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Resumo: A alelopatia ¢ um mecanismo de interagdo bioquimica entre vegetais,
considerada uma forma de adaptagcdo quimica defensiva das plantas. Neste fendmeno,
biomoléculas produzidas por uma planta sdo liberadas para o meio ambiente e
influenciam no crescimento e desenvolvimento de plantas vizinhas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi investigar o potencial alelopatico de extratos e fracdes de folhas de
Neea theifera, por meio de bioensaios de pré e pos-emergéncia. Para tanto, sementes e
plantulas de Lactuca sativa foram tratadas com o extrato organicos (nhexanico, acetato
de etila e metanolico) em diferentes concentragdes (5, 10 e 20 mg/mL), e fragdes do
extrato metandlico bruto de Neea theifera, além de um grupo controle negativo (dgua).
O teste de viabilidade nas sementes submetidas aos extratos foi realizado pelo teste do
tetrazolio, ja o teste de fitotoxicidade foi elucidado pela determinagdo do indice
mitético. Foi realizada também uma triagem fitoquimica por meio de reacdes
especificas para deteccdo de possiveis classes quimicas dos extratos avaliados, além de
avaliar o perfil cromatografico por meio de cromatografia de camada delgada e
reveladores especificos. De acordo com a metodologia adotada e os resultados obtidos
foi possivel elucidar o potencial alelopatico, assim como propor um mecanismo de agio
dos aleloquimicos desta espécie.

Palavras-chave: Alelopatia; Bioensaios; Fitoquimica; Fitotoxicidade; Neea theifera



Abstract: Allelopathy is a mechanism of biochemical interaction between plants,
considered a form of adaptation of plants. In this phenomenon, biomolecules are
produced by a plant and are released into the environment and influence the growth and
development of neighboring plants. The objective of this study was to investigate the
allelopathic potential of extracts and fractions of leaves Neea thief through bioassays
pre-and post-emergence. For this purpose, seeds and seedlings of Lactuca sativa were
treated with organic extract (nhexanico, ethyl acetate and methanol) at different
concentrations (5, 10 and 20 mg / mL), and fractions of the brute methanol extract Neea
theifera, and a negative control (water). The test of viability in seeds subjected to the
extracts was carried out by the tetrazolium test, already the test phytotoxicity was
elucidated by determining the mitotic index. Was also carried out a phytochemical
screening through specific reactions to detect possible chemical classes of extracts
assessed, and to evaluate the chromatographic profile by thin layer chromatography and
revealing specific. According to the methodology used and the results obtained it was
possible to elucidate the allelopathic potential, and to propose a mechanism of action of
allelochemicals of this species.

Keywords: Allelopathy, bioassays, Phytochemistry, Phytotoxicity, Neea theifera



1. INTRODUCAO

O primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no
desenvolvimento de outros organismos foi descrito por Theophrastus (300 a.C.), um
discipulo de Aristételes, propondo que a leguminosa Cicer arietinum exauria o solo. Em
1832, o botanico De Candolle sugeriu que o cansago da terra na agricultura era
decorrente de exudatos liberados pelas plantas da propria cultura (Rice, 1984).

Somente em 1937, o pesquisador alemdo Hans Molisch estudou o efeito do
etileno no crescimento das plantas e cunhou a palavra “alelopatia”, proveniente da unifo
de duas palavras gregas "allelon" e "pathos", que significa respectivamente "mutuo" e
"prejuizo” e as substdncias responsaveis por essa propriedade € conhecida como
aleloquimicos. Apesar do significado etimoldgico da palavra alelopatia, Molisch define
que o termo engloba tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais entre uma planta e outra
(Einhellig, 1999).

Os aleloquimicos possuem uma natureza quimica bem diversificada que vai
desde simples hidrocarbonetos a complexos compostos policiclicos com alto peso
molecular. Tais compostos sdo em geral acidos graxos de cadeia curta, 6leos essenciais,
diterpenos, alcaldides, esterdides, compostos fenolicos: flavondides, naftoquinonas,
antraquinonas e derivados de cumarina (Inderjit & Callaway, 2006).

Estudos na literatura revelaram que determinadas plantas na natureza tém a
capacidade de sintetizar compostos que podem atuar no desenvolvimento e crescimento
de outros organismos existentes no mesmo ecossistema (Rice, 1984). Para Miller
(1996), o estudo dos aleloquimicos ¢ fundamental, pois a agdo de tais substancias ¢ de
extrema importincia para o entendimento das interagdes dos organismos, tanto nos
ecossistemas naturais, como nos agricolas.

Pesquisas recentes conduzidas com espécies do Cerrado tém mostrado a
presenca de compostos quimicos com potencial alelopatico em quase os todos tecidos
vegetais estudados, incluindo folhas, flores, frutos, sementes, caules e raizes. O dominio
cerrado sofre a acdo de muitas perturbagdes, como o fogo, a baixa disponibilidade de
nutrientes e a exposicdo ao déficit hidrico sazonal. Essas caracteristicas agravam as
interagdes ecologicas entre as espécies vegetais e destas com os fatores abidticos, e
fazem deste bioma uma importante fonte de estudo do ponto de vista alelopatico

(Oliveira, 2003).



Nos agroecossistemas a alelopatia pode ter influéncia nas interagdes entre as
plantas nas comunidades bidticas, na produtividade dos campos agricolas e no controle
de doengas. Uma vez que os aleloquimicos sdo comuns nos vegetais, admite-se a
possibilidade de se obter herbicidas com vantagens ecologicas a partir de produtos
naturais, podendo substituir os pesticidas sintéticos, assim reduzindo a polui¢do
ambiental e aumentar a produtividade agricola. Por meio da modificagdo de suas
moléculas, o produto final pode ser mais ativo, seletivo ou persistente (Putnam, 1988).

