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GOMES, Marli de Moraes. Extrato aquoso de crotalaria sobre a germinacédo e o
crescimento inicial de manjericdo. 2017. 59p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O sistema de plantio direto de hortalicas sobre cobertura morta € uma pratica
conservacionista que vem se difundindo no Brasil. O sucesso da sua implantagao
depende da escolha da espécie vegetal, pois algumas delas podem liberar, no
processo de decomposicdo, substancias alelopaticas capazes de interferir no
desenvolvimento de outras espécies. A crotalaria € uma leguminosa utilizada para
adubacdo verde e cobertura morta do solo, apresenta em sua composi¢ao
substancias quimicas capazes de interferir no desenvolvimento de outras plantas e
organismos. O trabalho teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico de extratos
aquosos de crotalaria, preparados por infusdo € maceragao, sobre a germinagao e o
crescimento inicial de plantulas de manjericado, bem como, identificar e quantificar os
compostos fendlicos. Os extratos aquosos concentrados foram preparados por
infusdo e maceragao através da mistura de 100 g de material vegetal seco e moido
com 1000 mL de agua destilada, e a partir deste feitas as diluicbes em agua
destilada, nas concentracdes de 25, 50, 75 e 100% e um controle. Os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial 2x5 (dois métodos de preparo e cinco
concentragdes) com quatro repeti¢cdes. Os testes foram realizados em laboratério e
casa de vegetacdo. Foram avaliados o pH, o potencial osmético, identificados e
quantificados os compostos fendlicos dos extratos. O ensaio conduzido em
laboratério em delineamento inteiramente casualizado, utilizou-se 50 sementes de
manjericao para cada repeticdo que foram acondicionadas em caixas plasticas com
duas folhas de papel filtro umedecidas com as concentracdes dos extratos. O
experimento da casa de vegetagdo foi elaborado pelo delineamento em blocos
casualizados, 20 sementes de manjericdo foram semeadas por caixa de polietileno
com a mistura de solo e areia (2:1 v/v), e umedecido com os extratos com 200 mL
por caixa. Os parametros analisados foram: percentual de sementes germinadas e
emergidas, indice de velocidade de germinagdo e emergéncia, percentual de
plantulas anormais, comprimento da parte aérea e da radicula, massa seca total de
plantulas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Os resultados obtidos indicaram que os
extratos aquosos de crotalaria inibiram a germinagcdo e crescimento inicial de
manjericdo nas concentragdes de 75 e 100%. A acdo de inibicdo foi mais
significativa para o método de extracdo por infusdo. Foram identificados e
quantificados os seguintes compostos fendlicos: acido galico (20,63 ug g), acido
ferulico (10,74 pg g) e acido cinamico (1,36 ug g).

Palavras-chave: Crotalaria juncea L. Alelopatia, Planta de cobertura. Ocimum
basilicum L.



GOMES, Marli de Moraes. Agueous extract of sunn hemp on germination and
initial growth of basil. 2017. 59p. Dissertation (Master’'s Degree in Agronomy) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The direct planting system of vegetables on mulch is a conservative practice that has
been diffused in Brazil. The success of its implementation depends on the choice of
plant species, because some of them could release, in the process of decomposition,
allelopatic substances capable of interfere in the development of other species. The
sunn hemp is a leguminous used to green fertilization and mulch on the soil, presents
in its composition chemical substances able to interfere in the development of other
plants and organisms. This study had as a goal evaluate the allelopatic potential of
aqueous extracts of sunn hemp, prepared by infusion and maceration, under the
germination and the initial growth of basil plantlets, as well as, identify and quantify
the phenolic compounds. The concentrated aqueous express were prepared by
infusion and maceration through the mixture of 100g of dry and grinded plant material
with 100mL of distilled water, and from those the dilutions in distilled water were
made, in the concentrations of 25, 50, 75 and 100% and a control. The treatments
were arranged in a factorial scheme 2x5 (two preparation methods and five
concentrations) with four repetitions. The tests were performed in the laboratory and
green house. Were evaluated the pH, the osmotic potential, identified and quantified
the phenolic compounds of the extracts. The trial conducted at the laboratory in a
completely randomized design, 50 seeds of basil were used for each repetition which
were placed in plastic boxes with two paper leafs dampened with the concentrations
of the extracts. The trial in the green house was elaborated by the completely
randomized blocks design, 20 seeds of basil were seeded by each polyethylene box
with the mixture of sand and soil (2:1 v/v), and dampened with the extracts with
200mL per box. The analyzed parameters were: percentage of germinated and
emerged seeds, germination and emergence velocity indexes, percentage of
abnormal plantlets, length of aerial part and root, total dry mass of plantlets. The data
were submitted to an analysis of variance and the means compared by Tukey test
(5%). The obtained results indicated that the sunn hemp aqueous extracts inhibited
the germination and initial growth of basil in the 100 and 75% concentrations. The
action of inhibition was more significant to the infusion extraction method. Were
identified and quantified the following phenolic compounds: galic acid (20,63 pg g),
ferulic acid (10,74 pg g) and cinnamic acid (1,36 ug g).

Keywords: Sunn hemp. Allelopathy, Cover crop. Ocimum basilicum L.
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1 INTRODUCAO

O cenario agricola brasileiro tem priorizado a insergao de praticas
que favoregam a producgdo de alimentos naturais e organicos, aliadas a conservagao
dos recursos ambientais.

O sistema de plantio direto de hortalicas €& uma pratica
conservacionista que pode favorecer a produgcdo de plantas condimentares,
aromaticas e medicinais com menor emprego de agroquimicos. Entre elas, o
manjericao (Ocimum basilicum L.) pode ser beneficiado por esse sistema, por ser
importante condimento alimentar aromatico consumido principalmente in natura, e
pelo grande interesse econdmico que tem despertado, devido suas propriedades
medicinais, € explorado como matéria prima para extracdo do 6leo essencial, rico
em linalol, utilizado na industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos.

A crotalaria (Crotalaria juncea L.) destaca-se entre as leguminosas
utilizadas no sistema de plantio direto de hortalicas, tanto antecedendo o plantio
como adubacao verde, quanto como cobertura do solo. Apresenta potencial para
controlar plantas invasoras e fitonematodides através de compostos alelopaticos do
seu metabolismo secundario, além da capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e
elevada producao de biomassa.

O conhecimento das interagdes entre espécies vegetais é de
fundamental importancia para a distribuicdo numa comunidade, e esta diretamente
ligado ao sucesso de implantacdo do sistema de plantio direto, uma vez que,
algumas plantas, no processo de decomposicdo podem liberar substancias
quimicas, como compostos fendlicos, flavonoides e taninos, provenientes do
metabolismo secundario, com potencial para inibir ou prejudicar o desenvolvimento
de outras espécies ou organismos. A este fendmeno da-se o nome de alelopatia.

A utilizagdo do potencial alelopatico das culturas € importante no
sistema de plantio direto, j4& que além de barreira fisica, a palha da cultura
antecessora pode liberar aleloquimicos e controlar algumas espécies de plantas
invasoras. E também, interferir na emergéncia e desenvolvimento de espécies
cultivadas.

Normalmente, no processo de investigacdo das caracteristicas

alelopaticas de uma espécie sao realizados testes laboratoriais com aplicacdo de
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extratos vegetais, e sua agao sobre a germinacdo de sementes de espécies
bioindicadoras sensiveis ou da cultura de interesse.

O conhecimento da alelopatia de plantas de cobertura utilizadas no
sistema de plantio direto sobre hortaligas € incipiente, principalmente relacionado as
espécies com potencial medicinal, como o manjericido. E importante realizar
pesquisas nesse sentido, para o conhecimento da relagao entre as espécies, e para
o planejamento de implantagdo das técnicas de plantio direto e adubagéo verde nos
sistemas de producao.

O trabalho teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico de
concentragcdes de extratos aquosos de Crotalaria juncea L., preparados por infusdo
e maceragao, sobre a germinagao e o crescimento inicial de manjericdo, bem como,

identificar e quantificar os compostos fendlicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTIO DIRETO DE HORTALICAS

No cultivo convencional de hortalicas € comum o revolvimento do
solo, que pode com o tempo, reduzir a quantidade e a qualidade da matéria organica
(SOUZA et al., 2014; RAMOS et al.,, 2015). O plantio direto ja consagrado na
producdo de graos, utilizado em mais de 30 milhdes de hectares no Brasil, € uma
importante ferramenta para a obtencao de sistemas produtivos sustentaveis também
na olericultura (SOUZA; REZENDE, 2011). Assim, o cultivo de hortalicas em sistema
plantio direto tem-se difundido no mundo, com forte tendéncia ao crescimento em
sua adogao (SOUZA et al., 2014).

O plantio direto de hortalicas é definido como um sistema de manejo
sustentavel do solo e da agua, que compreende diversos processos, fundamentado
em trés requisitos basicos: o revolvimento minimo do solo, restrito a cova ou sulco
de plantio, a diversificacdo de espécies pela rotagdo de culturas e a manutengao de
residuos vegetais com o uso de culturas especificas para a formagéo de palhada na
superficie do solo (MADEIRA, 2013).

O sistema plantio direto de hortalicas (SPDH) pressupde a cobertura
permanente do solo utilizando-se cultivos comerciais ou mesmo culturas de
cobertura, e proporciona beneficios como: favorece o desenvolvimento da populagcao
de artropodes e microfauna benéficos, estocagem de carbono, reduz a infestagao de
plantas daninhas, reduz resisténcia a penetracdo e oscilagdo da temperatura do
solo, economia de agua por manter a umidade, melhora as caracteristicas
nutricionais do solo (FONTES, 2005). Além das vantagens proporcionadas ao solo e
a propria planta, o menor contato das folhas ou frutos com o solo, proporcionado
pela palhada, confere melhor aspecto comercial e maior conservagao pos-colheita
as hortali¢as, valorizando o produto (MADEIRA, 2013).

Para a adocdo do SPDH, deve-se considerar que as hortalicas, em
geral, ndo proporcionam residuos de palhada em quantidade adequada a
manutencédo do sistema, devendo-se incluir plantas de cobertura anteriormente ao
cultivo das hortalicas (MADEIRA, 2013).

Em principio, qualquer planta pode ser utilizada como cobertura,

porém o sucesso de implantacdo do SPDH depende da escolha da espécie vegetal,
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sendo que, sao preferiveis espécies com crescimento rapido, grande produgao de
massa seca, periodo de permanéncia dos restos vegetais sobre a superficie do solo
do inicio ao fim do ciclo da cultura de interesse, efeitos alelopaticos sobre infestantes
e com potencial para as condi¢des locais (NUNES et al., 2006). O grupo de espécies
vegetais utilizadas como cobertura do solo no SPDH é representado pelas familias
das gramineas como milho, aveia e milheto, e leguminosas como as crotalarias,
mucunas e tremogo (HAGEMANN et al., 2010).

