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ESTUDO FITOQUIMICO DE Vernonia ferruginea: ABORDAGENS
ALELOPATICAS E METABOLOMICAS

RESUMO - As condicbes ambientais, assim como o contraste sazonal nas
fitofisionomias do Cerrado entre a época seca e Umida colaboram para a diversificada
sintetize e selecdo de metabdlitos secundarios em plantas. Os metabolitos
secundarios atuam como uma interface quimica entre plantas e o meio, desta forma
a sua sintese pode ser comumente alterada pelas condi¢cbes ambientais. Fatores
como temperatura, disponibilidade hidrica, luminosidade, caracteristicas do solo,
nutrientes e poluicdo atuam diretamente sobre a producdo e liberacdo desses
compostos. Os microrganismos do solo podem transformar os compostos toxicos
liberados, desativando-os ou dando origem a compostos ainda mais toxicos, assim
como esses compostos podem alterar as caracteristicas e atributos do solo quando
presentes em quantidades adequadas. Dentre as plantas nativas do Cerrado destaca-
se a espécie Vernonia ferruginea, uma agressiva infestante de pastagem, que possui
indicios de producdo de compostos com potencial toxico. Desta forma, esta pesquisa
foi desenvolvida para verificar a atividade toxica de V. ferruginea e se a mudanca de
algumas caracteristicas como disponibilidade hidrica, tipo de solo, condicbes de
luminosidade e concentracdo de aluminio no solo influenciam a producdo desses
compostos. Para tal, plantas de V. ferruginea foram desenvolvidas sobre diferentes
condicbes para posterior extracdo e/ou fracionamento do material vegetal para
verificacdo de atividade bioldgica por meio de bioensaios e identificacdo de grupos
quimicos. Considerando os resultados dos parametros de germinabilidade e de
desenvolvimento das espécies testadas é possivel indagar sobre a possibilidade de
V. ferruginea ter a capacidade de liberar substancias toxicas, uma vez que,
consequéncias diretas da presenca desses compostos nos extratos foram verificadas
no bioensaio, como: a inibicdo/reducdo da germinacdo de sementes, injlria ou
necrose no sistema radicular e reducéo do desenvolvimento e do acimulo de massa
seca das plantulas. Os resultados também d&o base para constatar que algumas
interacdes da espécie com as alteracfes nas suas condi¢cdes de desenvolvimento
causam desvios de rotas biossintética de metabdlitos modificando e/ou
potencializando sua capacidade fitotéxico.

Palavras-chave: atividade biolégica, compostos secundarios, ecologia funcional,
ecologia quimica, extratos vegetais, planta daninha



PHYTOCHEMICAL STUDY OF Vernonia ferruginea: ALELOPATHIC AND
METABOLOMIC APPROACHES

ABSTRACT - The environmental conditions, as well as the seasonal contrast in the
Cerrado phytophysiognomies between the dry and wet seasons, contribute to the
diversified synthesis and selection of secondary metabolites in plants. Secondary
metabolites act as a chemical interface between plants and the environment, so their
synthesis can be commonly altered by environmental conditions. Factors such as
temperature, water availability, luminosity, soil characteristics, nutrients and pollution
act directly on the production and release of these compounds. Soil microorganisms
can transform the released toxic compounds, deactivating them or giving rise to even
more toxic compounds, as these compounds can alter the characteristics and
attributes of the soil when present in adequate amounts. Among the native plants of
the Cerrado, the species Vernonia ferruginea, an aggressive pasture weed, stands out,
with indications of production of compounds with toxic potential. Thus, this research
was developed to verify the toxic activity of V. ferruginea and if the change of some
characteristics such as water availability, soil type, light conditions and aluminum
concentration in the soil influence the production of these compounds. For this, plants
of V. ferruginea were developed on different conditions for later extraction and / or
fractionation of the vegetal material for verification of biological activity by means of
bioassays and identification of chemical groups. Considering the results of the
parameters of germinability and development of the tested species it is possible to
inquire about the possibility of V. ferruginea being able to release toxic substances,
since direct consequences of the presence of these compounds in the extracts were
verified in the bioassay, such as: The inhibition / reduction of seed germination, injury
or necrosis in the root system and reduction of the development and accumulation of
dry mass of the seedlings. The results also provide evidence that some interactions of
the species with changes in their developmental conditions cause biosynthetic
pathway deviations of metabolites modifying and / or potentiating their phytotoxic
capacity.

Keywords: biological activity, secondary compounds, functional ecology, chemical
ecology, plant extracts, weed



1. INTRODUCAO
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Acredita-se que muitas espécies sejam capazes de sintetizar metabdlitos de
defesa permitindo que um individuo obtenha vantagem competitiva sobre o outro.

Esses metabolitos podem ser acumulados em resposta a varios fatores que
causam estresse na planta e podem constituir uma das principais razdes para o
estabelecimento ou ndo de uma espécie em determinado ambiente.

A baixa de mobilidade no reino vegetal resultou no desenvolvimento de
estratégias de defesa altermativa em muitas espécies, como a producdo de
metabdlitos secundarios para superar as situacdes de estresse e adaptar-se a
ambientres em mudanca (MAQBOOL et al., 2013).

Os metabolitos secundarios podem alterar a fisiologia da germinacgéo, do
crescimento e do desenvolvimento das espécies alvo, modificando assim a
composicdo das plantas vizinhas e a microbiota do solo, e consequentemente o
processo de sucessao ecologica (HABERMANN et al., 2016). As interacdes quimicas
mediadas por metabolitos secundarios sdo conhecidas como alelopatia e a sintese
desses metabdlitos faz parte das diversas estratégias de defesa selecionadas ao
longo da evolucao, podendo ou ndo ser o principal mecanismo de resisténcia de um
determinado individuo.

Estudos dessas substancias, conhecidas como aleloquimicos, tem
experimentado grande crescimento por caracterizar 0s processos bioquimicos
encarregados da modificacdo da estrutura de comunidades de plantas, definindo a
produtividade e o desenvolvimento agricola e florestal, e esclarecendo

comportamentos invasivos de alguns individuos (CIPOLLINI et al., 2012).



A alelopatia € um fenbmeno muito complexo e a composi¢do ou a localizacdo
das substancias aleloquimicas na planta € influenciada por fatores inerentes a
espécie, assim como por fatores ambientais (SCOGNAMIGLIO et al., 2015).
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Aliado aos conhecimentos do potencial alelopatico da espécie, o0 conhecimento
aprofundado da biologia, ecologia e processos bioquimicos das culturas e plantas

daninhas torna-se indispensavel como base de informacdes para o desenvolvimento



de estratégias adequadas de manejo das espécies daninhas, bem como sua potencial
exploracdo comercial.

Apesar dos primeiros relatos remeteram os efeitos de fitotoxidade a
Theophrastus, 300 a.C, os estudos para descrever 0os mecanismos bioquimicos
relacionados a alelopatia sé foram intensificados nos ultimos anos (CIPOLLINI et al.,

2012). Poucos estudos foram realizados com os milhares de compostos naturais
existentes, dada a complexidade bioquimica e ao comportamento biolégico entre
espécies, ainda pouco compreendido (FERREIRA; AQUILA, 2000; REIGOSA et al.,
2013). Adicionalmente a isso, atualmente, o contexto de alelopatia atrelado as plantas
daninhas receberam maior atencdo no cendrio ecoldgico, visto que estas podem
alterar a estrutura e funcdo de ecossistemas inteiros e também influenciar na
biodiversidade de sistemas (DEL FABBRO; PRATI, 2015) indicando a necessidade
de mais informacdes sobre essas espécies invasoras, visto que muitas das
informacdes j& consolidadas sdo baseadas em mera especulagdo e pouca evidéncia
cientifica (CIPOLLINI; SCHRADIN, 2011).

Alguns pesquisadores relatam a necessidade de estudos da influéncia de
compostos alelopéticos liberados por plantas nativas sobre o crescimento de outras
plantas (RIZZI et al.,, 2016). Enquanto algumas pesquisas descrevem que a
possibilidade de algumas plantas obtem vantagens competitivas devido a liberagcéo
de metabdlitos no meio é um novo desafio para estudos com plantas nativas
(MIRANDA et al., 2015).
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Entender e contolar a produ-«omégeamaemdtos
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Os estudos metabdlicos situam-se, neste contexto, entre as grandes
plataformas tecnoldgicas e analiticas que permitem estudar o perfil dos principais
metabdlitos secundarios de um dado organismo (HALL, 2006; BRAZ-FILHO, 2010).

A andlise metabolémica destaca-se entre as ferramentas que auxiliam a
compreensao da relacdo entre fenotipo e gendtipo (TIKUNOV et al., 2005), visto que
o0 metaboloma € um conjunto de metabdlitos produzidos pelas células, dessa maneira,
representa o produto final da expressado génica, capaz de determinar o fendtipo
quimico da célula ou do tecido em modificagbes do meio ambiente ou genéticas
(VILLAS-BOAS et al., 2005). Sendo assim, constitui em uma importante ferramenta
para o conhecimento sobre os produtos quimicos com propriedades alelopaticas e
seus mecanismos de sintese (SHULAEYV et al., 2008; DEY et al., 2012), além de
contribuir de forma significativa para o estudo da biologia de estresse em plantas,
identificando subprodutos do metabolismo sobre estresse (SHULAEYV et al., 2008).

A metabolébmica é uma ferramenta poderosa para 0 monitoramento das
mudancas de uma espécoe em resposta aos varios estimulos ambientais, e seus
resultados fornecem uma idéia do funcionamento das plantas sob condicbes
especificadas revelando os mecanismos moleculares subjacentes as respostas aos
estresses (RODZIEWICZ et al., 2014).

Deste modo, os estudos metabolémicos podem ser uma importante ferramenta
no reconhecimento de compostos que sinalizam a percepcéo de estresses (SHULAEV
et al., 2008). O conhecimento do perfil metabdlico das espécies pode auxiliar na
identificagdo de produtos bioativos que possibilitem a descoberta de novos
agroquimicos, 0s quais possuem interesse econdmico indiscutivel. E estudo de
metabdlitos envolvidos na resisténcia de plantas a estresses abibticos permite a
incorporacao de técnicas modernas para a criacdo de variedades melhor adaptadas
as codi¢cdes ambientais e é fundamental para o desenvolvimento de sistemas mais

produtivos e sustentaveis.



2. OBJETIVOS E HIPOTESE

Baseado na hipotese de que muitas espécies daninhas pertencentes a familia
Asteraceae apresentam ampla distribuicdo geogréfica, elevado potencial invasivo e
competitivo, incluindo na regido dos cerrados (Brasil central e regides periféricas), que
podem ser atribuidos a producdo de substancias quimicas téxicas que séo liberados
no meio e que sdo capazes de interferir no desenvolvimento das culturas agricolas,
de acordo com as condi¢cdes ambientais, 0s objetivos deste projeto sdo: a) avaliar se
Vernonia ferruginea interfere na germinacao e no crescimento inicial de plantas teste;
b) verificar se estresses ambientais (abioticos) em V. ferruginea sdo condicionantes
do grau dessa interferéncia; c) investigar se a interferéncia imposta por V. ferruginea
possui contribuicdo alelopatica; d) investigar a plasticidade metabolémica de V.

ferruginea frente a estresses abioticos.

2.1. Objetivos especificos

Ampliar os conhecimentos sobre a acao inibitéria de V. ferruginea, sobre a
germinacao e desenvolvimento inicial de seis plantas teste e confirmar a seguinte
hipétese: V. ferruginea libera substancias quimicas que favorecem o seu
estabelecimento no Cerrado e em sistemas agricolas.

Avaliar se o crescimento inicial de plantas de V. ferruginea submetidas a
diferentes disponibilidades hidrica, condicdes de luminosidade, concentracbes de
aluminio no solo ou tipos de solo podem alterar a producdo de metabdlitos
secundarios e modificar o potencial fitotéxico do extrato hidroetandlico das folhas e
das raizes da planta doadora, V. ferruginea, sobre a germinacao e crescimento inicial

de Urochloa brizantha.



3. REVISAO DE LITERATURA

Durante a evolucdo algumas espécies desenvolveram mecanismos agressivos
sobre outras espécies e aperfeicoaram seus mecanismos de sobrevivéncia para
assegurar sua existéncia ainda que em situagOes adversas. Alta producdo de
sementes e uma eficiente disperséo define bem a agressividade de uma espécie em
termos de ocupacao de novas areas.

Além disso, a adaptacdo aos estresses climaticos, fisiograficos e bibticos
também estdo ligados ao sucesso na competitividade pelos recursos do meio
(NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE, 1971). Tais fatores associados a ecologia
guimica explicam as interacfes alelopaticas e a competicAo observada nos
ecossistemas naturais ou manejados (MONQUERO, 2014).

Estudos mostram o potencial toxico de algumas plantas daninhas sobre as
plantas cultivadas e proporcionam evidéncias convincentes da sua importancia para
a sua maior habilidade competitiva (SILVA et al., 2016).

A alelopatia é um processo quimico ecolégico em que o0s metabdlitos
secundarios, liberados por uma planta, afetam a germinacao e o desenvolvimento de
outras plantas num mesmo ambiente (SALMAN et al., 2017), favorecendo maior
adaptacdo evolutiva. Esse fenbmeno é conceituado como um efeito inibitério ou
benéfico, que pode ocorrer direta ou indiretamente de uma planta sobre outra, via
producdo de compostos quimicos que séo liberados no ambiente (SANTOS et al.,
2015).

Em um ecossitema, as plantas competem dentro da sua espécie e com outras
espécies da comunidade pelos recursos do meio e por espaco (MAQBOOL et al.,
2013). Os aleloquimicos sédo produzidos como ferramentas que pode auxiliar a
sobrevivéncia de algumas espécies em ecossistemas naturais ou manejados
(MAQBOOL et al., 2013).

A alelopatia tem como uma das principais fun¢cdes eliminar a competicdo por
recursos mediante a liberacdo de compostos aleloquimicos (RIZZI et al., 2016). A
alelopatia diferencia da competicao pelo fato de que na primeira a interferéncia ocorre

pela liberacdo de compostos no meio, enquanto na segunda é devido a remogao ou



reducdo de fatores essenciais ao desenvolvimento, tais como agua, luz, nutrientes
(REIGOSA et al., 2013).

