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RESUMO: (Potencial alelopatico de lixiviados das folhas de plantas invasoras pelo método sanduiche). Estudos de alelopatia
investigam os efeitos positivos e negativos que metabdlitos secundarios de plantas, microrganismos ou fungos exercem sobre
o desenvolvimento de individuos vizinhos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito alelopatico das folhas de Amaranthus
viridis, Acanthospermum hispidum, Bidens pilosa, Conyza canadensis, Galinsoga parviflora, Parthenium hysterophorus, Com-
melina benghalensis, Euphorbia heterophylla, Leonurus sibiricus, Digitaria insularis, Eleusine indica e Nicandra physaloides
na germinagdo e crescimento de alface, pelo método sanduiche. Nos bioensaios, as folhas secas (10, 25 e 50 mg) das plantas
invasoras foram colocadas entre duas camadas de agar, sendo posteriormente semeadas 25 cipselas de alface (Lactuca sativa).
Todas as espécies avaliadas, exceto C. canadensis, apresentaram efeito alelopatico sobre alface, sendo os maiores efeitos verifi-
cados em A. viridis e L. sibiricus, as quais inibiram a porcentagem de germinagdo (> 40%) e o crescimento da raiz (> 70%) e do
hipocétilo (> 50%) de alface. Com base nos resultados, conclui-se que as espécies A. viridis e L. sibiricus apresentam compostos
quimicos com atividade fitotoxica, sendo necessarios estudos posteriores para o isolamento e identificagdo dos metabélitos
envolvidos no processo de alelopatia.
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ABSTRACT: (Allelopathic potential from leaves of weeds by sandwich method). Allelopathic studies investigate the positive
and negative effects of secondary metabolites from plants, microorganisms and fungi on the development of neighbouring
individuals. The aim of this work was to evaluate the allelopathic effect from leaves of Amaranthus viridis, Acanthospermum
hispidum, Bidens pilosa, Conyza canadensis, Galinsoga parviflora, Parthenium hysterophorus, Commelina benghalensis,
Euphorbia heterophylla, Leonurus sibiricus, Digitaria insularis, Eleusine indica and Nicandra physaloides on germination and
growth of lettuce, applying the sandwich method. In the bioassays, dried leaves (10, 25 and 50 mg) of the weeds were placed
between two layers of agar and 25 lettuce seeds (Lactuca sativa) were sown. All the evaluated species, except C. canadensis,
presented allelopathic effect on lettuce. The more significant effects were verified on 4. viridis and L. sibiricus, which inhibited
the germination percentage (> 40%), the growth of root (> 70%) and hypocotyls (> 50%) of lettuce. The results indicate that
A. viridis and L. sibiricus present chemical compounds with phototoxic activity. Further studies are necessary for isolation and
identification of metabolites playing a role in allelopathy.

Key words: allelopathy, plantlet growth, weeds, germination

INTRODUCAO uma multiplicidade de agdes em processos fisioldgicos
(Einhellig 2002).

Nos tltimos anos, muitas pesquisas tém sido realizadas
para identificacdo de metabdlitos alelopaticos. Muitas

As substancias alelopaticas produzidas por plantas sdo
liberadas no ambiente através dos processos de exsudagao
radicular, lixiviacdo, volatilizagdo ou decomposigio,

influenciando de forma favoravel ou desfavoravel o
crescimento e desenvolvimento de sistemas bioldgicos
e agricolas (Rice 1984, Macias et al. 2000). Todos esses
mecanismos estdo sujeitos a constantes modificacdes
que se expressam na capacidade adaptativa como
conseqiiéncia de sua interacdo com o meio ambiente
(Oliveros-Batidas et al. 2009). Os aleloquimicos, quando
liberados no ambiente, sdo capazes de alterar a germina-
¢do, o crescimento e o desenvolvimento de plantas por

substancias fitotoxicas, assim como os derivados feno-
licos, alcaldides e outros metabolitos secundarios sdo
extraidos e identificados a partir de plantas e/ou seus
residuos (Fujji et al. 2004). Os resultados de laboratorio
consistem no primeiro passo para a identificacdo do
comportamento de plantas associado com aleloquimicos.
Os bioensaios consistem em monitorar a germinagao de
sementes e/ou o crescimento de plantulas de espécies
vegetais, peculiarmente mais sensiveis, na presenca de
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residuos ou de extratos da planta em estudo. A inibi¢do
ou o estimulo da germinagdo, ou ainda do crescimento
de plantulas, sdo evidéncias da atividade alelopatica.
Nesse sentido, a alelopatia possui potencial no manejo
integrado de plantas invasoras, pela capacidade que as
plantas possuem, inclusive as cultivadas, de produzirem
aleloquimicos que inibem o crescimento de outras plantas
(Wu et al. 1999, Buhler 2002).