Espécies da familia das leguminosas sao preferencialmente
utilizadas, devido a capacidade de se associarem as bactérias fixadoras de
nitrogénio e possibilitam aporte desse elemento aos sistemas de produgao
(PADOVAN et al.,, 2002). Além disso, a palhada de leguminosas, fragmentada e
depositada na superficie do solo, caracteriza-se por uma rapida decomposicao,
provocada pela baixa relagdo C/N, e consequente liberagdo de nutrientes,
favorecendo o desempenho agronémico das culturas, principalmente as hortalicas
gue normalmente apresentam ciclo de cultivo menor em relagédo as grandes culturas
(AITA; GIACOMINI, 2003).

2.1.1 Crotalaria juncea L.

A crotalaria (Crotalaria juncea L.) pertence a familia das Fabaceas, é
uma leguminosa anual de climas tropicais e subtropicais, originaria da india e
Paquistdao, com ampla adaptacao as regides tropicais do mundo. Desenvolve-se em
solos de baixa fertilidade e matéria organica (AGUIAR et al., 2014). Tem habito de
crescimento arbustivo, ereto, atingindo 2 a 3 metros de altura. Pode ser cultivada
solteira, consorciada ou intercalada (CALEGARI, 2002).

A densidade de semeadura depende do uso e do manejo da
espécie, onde as maiores devem ser utilizadas para cobertura. Recomenda-se de 15
a 25 plantas por metro, com espagamento de 25 a 50 cm. Tem uma velocidade de
crescimento inicial rapida, por isso é considerada ideal para cultivos em areas onde
se tem um periodo curto de descanso, com menos de 100 dias (FREITAS et al.,
2003; FORMENTINI et al., 2008).

O ciclo, do plantio até a colheita das vagens, pode chegar a 180
dias, porém para fins de adubacao verde e cobertura, recomenda-se o corte quando

ela apresenta maxima producgao, ao redor de 100 dias. Sua produtividade fica entre
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40 a 60 t ha' de massa verde e 6 a 8 t ha' de massa seca, e capacidade de fixar,
em associacdo com bactérias do género Rhizobium, entre 180 e 300 kg ha™ de N
(FORMENTINI et al., 2008).

A crotalaria é utilizada como adubo verde, como alternativa a
diminuicdo ou mesmo a eliminagcdo da necessidade de adubos nitrogenados
quimicos, possibilitando aumentos no rendimento das culturas em sucesséo, rotagao
ou intercalares (AGUIAR et al., 2014).

E comumente empregada como cultura de cobertura no plantio
direto, devido ao beneficio que causa ao solo na sua habilidade em promover a
fixagcdo de nitrogénio em simbiose com bactérias, contribuindo com o fornecimento
para as culturas subsequentes, produzir biomassa rapidamente, aumentar a matéria
organica do solo, sequestrar carbono (WANG et al., 2003), além de apresentar efeito
alelopatico e/ou supressor de espécies invasoras como a tiririca (Cyperus rotundus
L.) (CARVALHO et al., 2004; AGUIAR et al., 2014) e fitonematdides formadores de
galhas (Meloidogyne sp.) e cistos (Heterodera glycini) (MARSHALL et al., 2002;
AGUIAR et al., 2014).

Analises fitoquimicas do extrato da planta indicam a presenca de
carboidratos, esterdides, triterpenos, acidos fendlicos, flavonodides, alcaldides,
aminoacidos, saponinas, glicosideos e taninos (MALASHETTY, 2004).

Utilizada como cobertura viva, contribui para o incremento da
fertilidade e redugado da erosao do solo, tendo como consequéncia a reciclagem de
nutrientes e conservacdo de agua no solo (USDA, 2005). Proporciona eficiente
cobertura do solo pela grande produgédo de biomassa vegetal (FORMENTINI et al.,
2008).

No Brasil foi introduzida no inicio do século XX para promover a
melhoria do solo. E cultivada em toda regido tropical, vegeta em solos pobres,
inclusive nos arenosos de varias fertilidades e bem drenados, é exigente em calor,
luz e umidade, suportando geadas leves (CALEGARI et al., 1993).

2.2 EFEITOS DA COBERTURA DE PALHA

Além dos efeitos atribuidos ao solo, a cobertura de palha pode
interferir no desenvolvimento de varias espécies vegetais, como plantas invasoras e

até mesmo as cultivadas. Os efeitos da cobertura de palha podem ser analisados
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sob trés aspectos distintos, fisico, quimico e bioldgico, embora haja interagbes entre
eles (PITELLI; PITELLI, 2004).

O efeito fisico da cobertura pode interferir na germinagdo e na taxa
de sobrevivéncia das plantulas de algumas espécies. No processo germinativo, pode
ocorrer a inibicdo de sementes fotoblasticas positivas, as quais requerem
determinado comprimento de onda para germinar, assim como, sementes que
necessitam de grande amplitude térmica para iniciar o processo germinativo
(MONQUERO et al.,, 2009). O efeito fisico da cobertura pode prejudicar o
desenvolvimento e a sobrevivéncia das plantulas com pequenas quantidades de
reservas nas sementes, além de induzir ao estiolamento e, assim ficarem mais
suscetiveis aos danos mecanicos (CORREIA; DURIGAN, 2004).

Quanto aos efeitos biologicos, a deposi¢cao de residuos sobre o solo
e o0 consequente aumento do teor de matéria organica, cria condigdes para
desenvolvimento de micro-organismos que exercem fungdes na deterioracdo e
perda da viabilidade de sementes e plantulas (PITELLI; DURIGAN, 2001). A
cobertura cria também um abrigo seguro para alguns inimigos naturais, predadores
de sementes e plantulas, como os insetos.

Em relacdo aos efeitos quimicos, a cobertura pode ter influéncia
alelopatica, e liberar no ambiente, durante o processo de decomposicao,
substancias que irdo interagir com outros organismos ou plantas, inibindo ou
estimulando o seu crescimento e desenvolvimento (RICE, 1984). Essa influéncia
pode ocorrer entre microrganismos, entre microrganismos e plantas, entre plantas
cultivadas, entre plantas daninhas, e entre plantas daninhas e plantas cultivadas
(MONQUERQO et al., 2009).

Segundo Medeiros (1990) o uso de cobertura morta e dos restos
vegetais, visando ao controle de plantas daninhas, € um dos exemplos mais antigos
do aproveitamento econdmico da alelopatia. Ainda de acordo com o autor,
inicialmente pela falta de conhecimento na area, a inibicdo alelopatica exercida pelos
restos de culturas foi atribuida a agao de impedimento fisico da camada vegetal ou,
até mesmo, ao impedimento da passagem de luz, que é importante para a
germinacao das sementes de certas espécies.

Pesquisas recentes tém sugerido a exploragdo da alelopatia de

plantas de cobertura como uma alternativa no manejo de plantas infestantes no
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sistema de plantio direto, no entanto, algumas espécies podem interferir também, na

germinagao e no estabelecimento de plantas cultivadas.

2.2.1 Alelopatia

As plantas possuem a capacidade de produzir substancias quimicas
que contribuem para sua sobrevivéncia e atuam no desenvolvimento de mecanismos
de defesa. Essas substancias sdo metabdlitos secundarios chamados de
aleloquimicos, e a este fendmeno da-se o nome de alelopatia.

O termo "alelopatia" foi criado em 1937, pelo pesquisador alemao
Hans Molisch, com a reunido das palavras gregas "allélon” e "pathos", que
significam respectivamente, mutuos e prejuizo. Segundo Molisch, “alelopatia é um
fendbmeno natural, quimico-ecolégico em que as plantas tém a capacidade de
produzir substancias quimicas que, liberadas no ambiente, influenciam de forma
favoravel ou desfavoravel o desenvolvimento de outras plantas” (RICE, 1984,
SOARES et al., 2002).

A Sociedade Internacional de Alelopatia define este fenbmeno como
sendo qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios que influencia no
crescimento e no desenvolvimento de sistemas biologicos, seja benéfico ou
prejudicial (SAXENA et al., 1996).

Dentro de uma comunidade vegetal, existem diversos tipos de
mecanismos de interferéncias, havendo a necessidade de se diferenciar competicao
de alelopatia. Competigdo consiste na interferéncia provocada por organismos que
retiram do ambiente elementos vitais, como agua, luz, nutrientes, gas carbdnico e
espaco, baixando seus niveis e prejudicando o desenvolvimento de outros. A
alelopatia compreende a interferéncia provocada pela introdugcdo de substancias
quimicas, produzidas por certos organismos no ambiente, afetando outros individuos
da comunidade (SZCZEPANSKI, 1977). De forma resumida, a alelopatia é
manifestada pela adicdo de uma substdncia quimica ao meio, enquanto a
competigcao significa a redugao de um fator ambiental.

Essas substancias quimicas sao provenientes do metabolismo
secundario, que no processo de evolugao das plantas representa vantagem contra a

acao de microrganismos, virus, insetos e outros patégenos ou predadores, seja
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inibindo a agao destes ou estimulando o crescimento e desenvolvimento das plantas
(WU et al., 1999).

Reconhecidamente, os metabdlitos secundarios estdo distintos em
trés categorias de produtos quimicos: terpenos, que representam 55% com cerca de
25.000 compostos; alcaloides com 27%, e aproximadamente 12.000 produtos;
compostos fendlicos com 18% e proximo de 8.000 compostos (ZWENGER; BASU,
2008). Sendo que, os compostos fendlicos compreendem ao maior grupo de
metabdlitos que foram identificados como alelopaticos, considerados potentes
inibidores da germinagdo de sementes, crescimento da parte aérea e alongamento
das raizes (CARMO et al., 2007; RICE, 1984). Estes apresentam estruturas com
anel aromatico e grupos hidroxila, tendo em sua maioria, origem a partir da
fenilalanina. Estas substancias atuam na defesa contra herbivoros e patégenos, na
atracdo de polinizadores, na protecdo contra a radiagcdo ultravioleta e no
estabelecimento de simbiose (INDERJIT; DUKE 2003).

Grande parte dos aleloquimicos presentes nas plantas de cobertura
de solo é soluvel em agua, e pode ser liberado através dos processos de
decomposicdo das folhas ou de outras partes, que caem no solo e sofrem acido do
clima e dos micro-organismos, através da liberagdo de substancias volateis,
exsudagao direta de produtos nas raizes, lixiviagdo de compostos orgénicos e
inorganicos por agao da chuva ou orvalho (ALMEIDA, 1991).