A alelopatia esta envolvida em interacdes intra e interespecificas que podem
afetar a estabilizacdo e a manutencédo de inimeras formas de vida no ambiente
(SANTOS et al., 2015).

Os aleloquimicos desempenham um papel significativo na formacdo de
padrdes vegetacionais, bem como a formacéo de comunidades (SANDERSON et al.,
2013). Os mecanismos de producédo e liberacdo de substancias fitotoxicas foram
adquiridos pelas espécies ao longo do curso da evolugéo, assim como a sua influéncia
direta e indiretamente nas plantas adjacentes (SANTOS et al., 2015).

Essas substancias quimicas afetam tanto os ecossistemas naturais como 0s
agricolas, alterando mecanismo ecolégico da vegetacéo, incluindo sua ocorréncia,
crescimento, sucessao, formacéo climax, e também a estrutura das comunidades,
influenciando na dominancia de espécies, (SANDERSON et al., 2013; MIRANDA et
al., 2015), abundancia e a diversidade, assim como o0 manejo e a produtividade de
culturas (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2015), e tem potencial de causar enormes danos
econdmicos ou ambientais (CIPOLLINI; SCHRADIN, 2011). Tais substancias também
sdo as principais responsaveis pelo fracasso do estabelecimento e a persisténcia de
algumas espécies vegetais, funcionando, muitas vezes, como um mecanismo de
controle (SANTOS et al., 2015).

As substancias toxicas liberadas por algumas espécies também podem causar
grande impacto em plantacdes comerciais devido a sua a¢ao na degradacédo do solo
e na reducéo da producéo e da biodiversidade (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2015).

Apesar da importancia do conhecimento sobre as espécies invasoras, poucos
sdo os estudos gue relacionam a sintese de compostos alequimicos presentes em
uma planta com a sua capacidade de invadir e se estabelecer em diferentes ambientes
(CIPRIANI et al., 2014).

Nos diferentes ecossistemas, plantas utilizam a estratégia de liberar esses
compostos produzidos pelo metabolismo secundario para se proteger da competicéo
exercida por outras plantas ao redor (MAQBOOL et al., 2013). A liberagcéo pode ser a
partir de folhas, raizes e serrapilheira em decomposi¢cdo (MIRANDA et al, 2014).



E importante destacar que a vegetacéo de uma certa area pode ter um padr&o
de sucessao condicionado as espécies pré-existentes e aos compostos quimicos que
estas liberam no meio ambiente, e desta maneira, o impacto, em um determinado
ecossistema, de uma planta daninha pode ser avaliado por meio de analises quimico-
ecoldgicas (CIPRIANI et al., 2014).

Os aleloquimicos variam na planta em composi¢ao, concentracao e localizacgéo,
podendo ser excretados para o meio, solo ou ar, de forma ativa ou simplesmente
lixiviados (GRISI et al., 2016; HABERMANN et al., 2016). Grande parte dos
aleloquimicos séo liberados pela exsudacao radicular (MORAES et al., 2012; DEL
FABBRO; PRATI, 2015; GULZAR; SIDDIQUI, 2015), afetando de forma direta ou
indireta a acdo de microorganismos e as interacdes planta/planta (MORAES et al.,

2012; GULZAR; SIDDIQUI, 2015).
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Depois de absorvidos pela planta, os aleloquimicos podem afetar as estruturas
citolégicas e ultra-estruturais; os hormdnios, considerando alteragdes nas
concentragbes e no balango entre os diferentes hormonios; membranas e sua
permeabilidade; absor¢cdo de minerais; movimento dos estbmatos, sintese de
pigmentos e fotossintese; respiracdo; sintese de proteinas; atividade enzimética;
relacdes hidricas e conducédo; material genético, induzindo alteracbes no DNA e RNA
(GRISI et al., 2016; HABERMANN et al.,, 2016; ANDRADE et al.,, 2017); e a

germinacado, conservacdo e dorméncia de sementes (SANTOS et al., 2015). Desta



forma, os aleloquimicos possuem varios mecanismos de ac¢do, sendo que uma
substancia pode ainda ter mais de um sitio de acao (REIGOSA et al., 2006).

O efeito alelop8tico pode ser epnottreenca |
condi-»es ambientais e o efeitoKOB8aYmeHIab:-

2004GANLH al ., 2006). Altera-»es ambientais
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A resposta das plantas aos estresses é um fendbmeno muito complexo e
apresentam caracteristicas individualizadas entre as espécies (RODZIEWICZ et al.,
2014). A qualidade e quantidade de metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas
variam de acordo com as espécies, a localizacdo geografica, o clima e as estacoes
do ano (TABAN; SAHARKHIZ, 2015).

Diversos fatores abio6ticos, como pH e caracteristicas nutricionais dos solos,
condi¢des hidricas, temperatura e radicdo solar podem ser considerados fatores
estressantes para muitas espécies (IMATOMI et al., 2013). Tais fatores exercem
efeitos diretos sobre a producéo, intensidade e liberacdo de compostos alelopaticos
(GATTI et al., 2014) e podem desencadear relagBes sinergisticas modificando os
niveis de aleloquimicos nas plantas (SANDERSON et al., 2013). As condi¢des de
estresse frequentemente aumentam a producdo de aleloquimicos, aumentando o
potencial de interferéncia alelopatica (MAQBOOL et al., 2013).

As al ter a- »e sdonaalperloodquu-2«i Cc 0, embora mui
podem mudar rotas inteiras, com pequenas mc
met aboli smo consiste numa s®rie dée ereeda-anceks
( MAQBOOL et.al ., 2013)

Os grupos de substancias com potencial alelopéatico incluem compostos
fendlicos, flavonodides, alcaldides, terpendides, glicosideos cianogénicos, compostos
derivados de acetatos, quinonas, saponinas, dentre outros (REIGOSA et al., 2006).

Vérias espécies de Asteraceae sao estudadas pela sua composi¢cao quimica e
possivel fonte de substancias alelopaticas, tais como: Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray (MIRANDA et al., 2015), Heterothalamus psiadioides Less (LAZAROTTO et al.,
2014), Baccharis patens Baker (SILVA et al., 2014), Parthenium hysterophorus L.
(MIRANDA et al, 2014; SHEHZAD et al., 2016), Mikania scandens (L.) Willd. (DEY et
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al., 2012), Ageratum conyzoides L. (IDU, 2014), Eclipta alba (L.) Hassk. (GULZAR;
SIDDIQUI, 2015), Achillea millifolium (ALIPOUR et al., 2012), Conyza cannadensis
(QUEIROZ et al.,, 2012), Erigeron annuus ( L . ) Per s. ( TUNAI TI ENA
Tagetes patula L. (KUMAR et al., 2017), Conyza bonariensis (L.) Cronquist (SILVA et
al., 2016), Ophryosporus charua (Griseb.) Hieron. (BRAVETTI et al., 2017), dentre
outras. Os estudos com Asteraceae tém evidenciado a existéncia de lactonas
sesquiterpénicas (MIRANDA et al., 2015), acidos clorogénicos, flavonodides (IGUAL et
al., 2013), terpenos (OTUSANYA; ILORI, 2012; MIRANDA et al., 2014), esteroides,
saponinas, taninos (ABEYSIRI et al., 2013), ligndides, carotendides (ZANON et al.,
2008), e alcaldides (ALIPOUR et al.,, 2012; DEY et al.,, 2012; OTUSANYA; ILORI,
2012).

O género Vernonia Schreb pertence a familia Asteraceae, tribo Vernonieae,
subtribo Vernoniinae e possui uma grande diversidade de espécies (IGUAL et al.,
2013), e tem distribuicdo Pantropical (MARTUCCI et al., 2014); caracterizada
guimicamente pela presenca de flavondides e terpendides (IGUAL et al., 2013), é
pouco exigente em relacdo ao tipo de solo e muito competitiva em solos de Cerrado
(YAMASHITA; ALBERGUINI, 2011). No Cerrado, o género Vernonia encontra-se
entre os mais abundantes, com aproximadamente 158 espécies distribuidas pelas
diferentes fisionomias desse mosaico de biomas (MELO; PEREIRA, 2014/2015).

A espécie Vernonia ferruginea é tipica do Cerrado (OLIVEIRA et al., 2015b),
ocorre no Peru, Bolivia, Paraguai e esta amplamente distribuida no Brasil, exceto na
regido sul, com presenga em campo Sujo seco e transicdo cerrado sentido restrito -
vereda (HATTORI; NAKAJIMA, 2011). Esta espécie também se desenvolve em beiras
de estradas e areas ndo agriculturaveis, onde conseguem propagar-se facilmente,
infestando lavouras, por meio de sementes transportadas pelo vento. A espécie é
popularmente conhecida como assa-peixe ou matapasto, destaca-se como uma das
mais importantes plantas daninhas em ecossistemas de pastagens (NEVES NETO et
al., 2013).

Em pastagens, muitas plantas daninhas possuem maior habilidade no
recrutamento de recursos do meio quando comparadas as plantas forrageiras. Esta
caracteristica proporciona a sobrevivéncia das plantas daninhas em ambientes

expostos aos mais variados tipos e intensidades de limitagbes e gera vantagens
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competitivas com a consequente ocupacao de espacos significativos nas areas, além
da reducao da capacidade de lotacdo das pastagens (YAMASHITA; ALBERGUINI,
2011).

Um dos maiores problemas encontrados na conducgédo de um sistema agricola
economicamente importante, como a pastagem, é a elevada infestacdo de plantas
daninhas. Segundo Kremer et al. (2016), a presenca de plantas daninhas em
pastagens é uma das principais dificuldades enfrentadas atualmente por pecuaristas
e agricultores.

A distribuicdo e a populagdo de muitas espécies de plantas daninhas tem
apresentado um aumento alarmante em diversas culturas, uma vez que possuem
colonizacdo mais rapida e sobrevivem bem em situacdes adversas (ALl et al., 2017).

Elevadas infestacdo de plantas daninhas aumentam o custo de producéo e
causam reducdes acentuadas na produtividade, quer pela competicao direta por
fatores de producdo ou pela liberagdo de metabdlitos secundarios no meio
(MENDONCGCA et al., 2016).

Muitas destas plantas daninhas produzem substancias alelopaticas e desta
forma interferem no desenvolvimento normal de algumas culturas, provocando
modificacdes na populacao das demais plantas (KREMER et al., 2016).

Estudos sobre a dindmica da regeneracgéo natural em fragmentos perturbados
e em areas degradadas demonstram que V. ferruginea destaca-se entre as principais
espécies encontradas (FERREIRA et al., 2009).

Um fato que merece destaque € o relato de produtores e agrénomos de que essa
espécie vem se dispersando rapidamente em areas de cultivo de soja na regiao do
cerrado, fato esse que pode estar associado a tolerancia ou a resisténcia a herbicidas,
como acontece com outras Asteraceae (p.e. Conyza spp. e Tridax procumbens), ou
até mesmo ao seu efeito alelopatico. Ou ainda, como observado para outras plantas
daninhas, devido a abundancia da sua ocorréncia, causada essencialmente pela baixa
regulacdo das espécies concorrentes (ALl et al., 2017).

Contudo, apesar da crescente importancia dessa espécie, até entdo nao foi
quantificado o seu grau de interferéncia em culturas de interesse agronémico.

Desde a década de 60 a vegetacdo do cerrado vem sendo substituida,

principalmente por plantios de soja e pastagens (SOUZA; HABERMANN, 2012), em
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funcdo da eminente necessidade de se aumentar a producéo de alimentos, visto a
demanda com aumento da populacao. Devido ao seu elevado potencial de disperséo
anemocorico, esta espécie possui elevado potencial para recolonizar os cerrados
substituidos por culturas agricolas, infestando essas areas. Dessa forma, esta espécie
é considerada uma importante planta infestante de pastagens, beiras de estradas e
terrenos baldios, acarretando prejuizo aos produtores e demais segmentos da
sociedade. Em experimento com capim-tanzania (Panicum maximum Jacq.),
conduzido na divisa dos municipios de Astorga e Maringa, no Noroeste do Estado do
Parand, Brasil, na altura de manejo do pasto de 20 cm, verificou a presenca de V.
ferruginea (CANTO et al., 2008). Apesar de ser considerada uma espécie daninha, V.
ferruginea € amplamente utilizada na medicina popular e estudos pré-clinicos tem
mostrado atividade antiulcerogénica (OLIVEIRA et al., 2012) e também possui
potencial apicola (RIBEIRO et al., 2008).

Devido a sua ampla distribuicdo e agressividade, V. ferruginea é considerada
uma espécie daninha muito além dos cerrados, sendo considerada uma espécie
invasora em culturas anuais e perenes. Alguns pesquisadores acreditam que o
aumento da ocorréncia dessa espécie em pastagens esteja relacionado a alta
viabilidade das sementes depositadas nos bancos de sementes e a sua elevada
capacidade de recrutamento em clareiras formadas no meio das pastagens
(FERREIRA et al., 2007), mas também por apresentar alguns indicios de efeito
alelopético. Além de competir com as pastagens cultivadas, acredita-se que V.
ferruginea seja capaz de competir com outras gramineas mais agressivas, facilitando
sua dispersao e recrutamento.

No complexo Pantanal, V. ferruginea invade e cresce de forma agressiva,
dominando e modificando habitats naturais perturbados (ALHO et al., 2011). Plantas
daninhas afetam a estabilidade de monoculturas, alteram a estrutura de comunidades
e ecossistemas, e destacam-se como a segunda principal causa de reducdo da
biodiversidade global seguida apenas pela fragmentacéo de habitat (MIRANDA et al.,
2015).

Em pesquisas com alelopatia, torna-se cada vez mais necessario o

conhecimento da composicéo dos extratos e associacdo aos efeitos encontrados em
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bioensaios, identificando as substancias téxicas (INDERJIT; DEL MORAL, 1997) ou
benéficas (MACIAS et al., 1997) as plantas.

A producado dos metabolitos pode ter influéncia de diversos fatores ambientais
como, estresse hidrico, deficiéncia de nutrientes, quantidades excessivas de aluminio
no solo, variagdes na temperatura e na radiagcdo solor, situagbes comumente
encontradas em &reas de cerrados (IMATOMI et al., 2013; HABERMANN et al., 2016).

A metaboléomica esta diretamente relacionada ao genoétipo de um individuo, a
sua fisiologia e a fatores ambientais, o que permite fazer a correlagcdo entre as
caracteristicas fenotipo e genotipo do individuo (TYAGI et al., 2010).

