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RESUMO: (Potencial alelopatico de cinco espécies da familia Annonaceae). Alelopatia se refere a capacidade que determinada
planta tem de interferir no metabolismo de outra, por meio de substancias liberadas no ambiente, causando efeitos danosos ou
benéficos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos alelopaticos de extratos metanolicos da parte aérea (folhas e caules)
de Annona crassiflora, A. coriacea, A. dioica, A. sylvatica e Duguetia furfuracea (Annonaceae), na concentragio de 1% (m/v)
sobre a germinagao e no crescimento inicial de plantulas de alface. Os testes foram realizados em triplicatas com 25 sementes
de alface distribuidas em placas de Petri contendo duas folhas de papel germitest e 3 mL dos extratos, mantidas a 25°C sob luz
branca constante. Agua destilada foi utilizada no tratamento controle. A contagem das plantulas normais, o tempo médio de
germinag@o e comprimento de radicula e de hipocoétilo foram avaliados aos quatro e sete dias apos a semeadura. Os extratos
foram caracterizados quanto ao pH e perfil fitoquimico. Os extratos metandlicos das plantas de Annonaceae alteraram todos
os parametros analisados, reduzindo significativamente a porcentagem de germinagéo e o vigor de sementes de alface, além
de afetarem negativamente o tempo médio de germinagdo em relagdo ao controle. Os extratos também causaram inibi¢des no
comprimento radicular e de hipocdtilo.

Palavras-chave: germinagdo, crescimento inicial, inibi¢ao de crescimento, alelopatia.

ABSTRACT: (Allelopathic potential of five species of the Annonaceae family). Allelopathy refers to the ability that certain
plant has to interfere in the metabolism of another by substances released into the environment, causing harmful or beneficial
effects. The aim of this work was to evaluate the allelopathic effects of metanolic extracts from shoots (leaves and stems) of
Annona crassiflora, A. coriacea, A. dioica, A. sylvatica and Duguetia furfuracea (Annonaceae), at 1% (m/v) concentration on
germination and early growth of lettuce seedlings. Treatments consisted of three replicates of 25 lettuce seeds distributed in Petri
dishes containing two sheets of germitest paper and 3 mL of extracts, maintained at 25°C with white light. The control treatment
was only watered with distilled water. The counting of normal seedlings, time of germination and length of radicle and hypocotyl
were evaluated at four and seven days after sowing. Extracts were characterized about pH and phytochemical prospection. The
methanolic extracts from Annonaceae altered all the parameters analyzed, significantly reducing the germination percentage
and vigor of lettuce seeds and affecting adversely the time of germination in relation to the control. Extracts also caused radicle
and hypocotyls growth inhibition.

Key words: germination, early growth, growth inhibition, allelopathy.

INTRODUCAO diretamente a taxa de producdo dos aleloquimicos.
A alelopatia propde uma area de pesquisa de grande

O termo alelopatia esta relacionado a capacidade de . o ) e )
importancia, a qual permite buscar substancias de origem

um vegetal interferir de forma natural no desenvolvi-

mento da vegetacao adjacente, por meio de substancias
quimicas denominadas aleloquimicos, que sdo liberados
na atmosfera ou no solo por exsudacdo radicular, lixi-
viacdo, volatilizacdo e decomposi¢do dos residuos da
planta (Rodrigues et al. 1999). Entre os aleloquimicos
comumente citados como responsaveis por causarem
efeitos diretos e indiretos estdo os terpenos, alcaldides,
compostos fendlicos, esterdides, acidos graxos de cadeia
longa e lactonas insaturadas (Malheiros & Peres 2001).