Os efeitos dos aleloquimicos estdo relacionados a processos
fisioldgicos das plantas, entretanto, os mecanismos de agdo desses compostos
ainda nao estdo completamente esclarecidos. As pesquisas neste sentido permitem
concluir que os aleloquimicos interferem nos processos metabdlicos primarios e
sistema de crescimento da planta (DURIGAN; ALMEIDA, 1993).

De maneira geral, ao serem liberados no ambiente, os compostos
alelopaticos podem interferir nos processos vitais das plantas, tais como a
germinagdo das sementes e o crescimento das plantulas, a assimilacdo de
nutrientes, a fotossintese, a respiracao, a sintese de proteina, a atividade de varias
enzimas e a perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana
celular (DURIGAN; ALMEIDA, 1993; EINHELLIG, 1995). O efeito morfolégico dos
aleloquimicos sobre as plantas € somente uma sinalizagao secundaria de mudancas

anteriores. Assim, os efeitos de aleloquimicos sobre a germinagdo e/ou
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desenvolvimento da planta sdo manifestacbes secundarias de efeitos ocorridos
inicialmente em niveis molecular e celular (FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Em funcido dessas alteracdes, a alelopatia é reconhecida como um
processo ecofisiolégico importante nos ecossistemas, influenciando na sucessao
vegetal primaria e secundaria, na estrutura, composicdo e na dindmica de
comunidades vegetais nativas ou cultivadas (RIZVI et al. 1992; SCRIVANTI et al.
2003).

O modo de agao dos compostos alelopaticos pode ser direto ou
indireto. Como acdes indiretas incluem-se alteragdes nas propriedades do solo, em
suas condi¢cdes nutricionais e em populagdes e/ou atividade dos microrganismos, ja
o modo direto ocorre quando o aleloquimico se liga as membranas da planta
receptora ou penetra nas células, interferindo diretamente no seu metabolismo
(FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Segundo Malheiros e Peres (2001), a atividade
alelopatica raramente € resultado de uma unica substancia, sendo mais comum o
efeito sinérgico, ou seja, um conjunto de substéncias apresentando atividade. Assim,
torna-se dificil o entendimento dos processos envolvidos pelo fato de um mesmo
composto influenciar varias fungdes bioldgicas e a mesma fungado ser influenciada
por mais de um composto.

O estudo da identificacdo de espécies com potencial alelopatico
pode ser realizado através de bioensaios que consistem de testes de germinacéo e
crescimento de plantulas envolvendo extratos aquosos e espécies bioindicadoras
sensiveis. Nesses trabalhos utilizam-se solventes organicos ou inorganicos a frio ou
a quente para a elaboragdo dos extratos (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Nesse contexto, a alface (Lactuca sativa L.) é a espécie que vem
sendo amplamente utilizada em ensaios para a identificacdo e determinacdo de
efeitos alelopaticos, por apresentar sensibilidade aos metabdlitos secundarios,
sendo considerada uma planta bioindicadora em experimentos envolvendo
alelopatia (FERREIRA; AQUILA, 2000; CIPRIANI et al., 2014).

Em geral, os trabalhos que envolvem essa técnica utilizam extratos
de alta polaridade, como os aquosos, hidroalcodlicos e metandlicos, e referem-se as
pesquisas em fase inicial de estudo. Supde-se com este procedimento, que
compostos quimicos de alta polaridade possuem também, alta atividade alelopatica.
Segundo Souza Filho et al. (2010), os compostos fendlicos alta atividade alelopatica

sao de alta polaridade, e alguns soluveis em agua.
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O emprego de extrato aquoso em testes alelopaticos tem como
objetivo simular o que ocorre na natureza (MEDEIROS, 1989), onde a maior parte
dos aleloquimicos ¢€ liberada na forma de solutos aquosos, por isso deve-se evitar a
extragdo com solventes organicos (cloroférmio, éter, alcool etc.), pois poder-se-iam
liberar compostos que em condigbes naturais n&do atuariam (FERREIRA;
BORGHETTI, 2004; MIRO et al., 1998).

Os bioensaios devem ser realizados também no campo ou em casa
de vegetacdo, onde a acdo de micro-organismos pode interferir nos efeitos dos
compostos do metabolismo secundario, o que nao ocorre em condi¢cdes controladas
de laboratorio, principalmente na auséncia de solo. Deve-se ainda levar em conta
que a concentragao de aleloquimicos extraidos da cobertura morta por lixiviagdo &
menor que as concentragdes normalmente utilizadas em extratos alelopaticos e,
portanto, seu efeito € menor (CARVALHO et al., 2014).

Contudo, ha uma ampla variedade de procedimentos empregados
nesses estudos, o que indica falta de padronizagéo (SIMOES et al., 2013; REIGOSA
et al., 2013). A principal consequéncia dessas variagdes € a dificuldade de realizar
comparacgdes entre trabalhos com o mesmo enfoque, e é fundamental o controle das
condi¢cbes ambientais em bioensaios alelopaticos, para que resultados de inibicdo ou
promog¢ao do desenvolvimento da semente e crescimento de plantulas ndo sejam
confundidos com outros fatores de interferéncia, como a falta ou excesso de agua,
niveis de temperatura, luz, qualidade fisiolégica da semente, dentre outros (SOUZA
FILHO et al., 2010).

Paralelamente aos métodos de avaliacdo, com a evolugido das
pesquisas foram agregados procedimentos experimentais que permitem a
identificacdo de compostos quimicos envolvidos na atividade alelopatica das plantas.
O uso da cromatografia liquida (HPLC) é umas das técnicas consagradas, pois
possibilita a identificacdo e quantificacdo em diferentes fracdes de plantas doadoras,
bem como a caracterizagdo de propriedades alelopaticas (SOUZA FILHO et al.,
2010).

A ciéncia da alelopatia encontra-se ainda em fase juvenil, porém, é
reconhecida como uma importante ferramenta para identificar plantas que
apresentam compostos bioativos, a partir dos quais podem ser produzidos produtos
naturais, especificos e menos prejudiciais ao ambiente (MACIAS et al., 1998), e

aplicados no manejo de sistemas naturais e cultivados, especialmente no controle de
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plantas daninhas, nematoides e insetos (MAIRESSE, 2005; NORSWORTHY;
MEEHAN, 2005). Neste contexto, se encaixam as plantas de cobertura empregadas
no sistema de plantio direto, as quais de diversas formas influenciam no
estabelecimento das lavouras. O ideal é obter efeitos positivos na cultura, condicboes
nem sempre obtidas no campo (NEVES, 2005).

Na literatura ha diversos trabalhos nos quais se relatam efeitos
negativos de substancias alelopaticas, tanto sobre plantas infestantes, como em
culturas comerciais. Ducca e Zonetti (2008), utilizando extrato aquoso de aveia-preta
encontraram efeito alelopatico prejudicou o desenvolvimento de plantulas de soja.
Ferreira e Aquila (2000) utilizaram o extrato da palhada de poaceas e verificaram
atrasos na germinacédo e problemas no desenvolvimento do sistema radicular das
plantulas de soja, e citam os compostos fendlicos como o fator. Os mesmos autores
citam ainda que a aveia-preta afetou o crescimento das culturas de milho, feijao e
soja. Redugdes na producgao de feijoeiro em sucessado ao plantio de mucuna-preta
foram observadas por Abboud e Duque (1986), e atribuem esse efeito as
substancias alelopaticas produzidas por essa espécie.

Apesar de os compostos alelopaticos, na maioria das vezes, agirem
como inibidores da germinacao e do crescimento, em alguns trabalhos demonstra-se
que atuam como promotores de crescimento quando presentes em menores
concentragdes como, no estudo feito por Ghayal et al. (2007), com extratos de folhas
de Cassia uniflora L., que estimularam a germinagdo e o crescimento inicial de
sementes de mostarda e rabanete nas concentragdes de 2,5% e 5%, e inibiram, nas
de 15% e 20%.

Em um trabalho realizado por Teixeira et al. (2004), avaliando o
efeito alelopatico de plantas de cobertura sobre a germinagéo e o desenvolvimento
inicial de picao-preto, concluiram que a aplicagdo do extrato aquoso de Crotalaria
juncea reduziu a germinagao em 35,5%.

O estado atual do conhecimento sobre a ocorréncia de alelopatia em
plantas de cobertura no sistema de plantio direto sugere que sao amplas as
possibilidades de se explorar esse fendbmeno nos diferentes sistemas agricolas,
visando ao controle de plantas infestantes (AMABILE; CARVALHO, 2006). Para isso,
estudos devem ser realizados também com o objetivo de avaliar os efeitos que
exsudatos causam as culturas que serdo implantadas sobre suas palhadas. Para as

hortalicas, como o manjericao, as informagdes sao escassas.
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2.3 CARACTERIZAGAO DA ESPECIE TESTE

2.3.1 Manjericao (Ocimum basilicum L.)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) € uma planta medicinal e
aromatica, originaria da india. Também chamada de alfavaca, alfavaca-cheirosa ou
manjericdo comum. E a espécie da familia Lamiaceae mais intensamente cultivada
no Brasil (BLANK et al., 2004), tanto em hortas domésticas para uso condimentar e
medicinal, podendo ser consumido tanto in natura, quanto para o processamento
industrial.

A cor de suas folhas varia de tons de verde ou roxo, podendo ser
lisas ou onduladas, possuem comprimento médio de 6,5 cm e largura de 2,8 cm,
largura média de copa de 45,70 cm, seu caule é ereto e ramificado com didmetro
médio de 1,32 cm, e atingem 50 a 100 cm de altura (SIMON, 1995). O ciclo médio
para o florescimento é de 80 dias, o peso médio das sementes é de 1,90 g por
planta e peso médio de 1.000 sementes é de aproximadamente 0,90g (BLANK,
2004). As inflorescéncias sao do tipo espiga e compostas por flores brancas, lilases
ou avermelhadas. Sua polinizacdo é cruzada e os frutos sdo do tipo aquénio, de
coloracéo preto-azulada (MIELE et al., 2001).

Existe mais de 60 cultivares diferentes de manjericao, com variagdes
na cor, tamanho e forma das folhas, porte da planta e concentracdo de aroma
(OZCAN; CHALCHAT, 2002; SILVA et al., 2005).

Multiplica-se facilmente por estacas de ponteiro, postas a enraizar
na primavera ou por sementes (MAROTTI; PICCAGLIA; GIOVANELLI, 1996).
Quanto ao clima, a cultura do manjericdo se adapta a condigbes subtropicais ou
temperadas, quente e umido, podendo ser cultivado o ano todo. A planta tolera
baixas temperaturas, porém seu desenvolvimento nessas condicdes é mais lento. E
sensivel a geadas e néo tolera o estresse hidrico, deve ser cultivado sob sol pleno,
em solo fértil, drenavel, com matéria organica e irrigado regularmente (FAVORITO,
2011; SIMON, 1995).