Os estudos metaboldomicos contribuem para a elucidagéo dos efeitos causados
por estresses bioquimicos e ambientais sobre as plantas (SCOGNAMIGLIO et al.,
2015). Esta abordagem pode ser aplicada como uma ferramenta promissora na
elucidacao de estresses causados em algumas plantas daninhas com alteracdes de
fatores abibticos. A ecometaboldmica ou metaboldmica ambiental aborda as
vantagens do estudo da interac&o dos fatores bidticos e abibticos entre os organismos
e 0 ambiente e também o conhecimento funcional desses organismos e suas
adaptacdes a nivel molecular (SCOGNAMIGLIO et al., 2015).

Estresses ambientais (p. e. alteragbes nas caracteristicas do solo,
disponibilidade hidrica, luz, espaco, etc.) podem interferir no desenvolvimento vegetal,
sendo necessario um ajustamento das vias metabdlicas dessa espécie a situacéo
ambiental vigente (SHULAEYV et al., 2008).

O IPCC (2013) mostra que devido as mudancgas climaticas, o regime de chuvas
tem se modificado ao longo dos anos, comprometendo a producéo agricola brasileira
devido a secas e inundacdes irregulares. Dessa forma, é importante se atentar a
possibilidade de estresses abidticos causados as culturas e principalmente as plantas
daninhas pelas variacfes pluviométricas, uma vez que a agua dos solos, provenientes
das chuvas, é considerada um dos principais fatores de acidificacéo do solo, podendo
baixar o pH do solo para valores ndo ideais para sua exploracao agronémica, elevando
a disponibilidade de Al*® e, em situacGes extremas, proporcionar alagamento das
raizes (ROBSON, 1989), o que acarretaria severas alteracdes metabdlicas capazes
de potencializar a producdo e liberacdo de substancias alelopaticas no meio ambiente.

Baseado neste cenario futuro, muitas espécies invasoras como V. ferruginea, que
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atualmente causam danos econémicos moderados, podem despontar como espécies
altamente probleméticas.

No Cerrado, as espécies crescem em solos com baixa disponibilidade
nutricional, acidos, com altos niveis de aluminio, e variacdo sazonal de disponibilidade
hidrica, situacdes que podem ser determinantes na producdo e liberacdo de
metabdlitos (IMATOMI et al., 2013).

Em muitas espécies nativas crescendo em ambiente natural, como € o caso de
algumas espécies de cerrado, a sintese de compostos alelopaticos pode variar nas
diferentes estagdes do ano, com a deficiéncia e/ou toxicidade de minerais, ou ainda
em funcédo dos niveis irradiancia, sugerindo uma adaptacédo do sistema de defesa as
flutuacBes ambientais.

Os estudos dos principais metabdlitos envolvidos no crescimento ou
desenvolvimento de plantas em resposta a variadas condicdes de estresse e a
interpretacdo adequada desses dados permitem a identificagdo de biomarcadores
potenciais ligados a tolerancia a fatores ambientais adversos e sdo importantes para
a introducdo de caracteristicas bioldgicamente desejaveis as espécies agricolas
(RODZIEWICZ et al., 2014).

A prospeccéao de substancias aleloquimicas produzidas por diversas espécies
vegetais encontram-se entre as possibilidades de ferramentas para controle e manejo
de plantas daninhas (MENDONCA et al., 2016).

As pesquisas sobre alelopatia também séo de grande importancia ecoldgica e
agricola, permitindo a compreensdo dos mecanismos envolvidos na producédo e
liberacdo de compostos toxicos, que podem sofrer variagées de acordo com os fatores
genéticos, climaticos ou antropogénicos.

Os avancos no conhecimento da influéncia de fatores ambientais na producéo e
liberacdo de compostos alelopaticos podem levar a uma manipulacdo vantajosa da
planta (GHERSHENZON, 1984) e contribuir para o controle de espécies indesejaveis,
resultando em sistemas mais equilibrados, com efeitos positivos sobre a produtividade
e longevidade das espécies cultivadas (SANTOS et al., 2015). E as substancias
naturais com atividade biologica sdo importantes fontes de novas moléculas que
podem ser utilizadas no desenvolvimento de produtos com potencial fitotoxico
(IMATOMI et al., 2013).



15

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Fracionamento

4.1.1. Coleta do material vegetal

Folhas completamente expandidas e raizes de uma populacéo de V. ferruginea
em plena fase vegetativa, desenvolvidas nas dependéncias do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(UNESP), no municipio de Jaboticabal, Sdo Paulo, foram coletadas de plantas com
cerca de 210 dias ap0s a emergéncia. Apos a coleta, o material foi transferido para
uma estufa de circulacédo forcada de ar com temperatura maxima de 40°C, por 120
horas. O material previamente seco foi moido em micro-moinho tipo Wiley (Marconi,

TE-840, Brasil), equipado com peneira malha 60 mesh.

4.1.2. Obtencéo dos extratos e fracdes

As folhas e raizes moidas de V. ferruginea pesando, separadamente, 1000 g
foram maceradas por 72 horas em 5 L de uma mistura etanol/agua (7:3, v/v), com
troca de solvente a cada 24 horas. A fracdo hidroetandlica de cada extrato foi
evaporada sob pressdo reduzida e o sobrenadante liofilizado, obtendo-se assim o
extrato hidroetanilico das folhas (EF) e das raizes (ER) de Vernonia ferruginea. Apos
a completa evaporacao dos solventes, o rendimento foi determinado considerando-se
a massa dos extratos das folhas e das raizes obtida em cada extracdo. O rendimento
total do extrato hidroetanélico da folha foi de 183,9 g e do extrato hidroetandlico da
raiz foi de 199,4 g.

Os extratos hidroetandlicos (EF e ER) foram submetidos a cromatografia liquida
a vacuo (CLV), cuja metodologia foi baseada no trabalho de Coll e Bowden (1986).
Foi utilizada silica 60 H (Merck) na proporgéo de 2:1 (300 g de silica e 150 g da fragéo)
em uma coluna de vidro, com placa sinterizada e 16 cm de diametro interno, acoplada

a uma bomba a vacuo.
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O fracionamento originou 5 fracdes do extrato das folhas e 6 fragGes do extrato
das raizes, utilizando, como eluentes, n-hexano (Hx), diclorometano (DCM), acetato
de etila (ACOEt), metanol (MeOH), agua e a mistura binaria metanol-agua (apenas
para o extrato da raiz), com volume gasto para cada eluente de 2000 mL, com excecao
da mistura binéria metanol-agua que utilizou 1000 mL. Apds o fracionamento, todas
as fracOes obtidas na CLV foram rotaevaporadas e/ou liofilizadas e mantidas em
freezer para uso posterior.

Na Tabela 1 esta representado a quantidade das fracdes das folhas (F) e das
raizes (R) de V. ferruginea em grama e o rendimento em porcentagem em relacéo a
quantidade dos extratos hidroetandlicos das folhas e das raizes submetidos a

cromatografia liquida a vacuo (CLV).

Tabela 1. CLV da fase hidroetandlica do extrato de maceracao radicular (R) e foliar
(F) e rendimento em gramas das fracdes obtidas do extrato hidroetandlico
de folhas e raizes secas de V. ferruginea na extragdo com solventes
organicos: n-hexano (Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt),
metanol (MeOH) e agua.

Eluente Volume (mL) Fracéo Massa (g) Rendimento (%)
Hx 2000 R1 15,3472 10,23
DCM 2000 R2 17,9637 11,98
AcOEt 2000 R3 7,7414 5,16
MeOH 2000 R4 39,4759 26,32
MeOH:Agua (1:1) 1000 R5 23,7353 15,82
Agua 2000 R6 32,6528 21,77
Eluente Volume (mL) Fracéo Massa (g) Rendimento (%)
Hx 2000 F1 9,2653 6,18

DCM 2000 F2 7,8351 5,22
AcOEt 2000 F3 5,9164 3,98
MeOH 2000 F4 24,2897 16,19
MeOH:Agua (1:1) - - -- --

Agua 2000 F5 20,1583 13,44

As fracbes aquosas e metandlicas tiveram maior rendimento, quando
comparados as demais fracdes, devido a afinidade de polaridade desses solventes

com agucares e produtos glicosilados presentes nos materiais vegetais. As fragoes de
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n-hexano e diclorometano tanto para extrato hidroetandlico da folha como da raiz
apresentaram rendimento intermediario e a fracdo proveniente de acetato de etila

obteve rendimento reduzido em relacdo as demais.

4.1.3. Bioensaio de germinacao

Os extratos EF e ER e as 11 fracOes obtidas da CLV foram diluidos em oito
concentracoes (0, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 ppm). ApOs o preparo, 0s extratos
foram caracterizados quanto a osmolalidade (osmémetro Wescor, modelo 5500), pH
(pHmetro Portétil Digital PM602 PLUS Completo) e condutividade elétrica
(condutivimetro de Bancada Digital C708 PLUS Completo). Como a osmolalidade dos
extratos encontravam-se em uma faixa de 93 a 101 mmol/Kg nédo foi necessario
adicionar um controle relativo Polietilenoglicol (PEG).

Como controle negativo (0 ppm) foi utilizado um tratamento com agua destilada
e como controle positivo, uma solugcédo contendo herbicida sintético oxifluorfem, nas
mesmas concentragcdes e com o mesmo numero de repeticdes que as solugbes com
os extratos. O pH dos controles foi ajustado de acordo com os resultados obtidos nas
determinacdes dos extratos.

Os biotestes foram feitos com diasporos do mesmo lote de Helianthus annuus
(girassol) hibrido Aguara 4, Lactuca sativa L. cv. Crespa Monica (FELTRIN) (alface),
Raphanus sativus cv. Crimson Gigante (FELTRIN) (rabanete), Sorghum bicolor
(sorgo) hibrido CVSW 80007, Triticum aestivum (trigo) cv. Cortex e Urochloa brizantha
cv. Marandu (braquiaria).

Os testes de germinacao foram feitos utilizando 20 diasporos distribuidas em
cada placa de Petri (9 cm de didametro) forradas com papel filtro Whatman N°2 e
umedecidas com 6 mL de solucdo nas diferentes concentragdes de cada extrato. Nos
grupos controle negativo e positivo também foram utilizados 6 mL de 4gua destilada
e da solugdo de herbicida, repectivamente. Os bioensaios foram conduzidos em
camara de germinacgéo, a 25°C, e fotoperiodo de 12 horas.

Ao término das avaliagbes, segundo adaptacdes de Brasil (2009), foi
contabilizado o numero de diasporos germinados para a determinacdo da

porcentagem de germinacdo e mensurados, com auxilio de papel milimetrado, o
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comprimento das raizes e do hipocétilo das plantulas. As raizes e partes aéreas foram
armazenadas separadamente em sacos de papel e secos em estufa de circulagao de

ar (40 °C) para determinacdo da massa seca.

4.1.4. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento empregado foi o inteiramente casualizado, com seis
repeticbes. Os dados germinabilidade foram submetidos primeiramente as
pressuposi¢cdes da analise de variancia, quando foi verificada a normalidade dos
dados pelo teste de Shapiro Wilk e homogeneidade de variancia pelo de teste de
Bartlett, ambos ao nivel de 5% de probabilidade. Posteriormente, foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. O comprimento e a massa seca da parte aérea e da raiz foram
analisados atraves de regressao polinomial. A escolha dos modelos foi feita com base
no coeficiente de determinacao relativo aos tratamentos e na andlise de residuos. Os
dados de comprimento e massa seca da parte aérea e das raizes das plantulas foram
calculados em porcentagens de inibicdo/estimulo em relagdo ao controle negativo,
onde zero indica o mesmo valor do controle negativo, valores positivos indicam
estimulo, e valores negativos inibicdo. E os dados de porcentagem de germinacéo,
comprimento e massa seca da parte aérea e raiz das plantulas também foram
utilizados para verificar a frequéncia de atividade alelopatica proporcionada pelos
extratos e pelas fra¢cdes na concentracao de 100 ppm em relagdo ao controle negativo,
sendo que 1 indicava a presenca e 0 a auséncia de atividade alelopética,

considerando os resultados obtidos por meio de andlise de variancia.

4.1.5. Perfis quimicos dos extratos e fracfes

Ap - s sceeniigb bi ol - gi co, 0sSs extratos e
espectrometria de massas, na qual foi utilizada a fonte de ionizacéo e electrospray
(ESI) para a determinacgéo do perfil quimico dos extratos e das fragdes. As aquisi¢cdes
foram realizadas no modo positivo e negativo, para determinar com esta ferramenta

as massas moleculares dos metabdlitos secundarios produzidos por V. ferruginea,
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com o intuito de submete-los a um estudo de desreplicacdo e também realizar uma
comparacao entre os perfis e a diversidade metabolica dessas fracdes.

Os extratos e as fragdes foram diluidos em acetonitrilo: agua (1:1 v:v) + 0,05%
de acido férmico e filtrados ut i | i zando wuma membr ana
final dos extratos e das fracbes foram de 1 mg mL-1. Para a injeccdo em UHPLC-
DAD-(ESI)-HRMS, Orbitrap (ThermoTM), com uma coluna Kinetex xb-C18
( Phenomen e x Espum métodoldé gradiante. O eluente "A" foi composto por
agua ultrapura com 0,05% de acido férmico (v: v) e o eluente "B" foi composto por
acetonitrila (grau LC-MS) com 0,05% de acido férmico (v: v). O volume de injecéo foi
de 4 ¢eL. Para a aqui si - «o-seduma véreeducassomgleta
nos modos positivo e negativo usando a tensdo de pulverizacdo em 3,6 e 3,2 Kvolts
(modos positivo e negativo respectivamente), temperatura do aquecedor de 300°C,
temperatura capilar a 320°C, (Unidade arbitraria) e gas auxiliar 11 (unidade arbitraria)
(ambos os modos positivo e negativo) (dados nao publicados de Rosa, A.L.).

4.2. Estresse

4.2.1. Disponibilidade hidrica

Aquénios de Vernonia ferruginea coletados no municipio de Jabaticabal-SP
foram colocados para germinar em recipientes com capacidade de 7 L, nas
dependéncias do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP), no Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo.
Quando as plantulas de V. ferruginea, semeadas previamente, encontravam-se com
uma meédia de 5,4 cm de altura, 13 folhas e 0,36 cm de didametro do caule foram
transplantadas uma plantula por unidade experimental e submetidas a cinco
tratamentos de disponibilidade hidrica, simulando precipitacdes correspondendo a
100, 200, 300, 400 e 500 mm distribuidos no més, com um controle sem restricao
hidrica (1000 mm), por 120 dias.