Desta maneira, a identificagdo de compostos aleloquimicos pode ser importante
para varias dreas de conhecimento como agricultura, etnobotanica, etnofarmacologia,
sistemadtica, ecologia, fitoquimica e fisiologia vegetal. Portanto, este trabalho teve como
objetivo investigar o potencial alelopatico de Neea theifera, por meio do estudo da
capacidade desta espécie interferir na germinagdo tanto pré como pds-emergente € a
possivel interacdo com o material genético, pela avaliacdo do indice mitdtico. E objetivo
deste também investigar as possiveis classes quimicas envolvidas no processo
alelopatico. Este estudo é de fundamental importancia para a pesquisa da interacdo da
espécie N. theifera com outras espécies e a possivel descoberta de novas substancias

biologicamente ativas.

2. Revisao Critica de Literatura

2.1 - Alelopatia

A alelopatia pode ser definida como a interferéncia positiva ou negativa que
compostos quimicos produzidos por uma planta exerce sobre outros organismos
(plantas, fungos, insetos e algas) (Rice, 1984; Anaya, 1999; Ferreira & Borghetti, 2004).
Praticamente todas as partes da planta podem conter tais compostos (aleloquimicos)
com atividade alelopatica. Ainda, de acordo com Gottlieb (1982), os aleloquimicos sdo
sinais quimicos transmitidos ao ambiente, geralmente em pequena quantidade, e sdo
responsaveis pelas multiplas interacdes quimicas entre os diferentes organismos.

Os aleloquimicos podem ter origem do metabolismo primario como secundario e
ambos tém sua producdo regulada por diversos fatores ambientais, como a temperatura,
a intensidade luminosa, a disponibilidade de agua e nutrientes, textura do solo e
microrganismos presentes (Chou & Kuo, 1986; Carmo et al., 2007). H4 também
influéncia de outros fatores, como a da radiagdo UV, doengas fitopatogénicas e ataque

de insetos, que modificam diretamente a taxa de producdo e liberacdo dos



aleloquimicos. Além disso, os fatores relacionados ao estresse podem aumentar a
atividade bioldgica referente destas substincias (Rizvi & Rizvi 1992; Einhellig, 1999;
Inderjit et al. 2006).

Rice (1984) relata que os aleloquimicos podem ser divididos em diferentes
categorias quimicas: acidos organicos soliveis em dgua, alcoois de cadeia curta,
aldeidos alifaticos e cetonas; lactonas simples insaturadas; acidos graxos de cadeia
longa e poliacetilenos; naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas; fendis
simples, acido benzoico, e derivados; acido cinamico e derivados; cumarinas;
flavonodides; taninos; terpenoides e esterdides; aminoacidos e polipeptideos; alcaloides e
cianohidrinas; derivados sulfurados e glicosideos de dleo mostarda e purinas e
nucleosideos.

Inimeros s@o as substdncias quimicas com potencial alelopatico descritas na
literatura, porém algumas classes quimicas merecem uma maior aten¢do. As Saponinas
podem ser formadas por triterpenoides glicosilados com cadeia polissacaridica
hidrofilica ou por esterdides hidrofobicos, caracteristica que lhes conferem a
propriedades detergente e, consequentemente, a capacidade de ligagdo a membranas
celulares, afetando o funcionamento celular. Sdo conhecidas por suas propriedades
hemoliticas e toxidez para moluscos, insetos e fungos (Rizvi & Rizvi, 1992; Kokate,
1999).

Outra classe de interesse aleleopatico s@o os flavonodides, que estdo presentes nas
plantas em diversas formas e com variadas fun¢des. Incluem flavonoides, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, proantocianinas, isoflavonoides, entre outros.
Além das fungdes de pigmentos, atrativos ou repelentes de herbivoros, prote¢do contra
radiacdo UV, estas substancias apresentam efeitos alelopaticos, sendo capazes de inibir
o crescimento de plantas e fungos (Rice, 1984; Sakihama et al., 2002; Shimoji &
Yamasaki., 2005).

Ja os taninos possuem a capacidade de se ligar a proteinas, geralmente de forma
irreversivel, formando precipitados. Essas substancias estdo envolvidas no papel de
proteger a planta contra ataque de herbivoros invertebrados e vertebrados, reside ainda
nesta caracteristica, o sabor adstringente e dificil digestdo, ja que as enzimas digestivas
ndo conseguem metabolizar esses precipitados (Santamaria, 1999; Candido, 2007;
Silva, 2007).

Quanto aos terpenoides, estes sdo geralmente insoluveis em &agua e s@o

encontrados em resinas, ceras, latex e dleos essenciais. As plantas produzem uma



grande variedade dessas substdncias, que atuam como reguladores de crescimento,
fitoalexinas e repelentes para insetos herbivoros (Ortega et al., 2001; Indejit & Duke
2003; Mairesse et al., 2007).

Nos que diz respeito aos derivados fenolicos, estes sdo 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 atragdo de
polinizadores, na protecdo contra a radiagdo ultravioleta e no estabelecimento de
simbiose. Os compostos fendlicos compreendem ao maior grupo de metabolicos que
foram identificados como alelopéaticos (Indejit & Duke 2003; Alves et al., 2004; Carmo
et al., 2007).

Por ultimo, os alcaloides englobam mais de 12.000 estruturas ja descritas,
ficando atrds apenas dos terpenoides. Aproximadamente 20% das espécies vegetais
acumulam alcaloides, moléculas caracterizadas pelo baixo peso molecular e pela origem
a partir de fenilalanina, tirosina, triptofano e lisina (Putnam, 1988; Inderjit, 1996;
Inderjit et.,2006). De acordo com Rice (1984), varios alcaloides sdo capazes de inibir o
crescimento de bactérias, além de serem tdxicos para alguns invertebrados.

Quanto a liberacdo destes compostos no ambiente, esta por ocorrer de diversas
maneiras, por meio da volatilizagdo, lixiviacdo, exudagado radicular e a decomposicdo de
residuos de plantas no solo (Rice, 1984; Rizzardi et al., 2008). A volatiliza¢do ¢ comum
em plantas aromaticas e os aleloquimicos volatilizados sdo de dificil detec¢do ou
identificacdo. Geralmente, destacam-se os terpenos, etileno, entre outros. Estes
compostos podem ser facilmente liberados pelas folhas ou outras partes da planta e
podem afetar diretamente o crescimento ou desenvolvimento de plantas que se
encontram proximas (Durigan & Almeida, 1993; Souza et al., 2006).