A produgdo desses aleloquimicos pode ser regulada
por diversos fatores ambientais, como temperatura, in-
tensidade luminosa, disponibilidade de 4gua e nutrientes,
textura do solo e presenca de microrganismos (Macias et
al. 2007). A influéncia de outros fatores, como radiagdo
ultravioleta, doencas e ataques de insetos, modificam

vegetal para o controle de plantas invasoras na agricultu-
ra, reduzindo ou eliminando a contaminac¢ao do ambiente,
preservando os recursos naturais e garantindo o ofereci-
mento de produtos com qualidade. Além disso, propicia
uma alternativa ecologicamente correta no cultivo de
plantas para industria de fitoterapicos. Teoricamente,
substancias quimicas com atividade alelopatica podem
ser utilizadas diretamente na formulag@o de bioerbicidas
ou ser modificadas, a fim de aumentar sua atividade
bioldgica (Souza Filho & Alves 2002).

Para avaliar o potencial alelopatico de uma planta, uma
das principais variaveis analisadas é a germinacao, ¢ as
sementes testes devem ser de espécies cultivadas de boa
qualidade. A principal vantagem do uso de alface (Lactu-
ca sativa L., Asteraceae, Magnoliopsida) como alvo nos
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estudos alelopaticos reside na sensibilidade da espécie,
mesmo em baixas concentracdes de aleloquimicos. A
espécie apresenta outras pecularidades que favorecem
sua utilizagdo, como germinagdo rapida, crescimento
linear e insensibilidade aos potenciais osmoticos (Souza
et al. 2005).

A familia Annonaceae ¢ uma das maiores entre as
Angiospermas basais, com cerca de 135 géneros e 2.500
espécies (Chatrou et al. 2004). No Brasil, é representada
por 26 géneros, sendo sete endémicos, com cerca de 260
espécies (Maas et al. 2001). As espécies desta familia
caracterizam-se por apresentarem folhas simples, dispos-
tas alternadamente em um mesmo plano, ao longo dos
ramos. Recebem nomes como araticum-do-cerrado, dado
a diferentes espécies encontradas nos Cerrados da regido
central do Brasil ou marolo, como ¢ conhecido por todo
o sul de Minas Gerais, onde s3o0 nativos e espontianeos
nos enclaves de campos de cerrados existentes na regiao.
Esta familia ¢ de apreciavel importancia econdmica como
fonte de frutos comestiveis, e espécies ndo nativas, como
a fruta do conde ou pinha (4nnona squamosa L.), a gra-
viola (A. muricata L.), a fruta da condessa (4. reticulata
L.) e a cherimoia (4. cherimola Mill.) sdo amplamente
cultivadas e comercializadas, inclusive no Brasil (Lorenzi
& Matos 2002).

Muitas espécies da familia Annonaceae sdo larga-
mente empregadas na medicina popular devido as suas
diferentes propriedades farmacologicas atribuidas prin-
cipalmente aos alcaldides e, mais recentemente, a aceto-
geninas e flavondides, principais constituintes bioativos
encontrados em géneros especificos das anonaceas (Alali
et al. 1999, Bermejo et al. 2005, Kotake & Ohta 2003).
Estudos da literatura relatam atividades como antimicro-
biana, inseticida e antiparasitaria, em particular contra
Leishmania sp., Plasmodium falciparum e Trypanosoma
cruzi (Queiroz et al. 1996, Sahpaz et al. 1994).

Estudos demonstraram que extratos aquosos de Xylo-
pia aromatica Lam. e de Annona crassiflora Mart.(An-
nonaceae) apresentam potencial alelopatico sobre Bra-
chiaria brizantha Stapf cv. Marandu (capim-marandu) e
podem ser uma alternativa promissora no manejo desta
planta invasora na cultura da soja (Inoue et al. 2009).

Este trabalho teve como finalidade avaliar o potencial
alelopatico do extrato metandlico da parte aérea (folhas e
caules) de Annona crassiflora Mart., A. coriacea Mart.,
A. dioica St. Hill., 4. sylvatica St. Hill. e Duguetia fur-
furacea St. Hill. na germinacao e crescimento inicial de
Lactuca sativa L., por bioensaios em laboratorios.