Cada unidade experimental foi constituida por recipientes com capacidade de
3 L, preenchido com solo e areia na propor¢ao de 3:1 (v/v). Apos o preenchimento dos

vasos coletou-se amostra composta do substrato (solo-areia) para caracterizagcéo

de 0

mas S
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quimica e fisica de rotina (Tabela 2) segundo os procedimentos para analise de solos
de EMBRAPA (1997).

Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas do solo utilizado no experimento de
disponibilidade hidrica. Jaboticabal - S&o Paulo.
Parametro do solo

pH MO Presina K* Ca?* Mg* H+APF* SB T Y,
(CaCly) MO (g dm-®) (mg dm3) (mMolc dm3) (%)
6,2 15,0 96,0 57 54,0 23,0 10,0 82,7 92,7 89,0

Argila Limo Areia fina Areia grossa Textura

379 101 187 333 Argilosa

Soma de Bases (SB) = K* + Ca?* + Mg?*; Acidez total a pH 7 = H+AI®*; Capacidade de troca de cations
total a pH 7 (T) = SB + H+AI3*; Saturagdo por bases (V) = (100 * SB) / T. Tamanho dos componentes
da fase sdlida do solo: Argila: < 0,002 mm ou 2 ; Limo: 0,02 a 0,002 mm; Areia fina: 0,2 a 0,02 mm;
Areia grossa: 2 a 0,2 mm.

Ao término do periodo experimental foi realizada a coleta das folhas e das
raizes das plantas. As amostras foliares e radiculares foram colocadas em sacos de
papel e submetidas a temperatura de 40°C em estufa de secagem com ventilacao
forcada durante 120 h. As folhas e raizes de V. ferruginea, apdés a secagem, foram
moidas em micro-moinho tipo Wiley (Marconi, TE-840, Brasil), equipado com peneira
malha 60 mesh.

A umidade dos substratos decorrente dessa simulacao foi monitorada por meio
de sensor Hidro Farm (HFM2030 - Falker) instalado nos vasos. No decorrer do
experimento também foram monitorados a radiacao solar, a temperatura (°C) e a
umidade relativa do ar (%) com um Data Logger, e a temperatura do solo (°C), com o
auxilio de termémetro eletrénico digital (Salvterm 700).

Foram confeccionadas 6 repeticdes por volume de precipitacdo, que foram

dispostas no esquema inteiramente casualizado.
4.2.2. Tipos de solo
Plantulas de V. ferruginea desenvolvidas de acordo com o item 4.2.1, quando

alcancaram aproximadamente 2 cm de altura, 5 folhas e 0,20 cm de didmetro do caule

foram transplantadas, uma por unidade experimental, e irrigadas diariamente com
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aproximadamente 80% da capacidade de campo, determinada com o auxilio do
sensor Hidro Farm (HFM2030 - Falker) instalado nos vasos, por 120 dias.

Os substratos utilizados no desenvolvimento de V. ferruginea foram coletados
de diferentes areas com o proposito de verificar se as caracteristicas quimicas destas
areas podem afetar a atividade fitotoxica da espécie. As areas de coleta do substrato
apresentaram as seguintes caracteristicas:

Agricola (Agr): este substrato foi retirado da camada aravel (0-0,20 m), de
Latossolo Vermelho Eutréfico, de uma area utilizada em rotacdo (ano a ano) com a
cultura de milho e soja, por mais de 10 anos, ho municipio de Jaboticabal, localizada
na porcao centro-norte do Estado de S&o Paulo, na Bacia Hidrografica do Cérrego
Rico. A area encontra-se na provincia geomorfica V - Planalto Ocidental do Estado de
Sdo Paulo e a constituicdo geoldgica originaria de rochas efusivas béasicas da
Formacé&o Serra Geral.

Pastagem (Pas): substrato coletado de é&rea classificada como Latossolo
Vermelho Eutréfico com pastos recobertos por Urochloa brizantha cv. marandu
(braquiéaria) desde 1997, no municipio de Jaboticabal - SP.

Mata (Mat): o substrato foi coletado de um Latossolo Vermelho, em uma éarea
com mata nativa, ndo alterada pelo homem e caracterizada pela presenca de sub-
bosque rico em arbustos, no municipio de Jaboticabal - SP.

Itirapina (Iti): o substrato foi coletado de um Latossolo Vermelho Distréfico de
remanescentes do Cerrado, em um fragmento de cerrado denso, subtipo mais denso
e alto da fisionomia cerrado stricto sensu, na Estagdo Ecolégica e Experimental de
Itirapina, Instituto Florestal do Estado de S&o Paulo, localizada no municipio de
Itirapina, SP, inserida na Bacia Hidrogréafica do Lobo, com relevo pouco acidentado,
fazendo parte da provincia geomorfologica denominada Cuestas Basalticas,
localizada entre o Planalto e a Depresséo Periférica.

ltuiutaba (Itu): o substrato foi retirado do Latossolo Vermelho Eutrofico
corresponde a um fragmento de Cerrado sensu stricto, com paisagem composta por
um estrato herbaceo dominado principalmente por gramineas, e um estrato de arvores
e arbustos tortuosos, com ramificagdes irregulares e retorcida, localizado no municipio
de ltuiutaba, na mesorregiéo geografica do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, estado

de Minas Gerais, que faz parte da Bacia Sedimentar do Parana, inserido no Grupo
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Bauru com Formacdo Vale do Rio do Peixe, Formacao Marilia e Formacdo Serra
Geral.
Os dados da Tabela 3 apresentam as propriedades quimicas e fisicas dos

substratos utilizados como tratamentos.

Tabela 3. Propriedades fisicas e quimicas do solo utilizado no experimento.
Jaboticabal - S80 Paulo. Agr: Agricola; Pas: pastagem; Mat: Mata; Iti:
Itirapina; Itu: ltuiutaba.

Paradmetros Agr Pas Mat Iti Itu

pH (CaCl) 6,2 £ 0,06 51 + 0,06 6,3 £ 0,10 34 = 0,06 6,1 + 0,06
MO (g dm3) 157 + 0,58 23,7 + 153 71,7 + 2,08 42,0 + 2,00 46,0 + 1,00
P (mg dm-) 943 + 1,53 12,0 + 2,00 66,7 + 1,53 93 + 1,53 6,3 + 0,58
K (mmolc dm-3) 56 + 0,12 1,1 + 0,10 32 = 0,15 0,8 + 0,06 3,8 + 0,10
Ca (mmolc dm-3) 54,7 + 0,58 17,0 + 0,00 417,3 + 2,52 3,7 + 058 1258 + 1,15
Mg (mmolc dm-3) 230 £ 1,00 13,7 + 0,58 83,7 + 0,58 2,0 + 0,00 37,8 + 1,15
H+Al (mmolc dm=) 10,7 + 0,58 26,7 + 0,58 13,0 + 1,00 103,0 + 2,00 16,0 + 1,00
SB (mmolc dm-3) 83,3 + 1,04 31,8 + 0,49 504,2 + 1,85 6,5 + 0,61 167,1 + 1,16
T (mmolc dm-3) 939 + 142 584 + 0,49 5172 + 159 1095 + 1,47 183,1 + 2,06
V (%) 88,6 + 050 544 + 0,83 975 + 0,19 59 + 0,62 913 + 0,45
Argila (%) 378 £+ 1,35 294 + 0,85 438 + 0,55 83 + 0,87 258 + 1,05
Silte (%) 10,7 + 1,44 6,0 £+ 0,74 248 * 1,60 48 + 0,69 10,3 + 1,36
Areia fina (%) 183 + 1,25 334 + 139 129 + 146 289 + 159 188 + 1,78
Areia grossa(%) 332 £ 1,20 311 + 153 186 + 1,17 579 + 148 450 + 1,55
Textura Argilosa Média Argilosa Arenosa Média

Os substratos foram colocados para secar em condicbes ambientais e
posteriormente foram peneirados e transferidos para recipientes com capacidade de
3L.

As plantas foram coletadas 120 dias ap0s o transplante. O material foi lavado
com agua deionizada e separado em folhas e raizes, e colocado para secar em estufa
a 40°C por um periodo de 120 horas. Apés a secagem o material foi moido em micro-
moinho tipo Wiley (Marconi, TE-840, Brasil), equipado com peneira malha 60 mesh
para ser analisado em laboratorio.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis repetigdes.
Os tratamentos constituiram dos diferentes tipos de subtratos (Agricola, Pastagem,

Mata, ltuiutaba e lItirapina).

4.2.3. Intensidade luminosa

Plantulas de V. ferruginea desenvolvidas de acordo com o item 4.2.1, quando

atingiram em média 2,6 cm de altura, 6 folhas e 0,24 cm de diametro do caule foram
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transplantadas, uma plantula por unidade experimental com capacidade de 3 L,
preenchido com solo e areia na propor¢ao de 3:1 (v/v), cujas caracteristicas quimicas
e fisicas encontram-se na Tabela 2.

Os recipientes contendo as plantulas foram divididos em quatro grupos, em
funcao da retencdo de luminosidade. Os grupos consistiram nas diferentes condi¢oes
de luminosidade: 0 (pleno sol), 30%, 50% e 70% de retencdo de luz solar, sendo
obtidos a partir de telados de polietileno de cor preta, conhecido como sombrites,
colocadas sobre as faces superior e laterais de um suporte de madeira com 80 cm de
altura.

As doze horas, a cada 7 dias, durante o periodo experimental, a radiagdo que
incidia sobre as plantas de cada tratamento foi monitorada, encontrado ao final do
per2odo experimental, vesh MPRdi Zghphe 6 811 86 me mo
2sle 318 & migara antratamentos 0 (pleno sol), 30%, 50% e 70%.

Todos os tratamentos foram irrigados diariamente, pela manha, até
aproximadamente 80% da capacidade de campo, determinada com o auxilio do
sensor Hidro Farm (HFM2030 - Falker) instalado nos vasos, por 120 dias.

Ao término do periodo experimental, o material vegetal de V. ferrufinea foi
coletado, lavado e separado em folhas e raizes. As amostras foliares e radiculares
foram colocadas em sacos de papel e submetidas a temperatura de 40°C em estufa
de secagem com ventilacdo for¢cada durante 120 h. Apés a secagem o material foi
moido em micro-moinho tipo Wiley (Marconi, TE-840, Brasil), equipado com peneira
malha 60 mesh para ser analisado em laboratorio.

O delineamento experimental adotado para o ensaio foi o de blocos ao acaso
e sob cada telado foram colocadas 6 repeticbes de cada unidade experimental

dispostas em duas linhas com 50 cm de espacamento entre plantas.
4.2.4. Concentrac@es de aluminio
Plantulas de V. ferruginea, desenvolvidas conforme descrito no item 4.2.1,

guando atingiram aproximadamente 1,9 cm de altura, 3 folhas e 0,19 cm de diametro

foram transplantadas para recipiente com capacidade de 500 mL, preenchido com
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solo coletado na regido de Itirapina de acordo com item 4.2.2, cujas caracteristicas
quimicas e fisicas encontram-se na Tabela 3.

Os tratamentos consistiram na irrigacdo com solucao contendo 0, 50, 100, 200,
400,800e 16 00 dematuminio proveniente de cloreto de aluminio (AlCIs.6H20),
formando assim os sete tratamentos.

A irrigacdo foi realizada diariamente, durante todo o periodo do experimento,
mantendo a umidade do solo proxima a 80% da capacidade de campo, pelo método
gravimétrico (DOBRIYAL et al., 2012).

Ao término do periodo experimental, sessenta dias apos o transplante das
plantulas, o material vegetal de V. ferrufinea foi coletado, lavado e separado em folhas
e raizes. As amostras foliares e radiculares foram colocadas em sacos de papel e
submetidas a temperatura de 40°C em estufa de secagem com ventilacdo forcada
durante 120 h. E as folhas e raizes de V. ferruginea secas foram moidas em micro-
moinho tipo Wiley (Marconi, TE-840, Brasil), equipado com peneira malha 60 mesh.

O delineamento experimental adotado para o ensaio foi inteiramente ao acaso,

com sete tratamentos em 10 repeticdes.

4.2.5. Bioensaio de germinacao

As folhas secas e moidas de V. ferruginea, dos quatro experimentos descritos
acima, pesando 40 g, por tratamento, foram maceradas por 72 horas em 200 mL de
uma mistura etanol/agua (7:3, v/v), com troca de solvente a cada 24 horas. A fracédo
hidroetandlica de cada extrato foi evaporada sob presséao reduzida e o sobrenadante
liofilizado, obtendo-se assim o extrato das folhas de cada tratamento: Experimento 1:
disponibilidade hidrica: 100 mm (5,3952 g), 200 mm (5,8104 g), 300 mm (5,5351 g),
400 mm (5,7936 g), 500 mm (5,9817 g) e 1000 mm (6,1362 g); Experimento 2: tipos
de solo: Agricola (Agr: 4,9265 g), Pastagem (Pat: 5,2457 g), Mata (Mat: 5,9386 @),
ltuiutaba (Itu: 5,5621 g) e Itirapina (Iti: 5,7352 g); Experimento 3: intensidade luminosa:
Pleno Sol (4,7283 g), 30% (5,0159 g), 50% (5,5096 g) e 70% (5,8236 g); Experimento
4. concentracdes de aluminio: 0 € mo | (7,22370,05979), 190 cmoll
(6.8219g),200 ¢e(®A23g), 400 ¢e(®@38g), 800 (BB g) e 1600
€ mo(%,7793 q).
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Os extratos resultantes da extracdo hidroetandlica dos diferentes tratamentos
descritos acima foram diluidos em oito concentracées (0, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400
e 800 ppm). Apdbs o preparo, os extratos foram caracterizados quanto a osmolalidade
(osmbdémetro Wescor, modelo 5500), pH (pHmetro Portatil Digital PM602 PLUS
Completo) e condutividade elétrica (condutivimetro de Bancada Digital C708 PLUS
Completo). Como a osmolalidade dos extratos encontravam-se em uma faixa de 77
a 104 mmol/Kg néo foi necessario adicionar um controle relativo Polietilenoglicol
(PEG). Como controle (0 ppm) foi utilizado um tratamento com agua deionizada, com
pH ajustados de acordo com os resultados obtidos nas determinac¢des dos extratos.