Ja o processo de lixiviacdo consiste na remog¢do de substincias quimicas das
plantas vizinhas pela acdo da agua através da chuva, orvalho ou neblina. No solo estas
substancias podem sofrer degradacdo ou a¢do de microrganismos (Malheiros & Peres,
2001; Ferreira & Borghetti, 2004).

Na exudagdo radicular, esta ¢ muito importante especialmente quando associada
ao efeito de microrganismos no solo, que podem ter efeito direto com as raizes de outras
plantas ou simplesmente ficar acumulada no solo (Reigosa et al., 1999; Macias et al.,
2007).

A decomposi¢do de produtos vegetais € decorrente do rompimento de tecidos de

células ou extravasamento de contetido celular. No entanto, a atividade destas



substancias no solo é normalmente transitdria, uma vez que esta sujeita a adsor¢ao pelos
coldides, degradagdo, inativacdo ou transformacdo pelos microrganismos (Almeida,
1988; Lara- Nufiez et al., 2006).

De acordo com Einhellig (1995 e 1996) os aleloquimicos estdo presentes em
diferentes orgdos, incluindo raizes, caules, folhas, flores, frutos e gemas de muitas
espécies vegetais, mas a quantidade e o caminho pelos quais sdo liberados diferem de
espécie para espécie. As substancias quimicas podem ser seletivas em suas acdes e as
plantas podem ser seletivas em suas respostas, por este motivo torna-se dificil sintetizar
o modo de acdo destes compostos (Seigler, 1996). No entanto, varios autores listaram
inimeros mecanismos de agdo dos aleloquimicos, que afetam varios processos
fisioldgicos das plantas (Einhellig, 1999; Reigosa et al.,1999; Inderjit et al., 2006).

No que se diz respeito a a¢do dos aleloquimicos, os mesmos podem apresentar
acdo direta ou indireta sobre a planta alvo. A atuagdo indireta consiste nas alteracdes das
propriedades e caracteristicas nutricionais do solo e também nas populagdes e/ou
atividade de organismos que habitam o solo. Quanto aos efeitos diretos, por sua vez, sdo
mais estudados e compreendem alteragdes celulares e metabdlicas, incluindo
modifica¢des no funcionamento de membranas, na absor¢ao de nutrientes e de dgua, na
atividade fotossintética e respiratoria, no crescimento celular, na expressao e sintese de
DNA e RNA entre outras (Rice, 1984; Reigosa et al., 1999; Inderjit & Nilsen, 2003).

Independente do modo de ag¢lo dos compostos alelopaticos, estes agem
provocando mudancas que afetam diretamente a divisdo celular e consequentemente
culminando na inibicdo do desenvolvimento e crescimento das plantas e outros
organismos. Porém, conforme Einhellig (1999 e 2004) ¢ necessario uma bateria de
testes laboratoriais que possam comprovar certamente qual a sequencia da acdo dos
aleloquimicos nas plantas afetadas devido a grande diversidade quimica dos compostos
alelopaticos.

Uma das técnicas mais utilizadas para estudo da alelopatia envolve o preparo de
extratos com diferentes solventes (4dgua, etanol, n-Hexano, diclorometano, acetato de
etilia, metanol) e diferentes orgdos vegetais, o que vai definir o solvente e o drgio
vegetal a ser utilizado no preparo do extrato, sera a espécie vegetal estudada no
trabalho. Quando empregada tal técnica, um dos fatores que pode ser observado ¢ a
influéncia desses extratos na germinagdo e no crescimento da raiz de plantas
consideradas indicadoras de atividade alelopatica, como a Lactuca sativa (alface),

Brassica chinesnsis. (couve-da-malésia), Lycopersicum esculentum (tomate) e Cucumis



sativus. (pepino) (Ferreira & Ranal, 1999; Loffredo et al., 2005). Para que seja indicada
como planta teste, a espécie deve apresentar germinagdo rapida, uniforme e um grau de
sensibilidade que permita expressar os resultados sob baixas concentragdes das
substancias alelopaticas (Ferreira & Aquila, 2000; Hoagland & Williams, 2004).

Estudos comprovam a acdo de aleloquimicos presentes nos extratos de diferentes
espécies vegetais, extratos de Hordeum vulgare afetam a germinagdo e crescimento de
Triticum durum (Ben-Hammouda et al. 2001), de acordo com Oudhia e Tripathi (2000),
a planta invasora, Parthenium hysterophorus, tem agdo alelopatica na germinagdo de
Oriza sativa e, de acordo com Delachiave et al. (1999), Cynodon dactylon afeta a
germinagdo e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa.

Ferreira et al. (2007) realizou experimento com extratos etandlicos
de Eucalyptus citriodora Hook. e Pinus elliottii L. com o objetivo de avaliar a
germinagdo e o crescimento inicial de picao-preto e alface, e foi possivel constatar que o
extrato etandlico de Pinus elliotti ndo demonstrou efeito alelopatico sobre o picdo e a
alface, porém o extrato de Eucalypto citriodora reduziu a velocidade de germinagio de
picdo-preto.

Magiero et al. (2009) verificou a inibi¢do total de Latuca sativa L. e Euphorbia
heterophylla L (leiteiro) tratados com extrato aquoso (75 %) de folhas de Artemisia
annua L. Também Belinelo et al. (2009) encontrou menor taxa de crescimento da
radicula de sorgo e pepino a partir de sementes tratadas com extrato etanolico (100,0
mg/L) de Arctium minus (Hill) Bernh. Por outro lado, Alves et al. (2004) observaram
uma inibicdo do crescimento da radicula e de plantulas de alface obtidas de sementes
tratadas com oleos de canela, alecrim-pimenta e capim-citronela.