MATERIAL E METODOS

Material botanico

As plantas em estudo foram coletadas em formagdes
vegetais do municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul.
A cidade de Dourados esté situada a 22°14°16”’S e 54°
48°02”W, em altitude média de 452 m. O clima da re-
gido, segundo a classificacdo de Koppen, ¢ Mesotérmico

Umido, do tipo Cwa, com temperaturas e precipitagdes
médias anuais variando de 20 a 24°C ¢ 1250 a 1500 mm,
respectivamente.

As plantas em estudo foram identificadas pela Dra.
Zefa Valdevina Pereira e as exsicatas de Duguetia furfu-
racea (DDMS 166), Annona coriacea (DDMS 186), A.
dioica (DDMS 4598), A. crassiflora (DDMS 4599) e A.
sylvatica (DDMS 4600) estdo depositadas no Herbario
da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados, MS.

Extratos vegetais e atividade alelopdtica

Os experimentos foram realizados nos Laboratorio
de Sementes e de Plantas Medicinais da Faculdade de
Ciéncias Agrarias, pertencentes a Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.

Para a preparacdo dos extratos, o material vegetal (fo-
lhas e caules) foi seco em estufa de ar circulante a 45°C,
durante quatro dias. Apos secagem, foram triturados em
moinho de facas (MA340/A). Em seguida, as amostras
foram submetidas a extracdo por macera¢do com meta-
nol 100% (P.A) por 10 dias e posteriormente filtradas
e concentradas em evaporador rotativo (MA-120) sob
pressado reduzida, para obtengdo do extrato metandlico.

Para avaliar o efeito alelopatico dos extratos, foram
realizados ensaios de inibi¢ao de germinacao de alface,
L. sativa cv. Grands rapids, obtidas comercialmente,
utilizando solugdes dos extratos de 1% (m/v). Os bio-
ensaios foram realizados em triplicata com 25 sementes
cada, aplicando-se 3 mL das solu¢des sobre discos de
papel germitest contidos nas placas de petri (9 cm de
diametro). Ap6s a evaporacdo do solvente (metanol),
foram adicionados 2 mL de Tween 80 (100 pg/mL)
em cada placa e o sistema foi deixado em repouso por
24 horas. O tratamento controle foi conduzido com a
semeadura das sementes sobre papel umedecido com
agua destilada. O bioensaio foi conduzido em cémara
de germinacdo do tipo B.O.D., sob temperatura de 25°C
e luz branca constante.

O potencial alelopatico dos extratos foi avaliado pela
contagem das plantulas normais aos quatro (primeira con-
tagem) e sete dias apds a semeadura, conforme prescri¢ao
das Regras para Analise de Sementes (Brasil 2009). O
tempo médio de germinacao (Edmond & Drapalla 1965)
e o comprimento de radicula e de hipocoétilo (cm) foram
obtidos ao final de sete dias ap6s a instalagdo dos testes.

Andlises quimicas

Sabendo que o grau de acidez ou basicidade podem
mascarar o fendmeno aleldpatico (Ferreira & Aquila,
2000), determinou-se o pH de todos os extratos meta-
noélicos utilizados na concentragdo de 1% (m/v), com
auxilio de um pHmetro (Q400AS) ou papel indicador
(Merck). As classes de metabdlitos secundarios foram
determinadas utilizando os extratos organicos previa-
mente preparados. Os flavondides foram determinados
pela reacdo de Shinodas, os alcaldides pelo reagente de
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Dragendorff e Mayer, os esteroides e triterpendides pela
reagdo de Lieberman-Burchard e os taninos pela reagao
quimica com sais de ferro (Matos 1988, Falkenberg et
al. 2003).