Os biotestes foram realizados com sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu
(braquiéaria). Os testes de germinacéao foram feitos utilizando 20 diasporos distribuidas
em cada placa de Petri (9 cm de diametro) forradas com papel filtro Whatman N°2 e
umedecidas com 6 mL de solucdo nas diferentes concentracbes de cada extrato.
Foram utilizados 6 mL de &gua destilada no grupo controle. Os bioensaios foram
conduzidos em camara de germinacéao, a 25°C, e fotoperiodo de 12 horas.

Ao término das avaliacfes, segundo adaptacdes de Brasil (2009), foi medido,
com auxilio de papel milimetrado, o comprimento das raizes e da parte aérea de todas
as plantulas. As raizes e partes aéreas foram armazenadas separadamente em sacos
de papel e secos em estufa de circulacdo de ar (40 °C) para determinacdo da massa

Seca.

4.2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento empregado foi o inteiramente casualizado, com seis repeticdes.
Os dados germinabilidade, comprimento e massa seca da parte aérea e da raiz foram
submetidos primeiramente as pressuposi¢cdes da andalise de variancia, quando foi
verificada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro Wilk e homogeneidade de
variancia pelo de teste de Bartlett, ambos ao nivel de 5% de probabilidade.
Posteriormente, foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade por concentracdo do extrato para
comparacao da variacdo do potencial inibitorio em funcédo dos tratamentos. Para a
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representacdo desses dados de comprimento e massa seca da parte aérea e da raiz

foram realizados graficos de box-plot.

4.3. Andalise metabol6mica

Ao término dos experimentos de disponibilidade hidrica, tipos de solo,
intensidade luminosa e concentracdes de aluminio foi realizada a coleta de amostras
folhas e raizes e armazenadas em freezer (-80°C) para a confeccdo dos extratos e
analises metabolémicas. Os extratos foram confeccionados e avaliados segundo
protocolos desenvolvidos pelo grupo AsterBioChem (www.asterbiochem.org) do
Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo (FCFRP-USP), sob supervisdo do Prof. Dr.
Fernando Batista da Costa, conforme descrito no item 4.1.5.

Os cromatogramas e dados de tempos de retencéo e de espectrometria de
massas (EM) de cada pico cromatografico foram extraidos do software e em seguida
visualizados, lidos e alinhados utilizando as rotinas pré-programadas. E os dados,
apos o tratamento, foram submetidos a andlises estatisticas multivariadas nao-
supervisionadas e supervisionadas, visando a discriminagdo ou formacéo de grupos

metabolicamente semelhantes.


http://www.asterbiochem.org/

27

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fracionamento

Os resultados do bioensaio indicam que os extratos hidroetandlicos tem efeito
toxico sobre a germinacgdo e o desenvolvimento inicial das espécies testadas, mesmo
nas concentragdes mais baixas. O aumento na concentracdo dos extratos
hidroetandlicos de folhas e raizes ocasionaram uma reducdo da porcentagem de

germinacao nas seis plantas teste (Tabela 4).

Tabela 4. Germinacao (%) de diaporos de H. annuus, L. sativa, R. sativus, S. bicolor,
T. aestivum e U. brizantha submetidas a diferentes concentragdes extratos
hidroetandlicos de folhas (EF) e raizes (ER) de V. ferruginea.

Concentracbes H.annuus L.sativa R.sativus S. bicolor T.aestivum U. brizantha
(ppm) EF EF EF EF EF EF
0 85 a 100 a 100 a 74 a 100 a 83 a
12,5 71 b 93 ab 100 a 76 a 100 a 83 a
25 64 bc 86 bc 98 ab 70 a 100 a 83 a
50 58 bcd 78 cde 87 bc 68 ab 100 a 78 ab
100 57 cd 80 cd 85 ¢ 68 ab 100 a 77 ab
200 49 de 76 de 72 d 68 ab 91 a 75 ab
400 47 de 76 de 65 d 66 ab 78 b 69 b
800 41 e 71 e 38 e 58 b 52 ¢ 50 ¢
F *%* *% *% *%* *%* *%
CV (%) 12,75 5,40 7,40 9,07 6,05 7,93
DMS 13,99 8,28 11,08 11,55 10,14 11,02
Trat. H.annuus L.sativa R.sativus S. bicolor T. aestivum U. brizantha
(ppm) ER ER ER ER ER ER
0 83 a 100 a 100 a 78 a 100 a 85 a
12,5 74 ab 89 b 97 a 76 a 100 a 85 a
25 69 bc 86 b 84 b 72 ab 100 a 81 a
50 64 bc 83 bc 82 b 71 ab 100 a 77 a
100 67 bc 73 cd 52 ¢ 73 a 99 a 66 b
200 59 cd 74 cd 38 d 71 ab 98 a 62 b
400 58 cd 64 de 33 d 69 ab 71 c 52 ¢
800 48 d 60 e 32 d 63 b 46 d 37 d
F *% *%* *%* * *% *%*
CV (%) 9,58 7,39 8,46 7,71 4,34 7,48
DMS 11,66 10,81 10,17 10,27 7,20 9,44

ns,Nao significativo a 5%, * Significativo a 5%, **Significativo a 1% pelo teste de Tukey; CV (%): Coeficiente de
variacédo; DMS: diferenca minima significativa. Médias seguidas pelas mesmas letras para os extratos néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Alguns pesquisadores relatam que frequentemente ocorrem falhas ou atrasos
na germinacdo de algumas espécies dificultando a analise e impossibilitando a

verificacdo de que as diferengcas na germinabilidade (%) ndo foram em decorréncia
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deste fator (TRIGO et al., 1999). No entando, as sementes colocadas para germinar
foram selecionadas em funcdo da sua alta qualidade, homogeneisadas e separadas
nos diferentes tratamentos ao acaso e as sementes ndo germinadas foram
submetidas ao teste de tetrazolio (ISTA, 2017), constatando-se viaveis.

Quanto a espécie L. sativa, a analise de germinabilidade e os dados de
desenvolvimento sugerem interferéncias nas rea¢des metabdlicas que culminam em
alteracbes na germinagdo e no crescimento. Os aquénios de L. sativa sdo
frequentemente utilizados em bioteste devido a rapidez e uniformidade no seu
processo de germinacgdo, e também, em funcéo de sua sensibilidade aos compostos
alelopéticos presente nos extratos (RIZZI et al., 2016).

No teste de germinacdo, além de L. sativa, as espécies de H. annuus, e R.
sativus mostraram-se bastante sensiveis aos compostos presente nos extratos. O
efeito fitotoxico de uma espécie somente é presenciado quando a quantidade critica
de compostos quimicos chegam a planta alvo, pois os principais 6rgdos das plantas
tém potencial para armazenar certas quantidades desses compostos (FRIEDMAN,
1995). No entanto, alguns pesquisadores relatam que, mesmo em concentracdes
muito pequenas, os compostos fitotéxicos podem afetar o processo de germinagéo
(FAROOQ et al., 2012) comprometendo o desenvolvimento e a produtividade de uma
espécie.

A resisténcia ou tolerancia aos metabdlitos secundarios sdo mais ou menos
especificos, e assim diferentes espécies podem apresentar diferentes respostas
guando na sua presenca (FERREIRA; AQUILA 2000).

Embora o efeito fitotoxico apresente diferenca quanto a resposta em relacdo a
concentracdo ele nao foi seletivo ou especifico entre as espécies. As seis espécies
testadas foram afetadas pelos extratos hidroetanélicos das folhas e das raizes, sendo
gue houve efeito significativo linear negativo do extrato de V. ferruginea tanto para o
comprimento quanto para a massa seca da parte aérea e da raiz (p<0,05), 0 aumento
da concentracéo do extrato influenciou as variaveis (Figura 1).

Tanto na parte aérea quanto na raiz foram evidenciadas reducdes, embora
muitas pesquisas revelam efeito mais acentuado sobre as raizes devido ao contato
mais intimo destas com os compostos fitotoxicos e a alta permeabilidade dos tecidos
radiculares (SALMAN et al., 2017).
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Quanto as fracdes dos extratos foi observado um comportamento diferenciado.
Ndo foram observadas diferencas significativas para a variavel porcentagem de
germinacdo de H. annuus nas fragdes diclorometanica (R2) e acetoetilica (R3) das
raizes; L. sativa nas fragdes hexanica (F1), diclorometanica (F2), acetoetilica (F3) e
metandlica (F4) das folhas e metandlica (R4), metano:agua (R5) e aquosa (R6) para
as raizes; R. sativus nas fracfes hexanica (F1) e diclorometanica (F2) das folhas e
metano:agua (R5) para as raizes; S. bicolor nas fragcbes hexanica (F1),
diclorometéanica (F2), acetoetilica (F3) e aquosa (F5) das folhas e diclorometanica
(R2), acetoetilica (R3), metandlica (R4), metano:agua (R5) e aquosa (R6) para as
raizes; em T. aestivum nas fracbes hexanica (F1), acetoetilica (F3) e aquosa (F5)
para as folhas e metandlica (R4), metano:agua (R5) e aquosa (R6) para as raizes; e
para U. brizantha apenas nas fragcbes metandlica (F4) e aquosa (F5) das folhas.
Porém ocorreu diferenca significativa para a mesma varidvel nos demais tratamentos.

A porcentagem de germinacdo das plantas teste ndo foi afetada na mesma
proporcao para as diferentes fracbes de folha e raiz (Tabela 5). As diferencas de
sensibilidade entre as plantas teste sdo comuns na alelopatia e pode ser explicada
pela variacdo os mecanismos de absorcdo e pela translocacdo e sitios acdo das
fitotoxinas entre espécies (GRISI et al., 2016).

Ainda em relacdo a porcentagem de germinagéo, notou-se que apenas a fragao
hexéanica da raiz apresentou diferenca significativa do controle para esse parametro
nas seis espécies testadas, em funcdo do aumento da concentracdo do extrato. A
inibicdo da porcentagem de germinagao pode estar associada a altas concentragdes
de compostos alelopaticos no extrato. Segundo Ali et al. (2017), o efeito maximo da
supressao alelopatica pode ser evidenciado quando os aleloquimicos interferem nos
estadios iniciais de crescimento da planta.

A germinagdo, o crescimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia das
plantulas sdo eventos fundamentais para a manutencdo do estande e para a alta
produtividade da cultura. E esses eventos dependem essencialmente de boa e
uniforme germinacdao, e rapido estabelecimento das plantulas que podem ser afetados
quando em convivéncia ou semeadas em areas anteriormente infestadas pela espécie

V. ferruginea.
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Tabela 5. Germinacéo (%) de diaporos de H. annuus (Ha), L. sativa (Ls), R. sativus

(Rs), S. bicolor (Sb), T. aestivum (Ta) e U. brizantha (Ub) submetidas a
diferentes concentracdes de extrato do fracionamento de folhas (F) e raizes
(R) de V. ferruginea.

Ha F1 F2 F3 F4 F5 R1 R2 R3 R4 R5 R6
Q**=* 79 a 86 a 8l a 83 a 84 a 79 a 82 79 83 a 88 a 83 a
12,5 78 a 83 ab 80 a 83 a 8l a 78 ab 80 80 83 a 88 a 83 a
25 79 a 80 ab 79 a 79 ab 8l a 78 ab 76 78 82 a 87 a 8l a
50 76 ab 79 ab 80 a 80 ab 80 a 77 ab 79 79 75 ab 82 ab 82 a
100 78 ab 73 b 78 a 77 abc 77 a 75 ab 76 81 73 ab 79 ab 74 a
200 76 ab 72 b 76 a 78 ab 76 a 76 ab 78 77 67 bc 73 b 61 b
400 74 ab 57 c 64 b 72 bc 63 b 73 ab 77 79 58 cd 58 c 60 b
800 71 b 51 ¢ 39 ¢ 68 c 52 ¢ 71 b 79 78 54 d 51 ¢ 56 b
F *% *% *k *k * ns ns *k *% *%k
CV (%) 5,22 8,08 8,10 5,85 7,59 5,33 4,40 6,50 8,39 7,74 7,56
DMS 7,41 10,89 10,87 8,43 10,48 7,51 6,42 9,55 11,21 10,85 10,18
Ls F1 F2 F3 F4 F5 R1 R2 R3 R4 R5 R6
0 100 100 100 100 100 a 100 a 100 a 100 a 100 100 100
12,5 100 100 100 100 100 a 100 a 100 a 100 a 100 100 100
25 100 100 100 100 100 a 100 a 98 ab 100 a 100 100 100
50 100 100 100 100 100 a 100 a 97 abc 99 ab 100 100 100
100 100 100 100 100 98 a 100 a 91 c 100 a 100 100 100
200 100 100 100 99 98 a 9 a 93 bc 99 ab 100 100 100
400 100 100 99 100 95 a 98 a 91 c 98 ab 100 100 100
800 100 100 98 98 89 b 94 b 84 d 97 b 99 100 100
F ns ns ns ns *x ** ** * ns ns ns
CV (%) 0 1,18 1,19 2,86 1,78 3,59 1,69 0,72 0 0
DMS 0 2,22 2,21 5,19 3,27 6,29 3,11 1,34 0 0
Rs F1 F2 F3 F4 F5 R1 R2 R3 R4 R5 R6
0 100 100 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 100 a
12,5 100 100 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 99 a 100 100 a
25 100 98 100 a 100 a 99 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 100 a
50 100 100 99 a 100 a 9 a 98 ab 100 a 100 a 100 a 100 100 a
100 100 98 99 a 100 a 98 a 98 ab 98 ab 99 ab 99 a 99 100 a
200 100 98 98 a 99 ab 95 a 97 ab 96 ab 98 ab 98 ab 100 98 ab
400 98 100 97 ab 98 ab 94 ab 93 b 93 bc 94 bc 98 ab 99 98 ab
800 99 99 93 b 97 b 88 b 83 ¢ 89 c 91 ¢ 95 b 100 96 b
F nS ns * * ** *% *% *% *% ns *
CV (%) 1,11 1,70 3,10 1,57 4,00 3,69 3,33 3,19 1,94 1,04 1,96
DMS 2,07 3,14 5,88 2,90 7,19 6,59 6,02 5,79 3,57 1,93 3,60
Sb F1 F2 F3 F4 F5 R1 R2 R3 R4 R5 R6
0 71 72 72 73 ab 73 71 ab 71 75 70 73 74
12,5 73 73 74 72 ab 73 72 a 73 73 73 74 73
25 70 73 73 76 a 71 73 a 70 74 71 71 72
50 72 70 70 72 ab 73 72 a 71 73 68 74 73
100 72 73 69 71 ab 69 73 a 73 73 69 74 73
200 73 70 71 68 abc 70 69 ab 69 72 73 73 70
400 70 71 70 67 bc 72 68 ab 69 71 69 72 74
800 69 71 71 62 c 72 63 b 68 72 70 73 73
F ns ns ns *x ns * ns ns ns ns ns
CV (%) 5,67 6,02 6,04 6,15 6,00 5,84 6,09 6,52 5,91 6,52 5,58
DMS 7,51 8,01 7,99 8,00 7,98 7,62 7,96 8,82 7,72 8,85 7,54
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Continuacao da Tabela 5.