A maioria dos trabalhos relata que os compostos alelopaticos agindo como
inibidores da germinag@o e do crescimento (Rawat et al., 1998; Vacarini et al., 1999;
Periotto et al., 2004). Porém, alguns trabalhos demonstraram que estes compostos
podem atuar também como promotores de crescimento (Yamada et al., 1995; Y okotani-
Tomita et al., 1998; Ledo, 2004). Aparentemente, a maior parte, se ndo todos os
compostos organicos que sdo inibitdrios em alguma concentragdo, sdo estimulantes em
menores concentragdes (Rice, 1984; Inderjit et al., 2006).

Souza Filho (2002) considera a alelopatia uma alternativa vidvel no manejo de
plantas daninhas, devido a seu excelente potencial de interacdo e importancia ecologica,
assim como a possibilidade de fornecer novas estruturas quimicas para producdo de

bioativos que combatam as pragas e sejam menos danosos ao ambiente.



2.2 - Alelopatia no Cerrado

O dominio do Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, ocupando uma area
de 204,7 milhdes de hectares na por¢do central do Brasil, sendo superado em éarea
apenas pela Amazonia (Ribeiro & Walter 1998; Klink & Machado, 2005). Atualmente o
cerrado ¢ considerado como uma savana, com uma grande diversidade fisiondmica,
sendo composto por variadas fitofisionomias, que vdo desde ambientes campestres
(campo limpo) a uma florestal (cerraddo), até fisionomias mais savanicas (campo sujo,
cerrado e cerrado sensu stricto) (Coutinho, 2006).

A fisionomia savanica propriamente dita ocupa 67% da éarea de Cerrado e os
cerraddes perfazem 10%. Este amplo dominio justificaria considerar o Cerrado como
um bioma de savana. Porém, do ponto de vista fitofisiondmico pode-se dizer que o
Cerrado néo ¢ um bioma nico, mas um complexo de biomas, formado por um mosaico
de comunidades pertencentes a um gradiente de formagdes ecologicamente relacionadas
(Coutinho, 2006).

Pesquisas com espécies oriundas do Cerrado tém mostrado que extratos de
diferentes partes vegetais apresentam acdo alelopatica no desenvolvimento e no
crescimento de plantas alvo (Duke et al., 2000; Aires et al., 2005; Ayres et al., 2008).

O extrato metandlico das folhas de Caryocar brasiliense apresentou acao
inibitoria em diferentes concentragdes sobre a germinag¢do de sementes de Panicum
maximum, com valores de inibi¢do variando de 50 até 75% (Moreira et al., 2009). Em
estudos realizados com extratos aquosos das folhas de Eugenia dysenterica DC., Qualea
parviflora Mart., Campomanesia adamantinum Camb.e Trembleya parviflora (D. Don)
Cogn. na concentracdo de 1% foi possivel observar a reducdo em mais de 50% o
crescimento radicular e induziram o desenvolvimento de raizes laterais de plantulas de
gergelim (Borghetti et al., 2005).

Santana et al. (2006) constataram efeitos alelopaticos no extrato de Copaifera
langsdorffii tanto na germinagdo como no desenvolvimento radicular de sementes de
Lactuca sativa. Em Aristolochia esperarazae O. Kuntze foi observado que extrato
aquoso de diversas partes desta planta teve efeito sobre a germinagdo de alface e
rabanete (Gatti et al., 2004).

Barreiro et al. (2005), avaliou o efeito alelopatico de extratos de parte aérea de
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) na germinagdo e desenvolvimento em
plantulas de pepino (Cucumis sativus), observaram que o efeito do extrato foi mais

significativo no desenvolvimento da plantula de pepino do que na germinagdo. Extratos
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aquosos de folhas e frutos de S. lycocarpum apresentaram efeito inibitério na
germinagdo e desenvolvimento inicial de gergelim (Aires et al., 2005).

Tais resultados mostram o potencial de espécies do Cerrado como fontes de
substancias quimicas, abrindo frentes de estudo tanto sobre os efeitos alelopaticos a

nivel de relagdes ecofisiologicas como em sistemas agricolas (Jeronimo et al. , 2006).

2.3 - Neea theifera

Neea theifera (figura 1), popularmente conhecida como “capa-rosa-do-campo”
pertence a familia Nyctaginacea ocorre em fisionomias campestres de cerrado e em
cerrado tipico, no leste e norte do estado de Sdo Paulo (Furlan, 1996). E classificada
como arvore pequena com ramos rugosos, suas folhas sdo simples com cerca de 8cm de
comprimento ¢ 4cm de largura; as flores sdo unissexuadas, dispostas em paniculas
eretas terminas com ramifica¢do divaricada; fruto nucula pequena, oblongo-ovdide,
amarela avermelhada (Durigan et al., 2004). A florada normal vai de agosto a
dezembro, frutificando de outubro a janeiro, mas novas floradas ocasionais podem
ocorrer de fevereiro a abril (Furlan, 1996).

Em estudos etnofarmacolégicos de N. theifera evidenciaram a atividade
antidesintérica e contra entero-colite (Correa, 1984). Na medicina popular a folha da
espécie ¢ utilizada no tratamento de diarréia. Outros estudos etnofarmacoldgicos
relatam também o uso dessa espécie no tratamento de afeccdes gastricas (Elvin- Lewis
& Lewis, 1983). Na literatura outras espécies do género Neea também sdo descritos
com propriedades medicinas, como por exemplo, no tratamento antiinflamatério e
antiulcerogénico (Duke & Vasquez, 1994).

Poucos s@o os estudos fitoquimicos encontrados na literatura com espécies da
familia Nyctaginacea: Boerhavia coccinea e Boerhavia erecta apresentando taninos e
saponinas (Edeoga & lkem, 2002), Boerhavia diffusa com presenga de rotenoides
(Borrelli et al., 2005), Bougainvillea glabra com betacianinas e flavondides (Heuer et
al., 1991), Bougainvillea spectabillis Wild apresentando flavonodides e cumarinas
(Chang et al., 1993) e Colignonia scandens Benth com saponinas (De Feo et al., 1998).

