pelo extrato de cascas de raizes. A
inibicdo do crescimento inicial do eixo hipocétilo-raiz da
planta-alvo quando em contato com a amostra € um efeito
normalmente observado e descrito na literatura (Aqiiila,
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2000), e pode ser mais pronunciado na raiz (radicula), tendo
em vista que ocorre um contato intimo desta com o papel
filtro da placa de Petri (Chung et al., 2001). De acordo com
o conceito de alelopatia, cunhado por Molisch em 1937, ¢
possivel além de efeitos inibitorios, a observagao de efeitos
estimulatorios, como os observados no experimento.

De acordo com o contetido de clorofila total no
presente estudo, o efeito mais comumente observado
foi o aumento. O conteido de clorofila nas folhas
frequentemente ¢ utilizado para estimar o potencial
fotossintético das plantas, pela sua ligagdo direta com a
absorcdo e transferéncia de energia luminosa. Uma planta
com alta concentracdo de clorofila é capaz de atingir
taxas fotossintéticas maiores (Chappelle & Kim, 1992),
consequentemente, o crescimento e adaptabilidade a
diversos ambientes. Por outra perspectiva, uma reducao
no teor de clorofila promove uma redugdo nas taxas
fotossintéticas. A fotossintese é o processo fisico-quimico
de base para o crescimento das plantas, sendo fortemente
influenciada por fatores ambientais e também por
aleloquimicos (Zhou & Yu, 2006). Segundo Chou (1999),
certas classes de aleloquimicos interferem na fotossintese
por induzir mudangas no conteudo de clorofila das plantas.
Rizvi et al. (1992) reportam-se aos acidos fendlicos, as
cumarinas, aos polifenois e aos flavonoides como os
principais aleloquimicos responsaveis pela inibi¢do da
fotossintese, por alterarem o transporte de elétrons e a
fosforilagao nos fotossistemas.

Ferreira & Aquila (2000) destacam que efeitos dos
aleloquimicos sobre a germinagdo pode estar relacionada
as alteragdes na respiragdo, efeitos ndo observados no
presente estudo.

A investigacdo do potencial alelopatico das
folhas de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.). Cabrera
em laboratério evidencia que essa espécie apresenta
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compostos quimicos que promovem principalmente a
inibi¢do do crescimento radicular, estimulo do crescimento
do hipocétilo e aumento da clorofila total na espécie-alvo
avaliada. Estes resultados sdo indicativos de potencial
biotecnoldgico da espécie, sendo assim, novos ensaios
deverdo ser conduzidos com propodsito de identificar os
constituintes quimicos responsaveis pelos resultados aqui
obtidos.
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ABSTRACT

Allelopathic activity of extract and fractions from leaves
of Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera

Allelopathy refers to the ability of certain plants to
interfere with the metabolism of others by releasing
substances into the environment. In this study, the
effects of the ethanol extract and fractions from leaves
of Dasyphyllum tomentosum on the germination,
growth, respiration and chlorophyll content of Lactuca
sativa (lettuce) were investigated. Solutions of extract
and fractions, at three concentrations, were incubated
in a germination chamber for 7 days in quadruplicate
petri dishes, each with 50 lettuce seeds. Germination
counts and measurements of radicle and hypocotyl
growth were carried out daily. For the respiration and
total chlorophyll tests, a spectrophotometer was used
to measure absorbance after specific assay treatments
of the roots and leaves, respectively. Concerning the
percentage and speed of germination, no difference was
observed relative to control. However, both extract and
fractions had allelopathic effects on root growth and
total chlorophyll content. It is concluded that the extract
and fractions contain compounds with allelopathic
activity.

Keywords: Germination. Chlorophyll. Hypocotyl.
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