Ta F1 F2 F3 F4 F5 R1 R2 R3 R4 R5 R6
0 100 100 a 100 100 a 100 100 a 100 a 100 a 100 100 100
12,5 100 100 a 100 100 a 100 100 a 100 a 100 a 100 100 100
25 100 100 a 100 100 a 100 100 a 100 a 100 a 100 100 100
50 100 100 a 100 100 a 100 100 a 98 ab 100 a 100 100 100
100 99 100 a 100 100 a 100 100 a 96 ab 96 ab 100 100 100
200 98 100 a 100 99 a 100 100 a 96 ab 94 bc 100 100 100
400 99 98 ab 100 98 a 100 94 b 94 ab 93 bc 100 100 100
800 98 97 b 100 88 b 100 89 c 91 b 90 c 100 100 100
F ns * ns ki ns ki *x *x ns ns ns
CV (%) 1,67 1,74 0 2,51 0 2,73 3,78 2,55 0 0 0
3,08 3,32 0 4,58 0 4,97 6,80 4,58 0 0 0
Ub F1 F2 F3 F4 F5 R1 R2 R3 R4 R5 R6
0 85 a 83 a 83 a 81 81 85 a 82 a 80 a 83 a 83 a 83 ab
12,5 83 a 81 a 84 a 80 79 81 a 80 a 76 ab 82 a 82 ab 83 a
25 81 ab 78 a 82 a 81 81 8l a 77 ab 74 abc 80 a 83 ab 83 a
50 80 ab 75 a 78 a 78 80 80 a 74 abc 73 abc 80 a 81 ab 82 ab
100 76 abc 74 a 75 a 77 79 78 ab 71 abc 71 abc 79 a 78 abc 82 ab
200 69 bc 57 b 56 b 74 79 68 b 65 bcd 69 bc 79 a 77 abc 80 ab
400 65 cd 49 bc 55 b 74 78 54 ¢ 63 cd 68 bc 76 a 73 bc 79 ab
800 55 d 45 ¢ 53 b 73 76 34 d 58 d 65 ¢ 63 b 71 c 74 b
F ok ok ok ns ns ok ok ok ok ok *
CV (%) 8,65 9,21 9,28 6,51 5,51 7,80 9,11 6,86 6,56 6,41 5,75
DMS 11,93 11,61 12,21 9,34 8,12 10,16 12,06 9,18 9,46 9,34 8,63

ns,N&o significativo a 5%, * Significativo a 5%, **Significativo a 1% pelo teste de Tukey; CV (%): Coeficiente de
variacdo; DMS: diferenga minima significativa. Médias seguidas pelas mesmas letras para os extratos néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). *** Primeira coluna: concentracéo dos extratos em ppm. F1 e R1: n-hexano;
F2 e R2: diclorometano; F3 e R3: acetato de etila; F4 e R4: metanol; R5: metanol:dgua; F5 e R6: agua.

O comprimento da parte aérea para H. annuus, nos extratos diclorometanico
(R2) e acetoetilico (R3) das raizes; L. sativa nas fragdes hexanica (F1) e metandlica
(F4) das folhas, e metandlica (R4) e metano:agua (R5) das raizes; R. sativus em
frac6es diclorometanica (F2) e metandlica (F4) das folhas, e acetoetilica (R3) e
metano:agua (R5) das raizes; S. bicolor nas fracbes diclorometanica (R2) e
metanolica (R4) das raizes; e U. brizantha em fragcdes aquosa das folhas e das raizes
(F5 e R6) nao houve diferenca significativa (p>0,05) e nenhuma equacéao de regressao
se adaptou ao comportamento observado. Para H. annuus, nos extratos hexanico
(F1), diclorometanico (F2), acetoetilico (F3) e metandlica (F4) das folhas e
metano:agua (R5) das raizes; L. sativa em fracdes aquosa (F5) das folhas e
acetoetilica (R3) das raizes; R. sativus em fracbes aquosa (F5) das folhas e
diclorometéanica (R2) das raizes; S. bicolor em fragdo R3; T. aestivum em fracdes
hexanica (R1) e aquosa (R6) das raizes; e U. brizantha em fracdo metandlica (R4)
das raizes a curva mais ajustada para a regressdo entre as concentracfes dos

extratos o comprimento foi a polinomial de 2° grau; e nos demais, a andlise de
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regressdo polinomial revelou reducdo linear do crescimento da parte aérea das
plantas, em funcao da concentracdo dos extratos, com reducao de até 75,49% para a
espécie mais sensivel (T. aestivum) no extrato acetoetilico (F3) (Figura 2). Embora as
substancias toxicas, em certas concentracfes, possam exercer forte efeito inibitorio
sobre o crescimento de uma espécie, existem espécies que esse efeito pode ser
menor ou até mesmo nulo (TABAN; SAHARKHIZ, 2015).

Vale ressaltar que o tamanho reduzido de algumas espécies pode estar
relacionado a germinacdo mais lenta que conduzira a uma maior suscetibilidade ao
estresse e a menores chances na concorréncia por recursos naturais (GATTI et al.,
2014).

O comprimento da raiz das plantas alvo variou em funcéo da espécie, do extrato
e da concentracdo dos extratos (Figura 3). A curva ajustada para a regressao
polinomial entre o comprimento da raiz e a concentragao dos extratos em relagéo aos
controles seguiu 0 modelo quadratico para H. annuus, nos extratos F3, F5 e R3; L.
sativa, em F5, R1, R3 e R4; para R. sativus, em F3, F4, R2 R3 e R6; em T. aestivum,
no extrato R1; e para U. brizantha, em F4 e R6; nos demais os dados adequaram-se
a regressao polinomial linear, com excecédo dos extratos F1 e R2, para H. annuus; R5,
em L. sativa; F1, F2 e R5, para R. sativus; R4, em S. bicolor; e F5, para U. brizantha,
nos quais nao houve diferenca significativa (p>0,05).

Os resultados obtidos da planta teste T. aestivum, independentemente do
extrato, indicaram relacao inversa entre a concentracao do extrato e o do comprimento
ou da massa seca da parte aérea e da raiz, sendo as redu¢des mais intensas obtidas
nos extratos diclorometénico e acetoetilico, tanto para a parte aérea (Figura 2 E),
como das raizes (Figura 3 E), com excecao do comprimento da parte aérea no extrato
aquoso (R6), que embora significativa (p<0,05), o coeficiente de determinacéo foi
baixo (R?: 57,78), demonstrando que com o aumento da concentracéo do extrato, ndo
proporcionou a respectiva redug¢do do comprimento da parte aérea.

De modo geral, as plantulas submetidas as fracbes de folhas e de raizes,
apresentaram menor crescimento de parte aérea. As relagdes aleloquimicas podem
debilitar o sistema radicular reduzindo o acumulo de biomassa em plantas
(CLEMENTS; DITOMMASO, 2011).



34

E 604 _ H.annuusg 307 L. sativaE 80 R. sativus
. . 3 _ i
5 8 254 B ou : o 70
@ 504 ‘Q ‘Q
@© ©c | 0 o\®-... © 604
(0] (O] ® o
g 40_ g g 50_
S T 8154 S 40-
.
2 30{ m F1 £062 > 2 o)™ FL NS > £ 301 a F1 2081
3 F2 7096 = g 191 F2 foss S | F2oNs
= 59l ® F3 F:053 = e F3 f:0.87 = e F3 093
o S 54 o
c v F4 f:081 c v F4 NS € 104 v F4 NS
S 0l > FS 7. 0.87 @ 3 ol > FS 7. 0.70 ® S ol > F5 7. 0.76 (c)
0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm) Extrato (ppm) Extrato (ppm)
E 1004 S. bicolor £ 1497 T. aestivur £ 807 U. brizantha
o 8 120- : S RN 5 5 .
@ 80 N} N} B SIS S
I ] © 60 i 5!5 » g
@ I3 100 Q .., 0 """d;;'@--...v
g 60— g 80_ g i‘ .... i' ...E. .."....o '?
3 3 8 40- R
® i
2 401w F1 096 2 01 a F1 096 £ m F1 72098 g
) F2 7 0.88 O 49l © F2 £0.94 N, 2 F2 7 0.96
£ £ 2 ® . £ 201
S 201 ® F3 . 0.91 = e F3 r081 s S ® F3 r:0.90
c v F4 F0.98 € 204 v F4 079 S v F4 F092
8 ol > F5 fi076 d S o > F5 f1089 OFs! > F5 NS U)
0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 800

Extrato (ppm) Extrato (ppm) Extrato (ppm)



w B A (e2}
o o o o
1 1 1 ]

Comprimento da parte aérea (m
N
o

=
o

o

g H. annuus £

..... ...E....@....@.....@

: 0.92
NS
NS

: 0.96
f:0.94
: 0.96

R1
R2
R3

R4
R5
R6

Comprimento da parte aérea

(9)

-

N )} (o] o

o o o o
1 1 1 ]

Comprimento da parte aérea (m
N
o

o

T
0 12

25 50 100 200 400 80
Extrato (ppm)

S. bicolor&E

¥ 0.79

NS

F: 0.78

NS

R5 F:0.87

R6 r:0.96 )

R1
R2
R3
R4

Comprimento da parte aérea

0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

301 5 L. sativa
B - A q v
254 el TRl
...... . 3
20 ..
....... &
154 s
m R1 r0.80 n
10l © R2 rz: 0.91
® R3 r:0.97
5 v R4 NS
T R5 NS
ol ” R6 r:0.85 (h)
0 12 25 50 100 200 400 80
Extrato (ppm)
1407 T. aestivunr
120
100
80-
5ol ™ R1 r:0.94 e
R2 r:0.85 )
404 ® R3 F:0.79
v R4 r:0.79
20+ R5 r:0.69
0l > R6 1 0.58 (k)

T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

35

E 807 R. sativus
S 704
N
© 604
Q
< 50-
o
8 40
(@]
£ 304 R2 F:0.86
g 00 R3 NS
= R4 r:0.92
£ 10- R5 NS
S 0 R6 r:0.81 (i)
0 12 25 50 100 200 400 80
Extrato (ppm)
£ 80 U. brizantha
& *
\g ..,.é:::-.@....
601 o e R, ®
g F B ST T AED e o
g ..'.s. ',:..i Q
© i e
5 40 R1 f:0.79 S g
£ R2 7:0.83 Y
Q R3  0.80 )
g 20_ 2. .
= R4 r:0.89
£ R5 r:0.70
S o R6 NS (0

T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

Figura 2. Efeito da concentragdo dos extratos das folhas (F) e das raizes (R) de V. ferruginea sobre o comprimento (mm) da
parte aérea (P.A.) de seis plantas teste. F1 e R1: n-hexano; F2 e R2: diclorometano; F3 e R3: acetato de etila; F4 e
R4: metanol; R5: metanol:agua; F5 e R6: agua.
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Figura 3. Efeito da concentragéo dos extratos das folhas (F) e das raizes (R) de V. ferruginea sobre o comprimento (mm) da
raiz de seis plantas teste. F1 e R1: n-hexano; F2 e R2: diclorometano; F3 e R3: acetato de etila; F4 e R4: metanol;
R5: metanol:agua; F5 e R6: agua.
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O comprimento da parte aérea e da raiz, assim como para a massa seca da
parte aérea, da maior parte das plantas teste diferiram do controle principalmente em
funcdo do aumento da precipitacdo. Neste sentido, vale ressaltar que embora os
meristemas primarios radiculares estejam protegidos pela coifa, apos a germinacao,
sdos o0s primeiros tecidos disponiveis as caracteristicas ecofisiolégicas absorviveis
gue os expdem a acdo de compostos fitotoxicos (REIGOSA et al., 2006).

Para a massa seca da parte aérea de H. annuus, nos extratos R2 e R3; L. sativa
em F1, F4, R4 e R5; R. sativus, nos extratos F2, F4 e R3; e U. brizantha em F5, R5 e
R6, a andlise de regressdo polinomial ndo foi significativa sobre o aumento das
concentracdes (p>0,05), indicando que esses extratos ndo afetam o desenvolvimento
das respectivas plantas teste, ou ainda, que as concentracdes utilizadas ndo foram
suficientes para prejudicar essas plantas (Figura 4).

Para as demais avaliacfes, as andlises de regressfes polinomiais linear ou
quadratica foram significativas entre as concentracfes e as massas. Com estes
resultados, observa-se que estas espécies respondem negativamente em termos de
massa seca, quando aumenta a concentracédo dos extratos. Desta forma, nota-se que
o grau de inibigdo promovido por determinado aleloquimico presente nos extratos é
dependente da sua concentracao.

A reducdo do acumulo de massa seca pode estar associada a acdo dos
extratos na mudanca da atividade das enzimas hidroliticas (SILVA et al., 2016).

No entanto, as substancias quimicas liberadas pelas plantas no ambiente
podem inibir ou promover a germinagdo das sementes e/ou desenvolvimento de
outras espécies em funcao da sua concentracdo (TABAN; SAHARKHIZ, 2015).