O desenvolvimento reduzido e a baixa produtividade
de culturas sdo atribuidos a substancias lixiviadas no
solo, as quais sdo resultantes da lixiviacdo da parte
aérea de plantas com atividades alelopaticas. Nesse
sentido, Fujji et al. (2003) desenvolveram um método
para identificagdo de atividade alelopatica de lixiviados
de folhas, denominado método sanduiche. Esse método
consiste em colocar as folhas da espécie teste entre duas
camadas de agar, sendo uma importante ferramenta para
identificar efeito alelopatico das folhas em condigdes de
laboratorio. O agar ¢ utilizado por ser uma substancia que
permite melhor translocacdo dos compostos soliiveis em
agua até a espécie-alvo (Fujji et al. 2003).

Levando-se em consideragdo a possivel existéncia
de atividade alelopatica de algumas plantas invasoras,
este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
alelopatica das folhas de Amaranthus viridis L., Acan-
thospermum hispidum DC, Bidens pilosa L., Conyza
canadensis L. Cronquist, Galinsoga parviflora Cav.,
Parthenium hysterophorus L., Commelina benghalensis
L., Euphorbia heterophylla L., Leonurus sibiricus L.,
Digitaria insularis L. Fedde, Eleusine indica L. Gaert
e Nicandra physaloides (L.) Pers sobre a germinagdo e
crescimento inicial de alface, em condigdes de labora-
torio, pelo método sanduiche.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de semen-
tes da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ/USP), localizada
no municipio de Piracicaba (22°42°30”’S, 47°38°00”0
e 546 m de altitude), estado de Sao Paulo (SP), Brasil,
durante o periodo de abril a junho de 2009.

Inicialmente, folhas frescas de 12 espécies de plantas
invasoras foram coletadas em mar¢o de 2009 na ESALQ/
USP em Piracicaba (SP). Apo6s a coleta, as folhas foram
separadas, acondicionadas em sacos de papel e coloca-
das para secar em estufa a 60°C por aproximadamente
48 horas. Apos secagem, as folhas foram armazenadas
em sacos plasticos até sua utilizagao (Fujji et al. 2004).
As espécies coletadas foram Amaranthus viridis (caruru
de mancha), Acanthospermum hispidum (carrapicho de
carneiro), Bidens pilosa (picao preto), Conyza canadensis
(buva), Galinsoga parviflora (picao branco), Parthenium
hysterophorus (losna), Commelina benghalensis (tra-
poeraba), Euphorbia heterophylla (amendoim bravo),
Leonurus sibiricus (rubim), Digitaria insularis (capim
colchdo), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha), Nican-
dra physaloides (joa-de-capote).

Para os bioensaios, 5 mL de solu¢do de agar (0,5%),
autoclavada durante 15 minutos a 115°C, foram dispen-
sados em placas (10 cm?). Posteriormente, adicionou-se
10, 25 e 50 mg de matéria seca das folhas em estudo,
seguindo-se a adigdo de 5 mL de agar na parte superior
da primeira camada. No tratamento controle, nao houve
adi¢@o de material vegetal no dgar. Em seguida, semeou-
-se aleatoriamente 25 cipselas de alface cv. Grand rapids
(Lactuca sativa L.) em cada placa. As placas foram
mantidas em camara de germinagdo sob condi¢des de
umidade e temperatura (20°C) constantes ¢ em auséncia
de luz (Fujji et al. 2004).

Apds quatro dias, a porcentagem de germinacdo e o
crescimento das plantulas foram avaliados. A avaliagdo
da germinagdo foi realizada conforme as Regras para
Analise de Sementes (Brasil 1992), contabilizando-se
como plantulas normais todas que possuiam as estruturas
essenciais do embrido desenvolvidas e com, no minimo,
2 mm de comprimento de radicula. O alongamento da
raiz e do hipocétilo (dez plantulas por placa) foi medido
com auxilio de papel milimetrado.