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casu-
alizado, com trés repeticdes de 25 sementes. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e com-
paradas pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa estatistico SISVAR (Ferreira
2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinagdo e vigor

As caracteristicas analisadas indicaram que os extratos
metanolicos das espécies de Annonaceae influenciaram
negativamente a germinacdo das sementes de alface
(Fig. 1), principalmente na primeira contagem (quatro
dias de avaliacdo) . A completa inibi¢cdo da germinagao
das sementes de alface foi observada pelo extrato me-
tanolico de Duguetia furfuracea, quando comparado
as sementes do controle, que aos quatro dias apos a
semeadura apresentaram a totalidade de formacgdo de
plantulas normais. O extrato de A. sylvatica ndo dife-
riu estatisticamente daquele obtido de D. furfuracea,
inibindo 96% da germinacdo de sementes de alface na
primeira contagem do teste em relagdo ao controle. A
partir desses dados, evidencia-se que essas duas espécies
apresentam classes de compostos semelhantes, devendo
ocorrer maior disponibilidade de substancias inibitorias
soluveis em metanol e que atuaram na germinacdo. Ao
final da avaliacdo (sete dias), verificou-se que os extratos
de D. furfuracea e A. sylvatica inibiram a germinac¢ao
em 80 e 67%, respectivamente. Apesar de A. coriacea
causar uma reducdo na germinagdo de 35%, ndo diferiu
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Figura 1. Primeira contagem (4 dias) e contagem final (7 dias) de
germinagao de sementes de alface submetidas aos extratos metanolicos
(folhas e caules) de cinco espécies pertencentes a familia Annonaceae
(P>0,05).

estatisticamente do controle.

Segundo Inoue et al. (2009), os extratos aquosos das
sementes de A. crassiflora inibiram significativamente a
germinagdo de B. brizantha. Essa inibi¢do ndo foi obser-
vada na germinag¢do da alface, possivelmente porque os
extratos utilizados foram obtidos da parte aérea da planta
e ndo das sementes, podendo assim ocorrer variagdes nas
concentragdes dos metabdlitos secundarios. Pode-se
também considerar que os aleloquimicos no presente
trabalho foram extraidos com metanol, que possivelmente
proporcionou diferenca na extragdo dos compostos.

Em relagdo ao tempo médio de germinagdo, os resul-
tados indicaram que houve efeito negativo na velocidade
de germinacdo das sementes germinadas em extratos
metandlicos quando comparadas com o controle (Fig. 2).
As sementes submetidas aos extratos de D. furfuracea,
A. coriacea e A. sylvatica apresentaram acima de 4,5
dias para a protrusdo radicular, enquanto que o controle
completou o processo germinativo aos dois dias apds
a semeadura. Nao foram verificadas diferengas estatis-
ticas entre o tempo médio de germinagdo de sementes
submetidas aos extratos de A. crassiflora e A. dioica,
em relacdo ao controle. O atraso no tempo médio de
germinagdo tem sido observado em diversos trabalhos.
Wandscheer & Pastorini (2008), por exemplo, relatam
que as concentragdes de extrato de nabiga (Raphanus
raphanistrum L.) causaram pequeno atraso no processo
germinativo de sementes de alface, sendo o efeito mais
significativo nos tratamentos com extratos de folhas. Em
gergelim (Sesamum indicum L.) esse comportamento
também foi observado quando as sementes foram sub-
metidas aos extratos foliares de Solanum lycocarpum
St. Hill. (Oliveira et al. 2004). Resultados semelhantes
foram obtidos por Sartor et al. (2009), onde o efeito
alelopatico de aciculas de Pinus taeda L. ndo se limitou
apenas a inibir a germinagdo, mas também retardou a
velocidade de germinagdo. Possivelmente, o atraso no

7

Tempo médio de germinagao (dias)
(4]

Test A corizces A orassifore A syhatica D furfurscss A, dioica

Figura 2. Tempo médio de germinagdo de sementes de alface subme-
tidas aos extratos metanolicos de cinco espécies pertencentes a familia
Annonaceae (P > 0,05).
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tempo de germinacdo pode ser explicado pelos efeitos
dos aleloquimicos nos diferentes processos fisioldgicos
da planta.