A massa seca da raiz para R. sativus, nos extratos F1, F2 e R5; S. bicolor em
R4; e U. brizantha em F5 nédo apresentou diferenca significativa (p>0,05), para os
demais a regressdo polinomial evidencia um coeficiente de determinacdo alto,
demonstrando que com aumento das concentracdes dos extratos houve diminui¢ao
da massa seca (Figura 5). Alguns pesquisadores relatam que as espécies podem
reagir de diferentes formas a presencga de substancias fitotoxicas e a sensibilidade a
estas toxinas dependem de caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas de cada espécie
(TABAN; SAHARKHIZ, 2015).



= 60+ =
o e
£ £
S 50- &
\% \%
£ 40- £
g g
(4] (]
O 304 O
3 &
@ @
A 204 2
s _ @
= - =

» F5 r:0.95 (a)

10 T T T T T T T T

0 12 25 50 100 200 400 800
~ 3 Extrato (ppm) -
o 97 S. bicolor @
e e
~ 74 ~—
(4] (4]
o o
\q_) 6_ \q_)
© ©
3 54 i)
@ @
o 4 o
(4] 5 (4]
$ 3lm F1 A083 3
© ,|° F2 (087 p
# “le® F3 094 a
$ 1{v Fa 099 £

0l > F5 f: 0.73 (d)

0 12 25 50 100 200 400 800

Extrato (ppm)

L. sativaD 107

1,4
1,2 ] [
Lol % %
084 0 e
. n
0,6 -
m F1 .
044 « F2 F:0.95
® F3 r:0.95
024 v F4 NS
» F5 r:0.92
010 T T T T T T T (Ib)
0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)
20+ | T. aestivurnr
184 ™
MR
14 I
124
10-
8 -
6l ™ 7: 0.89
F2 r:0.93
4 2 '.,-.@
® F3 r:0.86
21y E4 7076
01 » F5 004 (e)
0 12 25 50 100 200 400 800

Extrato (ppm)

Massa seca parte aérea (m

Massa seca parte aérea (mg)

39

. sativus

m F1
F2

e F3
F4

» F5

: 0.82
NS
¥: 0.84
NS
r: 0.81

(c)

.
.
.

F2
e F3

F4
F5

*: 0.88
: 0.95
: 0.96
: 0.93
NS

0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

U. brizantha
a T
> »
A A0 A

A 4

4T l

e,
‘.
U]

0 12 25 50 100 200 400 800

Extrato (ppm)



w B a 2]
o o o o
1 1 1 J

Massa seca parte aérea (mg)
N
<

H. annuus

NS
NS

f:0.79
: 0.88

=
o

Massa seca parte aérea (mg)

:0.91 9

0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

S. bicolor

P X3
? ; _..g,:aifj.'.g':'j'.:é'.'.'.'.'*'.'.'.l'.;

¥: 0.83
¥: 0.96
: 0.83
#:0.76

¥: 0.80
» R6 r:0.88 0)

m R1
R2
® R3
v R4
R5

0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

'E‘ 1,4-

©S o o r r
T e ® @ ®

Massa seca parte aérea (m
(@]
v

o
o

NS
NS

¥: 0.88

L. sativa

0

Massa seca parte aérea (mg)

Extrato (ppm)

¥: 0.88

0 12 25 50 100 200 400 800

T. aestivun

(k)

0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

Figura 4. Efeito da concentracdo dos extratos das folhas (F) e das raizes (R) de V. ferruginea sobre a massa seca (mg) da parte

aérea (P.A) de seis plantas teste. F1 e R1: n-hexano; F2 e R2: diclorometano; F3 e R3: acetato de etila; F4 e R4:

metanol; R5: metanol:agua; F5 e R6: agua.

S 10-

Massa seca parte aérea (m

Massa seca parte aérea (mg)

(o}
1

40

R. sativus

R2
R3

R4
R5
R6

(i)

a1
]

0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)

U. brizantha
g."':i .. > dl
Bl 2.> 5 B
O % ggg >
B Ees O “
RL 085 i
R2 r:0.78 y
R3 r:0.88
R4 r:0.87
R5 NS
R6 NS 0}

0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)



10+ H. annuus
S 84 )
e e
o o
N a N
5 6 5
g 2~ 8
o 4 : D
n ] . 0
(-5 . . . ('6
@ 21 F2 %096 $ 7
© ®
s ® F3 r:0.80 s
01y Fa 2094
» F5 r:0.84 (a)
T T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 80
Extrato (ppm)
457 S. bicolor
4,0-
D 2c. )
E® E
N 3.0 O ~
© ) ©
—_ 2,5— . ) —_
S 204 L S
g v 2
g Lo1m F1 r: 0.95 ? . <
2104« F2 ool v g, @
o 5 g
S 054 ® F3 091 s
004 ¥ F4 r:092
"1 » F5 f:0.83 (d)
T T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 800

Extrato (ppm)

031 L. sativa
0,2
| |
0,1
®
v . 0.
» F5 r:0.87 (b)
010 T T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 80
Extrato (ppm)
81 T. aestivunr
7_
6_
5_
4 Ty,
3/ m F1 72093 B “w.. 8
F2 0.95
21 e F3 £:0.092 o
14 v F4 f:0.92 ‘-
» F5 r:0.88 (e)
O T T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 800

Extrato (ppm)

41

2,41 R. sativus
S 2,04
g | P
~ 167 °
I L 200 o NG
g l24 YV :
(&)
g .
o 8 m F1 Kl
§ 04 F2 NS
s | e F3 090
0ol v F4 r:0.95
» F5 r:0.97 (c)
T T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 80
Extrato (ppm)
1.0 U. brlzantha
- é ---------- L., .. i ?
[«)) . Z " D >
E 0'8_ .."z. % g V..”; ?
- ., A I
N .’::0 b ‘. Y
G 0,6 .., ©
S ...,.:..’.’ )
g 0'4_ rz lé!.”:: “e, ‘*
8 m F1 ; 0.81 Q”NQ'".Q
@ 021« F2 089 =
= e F3 064 -
001y Fa Foos
» F5 NS )

T T T T T T T T
0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm)



42

107 H. annuus %397 i, L. sativa 2™ R. sativus
=) 0,251 Q S 207
E E E
N N 0,20 ~ 1.6
© s c .
S S 0,15 g b4 CN
o Q5 . r:0.88 Q = R1 72099 ‘4,
© © R2 r:0.85 g 987 . R2 foss ’ﬁiiyg,
) »n 0,104 0 TR
0 a ® R3 r0.80 o, ,l® R3 (098 §
= = v R4 7:0.93 "= v R4 7092
0,05 ,
: R5 r:0.83 0,04 ©* RS NS
» R6 r:0.92 © (ol > R6 £0.90 (h) » R6 r:0.83 (i)
0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 800
Extrato (ppm) Extrato (ppm) Extrato (ppm)
4,57 S.bicolor &7 .. T.aestivun ;o] \ U. brizantha
~ ~ 7 [ ‘1 = %:”.
(@) (@) (@) 4.
£ E o Soay © Tk
N N N NN
o S 51 : G 0,64 -
© © ’@tz,, v %
§ 0. é 41w R1 f:081 e . §o,4- m Rl 0096
s 191« R2 f:0.49 . s 3] R2 f077 TR . @ R2 P 0.95 RPN
@ 10{ e R3 f:0.97 e & e R3 f:0.98 " $021e R3 082 a B
© © 2- © 2 e
S 05/ v R4 NS s v R4 F0.96 . S v R4 7085 =
00l « RS r:0.78 14« R5 091 001 < R5 r:0.90
" | » R6 r:0.96 ) ol > RS . 0.89 (K) » R6 r:0.81 0}
0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 800 0 12 25 50 100 200 400 80

Extrato (ppm)

Extrato (ppm)

Extrato (ppm)

Figura 5. Efeito da concentracdo dos extratos das folhas (F) e das raizes (R) de V. ferruginea sobre a massa seca (mg) da raiz
de seis plantas teste. F1 e R1: n-hexano; F2 e R2: diclorometano; F3 e R3: acetato de etila; F4 e R4: metanol; R5:
metanol:agua; F5 e R6: agua.
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A analise de regressao polinomial revelou efeito (p<0,05) negativo e linear das
concentracfes na massa seca em todos os extratos das plantas L. sativa, R. sativus
e T. aestivum. Para T. aestivum, no extrato acetoetilico (F3) das folhas, tratamento
gue causou a maior reducéo percentual. De acordo com o modelo obtido, as plantas
reduziram, teoricamente, numa taxa de 0,0009119 mg por unidade de extrato (ppm)
da solucdo irrigada. Essa reducdo por aumento unitario de extrato contribuiu
significativamente na massa seca das plantas com reducdo chegando a atingir
85,27%, em relacdo ao controle.

As fracdes acetoetilica (F3) das folhas e hexanica (R1) das raizes foram
significativas em todas as plantas teste tanto para 0 comprimento quanto para a massa
seca, ajustando-se ao modelo polinomial linear ou quadratico de regressao.

A andlise de variancia do comprimento e da massa seca de T. aestivum revelou
diferengas significativas (p<0,05) para todos os extratos. A andlise de regressao
polinomial para as concentracdes acusou efeito linear ou quadratico significativo
também em todos os extratos, expresso pelas equacdes expressas ha Tabela 6, onde
Y representa o comprimento (mm) ou a massa seca (g), € X, a concentracao do extrato
(ppm); tendo de 69 a 75% da variagéo total sido explicada pelo modelo de regressao.
A espécie T. aestivum foi a mais sensivel aos compostos fitotoxicos, uma vez que,
todos os extratos e fragOes afetaram tanto 0 comprimento quanto a massa seca.

As fracBes diclorometanica e acetoetilica, tanto para folhas como raizes,
exibiram forte fitotoxicidade, indicando que estas fracbes acumularam maior
concentracdo de substancias com atividade fitotdxica. Contudo, Sticher (2008) afirma
gue a extracao inicial do material vegetal com solventes de baixa polaridade agrega
uma maior quantidade de componentes lipofilicos, enquanto solventes mais polares
propiciam a obtencao de materiais num largo espectro de polaridades.

Embora a concentracdo seja um fator importante na verificagdo de efeitos
inibitorios, nesta pesquisa observou-se que apenas 16% das analises apresentaram
estimulo nas concentragdes mais baixas e ainda assim ocorreu inibicdo do
desenvolvimento das plantulas com o aumento da concentracdo dos extratos. De
acordo com Rigon et al. (2016), o estimulo esta diretamente relacionado a producéo

fitohormonal da planta teste, ou ao incremento na sensibilidade de seus tecidos.
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Tabela 6. Resultados da analise de regressédo para as concentragdes dos extratos e das fracdes de folhas (F) e raizes (R) para
as variaveis comprimento (mm) da parte aérea e da raiz e da massa seca (mg) da parte aérea e da raiz das plantas

teste.
Trat. H. annuus L. sativa R. sativus S. bicolor T. aestivum U. brizantha
Comprimento parte aérea
EF -3,840x +64,164 -3,266x +33,967 -5,759x +75,122 -9,644x +111,33 -14,13x +119,27 -7,037x +74,811
ER -5,782x +69,368 -3,015x +36,565 -6,629x +80,173 -8,671x +106,00 -12,59x +130,81 -7,289x +72,705
F1  -0,401x?+2,566x+54,503 NS -1,080x +62,859 -4,813x +94,720 -5,685x +131,31 -3,459x +62,651
F2 -0,845x2+3,973x+51,549 -1,727x +30,766 NS -4,528x +100,60 -8,208x +137,29 -6,167x +78,168
F3 -0,624x2+3,178x+47,367 -0,830x +29,027 -2,278x +64,473 -7,619x +105,95 -16,24x +164,92 -4,977x +80,541
F4  -0,560x%+3,590x+49,390 NS NS -2,369x +87,368 -3,815x +120,28 -1,710x +64,917
F5 -2,620x +58,522 -0,469x2+2,785x+24,357 -0,624x%+3,634x+53,967 -1,488x +91,347 -3,855x +130,43 NS
R1 -0,753x +57,820 -1,830x +31,635 -1,401x +60,419 -1,075x +90,697 -2,551x2+14,87x+99,728 -4,032x +71,976
R2 NS -2,505x +32,138 -1,338x2+8,289x+48,749 NS -6,246x +121,10 -6,328x +82,113
R3 NS -0,372x242,245x+24,735 NS -1,050x2+6,500x+79,403 -5,542x +125,45 -2,709x +72,744
R4 -3,407x +58,632 NS -1,664x +64,327 NS -3,494x +117,00 -0,983x2+5,185x+52,688
R5 -0,664x2+1,815x+54,092 NS NS -1,987x +94,871 -1,652x +120,87 -0,285x +58,394
R6 -4,810x +60,123 -0,896x +29,827 -1,466x +69,411 -2,752x +85,017 0,212x2-2,022x+117,79 NS
Comprimento raiz
EF  -4,579x +55,293 -10,71x +105,01 -12,60x +115,05 -10,30x +91,438 -13,32x +113,80 -9,445x +86,159
ER -5,013x +53,907 -11,38x +101,67 -13,66x +119,16 -9,028x +90,086 -15,80x +131,74 -8,610x +75,575
F1 NS -0,812x +82,932 NS -5,114x +72,431 -6,840x +105,55 -5,416x +67,918
F2 -3,107x +53,058 -5,920x +90,859 NS -6,553x +81,666 -11,17x +133,12 -5,426x +73,575
F3 -1,082x2+6,202x+40,451 -4,221x +85,166 -0,810x2+3,547x+103,46 -9,130x +90,865 -18,15x +159,58 -4,298x +73,363
F4 -3,645x +55,258 -5,606x +93,008 -1,363x2+5,786x+102,46 -5,563x +86,299 -8,743x +126,38 -0,385x2+1,615%x+57,801
F5 -0,824x%2+4,756x+37,020 -6,908x +98,257 -12,14x +138,11 -1,288x +62,097 -6,238x +119,35 NS
R1 -1,261x +48,031 -2,177x2412,62x+67,454 -15,06x +144,15 -5,779x +80,815 -3,395x2+20,49x+83,678 -8,207x +85,535
R2 NS -9,087x +93,481 -2,684x2+15,49x+87,774 -1,386x +74,882 -10,25x +110,33 -6,639x +79,752
R3 0,081x2-0,828x+47,520 -1,725x%+8,811x+72,059 -2,339x2+12,15x+94,483 -4,016x +71,793 -10,83x +114,06 -4,824x +68,884
R4 -3,547x +49,670 -1,497x248,217x+72,807 -8,191x +126,92 NS -9,2x +141,63 -3,390x +59,621
R5 -3,350x +53,125 NS NS -2,015x +69,104 -5,917x +124,34 -1,361x +58,195