Para cada espécie avaliada, o delineamento experimen-
tal adotado foi o inteiramente casualizado, consistindo
de quatro tratamentos (0, 10, 25 ¢ 50 mg), com quatro
repetigdes por tratamento. A unidade experimental
consistiu de 25 diasporos para germinagdo e dez para
o crescimento da raiz e hipocoétilo. A germinabilidade
(%G) foi calculada segundo a metodologia descrita por
Labouriau (1983). Os dados foram submetidos a analise
de variancia e quando diferengas foram detectadas pelo
teste F, as médias foram testadas pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos efeitos alelopaticos das folhas das plantas
invasoras sobre a germinagao de alface indicou que a in-
tensidade dos efeitos variou em fungao da planta avaliada
e da quantidade de folhas utilizadas como indicadora
(Fig. 1A). Os resultados demonstram que 4. viridis, A.
hispidum, B. pilosa, G. parviflora, P. hysterophorus, C.
benghalensis, E. heterophylla, L. sibiricus, E. indica e N.
physaloides reduziram a porcentagem de germinacao de
alface. Por outro lado, as espécies de C. canadensis e D.
insularis ndo influenciaram significativamente a germi-
nacdo. Observou-se inibi¢do da germinagdo maior que
25% em A. viridis (10 e 50 mg), G. parviflora (10 mg), E.
heterophylla (50 mg), L. sibiricus (50 mg) e E. indica (50
mg). Os maiores efeitos inibitorios foram verificados com
50 mg das folhas de A4. viridis e L. sibiricus, causando a
reducdo da porcentagem de germinagdo de alface cerca
de 44% em comparacdo ao controle (Fig. 1A).

O processo global da germinagao ¢ constituido por trés
processos parciais: embebi¢do, ativa¢ao e crescimento in-
traseminal. A dificuldade em estabelecer o inicio e o final
do processo faz com que a determinagdo da germinagao
seja avaliada por um critério macroscopico: a protrusao
da raiz primaria (Ranal & Santana 2006). Esse processo
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¢ menos sensivel aos aleloquimicos do que o crescimento
da plantula, mas a quantificacdo experimental ¢ muito
mais simples, pois para cada semente o fendémeno ¢
discreto, com a germinac¢ao ou ndo da semente (Ferreira
& Aquila 2000).

As alteragdes no padrao de germinagdo podem resultar
de diversos efeitos causados em nivel primario (Gusman
et al.. 2008). Dentre elas, Ferreira & Aquila (2000) des-
tacam alteragdes na permeabilidade de membranas, na
transcricao e tradugdo do DNA, na acdo de mensageiros
secundarios, na respiragao pelo seqiiestro do oxigénio,
na conformagdo de enzimas e receptores, ou ainda, pela
combinag¢do destes fatores.

Além dos testes de germinag@o, os testes biométricos
(medi¢do da raiz e hipocotilo) sd@o importantes na de-

Candido et al.

terminacdo de mudangas nas plantulas causadas pelas
substancias-teste (Pifia-Rodriguez et al.. 2004). Assim
como observado na germinagdo, o efeito sobre o desen-
volvimento da raiz de alface também variou em fungao da
espécie de planta e da massa de folhas utilizada (Fig. 1B).
A intensidade de inibic¢do foi diretamente relacionada a
quantidade das folhas, sendo os efeitos mais intensos
observados na presenca de 50 mg. Com 10 mg de fo-
lhas de A. hispidum e B. pilosa verificou-se estimulo no
crescimento da raiz, sendo que, em 4. hispidum houve a
promocao do crescimento da raiz em cerca de 32% em
relagdo ao controle (Fig. 1B). O conceito de alelopatia,
cunhado por Molisch em 1937 (Rice 1984), envolve tanto
os efeitos deletérios como os estimulatorios. Aparente-
mente, estes ultimos estdo associados a concentragao

0 411 | ||

AMAVI ACNHI BEBIDFI ERICA

mi ]

GASPA PTNHY COMBE EPHHL

m
He

T
i

T
_ha'hab { b ah

NICFH

LECSI DIGIN ELEIN

L
Lh O Lh O
I I 1

Raiz (mm)

i el o I ]
]
1

= Lh O LA
1

AMAVI ACNHI BIDFI ERICA

GASPA PTNHY COMBE EPHHL

LECSI DIGIN ELEIN  NICPH

Hipocotilo (mm)