Caracteriza-se por apresentar ciclo anual ou perene, dependendo do
clima, das cultivares ou condigdes agronémicas. Assim como a quantidade de cortes
possiveis depende da regido de plantio. No nordeste do Brasil, ha condigbes

climaticas as quais permitem que seja cultivada como planta perene, podendo-se
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realizar varios cortes por ano (BLANK et al., 2004). Na Europa, em regides frias, se
comporta como cultura anual, diferente do carater perene dos centros de origem
(SANTOS et al., 2005).

No Brasil, a producdo de manjericao é praticada principalmente por
pequenos produtores e € voltada para comercializacao de folhas verdes aromaticas
(BLANK et al. 2004). Porém, existem em algumas regides do Nordeste, cultivos em
maior escala voltados para producio de 6leo essencial.

As folhas do manjericao apresentam sabor e aroma doce e picante
caracteristico, que sao utilizadas secas ou frescas na preparagao de diversos pratos
qguentes ou frios, e estdo intimamente relacionadas a gastronomia italiana, onde séo
matéria prima principal para o preparo de molhos (CERONI, 1989).

Os cinco compostos presentes no 6leo essencial do manjericao sao:
1,8-cineol (7,47%), geraniol (12,55%), acetato de nerila (3,58%), a-trans
bergamopteno (1,17%) e principalmente linalol (69,54%), que pode ser extraido de
folhas e apices que possuam inflorescéncias (SANTOS; RAO, 2000;
CARNESECCHI, 2001; PEANNA, 2002).

O dleo essencial, rico em linanol, vem ganhando espago também na
agricultura devido a sua importancia na industria de perfumaria e na aromatizagao
de alimentos e bebidas (MAROTTI et al., 1996). Este apresenta propriedades
inseticidas e repelentes (UMERIE et al., 1998), e tém sido demonstradas atividades
antimicrobianas (FERNANDES et al., 2004).
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3 ARTIGO

EXTRATO AQUOSO DE CROTALARIA
SOBRE A GERMINACAO E O CRESCIMENTO INICIAL DE MANJERICAO

3.1 RESumO

A Crotalaria juncea L. é uma leguminosa utilizada para cobertura morta do solo no
sistema de plantio direto de hortalicas. Apresenta ampla habilidade em fixar
nitrogénio atmosférico em simbiose com bactérias e potencial alelopatico para
controlar plantas invasoras e fitonematdides. E importante o conhecimento do seu
potencial alelopatico sobre espécies cultivadas. O trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial alelopatico de diferentes concentracbes de extratos aquosos de
Crotalaria juncea L., preparados por infusdo e maceragao, sobre a germinagéao e o
crescimento inicial de plantulas de manjericao, bem como, identificar e quantificar os
possiveis compostos fendlicos. Os extratos aquosos concentrados foram preparados
por infusdo e maceragao através da mistura de 100 g de material vegetal seco e
moido com 1000 mL de agua destilada, e a partir deste foram feitas as diluigdes em
agua destilada, nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100% e um controle (agua
destilada). Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x5 (dois métodos
de preparo e cinco concentragdes) com quatro repeticdes. Os testes foram
realizados em laboratério e casa de vegetacgao utilizando-se como espécie receptora
0 manjericdo. Foram avaliados o pH, o potencial osmético, identificados e
quantificados os compostos fendlicos dos extratos. O ensaio conduzido em
laboratério foi desenvolvido pelo delineamento experimental inteiramente
casualizado. Utilizou-se 50 sementes de manjericdo para cada repeticdo que foram
acondicionadas em caixas plasticas com duas folhas de papel filtro umedecidas com
as concentragdes dos extratos. O experimento da casa de vegetagao foi elaborado
pelo delineamento experimental em blocos casualizados, 20 sementes de
manjericado foram semeadas por caixa de polietileno com a mistura de solo e areia
(2:1 v/v), e umedecido com os extratos de diferentes concentragdes na quantidade
equivalente a 200 mL por caixa. Os parametros analisados nos bioensaios foram:
percentual de sementes germinadas e emergidas, indice de velocidade de
germinagao e emergéncia, percentual de plantulas anormais, comprimento da parte
aérea e da radicula, massa seca total de plantulas. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Os
resultados obtidos nos bioensaios indicaram que os extratos aquosos de crotalaria
inibiram a germinacgao e crescimento inicial de manjericdo nas concentragdes de 75
e 100%. A acgao de inibicao foi mais significativa para o método de extragdo por
infusdo do que por maceragdo. Foram identificados e quantificados os seguintes
compostos fendlicos: acido galico (20,63 ug g), acido ferulico (10,74 ug g) e acido
cinamico (1,36 pg g).

Palavras- chave: Crotalaria, Alelopatia, Planta de cobertura, Ocimum basilicum L.
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AQUEOUS EXTRACT OF SUNN HEMP ON GERMINATION AND INITIAL GROWTH
OF BASIL

3.2 ABSTRACT

The sunn hemp is a leguminous plant used as a dead coverture of the soil in the
direct planting system of vegetables. It presents a wide ability to fixate atmospheric
nitrogen in symbiosis with bacteria and allelopathic potential to control weed plants
and plant nematodes. It is important the knowledge of its allelopathic potential on
cultivated species. This study had as a goal evaluate the allelopatic potential of
aqueous extracts of sunn hemp, prepared by infusion and maceration, under the
germination and the initial growth of basil plantlets, as well as, identify and quantify
the phenolic compounds. The concentrated aqueous express were prepared by
infusion and maceration through the mixture of 100g of dry and grinded plant material
with 100mL of distilled water, and from those the dilutions in distilled water were
made, in the concentrations of 25, 50, 75 and 100% and a control. The treatments
were arranged in a factorial scheme 2x5 (two preparation methods and five
concentrations) with four repetitions. The tests were performed in the laboratory and
green house. Were evaluated the pH, the osmotic potential, identified and quantified
the phenolic compounds of the extracts. The trial conducted at the laboratory in a
completely randomized design, 50 seeds of basil were used for each repetition which
were placed in plastic boxes with two paper leafs dampened with the concentrations
of the extracts. The trial in the green house was elaborated by the completely
randomized blocks design, 20 seeds of basil were seeded by each polyethylene box
with the mixture of sand and soil (2:1 v/v), and dampened with the extracts with
200mL per box. The analyzed parameters were: percentage of germinated and
emerged seeds, germination and emergence velocity indexes, percentage of
abnormal plantlets, length of aerial part and root, total dry mass of plantlets. The data
were submitted to an analysis of variance and the means compared by Tukey test
(5%). The obtained results indicated that the sunn hemp aqueous extracts inhibited
the germination and initial growth of basil in the 100 and 75% concentrations. The
action of inhibition was more significant to the infusion extraction method. Were
identified and quantified the following phenolic compounds: galic acid (20,63 pg g),
ferulic acid (10,74 pg g) and cinnamic acid (1,36 ug g).

Keywords: Crotalaria juncea L., Allelopathy, Cover crop, Ocimum basilicum L.
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3.3 INTRODUCAO

A Crotalaria juncea L. destaca-se entre as espécies leguminosas
utilizadas como adubo verde ou cobertura morta do solo. Apresenta ampla
adaptacdo as regides tropicais, capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e
potencial de produgdo de biomassa (USDA, 2005). Além disso, € considerada uma
espécie alvo de pesquisas por possuir em sua composi¢ao, principios quimicos
expressivos no controle de plantas invasoras e fitonematéides (CARVALHO et al.,
2004; MARSHALL et al., 2002).

A producgéo de hortaligas como plantas condimentares, aromaticas, e
medicinais pode ser beneficiada com a utilizacdo de plantas de cobertura, uma vez
que, o Ministério da Agricultura recomenda o cultivo organico para essas espécies,
considerando a tendéncia mundial de busca por produtos naturais e a manutengao
de suas caracteristicas quimicas (CARVALHO; CAMPOS, 2012).

Entre elas, o manjericdo (Ocimum basilicum L.) destaca-se por ser
largamente cultivado em diversos paises, devido a sua importancia econdmica como
condimento (CAROVIC-STANKO et al., 2010; TEIXEIRA et al.,, 2002) e para a
extracdo de oOleo essencial, a partir de folhas e apices com inflorescéncias para
obtencdo do linalol, utilizado na industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos
(MARTINS et al., 2010; BOZIN et al., 2006; FAVORITO et al., 2011).

O plantio direto é visto como uma pratica conservacionista capaz de
favorecer a produgdo de hortalicas com menor emprego de agroquimicos. No
entanto, o sucesso de sua implantagcdo depende da escolha da espécie vegetal,
pois, no processo de decomposi¢ao, algumas delas podem, por meio da liberagéao
de substancias alelopaticas, prejudicar o desenvolvimento e até mesmo inibir
microrganismos e a germinagdo de outras espécies, entre elas, plantas cultivadas
(FERREIRA et al., 2008; DE CONTI; FRANCO, 2011; GOMES et al., 2013).

As substancias alelopaticas sao oriundas do metabolismo
secundario das plantas e, entre os compostos, os fendlicos compreendem o maior
grupo identificado, como os flavonodides e os taninos (CARMO et al., 2007; TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Estudos sobre efeitos alelopaticos de residuos vegetais sao
realizados, geralmente, por meio de bioensaios laboratoriais que utilizam extratos

aquosos e espécies bioindicadoras sensiveis, e os processos utilizados sao a
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extragao a frio, através de maceragao e a quente, através de infusdo (FERREIRA;
AQUILA, 2000; FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2003).

Em consequéncia de seus efeitos alelopaticos, o extrato aquoso de
Crotalaria juncea L. reduziu a germinacéo da Lactuca sativa L. e de Bidens pilosa L.
em 89,6% e 35,5% respectivamente (TEIXEIRA et al., 2004). Os extratos dos
adubos verdes, entre eles, a crotalaria, na concentracdo de 10% reduziram o
percentual de germinacdo de Lactuca sativa L. em 40% (ERASMO, 2004). A
aplicagdo do extrato aquoso de crotalaria e sua incorporacdo no solo inibiu a
infeccao de fitonematoides em mudas de tomate e reduziu em 51% das populacdes
de M. javanica e M. incognita em areas de cultivo de alface e repolho (GARRIDO et
al., 2008; MORAES et al., 2006).