Em estudos fitoquimicos com extrato metanolico de folhas de Neea theifera
realizados por Rinaldo et al. (2007) foi possivel identificar nove classes de flavonas:
vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, vicenina-2, crisoeriol, apigenina, luteolina

e luteolina-7-0O-[2"’-O-(5""’-O-feruloil)-D-apiofuranosil]- f-D-glicopiranosideo.
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Figura 1. Neea theifera Oerst. Neea theifera
Fonte: Durigan et al., 2004 (218°58"29,147S e 48°16°30,04”W).

2.4 - Alelopatia na agricultura

Recentes estudos estdo sendo realizados na tentativa de diminuir o uso de
herbicidas comerciais por meio de manejos alternativo de ervas daninhas e pragas,
rotagdo de culturas, sistemas adequados de semeadura entre espécies e entre safras,
adubagdo verde, além de sistemas agroecoldgicos (Wu et al., 2000; Khan et al., 2002;
Kato-Noguchi, 2003).

Dentro deste contexto a alelopatia pode ser uma alternativa para o manejo de
diversas espécies de plantas invasoras e pragas agricolas (Souza Filho, 2006a). Algumas
substancias quimicas naturais t€ém servido como modelo para obtencdo de novos
herbicidas. Além disso, substancias quimicas com atividade alelopatica comprovada
podem ser concentradas e ter seu efeito alelopatico potencializado em laboratorio
(Souza Filho et al., 2006b). A busca por produtos quimicos de origem natural que
causem baixo impacto ambiental estimula a pesquisa com produtos naturais, sendo a
alelopatia uma alternativa interessante e viavel para obten¢do de novas substancias que
venham atender as necessidades atuais e futuras da agricultura (Salvador, 2006).

Um exemplo de substancia quimica com atividade bioherbicida ¢ representada
pela classe dos compostos fenolicos. Tais substancias encontradas em extratos de Pinus
laricio foram capazes de inibir as enzimas glicose-6-fosfato dehidrogenase, glicose-
fosfato isomerase e aldolase, enzimas relacionadas com sintese de agucares (Muscolo et
al., 2001). Em estudos realizados por Inderjit & Dakshini (1992), os compostos

fendlicos oriundos da planta daninha Pluchea lanceolata, influenciaram o teor de
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clorofila e taxa de fotossintética liquida de folhas de aspargo. Ainda, conforme Kruse et
al. (2000) foi possivel demonstrado que os acidos hidroxdmicos ciclicos presentes em
cereais atuam inibindo no crescimento de bactérias, vegetais e fungos.

Outra estratégia que pode ser adotada no controle de plantas daninha € a
utilizagdo de espécies de cobertura morta. Espécies vegetais com alta producdo de
matéria seca sdo utilizadas como cobertura morta em alguns casos, e tal caracteristica
pode leva a diminui¢do de plantas daninhas na area cultivada, seja por efeitos
alelopaticos ou pela interagdo entre ambos (Favero, 2001; Salvador 2006).

Oliveira et al. (2001) utilizaram palha de milho como cobertura morta e
observaram controle significativo de gramineas e populagédo total de plantas daninhas.
Os resultados mostraram um controle de aproximadamente de 4% no total de invasoras
para cada tonelada de palha adicionada a cultura.

Outro caso desse tipo de estratégia ¢ a influéncia alelopatica das coberturas
mortas de casa de café e casca de arroz em lavouras de café sobre o controle de
Amaranthus viridis L. Ambas as coberturas inibiriam a germinacdo de A. viridis, porém
a cobertura com casca de arroz mais eficaz em relagdo ao indice de inibi¢do (Santos et
al., 2001).

Rizvi & Rizvi (1992) enfatiza que um sistema adequado de alternancia de
semeaduras entre espécies pode ser uma opcdo sustentdvel, quando aplicada
corretamente pode aumentar a produgdo agricola. Nestas associacdes, o conhecimento
das potencialidades alelopaticas ¢ de essencial importancia para o sucesso do sistema.

O girassol (Helianthus annus L.) ¢ exemplo de espécie vegetal que pode ser
empregada em técnicas de alternancia de semeaduras (Pelegrini, 1985). Pasqualeto et al.
(2007) notou, em estudos desenvolvidos no campo, que espécies vegetais infestantes a
cultura de soja, podem ser reduzidas quando o girassol ¢ cultivado antes da soja e
concluiu que esta redugdo pode ter ocorrido pela interferéncia alelopatica desenvolvida
por resto vegetais do girassol deixada no solo.

Tal fendmeno pode ser explicado, pois ¢ comum a presenca de metabolitos
secundarios como fendis e terpenos em diversas variedades de girassol, substancias que
apresentam fungdes importantes nos vegetais, que podem agir como compostos de
defesa contra insetos, herbivoros e fungos, além, de limitar o crescimento de outras

plantas no solo (Kupidlowska et al., 2006).



13

Capitulo 1
Scientia Horticulturae

Artigo Original

Potencial alelopatico de Neea theifera

Valter Henrique Marinho dos Santos'" ¢ Regildo Marcio Gongalves Silva®

() Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias de Botucatu,
Departamento de Botanica, Fisiologia Vegetal, Distrito de Rubiao Jr., s/n°, CEP: 18618-

970, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. e- mail: valter@ibb.unesp.br

@ Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis,
Departamento de Ciéncias Biologicas - Laboratdrio de Fitoterapicos, Avenida Dom
Antonio 2100, CEP: 19806-900, Assis, Sdo Paulo, Brasil.

e-mail: regildos@yahoo.com.br

* Autor para correspondencia. Tel.: +551833244135; fax: +551833241448

e-mail: valter@ibb.unesp.br



14

Resumo: A Neea theifera, popularmente conhecida como “capa-rosa-do-campo”
pertence a familia Nyctaginacea ocorre em fisionomias campestres de cerrado e em
cerrado tipico, no leste e norte do estado de Sao Paulo, e ¢ muito conhecida pelo seu uso
na medicina folclorica e como espécie potencialmente alelopatica. Por tanto este
trabalho teve por objetivo avaliar o potencial alelopatico dos extratos organicos e
fracdes das folhas de N. theifera por meio de bioensaios de germinacdo (pré e pods
emergéncia) e a avaliagdo fitotdxica (indice mitotico) com sementes de Lactuca sativa.
A triagem fitoquimica e o perfil cromatografico foram feitos para detectar as possiveis
classes de substancias presentes nos extratos organicos e fragdes testadas. Os
tratamentos alteraram os diferentes indices de germinagdo, o comprimento radicular e
interferindo também no indice mitotico. Os testes fitoquimicos mostraram a presenca de
substancias como triterpenos, cumarinas, saponias, taninos, flavondides e outros
compostos polifenolicos que podem estar associados diretamente com os resultados de
pré emergéncia, pos emergéncia e fitotoxicidade.