O desenvolvimento da radicula das plantulas de alface
também foi afetado negativamente pelos extratos anali-
sados (Fig. 3) As plantulas apresentaram comprimento
de radicula inferior a 0,5 cm na presenca dos extratos
de D. furfuracea, A. coriacea, A. dioica ¢ A. sylvatica.
O extrato de A. crassiflora foi o menos efetivo, resul-
tando em comprimento de radicula préximo de 1,0 cm,
embora também diferente do controle, que apresentou
comprimento acima de 3,5 cm. Da mesma forma que
para o crescimento da radicula, todos os extratos inibi-
ram o crescimento do hipocotilo de plantulas de alface,
comparadas com o controle (Fig. 3).

De acordo com Inoue et al. (2009), os extratos de
A. crassiflora também inibiram o desenvolvimento da
radicula e do hipocotilo de B. brizantha, o que confirma
que as substancias presentes nos extratos aquosos das
sementes desta espécie atuaram de maneira diferente das
presentes no extrato metandlico da parte aérea, provo-
cando variagdes muito grandes nos parametros testados.

Nesta pesquisa, o conjunto dos parametros avaliados
aponta o desenvolvimento do hipocétilo como a parte
mais sensivel aos efeitos alelopaticos e a germinagao das
sementes, a menos sensivel, diferente do que foi relata-
do por Souza Filho et al. (2009) ao avaliar a atividade
alelopatica do 6leo essencial de Ocimum americanum L.

O processo de germinagdo ¢ menos sensivel aos alelo-
quimicos em relac¢@o ao crescimento inicial das plantulas.
Neste contexto, substancias alelopaticas podem induzir
o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose
da radicula um dos sintomas mais comuns. Assim, a
avaliacdo da normalidade das plantulas é um instrumento
valioso (Ferreira e Aquila 2000). Além disso, Peres et al.
(2006) sugere que este € um aspecto ecologico importante
uma vez que, com a inibi¢do do desenvolvimento do
sistema radicular, ha redug@o na pressdo competitiva da
planta, o que favorece as espécies vizinhas, que podem
assim estabelecer aspectos de dominancia.

Soares et al. (2002) avaliaram o potencial alelopatico
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= [ A crazziflors
BEERR A sylvatica
—:[r 74 D. furfursces
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Figura 3. Comprimento de radicula e de hipocotilo (cm) de plantu-

las de alface submetidas aos extratos metandlicos de cinco espécies
pertencentes a familia Annonaceae (P > 0,05).

Tabela 1. Valores de pH dos extratos metandlicos utilizados nos bio-
ensaios de germinagao e crescimento de plantulas de alface.

Extratos metanolicos pH
A. coriacea 6,48

A. crassiflora 5,45

A. dioica 6,20

A. sylvatica 6,00

D. furfuracea 6,08
testemunha 6,98

de folhas de espécies pertencentes a familia Mimosaceae
e Fabaceae ¢ o efeito alelopatico foi acompanhado por
alteragdes morfologicas conspicuas nas raizes, tais como
engrossamento, escurecimento e auséncia da zona de
absorcdo e coifa. Da mesma forma, o aparecimento de
plantulas anormais, com raizes primarias atrofiadas e
defeituosas, com auséncia de raiz secundaria e necrose
radicular foi observado em plantulas submetidas aos
extratos mais concentrados de Persea americana Mill.
(Borella et al. 2009).

Na presente pesquisa, 0s extratos testados ndo provo-
caram tais altera¢cdes morfologicas, embora diminuissem
a velocidade de crescimento da radicula e hipocotilo.

E oportuno salientar que as espécies utilizadas nos
testes sdo recomendadas em modelos de restauragio
de areas degradadas (Corréa & Melo Filho 2007). Se
os efeitos fitotoxicos observados ocorrerem no campo,
essas espécies poderao comprometer o desenvolvimento
normal do processo sucessional através da inibi¢do do
desenvolvimento radicial das sementes encontradas no
banco de sementes do local. Os resultados obtidos esti-
mulam a realizacdo de futuros ensaios, com diferentes
concentracdes dos extratos analisados para detectar aque-
le com maior efeito alelopatico e evidenciar a tendéncia
taxonomica de manifestacdo da atividade fitotoxica
observada nas espécies estudadas de Annonaceae.