Apesar de muitos estudos relacionados a crotalaria, o conhecimento
dos seus efeitos alelopaticos sobre hortalicas e seus compostos fendlicos ainda é
incipiente no Brasil, principalmente relacionado as espécies com potencial medicinal,
como o manjericdo. E importante a realizagdo de pesquisas nesse sentido, tanto
para o conhecimento da relagdo entre as espécies, quanto para o planejamento de
implantacdo das técnicas de plantio direto e adubacdo verde nos sistemas de
produgao.

O trabalho teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico de
concentragbes de extratos aquosos de Crotalaria juncea L., preparados por infuséo
€ maceragao, sobre a germinagao e o crescimento inicial de manjericao, bem como,

identificar e quantificar os compostos fendlicos.

3.4 MATERIAL E METODOS

Foram instalados ensaios em laboratério e casa de vegetagéo para
avaliagdo do potencial alelopatico de extratos aquosos de plantas de Crotalaria
juncea L. Para obtencdo do material vegetal, realizou-se em setembro de 2015 o
plantio da crotalaria em area experimental da Universidade Estadual de Londrina, no
municipio de Londrina-PR, localizado 23°23’ S, 51°11’" O e altitude média de 566 m.
Os valores médios de precipitacdo e temperatura ocorridos durante a conducao do

ensaio estao apresentados na Figura 1.
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Figura 1 - Precipitacdo e temperatura média registradas no municipio de Londrina-

PR, durante o periodo de agosto a dezembro de 2015. Londrina, 2016.
Fonte: IAPAR, 2016, http://www.iapar.br

O solo da area experimental classificado como Latossolo Vermelho
Distroférrico (EMBRAPA, 2013). Previamente ao plantio, coletaram-se amostras de
solo (0-20 cm de profundidade) para a caracterizagdo quimica (Tabela 1). Com base
nas caracteristicas do solo e rusticidade da espécie em estudo nio se realizou a sua
correcao. Preparou-se o solo em condicbes adequadas de umidade, com uma

aragao e uma gradagem.

Tabela 1 - Caracterizagao quimica do solo da area de plantio. Londrina, 2016.

P +2 +2 + CTC Matéria
pH disponivel Ca Mg K efetiva Organica
CaCl,  (mg.dm®) (cmol..dm™) (%) (g.dm™)
5,31 22,86 5,8 25 0,38 8,68 60,11 2,41

Sementes comerciais de crotalaria (Pirai®) com 94% de germinaco,
semeadas manualmente em linhas e espagadas a 0,50 m. Apds a emergéncia foi
realizado o raleio com o objetivo de manter 25 plantas por metro linear.

As plantas de crotalaria com altura de 2 metros foram coletadas no
periodo de florescimento, que correspondeu a 90 dias apos a semeadura. O material

composto por caule, folhas e flores foi retirado com auxilio de uma tesoura de poda,
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cortados rente ao solo e colocado em sacos de papel e levado para secar em estufa
com circulagdo de ar a temperatura de 40°C, até obter-se massa seca estavel. Em
seguida, o material seco foi triturado em moinho tipo Willey (peneira de 20 mesh),
acondicionado em sacos plasticos e armazenado em geladeira, até a sua utilizagao.

Como espécies testes foram utilizadas inicialmente, sementes de
alface (Lactuca sativa L.) variedade Mimosa Salad Bowl em bioensaios laboratoriais
como bioindicadora sensivel, apenas para conhecimentos preliminares da atividade
dos extratos. E sementes de manjericdo (Ocimum basilicum L.), variedade Alfavaca
Basilicdo (ISLA Sementes®). As sementes das duas espécies foram adquiridas no
comeércio local, sem tratamento quimico e com percentual germinativo de 95 e 93%,
e pureza 90 e 95%, respectivamente.

Constatada a sensibilidade das sementes de alface com a aplicagao
dos extratos aquosos de plantas de crotalaria, foram realizados os bioensaios de

laboratério e de casa de vegetagdo com as sementes de manjericao.

3.4.1 Preparo dos Extratos

A partir do material vegetal seco e moido foi preparado o extrato
aquoso por dois métodos de extragao: maceragao e infusao.

Para obtencgao do extrato por maceragao, em um recipiente de vidro,
adicionou-se 100 g de crotalaria e 1000 mL de agua destilada (25 °C). Para a
infusdo, em um recipiente de vidro, adicionou-se 100 g de crotalaria e 1000 mL de
agua destilada previamente aquecida até o inicio de fervura (100 °C).

Os recipientes foram agitados manualmente por um minuto, e
mantidos em repouso por 24 horas a temperatura ambiente e no escuro. Apos,
passadas em filtro de pano de algoddo para obter-se o extrato de maior
concentragdo (100%) ou solugdo padrao e armazenados em recipientes de vidro
cobertos com plastico preto e mantidos em geladeira (10 °C) até a sua utilizagao.

Os tratamentos utilizados constaram de diluicbes das solucdes
padrdo com a adicdo de agua destilada para obter as concentragcbes de 25, 50 e

75%, e o tratamento controle com agua destilada (0%).
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3.4.2 Parametros Fisico-quimicos dos Extratos

Os extratos foram avaliados quanto ao pH, e o potencial osmotico
determinado pelo método de Chardakov (BORELLA et al.,, 2009) em triplicata.
Apresentaram valores de pH entre 6,05 e 6,30, e 6,20 para o controle, potencial
osmatico variou entre -0,0278 a -0,0330 Mpa. Os valores de pH e potencial osmoético
dos extratos aquosos de crotalaria estdo na faixa que permite a germinacéo e/ou o

crescimento inicial do manjericao.

3.4.3 Bioensaio em Laboratério

Germinagao: quatro repeticbes de 50 sementes de manjericado foram
colocadas para germinar em caixas plasticas (11x11x3,5cm) forradas com duas
folhas de papel filtro umedecidas com apenas agua destilada (testemunha) e com as
concentracdes dos extratos na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel. Em
seguida, acondicionadas em camara de germinacao a temperatura alternada de 20 e
30°C com fotoperiodo de 12 horas.

Realizou-se diariamente a avaliacdo durante 14 dias, segundo os
critérios descritos nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
Considerou-se germinadas as sementes que apresentaram protrusdo radicular com
cerca de 2 mm, classificando-as em plantulas normais ou anormais.

Consideraram-se plantulas anormais aquelas que nao apresentaram
algumas das estruturas, como raiz ou parte aérea, ou que apresentaram
deformidades em alguma das estruturas, como raiz escurecida.

Juntamente com a germinagdo, foi determinado o indice de
velocidade de germinac&o. Utilizou-se a metodologia de Maguire (1962) com
contagens diarias durante 14 dias.

Comprimento de radicula e da parte aérea: quatro repeticdes de 50
sementes de manjericdo foram colocadas para germinar em caixas plasticas
(11x11x3,5cm) forradas com duas folhas de papel filtro umedecidas com apenas
agua destilada (testemunha) e com as concentragbes dos extratos na proporgédo de
2,5 vezes a massa do papel. Em seguida, acondicionadas em camara de

germinagao a temperatura alternada de 20 e 30°C com fotoperiodo de 12 horas. Ao



30

final deste periodo, foi avaliado aleatoriamente com o auxilio de régua milimetrada o
comprimento do hipocétilo e da raiz de 20 plantulas por repeticdo. Os resultados
expressos em centimetros (cm).

Massa seca total de plantulas: determinada a partir da massa seca
de 20 plantulas utilizadas para o comprimento. Colocadas em sacos de papel, e
mantidas em estufa com temperatura de 50°C, até a obtencdo de massa constante
(48 h). Estas foram pesadas em balanga analitica de precisdo de 0,0001 g
(Shimadzu AY 220) e os resultados expressos em gramas (g).

Os bioensaios foram dispostos em delineamento inteiramente

casualizado com quatro repeticdes.

3.4.4 Bioensaio em Casa de Vegetacéo

Emergéncia: semeou-se manualmente 20 sementes de manjericdo
em caixas de polietileno (40x25x10cm) contendo uma mistura de solo e areia
(proporcéao 2:1 v/v) e com as caracteristicas quimicas descritas na Tabela 2.

Para a determinagdo do volume de extrato a ser aplicado, foram
testados diferentes volumes de agua sobre amostras de caixas preenchidas com
substrato, e selecionado aquele que umedecesse o solo sem perda. O volume
determinado foi de 200 mL por caixa.

O substrato foi umedecido com 200 mL agua e apdés 30 minutos
receberam 200 mL dos extratos de crotalaria e o controle com agua destilada. Os
tratamentos foram dispostos em delineamento em blocos casualizados com quatro
repeticoes.

As caixas foram mantidas em casa de vegetacdo sob temperatura
controlada, maxima de 30°C (dia) e minima de 25°C (noite). As irrigacbes foram
realizadas em dias intercalados, ao final da tarde, a fim de evitar o excesso de
umidade e a lixiviagao dos extratos.

O percentual total de emergéncia foi calculado ao final de 14 dias de
decorréncia do teste (BRASIL, 2009).
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Tabela 2 - Caracterizagdo quimica do substrato (solo+areia) utilizado no teste de
emergéncia em casa de vegetagao. Londrina, 2016.

pH P +2 +2 + CTC Matéria

disponivel Ca Mg K efetiva Organica

CaCl,  (mg.dm®) (cmol..dm™) (%) (g.dm™)
6,6 32,76 7,14 1,25 0,45 10,75 82 2,50

Juntamente a avaliagdo da emergéncia foi determinado o indice de
velocidade de emergéncia, quantificado diariamente, durante 15 dias, o numero de
plantulas de manjericao emergidas.

Comprimento de radicula e parte aérea: coletou-se aleatoriamente
10 pléntulas de cada repeticdo (40 plantulas por tratamento) apdés 15 dias da
instalacdo do bioensaio. As plantulas foram lavadas e secadas em papel toalha. As
medidas do comprimento da raiz e da parte aérea foram obtidas com utilizacdo de
régua milimetrada, e os resultados expressos em centimetros (cm).

Massa seca total de plantulas: a partir da massa seca de 10
plantulas determinou-se a massa seca total utilizando a mesma metodologia do

bioensaio de germinagao.

3.4.5 ldentificacdo e Quantificagdo por HPLC

Para identificacdo e quantificacdo dos compostos secundarios uma
amostra de 100 mL (10% p.v) do extrato foi congelada e liofilizada (72 horas) em
liofilizador modelo Christ, Alpha 2-4 LD plus. Posteriormente, 7 g da amostra foi
solubilizada em 7 mL de metanol (MeOH) 22,5%. Apés dois ciclos de 5 minutos de
sonicagao, o extrato foi agitado por 25 segundos e filtrado em filtros de membrana
PVDF com poros de 0,45 um e 0,20 um. Uma aliquota de 2 mL do extrato filtrado foi
transferida para vials de cromatografia, em duas repeticdes. Os extratos metandlicos
das amostras foram analisados através de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) em coluna C18 de fase reversa (250 mm de comprimento e 4,6
mm de didametro interno, particulas de 5 micra).