Palavras chave: pré emergéncia, pds emergéncia, fitotoxicidade, fitoquimica, Neea

theifera.

Abstract: The Neea theifera, popularly known as "capa-rosa-do-campo" belongs to the
family in Nyctaginacea occurs faces of savannah grassland and savanna typical in the
east and north of the state of Sdo Paulo, and is well known for its use in medicine folk
and as a species potentially allelopathic. Therefore this study aimed to evaluate the
allelopathic potential of organic extracts and fractions from leaves of N. Theifera
through germination bioassays (pre and post emergence) and evaluation phytotoxic
(mitotic index) with seeds of Lactuca sativa. The phytochemical and chromatographic
profile were made to detect the possible classes of organic substances present in the
extracts and fractions tested. The different treatments altered the indexes of
germination, root length and also interfering in the mitotic index. The phytochemical
tests showed the presence of substances such as triterpenes, coumarins, soapwort,
tannins, flavonoids and other polyphenolic compounds that may be associated directly
with the results of pre emergence, post emergence and phytotoxicity.

Keywords: pre emergence, post emergence, phytotoxicity, phytochemistry, Neea

theifera.
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1. Introducéo

O manejo de plantas invasoras e pragas agricolas vém sendo baseado
principalmente no controle quimico. A utilizacio freqiiente e inadequado de herbicidas
pode acarretar diversos problemas, como o desequilibrio dos ecossistemas, alteracdo das
propriedades fisicas e quimicas da 4gua e do solo (Einhellig, 1996; Anaya, 1999;
Macias et al., 2007). Apesar disso, é inegavel que os herbicidas facilitam
consideravelmente a producdo de alimentos. Diante dessa realidade, métodos
alternativos de controle de plantas daninhas e pragas sdo necessarios e estdo sendo
pesquisados por varios profissionais de diferentes areas (Favero et al., 2001; Ayres et
al., 2008).

Algumas espécies vegetais podem interferir no crescimento € no
desenvolvimento de outros organismos que estdo nas suas proximidades, tal
caracteristica tem sido investigada nos ultimos anos como alternativa ao uso de
herbicidas sintéticos (Kruse et al., 2000; Inderjit e Duke, 2003). Esse fenomeno ¢
conhecido como alelopatia, ¢ ¢ definido como qualquer efeito direto ou indireto,
benéfico ou prejudicial, de uma planta sobre outra, mediante produ¢cdo de compostos
quimicos (aleloquimicos) que sdo liberados no ambiente (Rice, 1984; Inderjit e Nilsen,
2003; Alves et al., 2004).

No cerrado, a alelopatia ¢ responsavel pelas interagdes interespecificas e
intraespecificas na estabilizacdo e manutencdo das diferentes formas de vida presentes
neste bioma (Durigan et al., 2004; Aires, 2005). Entre iniimeras espécies de vegetais
ocorrentes no cerrado a Neea theifera (Nyctaginaceae) destaca-se pelos relatos
populares por possuir uma caracteristica ecologica peculiar, pois abaixo de sua copa ndo
ocorre o desenvolvimento de outras espécies vegetais.

Neea theifera, popularmente conhecida como “capa-rosa-do-campo” pertence a
familia Nyctaginacea. Ocorre em fisionomias campestres de cerrado e em cerrado
tipico, no leste e norte do estado de Sdo Paulo (Furlan, 1996). E classificada como
arvore pequena, com ramos rugosos, folhas simples, flores dispostas em paniculas e
frutos oblongos com colora¢do amarela avermelhada (Durigan et al., 2004; Lorenzi
2000). Trabalhos fitoquimicos realizados com folhas da espécie levaram ao isolamento
de flavonodides, mostrando assim que a planta tem capacidade de sintetizar compostos
com potencial alelopatico (Rinaldo, et al., 2007).

Dada a peculiaridade ecolodgica e a possivel capacidade de sintetizar compostos
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aleloquimicos dessa espécie, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial alelopatico
de extratos e fracdes de extratos foliares de Neea theifera, por meio de bioensaios de
germinagdo de sementes e no desenvolvimento radicular das plantulas de Lactuca sativa
L (alface). Assim como avaliar a fitotoxicidade por meio da determinagdo do indice
mitdtico em células meristematicas de raizes de L. sativa e caracterizar os compostos

quimicos presentes nos extratos e fracdes foliares desta espécie.

2. Material e Métodos

2.1. Material Biologico

As folhas de Neea theifera foram coletadas de um espécime da regido de cerrado
do municipio de Uberlandia/MG (218°58°29,14’S e 48°16°30,04”W). Apds a coleta, as
folhas de Neea theifera foram separadas, lavadas e secas em estufa de ar forgado com a
temperatura média de 40°C. Depois de secas foram trituradas em moinho de facas, o p6
obtido foi submetido a extragdo por agitagdo mecanica com diferentes solventes
organicos (n-Hexano, Acetato de Etila e Etanol), na propor¢do de 1:10(p/v) por 24horas.
Apos este periodo o extrato obtido foi filtrado e o residuo das folhas foi novamente
extraido com o mesmo solvente por 24 horas, este processo foi repetido trés vezes. Os
extratos filtrados resultantes das extragdes foram reunidos e concentrados com o auxilio
de um evaporador rotativo na temperatura média de 50°C. O extrato seco resultante foi

armazenado em vidro ambar.