0 4L L - L L]
AMAVI ACWNHI EIDFI ERICA

O Controle

He

GASPA PTNHY COMBE EPHHL
O010mg

e
|8
H
fa

"
W
4
H

R la

LECSI DIGIN ELEIN NICPH

B25mg B50mg

Figura 1. Efeito das folhas de Amaranthus viridis (AMAV)), Acanthospermum hispidum (ACNHI), Bidens pilosa (BIDPI), Conyza canadensis
(ERICA), Galinsoga parviflora (GASPA), Parthenium hysterophorus (PTNHY), Commelina benghalensis (COMBE), Euphorbia heterophylla
(EPHHL), Leonurus sibiricus (LECSI), Digitaria insularis (DIGIN), Eleusine indica (ELEIN) e Nicandra physaloides (NICPH) na porcentagem
de germinacao (A), crescimento da raiz (B) e crescimento do hipocétilo (C) de alface. Médias seguidas de letras iguais, em cada espécie, ndo

diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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da substancia, manifestando-se em situacdo de baixas
concentragdes (Rice 1984). Na maioria das vezes, essas
substancias podem afetar a permeabilidade da membrana
e, em altas concentragdes, inibir a absor¢do de agua e
nutrientes, podendo facilitar a absor¢ao desses em baixas
concentragdes (Einhellig 2002).

As folhas secas de C. canadensis, C. benghalensis e E.
indica ndo influenciaram o crescimento da raiz de alface.
As folhas de 4. viridis, G. parviflora, P. hysterophurus, E.
heterophylla, L. sibiricus, D. insularis e N. physaloides
inibiram o crescimento da raiz, sendo que os tratamentos
de 25 e 50 mg de A. viridis e L. sibiricus reduziram o cres-
cimento da raiz em 45 ¢ 70%, respectivamente (Fig. 1B).

O crescimento do hipocotilo foi menos sensivel as
substancias das folhas das plantas avaliadas do que o
crescimento da raiz (Fig. 1C). Nenhum efeito significa-
tivo no crescimento do hipocotilo de alface foi verificado
quando as plantulas foram submetidas as folhas de A.
hispidum, C. canadensis, G. parviflora, C. benghalensis,
D. insularis e E. indica. O efeito inibitorio no crescimento
do hipocétilo de alface foi observado em A. viridis, B.
pilosa, P. hysterophorus, E. heterophylla, L. sibiricus ¢
N. physaloides. Inibi¢ao superior a 50% no crescimento
do hipocotilo foi observada no tratamento de 50 mg de A.
viridis (53%), L. sibiricus (65%) e N. physaloides (52%).

Os menores efeitos no crescimento do hipocoétilo, em
relacdo ao da raiz, pode ter ocorrido devido a absor¢éo
e, conseqiientemente, a concentracao das fitotoxinas nos
tecidos radiculares ser favorecida pelo contato fisico da
raiz com o substrato. Desta forma, a bioatividade das
substancias fitotoxicas esta condicionada a capacidade
de absorcdo, translocacdo e mecanismo de agdo dos
seus compostos potencialmente alelopaticos (Correia
et al. 2005).

Com os resultados obtidos, verificou-se que das es-
pécies avaliadas apenas C. canadensis nao apresentou
qualquer efeito alelopatico sobre a germinagdo e cresci-
mento de alface. As folhas de C. benghalensis e E. indica
influenciaram apenas a germinacdo, enquanto que D.
insularis causou efeito somente no crescimento da raiz
e A. hispidum e G. parviflora afetaram a germinacao e o
crescimento da raiz de alface. De todas as espécies ava-
liadas, A. viridis e L. sibiricus foram as que apresentaram
os maiores efeitos inibitorios tanto na porcentagem de
germinacdo e no crescimento da raiz e do hipocétilo (>
50%). Inibi¢ao no crescimento, maior que 50%, também
foi verificada quando as plantulas foram submetidas a
maior quantidade utilizada das folhas de P. hysterophorus
e N. physaloides. Dongre & Singh (2007) verificaram
que o extrato aquoso de A4. viridis e P. hysterophorus
reduziram significativamente o crescimento da raiz de
trigo. Esses resultados sdo importantes, pois a redugdo
acentuada da raiz pode afetar a capacidade competitiva
e a produtividade da planta, e a redugdo da parte aérea
(hipocotilo) pode diminuir a capacidade da planta em
competir por luz (Ninkovic 2003).