Aliguotas de 20 pL foram injetadas automaticamente no
equipamento Prominence da Shimadzu, com controlador CBM-20A; detector SPD-
20A; desgaseificador DGU 20A5; bomba LC-20AT; amostrador automatico SIL-20A
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e forno CTO 202. A fase movel foi composta de dois solventes: (A)-2% de acido
acético (HOAc) e (B): uma mistura de metanol (MeOH), acido acético e agua MilliQ®
(H20) (MeOH:HOACc:H20; 18:1:1). O fluxo do solvente foi de 1 mL/min e o registro na
regido do ultravioleta (UV) no comprimento de onda 260 nanémetros.

As concentracbes dos compostos da amostra foram identificadas

por meio da comparagao de espectro e tempo de retencédo dos padrdes.

3.4.6 Analises Estatisticas

Os tratamentos foram arranjados no esquema fatorial 2x5x4
(métodos de extragdo x concentragdes dos extratos em quatro repeticdes) para os
bioensaios laboratoriais € em casa de vegetacao e realizadas analises de variancia.
Nas analises foram observados os quadrados médios do residuo e verificado os
pressupostos para anova, a normalidade da distribuicdo de residuos (SHAPIRO;
WILK, 1965), a aditividade do modelo estatistico (TUKEY, 1949) e a homogeneidade
de variancias dos tratamentos por meio do teste de Bartllet (BANZATTO; KRONKA,
2006).

Embora os dados de concentragao dos extratos serem quantitativos,
foram analisados por meio do teste de comparagcdes multiplas de médias de Tukey
(p<0,05). A escolha do teste de comparagdao multipla se deu devido a falta de
ajustamento de um modelo estatistico e baixa explicacdo do modelo para os valores
observados representado através do indice de determinacdo (R?). Todas as analises
foram realizadas em scripts geradas no software R DEVELOPMENT CORE TEAM
(2014).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Bioensaio em Laboratério

A germinagédo e o crescimento inicial do manjericdo apresentaram

sensibilidade significativa a aplicagdo dos extratos aquosos de crotalaria (Tabela 3).
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Tabela 3 - Andlise de variancia das variaveis: percentual de germinagéo (%G),
indice de velocidade de germinagao (IVG), percentual de plantulas anormais (%PA),
comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR), e massa seca total
de plantulas (MST) de manjericdo submetidas a dois métodos de extragdo (infusdo e
maceragao) e cinco concentragdes (0, 25, 50, 75 e 100%) de extratos de crotalaria.
Londrina, 2016.

FV GL G VG PA CPA CR MST

- % - % cm cm g
Extragao (Ext.) 1 256™  0,436™ 22650 0,183 0,013™ 0,006™
Concentracdo (Conc.) 4  19393,6° 184,08 83105 9,452° 6,89  0,0041"
4

Ext.*Conc. 9,60  0,167" 7385 0,086 0,086  0,0007
CV (%) 7,92 7,13 8,13 9,50 13,32 5,83
efeito altamente significativo (p < 0,01); ™ nao significativo (p = 0,05); CV % = coeficiente de variagao.

Para a germinacdo observa-se que houve influéncia das
concentracdes aplicadas e ndo entre os diferentes métodos de preparo dos extratos
(Tabela 4).

A germinacdo foi afetada negativamente pelas concentragdes de
50, 75 e 100%. Os tratamentos com maior concentragado dos extratos (75 e 100%)
inibiram a germinagao e aumentaram a formacgao de plantulas anormais.

De acordo com Ferreira e Aquila (2000), as alteragbes no padrao de
germinagao podem resultar de diversos efeitos, como alteragdes na permeabilidade
das membranas, a transcricdo do DNA e traducdo do RNA, o funcionamento dos
mensageiros secundarios, a respiragcdo, por sequestro de oxigénio, estruturas
citologicas e ultraestruturas, horménios, tanto alterando suas concentragbes quanto
o balanco entre eles, atividade enzimatica e de receptores, relagdes hidricas ou
ainda, pela combinacdo destes fatores.

O efeito do extrato é observado quando se aumenta a concentragao,
como o0 que ocorreu com o0 aumento das concentragdes a partir de 50%, as
aplicagdes dos extratos aquosos inibiram a germinacdo de plantulas normais nos
dois meétodos testados. Segundo HARPER; BALKE (1981), o grau de inibicdo
proporcionado por um aleloquimico € dependente da sua concentragao.

A reducgdo da germinacao também foi verificada por Teixeira et al.
(2004) ao avaliarem o potencial alelopatico de plantas de cobertura das espécies
mucuna, crotalaria e guandu, em que o percentual de germinagao de sementes de
alface reduziu 17,4% com a aplicagdo de extrato aquoso da parte aérea de

Crotalaria spectabilis L. na concentragcéo de 12%.
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O indice de velocidade de germinacao (IVG) foi afetado com o
aumento das concentragdes dos extratos (Tabela 4). A velocidade de germinacao
sofreu atraso significativo nas concentragbes de 50% dos extratos, e nas
concentracdes de 75 e 100% n&o ocorreu.

Os resultados obtidos no IVG foram semelhantes aos da
germinagao, o que indica que a aplicagdo de maiores concentracbes dos extratos
provoca a diminuigdo do vigor das sementes, pois segundo Ferreira e Borghetti
(2004), quanto maior o IVG maior o vigor.

Em estudos alelopaticos, muitas vezes, o que se observa sao efeitos
significativos da aplicacdo de extratos sobre a velocidade de germinagcéo e nenhuma
diferenca na germinabilidade em relacdo ao controle (FERREIRA; AQUILA, 2000;
CARMO et al., 2007; SARTOR et al., 2009); entretanto, verificou-se que a aplicagéo
dos extratos reduziu significativamente tanto a velocidade, quanto a germinagéo das
sementes de manjericao.

As alteragbes no processo de germinagdo da semente estédo
interligadas ao fluxo de agua para o interior das células, que podem carregar
consigo algumas substancias alelopaticas, e impedir ou retardar a divisdo ou
crescimento das células, resultando em um atraso na germinacdo (GONZALEZ et
al., 2002). Para a cultura, a velocidade de germinagdo é um fator que afeta na
formacao do estande e atraso na colheita.

Povh et al. (2007) obtiveram resultados semelhantes com extratos
aquosos de folhas de Machaerium acutifolium Vog. (Fabaceae) sobre alface, em que
observaram a redugao da porcentagem e velocidade de germinagdo com o aumento
da concentracgao e inibida sob concentragcbées de 100%.

De acordo com Politycka e Gmerek (2008), a modificagdo no
processo de germinagao que ocorre na presencga de extratos vegetais normalmente
€ devido a presenga de compostos fendlicos, que causam inibicdo da sintese de
acido giberélico e ou atividade da enzima a-amilase, por interferirem no sistema
enzimatico hidrolitico e de mobilizagao de reservas da semente.

No decorrer das avaliagbes, observou-se plantulas com
caracteristicas de anormalidade da parte aérea, e principalmente do sistema
radicular. As raizes primarias apresentaram atrofiadas e defeituosas, oxidadas e

escurecidas, e em alguns casos, praticamente ausentes. Segundo Ferreira e Aquila
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(2000), a avaliagcdo da anormalidade das plantulas é instrumento valioso em
experimentos de alelopatia e a necrose da raiz considerada sintoma comum.

Para a variavel plantulas anormais (PA) houve interagdo entre os
métodos de extracdo e as cinco concentragdes dos extratos (Tabela 4). O método
por infusdo apresentou maior percentual de PA em relacdo a maceragao. O aumento
foi crescente a partir da concentragédo de 50% e chegou a 91% de PA com a
aplicacao do extrato concentrado (100%). No método de extragdo por maceragao, a
presenca de PA também foi detectada nas maiores concentracdes (75 e 100%),
entretanto, de forma menos acentuada, com no maximo 47% de PA na maior
concentracgao.

As mesmas caracteristicas de anormalidade foram observadas por
Carvalho et al. (2014) ao avaliarem o efeito alelopatico do extrato aquoso de
crotalaria, feijao-de-porco, guandu anao, aveia preta, sorgo e milheto na germinagéao
e crescimento inicial de sementes de alface, observaram aumento do percentual de
plantulas anormais com o acréscimo das concentragdes dos extratos.

Anormalidades em plantulas de alface foram também observadas
por Nery (2008) ao estudar o efeito alelopatico do extrato de nabo forrageiro, onde
87% das plantas analisadas apresentaram hipocétilo de tamanho reduzido e raizes
oxidadas e escurecidas.

O comprimento da parte aérea (CPA) das plantulas de manijericao foi
influenciado pelas diferentes concentracbes e métodos de preparo dos extratos
(Tabela 4). Comparados ao controle, o método de extragdo por maceragao
apresentou aumento do comprimento do hipocétilo de 0,4 cm nas concentracdes de
25 e 50%, com médias acima das detectadas para o método de infusdo, que
apresentou aumento de 0,2 cm na concentragao de 25%. Em ambos os métodos
nao houve plantulas normais para avaliagdo do CPAG nas maiores concentragcbes
(75 e 100%).

Segundo Gatti et al. (2004), os efeitos dos compostos alelopaticos
se relacionam aos processos fisioldégicos da planta receptora, e de maneira geral,
agem como inibidores da germinacao e do crescimento, entretanto a maior parte que
sdo inibitorios em alguma concentragdo, podem também ser estimulantes quando
presentes em menores concentragdes. Ou seja, a agdo das substancias

aleloquimicas nao é muito especifica, podendo a mesma substancia desempenhar
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varias fungdes, dependendo de sua concentracdo e composicao quimica presente
no tipo de extrato utilizado (CATTELAN et al., 2007).

O crescimento inicial das plantulas, que é caracterizado por alto
metabolismo e sensibilidade ao estresse ambiental, € mais sensivel que a
germinagao, pois para cada semente o fendbmeno é discreto, germinando ou nao
(FERREIRA; AQUILA, 2000). Segundo Hong et al. (2004), o crescimento maior das
plantulas em menores concentracbes de extratos pode ser um mecanismo de
protecao.

Geralmente, os compostos com atividade alelopatica atuam como
inibidores de crescimento (EINHELLIG, 1999; FERREIRA; AQUILA, 2000), porém,
alguns trabalhos demonstram que extratos vegetais podem conter substancias
estimulantes de germinacéo e de crescimento de plantulas (RICE, 1984; LIN et al.,
2004). Os estudos de Ghayal et al. (2007) com extratos de folhas de Cassia uniflora
L. observaram estimulo na germinagcdo e no crescimento inicial de plantulas de
mostarda e rabanete nas concentracdes de 2,5% e 5% e inibicdo nas concentracdes
de 15% e 20%.