R6

-2,391x +46,730

-5,701x +92,249

-0,414x%+2,535x+104,44

-1,232x +63,468

-3,168x +112,54

-0,394x%+2,474x+52,350
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Trat. H. annuus L. sativa R. sativus S. bicolor T. aestivum U. brizantha

Massa seca parte aérea
EF -3,214x +55,087 -0,187x +1,562 -1,043x +10,889 -0,496x +6,8840 -1,902x +19,866 -0,353x +4,0510
ER -2,898x +54,851 -0,162x +1,383 -1,267x +11,676 -0,678x +7,4990 -1,702x +20,919 -0,363x +4,0505
F1 -0,428x%+2,68x+42,1 NS -0,461x +9,61 -0,305x +6,98 -0,960x +11,94 -0,160x +3,56
F2 -1,78x +50,92 -0,021x2+0,093x+0,856 NS -0,141x +6,67 -1,06x +14,63 -0,331x +4,17
F3 -1,91x +46,98 -0,073x +1,06 -0,195x +8,29 -0,415x +7,58 -1,35x +14,65 -0,294x +4,23
F4 -0,755x +49,56 NS NS -0,185x +6,62 0,281x2-3,83x+18,32 -0,113x +3,78
F5 -3,16x +54,04 -0,032x24+0,179x+0,772 -0,372x +9,28 -0,276x +7,12 0,268x2-3,86x+19,62 NS
R1 -0,969x +43,76 -0,117x +1,12 -0,438x +9,49 -0,099x +6,86 -0,984x +13,54 -0,214x +3,77
R2 NS -0,139x +1,19 -0,642x +9,81 -0,096x2+0,555x+5,85 -0,549x +11,07 -0,293x +4,13
R3 NS -0,017x2+0,105x+0,805 NS -0,362x +7,7 -1,22x +15,91 -0,155x +3,89
R4 -2,36x +51,78 NS -0,394x +8,1 -0,056x +6,76 -0,977x +15,41 -0,056x2+0,315x+3,17
R5 -2,09x +53,27 NS -0,228x +8,66 -0,160x +6,75 -1,04x +18,51 NS
R6 -3,04x +53,75 -0,093x +1,24 -0,122x2+0,586%+7,9 -0,000x +6,43 -1,06x +18,82 NS

Massa seca raiz

EF -1,353x +11,144 -0,031x +0,2987 -0,253x +2,268 -0,366x +3,6398 -0,895x +7,8622 -0,113x +0,9922
ER -1,000x +8,268 -0,026x +0,2496 -0,312x +2,7259 -0,458x +4,5257 -1,114x +9,8776 -0,099x +0,8063
F1 0,007x2-0,075x+6,15 -0,007x +0,2148 NS -0,209x +3,92 -0,562x +7,06 -0,111x +0,9714
F2 -0,854x +7,27 -0,014x +0,2105 NS -0,182x +3,51 -0,619x +7,98 -0,108x +0,9724
F3 -0,512x +7,46 -0,013x +0,2119 -0,175x +2,04 -0,358x +3,83 -0,911x +8,37 -0,095x +0,953
F4 -0,186x2+0,997x+6,12 -0,024x +0,2970 -0,129x +1,57 -0,408x +4,14 -0,455x +7,03 -0,019x2+0,108x+0,791
F5 -0,459x +7,76 -0,031x +0,3335 -0,173x +1,8 -0,184x +4,01 -0,394x +7,47 NS
R1 -0,275x +6,29 -0,034x +0,3515 -0,200x +1,96 -0,274x +4,4 -0,781x +8,6 -0,141x +1,18
R2 -0,051x +6,79 -0,016x +0,2067 -0,222x +2,16 -0,154x +4,06 -0,414x +5,92 -0,113x +1,04
R3 -0,061x +6,77 -0,029x +0,3304 -0,204x +2,09 -0,457x +4,61 -0,600x +7,51 -0,118x +1,2
R4 -0,942x +9,21 -0,022x +0,2792 -0,154x +1,77 NS -0,380x +7,33 -0,118x +1,14
R5 -1,18x 49,12 -0,008x +0,2791 NS -0,257x +4,38 -0,202x +7,11 -0,015x2+0,072x+0,846
R6 -1,5x +12,8 -0,025x +0,2999 -0,053x2+0,378x+1,4 -0,202x +3,55 -0,191x +6,65 -0,128x +1,36

F1 e R1: n-hexano; F2 e R2: diclorometano; F3 e R3: acetato de etila; F4 e R4: metanol; R5: metanol:agua; F5 e R6: agua.
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As variaveis que apresentaram significancia para os efeitos da interacao
concentracbes com o comprimento ou a massa seca (p<0,05), as equagbes de
regressao polinomiais da interacdo encontram-se na Tabela 6, tendo sido obtida
resposta linear ou quadratica para as concentracdes nos comprimentos e massas
testadas.

A presenca de aleloquimicos no extrato, assim como o aumento de suas
concentracfes promoveram um ambiente estressante aos diasporos das plantas
teste, tendo resultado na inibicdo da maioria dos parametros testados.

A reducgao da porcentagem de germinacgdo, do comprimento ou da massa seca
pode ser consequéncia de danos ou inativagdo de vias do sistema metabdlico. As
substéancias alelopaticas podem afetar a fluidez da bicamada fosfolipidica do sistema
de membranas celulares, ocasionar mudancas em nivel hormonal e fotossintético ou
ainda proporcionar o aciumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SILVA et al.,
2016).

Os parametros da espécie teste U. brizantha, assim sua resposta aos extratos
e fracoes da planta doadora merecem destague, uma vez que elas possum estreita
relacdo em ecossistemas agricolas. Desta forma, vale ressaltar que a germinacao de
U. brizantha mostrou-se sensivel, com valores que diferiram do controle em muitas
fracOes. Essa interferéncia constatada na porcentagem de germinacao, indica que a
V. ferruginea pode proporcionara atraso na germinagdo, mesmo em condi¢cdes
naturais, visto que, uma das fracdes que proporcionaram reducdo desse parametro
foi a aquosa da raiz.

As informacdes sobre germinabilidade de U. brizantha também podem ser Gteis
ao analisar pastagens degradadas com grande infestacédo de V. ferruginea. Uma vez
qgue, levantamentos de banco de sementes de amostras de solo coletadas nos
primeiros 10 cm de profundidade, em area com pastagem degradada de U. brizantha
cv. Marandu possuem 380 sementes puras viaveis por m? (EMBRAPA, 1991).

Estudos com a parte aérea, a raiz e semente de uma espécie do mesmo género,
Vernonia polyanthes Less., proporcionaram inibigdo sobre a germinagéo de sementes
e desenvolvimento da radicula de plantulas de Urochloa brizantha, Urochloa
decumbens e Urochloa humidicola (SOUZA FILHO et al., 1996).



a7

O sucesso da invasdo e estabelecimento de plantas perenes como V.
ferruginea, em pastagens de espécies do género Urochloa pode estar relacionado as
interacOes alelopaticas. A invasdo ou a sucessao da vegetacado de uma determinada
area pode estar condicionada as plantas pré-existentes no banco de sementes e as
substancias quimicas que estas liberam no meio ambiente durante o seu
desenvolvimento (RIZVI; RIZVI, 1992; GRISI et al., 2016).

Alguns extratos e fragOes de V. ferruginea levaram ao surgimento de anomalias
nas espécies-alvo, demonstrando sinais de necrose, desestruturacdo e modificacao
no conteudo celular, em funcdo do aumento da presenca de extrato. Estes resultados
evidenciaram o acentuado efeito fitotoxico dos extratos e fracdes de V. ferruginea e
seu potencial uso na elaboracao de novos produtos fitossanitarios.

As fracdes resultantes do fracionamento do extrato hidroetandlico das folhas e
raizes de V. ferruginea foram ranqueadas quanto a atividade alelopatica, baseando-
se no somatorio da presenca e auséncia dos dados de germinabilidade, comprimento
e massa seca da parte aérea e da raiz nos extratos a 100 ppm, em relacdo ao controle
(Tabela 7). As fracBes com maior atividade sobre a germinag¢édo, comprimento e massa
seca foram os extratos da fragéo de diclorometano e acetato de etila da folha, o que
confere a estas fracdes forte presenca de compostos com potencial alelopéatico
gquando comparado as demais. A polaridade dos solventes encontra-se entre os
fatores que podem afetar na extracdo das substancias bioativas de espécies vegetais,
de modo que extratos preparados a partir de diferentes solventes, de um mesmo
individuo, podem apresentar atividade alelopatica diferente.

Dessa forma, € possivel sugerir que as substancias com maior atividade
fitotoxica possam estar sollveis em solventes de baixa ou de média polaridade. E
guando comparadas, as fracdes diclorometanicas e acetoetilicas aos extratos
hidroetandlicos das folhas, é possivel verificar que as substancias dos extratos atuam
de modo sinérgico colaborando para o alto potencial alelopatico dos mesmos.

Ainda considerando a frequencia de atividade alelopatica, observou-se que a
espécie alvo mais sensivel aos testes de germinacédo foi T. aestivum com uma
somatoria da frequencia de atividade alelopéatica de 39, seguida da espécie U.
brizantha com 32, enquanto R. sativus foi a espécie menos sensivel a presenca dos

extratos, com apenas 20 na somatéria da frequéncia.
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Tabela 7. Fréquencia de atividade alelopatica proporcionada pelos extratos das fracdes de hexano (Hx), diclorometano (DCM),

acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e agua das folhas (F) e daraiz (R) de V. ferruginea. Presenca (1) e auséncia
(0) de atividade alelopatica nos extratos a 100 ppm, em relac&o ao controle, nos didsporos e plantulas de H. annuus
(Ha), L. sativa (Ls), R. sativus (Rs), S. bicolor (Sb), T. aestivum (Ta) e U. brizantha (Ub) para a porcentagem de
germinacao (G), comprimento e massa seca da parte aérea e raiz das plantulas.

o Comprimento Massa seca

Varaveis G Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz

Fragdo/

espécie Ha Ls Rs Sb Ta Ub Ha Ls Rs Sb Ta Ub Ha Ls Rs Sb Ta Ub Ha Ls Rs Sb Ta Ub Ha Ls Rs Sb Ta Ub Total
Hx o o o o o1 o0 001111 0 o001 11 0 O0O11 1 1 0 1 0 1 1 1 14
DCM i1 0 o o o0 1 1 1 0 1 1 1 1 10 12 112 1 1 0 121 1 121 1 1 0 1 1 1 22

F AcOEt o o o o o1 1 11 1 01 0 112 111 1 101217 1 1 1 1 0 1 1 1 21
MeOH iF1 0 o o o o o oo 1 120011171110 0 00121 1 0 0 1 1 1 1 1 14
Agua o oo o o o011 oo0 0170 01211 o0 10 1 11 01 01 1 0 0 1 0 12
Hx o o o o o1 1 1 0 0 01 1 11 1 0 0 1 11 01 1 1 1 1 1 1 1 19
DCM 110 0 11 0 10 O 12112 0 11 011 0 11 0 1 1 O 1 1 O0 1 1 19
AcOEt o o o0 o 1 1 o 00 0111 o 1101211 o0 01 0 11 0 1 1 1 1 0 15

R MeOH i+ 00 O o0 o 1 o1 o 1 0 1 112 0127112 1 01 0 1 0 1 121 1 1 1 1 18
MeoHé4gua 0 O 0 0 0 O 1 o0 O 1 O O 1 OO O 1 0 1 0O 1 0 O 1 1 0 O 1 1 10
Agua i1 0 0 o o o 1 10 1 0o O 1 20 0 1 0 1 o1 1 0 0O 1 121 0 1 1 0 14

Total 5 1 0 0 2 6 7 5 2 6 7 6 5 9 7 5 106 7 5 6 6 9 6 7 11 5 8 11 8
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A andlise da porcentagem de inibi¢cdo/estimulo do comprimento e massa seca
da parte aérea e da raiz das plantulas, em relagéo ao controle sédo pontos de partida
para a investigacdo de efeitos da alelopatia entre as espécies vegetais. Embora os
compostos com potencial alelopaticos extraidos por meio de solventes organicos néo
obrigatoriamente sdo os mesmos liberados pelas plantas ao meio, visto que tal
extracdo ndo reproduz o processo natural de solubilizacdo de aleloquimicos em seu
ambiente natural, onde as condicbes de sintese e liberacdo de metabdlitos séo
reguladas pelas interacbes ecoldgicas determinada pelas condicdes ambientais
(REIGOSA et al., 2013), é interessante ressaltar que os estudos preliminares das
respostas de espécies teste a presenca de extratos com potencial alelopatico é de
fundamental importancia na investigacdo das substancias envolvidas em tais
interacoes.

De maneira geral, os extratos das folhas provenientes de n-hexano,
diclorometano e acetato de etila proporcionaram as maiores porcentagens de inibicao
sobre o crescimento e a massa seca das plantas teste (Figura 6). Quanto aos extratos
das raizes, além das trés fracdes citadas acima, a fracdo extraida com metanol
também se destacou entre as frac6es que proporcionaram maior inibicdo. E também,
foi observada uma relagédo dose-dependente, visto que, quanto maior a concentragao
do extrato, maiores inibicbes ocorreram no comprimento e na massa seca. Os extratos
mais ativos, como por exemplo, o diclorometano, manteve os niveis de atividade
fitotoxica nas menores concentracdes, indicando potencial para um estudo mais
aprofundado da fracao. Alguns extratos foram téo, e até mais inibitorio que a solucao
herbicida, quando comparados ha mesma concentracao.

O estimulo do comprimento ou da massa seca, quando ocorreu, foi observado
apenas em baixas concentracdes dos extratos. O maior estimulo foi constatado para
a massa seca da parte aérea na espécie teste L. sativa, no extrato da folha na fracéo
metanol a 25 ppm (20,6%), seguido do extrado da folha na fragdo com acetato de etila
a 12,5 ppm (19,4%), também constatado para a massa seca da parte aérea. Esse tipo
de resposta estimulatéria que algumas espécies apresentam quando expostas a
baixas concentracdes de extratos vegetais com potencial alelopatico é de ampla
ocorréncia e pode estar relacionado a diversos mecanismos em nivel celular (WEIR
et al., 2004).
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