Os estudos fitoquimicos com espécies de Amaran-
thus revelaram a presenca de alcaldides, antraquinonas,

esteroides, flavonoides e saponinas (Ruiz et al. 2003).
Bhowmik & Doll (1984) observaram que o extrato
aquoso de residuo seco de Amaranthus retroflexus inibiu
o crescimento das raizes de milho e dos hipocotilos em
soja. Em estudo sobre a atividade alelopatica de espécies
de plantas pelo método sanduiche, foi verificado que
A. fauriei estimulou o crescimento de alface (Fujii et
al. 2003). No mesmo trabalho, os autores verificaram
efeito inibitorio de espécies de varias familias como, por
exemplo, Amaryllidaceae, Annonaceae, Euphorbiaceae,
Guttiferae, Icacinaceae, Leeaceae, Leguminosae, Melia-
ceae, entre outras, observando a inibi¢ao superior a 50%.
Varios compostos pertencentes as classes dos alcaldides,
terpenos e compostos fendlicos ja foram identificados
como aleloquimicos em outras plantas. Esses compostos
podem ser responsaveis, de modo isolado ou sinergético,
pela interferéncia nos processos fisiologicos durante
a fase de germinacgdo e crescimento das espécies-alvo
(Einhellig 2002).

Rolim de Almeida ef al.. (2008) avaliaram a ativida-
de alelopatica das folhas de Leonurus sibiricus sobre a
germinagdo e crescimento inicial de Raphanus sativus,
Lactuca sativa e Lepidium sativum, ¢ verificaram a
inibicdo da germinacdo de alface quando submetida
ao extrato metandlico das folhas de L. sibiricus. As
analises fitoquimicas mostraram a presenca de quatro
grandes flavondides nas folhas de L. sibiricus; entre os
quais a quercetina-3-O-a-Lramnopiranosil-(1, 6)-p-D-
galactopiranosideo; e de trés compostos flavonicos me-
nores, entre eles a quercetina. Os flavonodides isolados
apresentaram diferentes atividades biologicas, variando
com a concentra¢do dos compostos.

Os acidos fenolicos e os flavondides estdo amplamente
distribuidos nos tecidos vegetais e freqlientemente sao
associados a fenomenos alelopaticos. A maior parte dos
estudos realizados tem tido como objetivo estabelecer os
mecanismos de agdo dessas duas classes de compostos.
Os 4cidos fendlicos sdo mencionados como responsaveis
pela redugdo de absor¢do de micro e macronutrientes
em diversas espécies. O acido fertlico pode atuar na
inibicdo da absorc¢do de fosfato, enquanto que o acido
clorogénico pode alterar o balango de nutrientes nas
plantas. Os flavonoéides naringenina, genisteina e canferol
também interferem de maneira indireta na absor¢ao de
nutrientes pelas plantas (Santos & Rezende 2008). Os
compostos fendlicos reduzem a atividade de enzimas
envolvidas na glicolise e na via oxidativa das pentoses
fosfato, as quais asseguram niveis de ATP e esqueletos
de carbono suficientes para a germinagao das sementes.
A toxicidade de muitos fendis pode, em grande parte,
ser atribuida a formag@o de semiquinona. A producao
de formas reativas de oxigénio (FROs) pode afetar a
permeabilidade da membrana e, causar danos ao DNA e
proteinas (Gniazdowska & Bogatek 2005).

Desta forma, a germinagdo e o crescimento inicial
das plantas proximas as espécies que apresentaram
efeito fitotoxico podem ndo ocorrer devido a presencga
de substancias alelopaticas sobre o solo, lixiviadas das
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folhas. Cada espécie pode produzir um conjunto variado
de aleloquimicos, com a¢ao diferenciada sobre os compo-
nentes da comunidade em que esta inserida, dependendo,
principalmente, da quantidade do material vegetal na
superficie do solo, do tipo de solo, da populagdo micro-
biana e das condigdes climaticas (Oliveros-Batidas et
al. 2009). Alsaadawi et al.. (1990) relataram que o solo
coletado na area de Euphorbia prostrata foi inibitdrio
para a germinagdo de sementes e para o desenvolvimento
das sementes de algumas espécies-teste, incluindo Cy-
nodon dactylon. Isso sugere a presenca de substancias
inibitorias no solo da area de ocorréncia de E. prostrata.
Os experimentos subseqiientes mostraram que extratos
aquosos, residuos decompostos e exsudatos de raizes de
E. prostrata foram inibitdrios para muitas plantas-teste,
incluindo C. dactylon (Alsaadawi et al. 1990).

Todas as plantas avaliadas no presente trabalho evi-
denciaram efeito alelopatico, exceto C. canadensis, pelo
método sanduiche. Os maiores efeitos fitotéxico foram
verificados em A. viridis e L. sibiricus sobre a germinagao
e crescimento de alface. Esses resultados poderdo ser
uteis para futuras pesquisas para o desenvolvimento de
produtos bioativos derivados de plantas, além de gerar
informacgdes sobre os processos de interferéncia das
plantas invasoras de cultivos agricolas.
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