Segundo Pires e Oliveira (2001), o grau de inibigdo proporcionado
por um aleloquimico é dependente do limite de resposta da espécie receptora, o
qual ndo € constante e esta relacionado a sua sensibilidade, e a concentragao, ao
passo que, em baixas concentracdes, os aleloquimicos podem nao ser inibitérios ou
até mesmo apresentar efeitos estimulatorios.

Diferente do hipocdtilo, o comprimento radicular apresentou redugao
com a aplicagdo dos extratos (Tabela 4). Houve efeito significativo dos métodos de
extragcdo e das concentracdes testadas. Os menores comprimentos de raiz (CR)
foram observados na concentracao de 25% do extrato por infusdo e 50% no método
por maceragao. Nas concentragdes de 75 e 100% nao foram detectadas a presenca
de plantulas normais.

As substancias presentes nos extratos promoveram a reducao e/ou
inibicdo do crescimento inicial das plantulas e alteragdes no aspecto morfoldgico,
porém, o crescimento inicial da parte aérea na presenca dos extratos aquosos
apresentou menor sensibilidade quando comparado ao crescimento inicial do
sistema radicular.

Essa resposta diferente da parte aérea sobre a parte radicular com a

aplicacao dos extratos € ocasionada pelas estruturas particulares de cada 6rgao (DE
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CONTI; FRANCO, 2011), sendo que o sistema radicular € o mais sensivel a agao de
aleloquimicos, porque o seu alongamento depende das divisbes celulares que, se
inibidas, comprometem o seu desenvolvimento normal (HOFFMANN et al., 2007).

Segundo Chon et al. (2000), em geral, as raizes sdo mais sensiveis
as substancias presentes nos extratos. Isso se deve ao fato de estarem em contato
direto e prolongado com o extrato, em relagcdo as demais estruturas. E neste estadio
de desenvolvimento, os efeitos deletérios sobre o metabolismo s&o mais drasticos,
uma vez que ele é o alvo primario dos metabdlitos secundarios, aliado ao alto
metabolismo radicular e sensibilidade ao estresse ambiental (CRUZ-ORTEGA et al.,
1998; CHUNG et al., 2001), podendo ser também, um reflexo da fisiologia distinta
entre as estruturas (AQUILA; UNGARETTI; MICHELIN, 1999).

Alteragbes na fase da germinagdo podem originar plantulas com
dificuldade de crescimento normal (CENTENARO et al., 2009), o que ocorreu
durante o processo de formagao e emissao da radicula das plantulas de manjericao.

No processo de germinagéo, o efeito alelopatico € menos expressivo
em relagdo ao crescimento inicial de plantulas, por depender apenas das reservas
da propria semente (BORELLA; PASTORINI, 2009; MURAKAMI et al., 2009).
Entretanto, no presente estudo foi verificada a sensibilidade da espécie testada,
tanto na germinagéo, quanto no crescimento inicial.

Houve diferenca entre as concentracbes dos extratos aplicadas
sobre o peso de massa seca total (MST) de plantulas na germinacgéo (Tabela 4). Os
tratamentos com 25 e 50% de diluicdo apresentaram maior massa seca de plantulas

em relagao ao tratamento controle.
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Tabela 4 - Percentual de germinagéo (%G), indice de velocidade de germinacgao (IVG), percentual de plantulas anormais (%PA),
comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR), e massa seca total de pléntulas (MST) de manjericdo submetidas
a dois métodos de extracdo, infuséo (I) e maceragéo (M), e cinco concentracgdes (0, 25, 50, 75 e 100%) de extratos de crotalaria.

Londrina, 2016.

c ~ G VG PA CPA CR MST
oncentracao % ) % —em-- —om- G-
% 0 0
I M I M I M I M I M I M
0 93 a 93 a 9,05 a 9,05a 0 Ad 0Ac 1,80Ab 1,80 Ab 2,10Aa 2,10 Aa 0,0149 Ab 0,0149 Ab
25 92 a 94 a 8,75 a 9,34 a 0 Ad 0Ac 2,04Ba 2,25Aa 1,07Bc  1,45Ab 0,0173 Aa 0,0167 Aa
50 80b 84b 7,84b 8,30 b 8 Ac 2 Bc 1,73Bb 2,20 Aa 1,49Ab 1,30Bb 0,0163 Aa 0,0173 Aa
75 Oc Oc Oc Oc 62 Ab 37 Bb 0Ac 0Ac 0Ad 0Ac 0Ac 0Ac
100 Oc Oc Oc Oc 91 Aa 47 Ba 0Ac 0Ac 0Ad 0Ac 0Ac 0Ac
CV (%) 7,92 7,13 8,13 9,50 13,32 5,83

Valores seguidos por letras mindsculas iguais na coluna e mailsculas na linha, para cada método de extragéo, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.5.2 Bioensaio em Casa de Vegetacao

A aplicacao dos extratos aquosos de crotalaria sobre substrato em
casa de vegetacao provocou alteragdes significativas na emergéncia de plantulas de

manjericao (Tabela 5).

Tabela 5 - Anadlise de variancia das variaveis: percentual de emergéncia (PE), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte aérea (CPA) e
comprimento de raiz (CR), e massa seca total de plantulas (MST) de manjericao
submetidas a dois tipos de extracdo (maceragao e infusdo) e cinco concentragdes
(0, 25, 50, 75 e 100%) de extratos de crotalaria. Londrina, 2016.

FV GL E IVE CPA CR MST
- Y% __ - cm cm g
Extracéo (Ext.) 1 211,6 0,327 0,092 0,11™ 0,184™
Concentragdo (Conc.) 4  321,34° 2,836 12,39" 541" 0,029
Ext.*Conc. 4 39,16 0,074~ 0,29" 0,15™ 0,012"
CV (%) 4,15 5,68 8,08 10,16 16,6

efeito altamente significativo (p < 0,01); efeito significativo (p < 0,05); ™ n&o significativo (p = 0,05); FV = fonte de variagéo;
GL= grau de liberdade, CV % = coeficiente de variagéo.

O método de preparo por infusdo reduziu o percentual médio de
plantulas emergidas nas concentracdes de 75 e 100%, com reducéo de 16 e 18%,
respectivamente (Tabela 6). Comparados ao tratamento controle, tanto o método por
infusdo quanto por maceracgéao, redugao do percentual de emergéncia foi maior nas
concentracdes de 75 e 100%. Nao se observou a presenca de plantulas anormais na
avaliacdo da emergéncia.

Houve diferenga significativa no indice de velocidade de emergéncia
(IVE) com a aplicagcao dos extratos nas diferentes diluicbes (Tabela 6). A velocidade
de emergéncia foi mais lenta na infusdo do que na maceragdo. Na infusdo o IVE
diferenciou-se significativamente do tratamento controle, com reducéo da velocidade
a partir da concentracdo de 50%, mais expressivamente em 75 e 100%. Na
maceracao o atraso na emergéncia ocorreu nos tratamentos mais concentrados do
extrato (75 e 100%).

As concentragdes dos extratos reduziram o comprimento de parte
aérea (CPA) das plantulas de manjericao (Tabela 6). Entretanto, ndo houve

diferenca entre os métodos de preparo estudados. A acdo dos efeitos inibitérios
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ocorreu com a aplicagdo dos extratos utilizados em maiores concentragdes, com
reducédo de 1,59 e 3,15 cm para os tratamentos 75 e 100%, respectivamente,
comparados ao controle.

Nao foi verificado aumento do hipocétilo como no teste de
germinagao em laboratério, no entanto, os tratamentos com as concentragdes de 25
e 50% apresentaram médias semelhantes e nao diferenciaram significativamente do
tratamento controle.

O aumento das concentragdes reduziu o comprimento radicular (CR)
na emergéncia de manjericdo (Tabela 6). Nao houve influéncia do tipo de método
utilizado, apenas das concentragdes de diluicéo.

Observa-se que o0s comprimentos das raizes das plantulas
apresentaram reducao em todos os tratamentos com o aumento das concentragoes,
e queda acentuada nos tratamentos com 75 e 100% do extrato.

Assim como ocorreu no bioensaio em laboratério, houve maior efeito
dos extratos estudados na reducido do sistema radicular do que da parte aérea das
plantulas de manjericdo, fato também verificado visualmente. De acordo com
Carvalho et al. (2014), isso provavelmente se deve a utilizagdo pelas plantulas da
reserva nutricional das sementes, havendo a translocagcdo desses componentes
nutritivos para o hipocatilo.

A massa seca total (MST) das plantulas foi afetada pela aplicagéo do
extrato (Tabela 6). Houve diferenga significativa entre os métodos de preparo e as
concentragdes avaliadas. Na comparagao entre os métodos, a infusao diferenciou-se
com redugao do peso na maior concentragao (100%), em relagdo a maceragéo, em
que a redugao foi significativa na concentragcéo de 75%.

Entre as concentracdes testadas, observou-se que as diferencas se
tornaram mais acentuadas com o aumento da concentragdo, com queda do peso de
MST nos tratamentos 75 e 100%, em ambos os métodos.

A aplicagdo dos extratos nas sementes de manjericado apresentou
comportamento distinto com efeitos prejudiciais acentuados nos bioensaios
laboratoriais. Isso ocorre, pois, segundo Ferreira e Aquila (2000), os efeitos dos
aleloquimicos sobre o crescimento da pléantula, sdo, em geral, muito mais drasticos
através do contato direto das sementes com o substrato papel de filtro em relacédo ao

solo. Para o autor, o contato facilita a absorgcao e a atividade dos compostos devido
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ao alto metabolismo e estresse em que a plantula se encontra durante sua fase
inicial de desenvolvimento, afetando diretamente a divisao celular.

Segundo Inderjit e Dakshini (1999), ao utilizar o solo como substrato,
as forcas de adsorcdo das micelas exercem papel importante, como sequestro dos
possiveis aleloquimicos. Em solos arenosos, por exemplo, ha menor absorgcdo que
em solos argilosos e, neste caso, os aleloquimicos liberados sdo mais efetivos por
ficarem livres na fase aquosa do solo (DAKSHINI et al.,1999).

De acordo com Pires e Oliveira (2011), ao serem liberados no solo,
ocorre transformacgao dos aleloquimicos por acdo microbiana, podendo tornar esses
compostos inertes ou mais eficazes como fitotoxinas. Além da acado dos
microrganismos, os aleloquimicos sofrem influéncia da temperatura, da textura e
composic¢ao do solo.