2.2. Fracionamento do extrato metandlico

O extrato bruto metanolico das folhas de Neea theifera (obtido no item 3.1) foi
fracionado em uma coluna cromatografica com cerca de 75% de Silica Gel 60 (Sigma-
Aldrich®) e 25% de silica incorporada com 2,0g de extrato. Foi passada a seqiiéncia de
solventes para a eluicdo: n-Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila, Acetato de
Etila:Metanol (70:30), Acetato de Etila: Metanol (50:50), Acetato de Etila: Metanol
(30:70), Metanol. As mudangas de solventes foram realizadas sempre que a fracdo
permanecia sem evidéncia de separagdo. As fracdes filtradas foram concentradas no
evaporador rotativo a 40+2°C. Em seguida, foram submetidas ao bioensaio tanto para

pré como pos-emergente.
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2.3. Bioensaio de pré emergéncia

O bioensaio de pré emergéncia foi realizado com sementes de Lactuca sativa L.
cv. Grand Rapids (Alface) por meio do controle da germinacdo das sementes destas
plantas em placa de Petri e papel de germinagdo, com umidade relativa, temperatura e
luminosidade controlada artificialmente em estufas de Germinacdo tipo BOD. Para
tanto foi montado um experimento em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
onde placas de Petri foram separadas em grupos experimentais e controles, contendo 50
sementes de alface em cada placa, com quatro repeticdes para cada grupo,
experimentais (tratados com os extratos organicos e fragdes nas concentragdes de 5, 10
e 20 mg/mL) e controle negativo (dgua). Como critério para avaliacdo da germinacdo
foi utilizada a protrusdo e a curvatura geotrdpica da radicula, conforme indicado por
Labouriau (1983). As sementes que apresentaram falsa germinag¢do por embebi¢do néo
foram contabilizadas nos resultados.

O monitoramento da germinacdo das espécies foi realizado a cada O6horas,
durante 48horas. Com os dados obtidos no bioensaio, foram calculados os seguintes
indices: germinabilidade ou porcentagem de germinagdo ([Y ni/A]100); tempo médio de
germinagdo [Tm=(} ni.ti)/ > ni]; velocidade média de germinagdo [Vm= 1/Tm] e
sincronismo da germinag¢do [E=-) (fi.log2.fi)], onde ni=nimero de aquénios que
germinam em cada tempo ti, A=numero total de aquénios colocados para germinar;
ti=tempo entre o inicio do experimento e a i-ésima (dia ou hora) de observagio;
fi=freqiiéncia relativa de germinacdo (Labouriau, 1983; Santana e Ranal, 2004; Ranal et

al., 2009).

2.3. Teste de Viabilidade de Sementes (Tetrazolio)

As sementes avaliadas na pré-emergéncia e ndo germinadas foram descascadas e
imersas em solu¢do de 2,3,5 trifenil-cloreto-de-tetrazolio a 0,5%, por 6 horas, sob
temperatura de 30°C no escuro, conforme descrito nas regras para Analise de Sementes
(Brasil, 2009). Apds este periodo os padrdes de coloragdo foram avaliados na seccio
interna das sementes, ¢ foram observadas as coloragdes roseas (vivas), roseas com
manchas brancas nas partes centrais (metabolicamente comprometidas) e negras
(necrosadas e mortas), para caracterizar o estado metabdlico das sementes ndo

germinadas.
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2.4. Bioensaio pds emergéncia

O bioensaio foi realizado conforme metodologia proposta por Soares (2000) e
Alves et al., (2004). As sementes de alface foram previamente germinadas em placas de
Petri, forradas com papel de germinacdo umedecido com agua destilada. Depois de
24hs em condig¢des de estufa BOD, as plantulas com comprimento médio de 2mm da
raiz foram utilizadas no bioensaio, montado em DIC, com placas de Petri contendo
como substrato papel de germinagdo, umedecidos com 1mL dos extratos orgédnicos e
fracdes em diferentes concentragdes (5, 10 e 20mg/mL). Separadas em grupos
experimentais e controle, contendo 25 plantulas em cada placa, com quatro repeticdes
para cada tratamento e para o controle (dgua destilada).

O seguimento evolutivo dos tratamentos foi realizado pela observagido e medigao
das raizes primarias das plantulas, por meio de um paquimetro digital (DIGIMESS®™), a

cada 24 horas até completar 48 horas de exposi¢ao.

2.5. Determinag@o do Potencial Osmético

A determinagdo do potencial osmotico foi realizada de acordo com técnica
descrita por Villela et al (1991). O tratamento foi avaliado por solugdes osmdticas
obtidas com a utilizacdo de Polietileno glicol 6000 (PEG 6000), nas quantidades
indicadas para estabelecer os potenciais osmoticos de -0,01 a -1,0MPa. Os valores dos
potencias osmoticos obtidos nas solugdes de PEG6000 foram comparados com os

valores encontrados nos extratos organicos e fragdes de Neea theifera.

2.6. Determinacdo do Indice Mitético

Para verificar a atividade fitotdxica do extrato de N. theifera foi determinado o
indice mitotico em células meristematicas de raizes de L. sativa submetidas a diferentes
concentracdes de extratos organicos e fracdes (5, 10 e 20mg/mL). Plantulas de alface
previamente germinadas em dgua destilada e com comprimento médio de 1mm de raiz
foram colocadas em placas de Perri, utilizando-se como substrato papel germinagdo
estéril umedecidos com 1mL das diferentes concentragdes. As placas de Petri foram
colocadas em condig¢des de estufas tipo BOD. A coleta das raizes foi realizada apds as
mesmas atingirem comprimento acima de Smm. Estas foram fixadas em Carnoy (alcool
etilico absoluto e acido acético glacial, 3:1) por 24horas e estocadas em alcool 70% em

geladeira.
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As raizes foram hidrolisadas em acido cloridrico (HCI) IN a 60°C, durante 6
minutos, e posteriormente coradas com carmim acético 2% (aproximadamente por 15
minutos). Em seguida foram esmagadas com acido acético 45% e as laminas foram
montadas e analisadas em microscopio Optico (aumento de 1000x com auxilio de 6leo
de imersdo) conforme descrito por Guerra e Souza (2002).