Cabe ressaltar que os resultados positivos em la-
boratoério para alelopatia podem nfo se confirmar em
condic¢des naturais, devido a ocorréncia simultdnea de
fatores biodticos e abidticos que podem interferir este
fendmeno. Para verificar se essas espécies liberam subs-
tancias alelopaticas em condigdes naturais devem ser
realizadas investigacdes mais amplas, principalmente
testes em campo.

Caracteristica quimica e prospecg¢do fitoquimica

A analise do pH dos extratos metandlicos mostrou bai-
xa variacao de valores de acidez, estando entre 6,5 a 5,8
(Tab. 1). Segundo Laynez-Garsaball & Mendez-Natera
(2000), os valores de pH entre 6,0 e 7,5 sdo considera-
dos ideais para a germinag@o da maioria das espécies. A
verificagdo do pH ¢ importante, pois os extratos podem
conter solutos como agucares, acidos organicos ¢ ami-
noacidos que podem mascarar o efeito alelopatico dos
extratos (Ferreira & Aquila 2000).

Essa analise permite descartar a possibilidade da
interferéncia deste fator nos resultados, reforgando a
idéia de que substancias quimicas presentes no extrato
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Tabela 2. Ensaios qualitativos da prospeccdo fitoquimica preliminar dos extratos metanélicos da parte aérea (folhas e caules) de cinco espécies

de Annonaceae utilizados em bioensaios de germinagao e crescimento de plantulas de alface.

Alcaloides

Extratos metandlicos Flavonoides Esteréides Taninos Triterpendides
Dragendorff Mayer
A. coriacea - - + + - +
A. crassiflora + + + + - +
A. dioica + + + + + +
A. sylvatica - - + + + +
D. furfuracea + + + + + +

(-) ndo detectado; (+) detectado

metanolico apresentaram efeito sobre a germinagdo e o
crescimento da alface.

Nos ensaios qualitativos da prospeccao fitoquimica
preliminar dos extratos metanolicos da parte aérea das
espécies em estudo, verificou-se a presenca de classes de
substancias com potencial alelopatico como flavondides,
esteroides e triterpendides em todos os extratos avaliados
e alcaldides e taninos em apenas trés espécies (Tab. 2).

Os flavonoides representam uma importante classe
de polifendis com forte atividade bioldgica, dentre elas,
controle de a¢do de hormdnios vegetais, agentes alelopa-
ticos e inibidores enzimaticos. Os alcaldides, em geral,
s80 tOXicos e apresentam gosto amargo, por isso plantas
que apresentam este composto sdo evitadas por animais
e insetos em sua dieta (Harborne & Williams 2000). A
complexagdo entre taninos e proteinas € a base para suas
propriedades como fatores de controle de insetos, fungos
e bactérias, tanto quanto para suas atividades bioldgicas
(Santos & Mello 2003). Os esteroides fazem parte do
grupo dos terpenos e muitos 6leos essenciais vegetais
sdo constituidos de monoterpenodides volateis, envolvidos
em interagdes ecologicas (Conn 1981).

Dentre os compostos polares, os fenolicos e derivados
correspondem a classe de metabolitos secundarios na
qual se encontra a maior parte dos compostos apontados
como tendo atividade alelopatica, compreendendo desde
fenois simples até taninos de estrutura complexa (Rice
1984). Contudo, ndo se pode afirmar que a presenga
destes compostos tenha ocasionado o efeito alelopatico
sobre a alface, visto que ndo foram testadas as substancias
relatadas, que podem tanto ter efeitos isoladamente, como
podem interagir sinergicamente ou antagonicamente com
outras substancias.

Desta forma, todas as espécies de Annonaceae estuda-
das apresentaram efeitos alelopaticos sobre a germinagao
e desenvolvimento inicial de plantulas de alface. Assim,
futuros experimentos envolvendo extragdo, isolamento
e purificacdo dos possiveis aleloquimicos presentes po-
derdo contribuir para o conhecimento mais acurado dos
efeitos inibitorios sobre a alface.
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