Segundo Swain (1977), o estudo da alelopatia em ambientes
naturais encontra dificuldades para explicagdo dos resultados, pois, para que o
efeito alelopatico ocorra as substancias tém de estar acumuladas no solo numa
quantidade suficiente e ter estabilidade por tempo necessario para exercer sua acao.
De acordo com Weidenhamer et al. (1989), outro fator que pode influenciar a
atividade de um composto quimico é a densidade de plantas presente na area, pois,
os efeitos sdo atenuados devido a divisdo dos compostos fitotdxicos que ocorre
entre as plantas na comunidade vegetal.

Além da interferéncia do meio ambiente, a resposta ao aleloquimico
€ dependente também da espécie testada. Em experimentos in vitro & visivel que os
extratos promovam redugdo e/ou inibicdo no crescimento de outra planta, mas
demonstrar que esses compostos estejam presentes no solo em quantidades
suficientes para inibir o crescimento de outras plantas envolve tanto efeitos
intrinsecos como extrinsecos da planta-alvo (SILVA et al., 2006; BARBOSA et al.,
2008; PEREIRA et al., 2008).

Por se tratar do substrato solo, este apresenta em sua composicao
condicbes favoraveis ao desenvolvimento das plantulas, como nutrientes,
(FERREIRA; BORGUETI, 2004). Além disso, o menor efeito inibitério observado
pode estar relacionado a presenga de microrganismos, uma vez que o solo n&o foi
esterilizado.

Nos bioensaios realizados em laboratério e casa de vegetagao para

avaliacao do efeito dos extratos, observou-se que as maiores concentragdes (75 e
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100%) apresentaram efeito alelopatico que reduziu a germinagao e o crescimento
inicial de plantulas de manjericao.

Entre os métodos de extracdo, a infusdo demonstrou efeitos
inibitérios sobre a germinagdo e o crescimento inicial, indicando que a maior
temperatura utilizada neste procedimento tenha favorecido a diluicdo dos compostos
na agua, pois segundo Watanabe et al. (2006), as temperaturas elevadas
frequentemente favorecem a solubilidade do compostos no solvente.

Fatores como a polaridade dos solventes, assim como temperatura e
agitacao, utilizados no preparo dos extratos, podem influenciar na extragcdo das
substancias bioativas dos vegetais (ANDREO; JORGE, 2006), de forma que extratos
preparados a partir de diferentes formas ou solventes, mesmo sendo da mesma
espécie vegetal, podem apresentar atividade alelopatica diferente.

Além disso, o potencial diferenciado entre as formas de extragcado na
reducao da germinagao e crescimento inicial pode estar relacionado ao fato de que
0s compostos vegetais s&do instaveis e ndo se distribuem de forma homogénea
(FERREIRA; AQUILA, 2000).
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Tabela 6 - Percentual de emergéncia (%E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte aérea (CPA) e
comprimento de raiz (CR), e massa seca total de plantulas (MST) de manjericdo submetidas a dois métodos de extragao, infusao
(I) e maceracao (M), e cinco concentragdes (0, 25, 50, 75 e 100%) de extratos de crotalaria. Londrina, 2016.

c ~ E IVE CPA CR MST
oncentragéo % ) —Cm-- —om- o
% ° d
I M I M I M I M I M

0 95 Aa 95 Aa 2,92 Aa 2,92 Aa 8,39 a 8,39 a 6,49 a 6,49 a 0,2814 Aa 0,2814 Aa
25 91 Aa 95 Aa 2,79 Aa 2,90 Aa 8,19 a 7,59 a 6,16 b 583b 0,2518 Ab 0,2523 Aa
50 90 Aa 91 Aa 2,41 Bb 2,79 Aa 8,00 a 7,63 a 558 Db 537b 0,2494 Ab 0,2427 Ab
75 79 Bb 90 Ab 1,62 Bc 2,02 Ab 712b 6,48 b 4,79 c 4,74 c 0,2155 Ac 0,1855 Bc
100 77 Bb 83 Ab 1,65 Ac 1,63 Ac 516 ¢ 533 ¢c 4,50 ¢ 4,56 ¢ 0,1064 Bd 0,1456 Ad

CV (%) 4,15 5,68 8,08 10,16 6,50

Valores seguidos por letras mindsculas iguais na coluna e mailsculas na linha, para cada método de extragéo, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.5.3 Identificagao e Quantificagédo por HPLC

As amostras do extrato de crotalaria foram analisadas em HPLC
para identificacdo dos compostos secundarios com caracteristicas alopaticas, e seus
picos submetidos a comparagao dos tempos de retengédo com a ajuda de padrdes de
compostos conhecidos (Figura 2).

Além dos tempos de retengdo utilizados na comparagcdo entre
amostra e padrdo, as analises foram realizadas também em diferentes
comprimentos de onda na regido do ultravioleta-visivel, o que proporcionou a

seletividade entre compostos com proximidade dos tempos de retencao.
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Figura 2 - Perfil cromatografico representativo do extrato aquoso de Crotalaria juncea
L. em HPLC. Londrina, 2016.

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato de
Crotalaria juncea identificou a presencga de trés compostos fendlicos distintos: acido
galico (tf = 3,81 min), 4cido fertlico (t* = 14,53 min) e acido cinamico (t* = 23,30
min). Em relagédo a quantificagédo, o acido galico foi o composto maijoritario (20,63 ug
g), seguido pelo acido ferulico (10,74 ug g) e acido cindamico (1,36 ug g). Nas figuras
3, 4 e 5 estdo os perfis cromatograficos com os tempos de retencédo de cada

composto e a comparagao com os devidos padrdes de identificacio.
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Figura 3 - Perfil cromatografico representativo do extrato aquoso de Crotalaria
juncea L. em HPLC com tempo de retengdo para o acido galico e seu padrao.
Londrina, 2016.
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Figura 4 - Perfil cromatografico representativo do extrato aquoso de Crotalaria
juncea L. em HPLC com tempo de retencdo para o acido ferulico e seu padrao.
Londrina, 2016.
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Figura 5 - Perfil cromatografico representativo do extrato aquoso de Crotalaria
juncea L. em HPLC com tempo de retencdo para o acido cindmico e seu padréao.
Londrina, 2016.

Os compostos fendlicos sao substancias amplamente distribuidas na
natureza e fazem parte dos constituintes dos vegetais. Podem ser pigmentos, que
dé&o a aparéncia colorida aos alimentos ou produtos do metabolismo secundario.
Normalmente sdo responsaveis pelas reacdes de defesa das plantas contra
agressdes e podem atuar como inibidores em processos de desenvolvimento. Em
nivel celular, influenciam o metabolismo de lipidios e o0 mecanismo bioquimico da
respiracao, inibindo o transporte de glicose e a sintese de celulose (HARBORNE,
1988).

Nas plantas os compostos fendlicos exercem a protecao contra raios
ultravioleta, insetos, virus e bactérias e atracdo de polinizadores, possuem também
acao antioxidante, agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2013). Além disso, compreendem o maior grupo
de metabdlicos que foram identificados como alelopaticos (CARMO; BORGES;
TAKAKI, 2007).

Segundo Taiz e Zeiger (2013), os compostos fendlicos vegetais

constituem um grupo quimicamente heterogéneo, sendo que a maioria € soluvel em
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agua e ocorrem na forma de glicosideos. Eles sédo originados pela via do acido
chiquimico e acumulam-se nos vacuolos das células vegetais.

As interagdes de plantas com seu ambiente sdo em grande parte
influenciadas pelos compostos fendlicos, os quais sdo o0s principais compostos
alelopaticos que inibem a germinagdo de sementes, o crescimento de plantas e
outros processos fisioldgicos (HARBORNE, 1993). Acidos fendlicos, tais como acido
clorogénico, acido ferulico e acido p-anisico foram encontrados por Mendonga
(2008) em sementes de feijdo-de-porco, causando efeito fitotoxico no
desenvolvimento de plantulas de trapoeraba e corda-de-viola.

Para Oliveira et al. (2012), o acido galico presente em extratos de
folnas e cascas de pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.) é considerado
possivel componente alelopatico sobre o desenvolvimento de plantulas de alface,
onde a partir desse composto foi evidenciando o aparecimento de plantulas
anormais e redugcao do comprimento da parte aérea e da raiz. Souza Filho et al.
(2006) mostraram que o efeito do potencial alelopatico do acido galico sobre a
germinagcdo de sementes da planta daninha Mimosa pudica L., tem efeito
significante na germinacao, com 71% de inibicdo. Segundo Moraes et al. (2006), o
acido galico & descrito como um importante redutor da germinacdo de um grande
numero de plantas.

Segundo Souto et al. (1994), restos culturais de Quercus robur L.,
Pinus radiata D. Don, Eucalyptus globulus Labill e Acacia melanoxylon R.Br.
geravam inibicao de crescimento e desenvolvimento de alface e o efeito alelopatico
era devido principalmente a compostos fendlicos. Inderjit et al. (1999) observaram
que a atividade alelopatica de compostos fendlicos presentes em extratos de
Verbesina encelioides (Cav.) Benth e Hook, dependente da concentragcdo, pode
promover ou inibir a germinagao e o desenvolvimento de plantulas de rabanete.

Os efeitos observados sob as variaveis analisadas para germinagao
e crescimento inicial de plantulas submetidas a aplicacdo do extrato, assim como, a
identificacdo dos compostos fendlicos por cromatografia liquida, indicam o efeito
alelopatico dos extratos de crotalaria sobre sementes de manjericao.

Como observado nos resultados, assim como em outras pesquisas,
0os varios processos utilizados para demonstrar que determinados extratos tém
efeitos alelopaticos ndo provam mais do que a existéncia de aleloquimicos no

material vegetal, ndo sendo possivel inferir em que condi¢bes de campo esta se
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manifesta. Os resultados aqui obtidos sdo indicativos de potencial alelopatico da
crotalaria, entretanto, novos ensaios deverdao ser conduzidos em campo com a
implantagdo da cultura do manjericdo sobre a palhada de crotalaria cultivada na
mesma area. Além de avaliar a persisténcia do material vegetal e sua interagao
quimica com o ambiente, novos testes em laboratério devem ser realizados, com o
intuito de identificar outros constituintes quimicos responsaveis pelos resultados

descritos.

3.6 CONCLUSAO

Os extratos aquosos de Crotalaria juncea L., preparados por
maceragdo e infusdo inibiram 100% a germinacdo e o crescimento inicial das
plantulas de manjericao variedade Alfavaca Basilicio nas concentragdes de 75 e
100%.

Foram identificados e quantificados trés compostos fendlicos no
extrato: acido galico (20,63 pg g), acido ferulico (10,74 ug g) e acido cindmico (1,36
Mg 9).
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