Foram utilizadas 10 raizes por parcela, onde foram observadas 5000
células/tratamento. Foi analisado o indice mitético (n° total de células em divisdo/ n°

total de células analisadas x100).

2.7. Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica dos extratos organicos e fragdes de N. theifera foi
realizada com o propdsito de identificar as classes de compostos quimicos presentes na
planta. Amostras (50 g de folhas de N. theifera) foram extraidas com 250 mL de agua-
etanol (30:70) a 60°C (banho-maria) sob agitacdo magnética e aquecida durante 2 horas.
As solugdes foram filtradas e concentradas com um evaporador rotativo. As andlises
foram realizadas por meio de métodos colorimétricos e de precipitagdo conforme

descrito por Carvalho et al. (2008).

2.8. Cromatografia em camada delgada do extrato metandlico e fragdes de Neea
theifera.

Foram realizadas cromatografias em camada delgada (CCD) para separagdo e
identificacdo dos compostos presentes no extrato metandlico e fragdes (acetato de
etila/metanol (70/30), acetato de etila, butanol e dgua). Na analise por CCD, realizada
pela otimizag¢do de metodologias descritas por Wagner et al., 1984, foram preparadas
amostras de 2mg/mL do extrato e fracdes e diluidas em metanol, a partir das quais
foram aplicadas 20ul em cromatoplacas de silica gel em aluminio F250 (10 cm x 10 cm
- MERCK).

Como fase movel foi utilizada inicialmente o sistema eluente Cloroférmio-
metanol-agua (75:23:2). A revelagdo das placas foram realizadas por nebulizagdo com
os reveladores anisaldeido e 2-aminoethyl diphenylborinate seguido de aquecimento a
100°C em sistema fechado. Apds a defini¢io das zonas cromatograficas, foram
calculados seus respectivos fatores de referéncia (Rf) utilizando a seguinte formula: Re=

Zcm/FRONT cm.
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2.9. Tratamento Estatistico

A andlise estatistica foi realizada com o teste de normalidade de Shapiro-Wilks e
homogeneidade de Levene. Os dados mostraram normalidade e as varidncias foram
homogéneas, por tanto, os dados foram analisados por meio de testes paramétricos
ANOVA e Tukey (0=0,5). Estes testes foram realizados com auxilio do software
SISVAR, de acordo com o proposto por Santana e Ranal (2004) e Pereira et al. (2009).
Para o indice mitotico os resultados foram submetidos a analise de varidncia, sendo as

médias comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (»p<0,05) (Sampietro, et al., 2006).

3. Resultados

3.1. Efeito dos extratos orgéanicos de Neea theifera na germinagdo de sementes de
Lactuca sativa.

Na tabela 1 estdo apresentados os indices de germinacdo para sementes tratadas
com diferentes extratos organicos. A porcentagem média de germinagdo para as
sementes tratadas com S5Smg/mL de extrato N-hexdnico foram significativamente
diferentes em comparagdo as tratadas com 10 e 20mg/mL, sendo que estas ndo
apresentaram diferenga entre si, mas diferiram estatisticamente do grupo controle.
Quanto ao tempo e velocidade média de germinacdo, ndo houve diferenca entre os
grupos experimentais, porém diferiram estaticamente quando comparados com o
controle. J4 o sincronismo, os tratamentos diferiram entre si, mas quando comparados
com o controle a concentragdo de 10 mg/mL ndo apresentou diferenca estatistica.

Nos indices, porcentagem, tempo e velocidade média de germinagdo para as
sementes de alface submetidas a diferentes concentragdes de extrato de acetato de etila,
foi observado que a concentracdo de Smg/mL diferiu estatisticamente dos demais
grupos experimentais, porém quando comparado com o controle d4gua ndo apresentou
diferenga significativa. No sincronismo da germinac¢do, os grupos experimentais
diferiram significativamente entre si, mas quando comparados com a dgua o tratamento
10mg/mL nao apresentou diferenca (Tabela 1).

No extrato etandlico, o indice de germinabilidade mostrou que os grupos
experimentais diferiram entre si e quando comparados com o controle. Nos indices
tempo e velocidade média de germinagdo, os grupos experimentais ndo diferiram
significativa entre si, porém apresentaram diferenga quando comparados com o grupo

controle. No sincronismo da germinagcdo a concentracdo de 20mg/mL diferiu
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estatisticamente das demais concentragdes, mas quando comparado com o controle nio

apresentou diferenca (Tabela 1).

Tabela 1. Germinabilidade (G), tempo médio (Tm), velocidade média (Vm) e
sincronismos (E) de germinagdo de sementes de L. sativa (alface) submetidas a

diferentes concentragdes de extratos organicos de Neea theifera (5, 10 ¢ 20 mg.mL™).

3.2. Efeito dos extratos organicos de Neea theifera no comprimento radicular de
plantulas de Lactuca sativa.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores do comprimento radicular médio de
plantulas de alface. As plantulas submetidas aos extratos etandlico e de acetato de etila,
apresentaram diferiram significativamente no comprimento radicular médio tanto na
medicdo de 24 como na de 48 horas. Sendo que esta diferenca ocorreu entre os grupos
tratados com as diferentes concentracdes e quando comparados com o controle agua.

Ja no extrato N-hexanico, apds 24 horas foi possivel observar que os grupos
experimentais ndo apresentaram diferenca estatistica entre si e quando comprados com
o grupo controle agua. Apos 48 horas de exposi¢do, observou-se que a concentragdo de
Smg/mL diferiu estatisticamente dos demais grupos experimentais, porém quando

comparado com o controle agua ndo apresentou diferenca significativa (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio-padrdo do comprimento radicular de plantulas de L. sativa
(alface) submetidas a diferentes concentragdes de extratos organicos de N. theifera (5,

10 e 20 mg.mL™") apds 24 e 48 horas de exposi¢io.

3.3. Efeito das fra¢des de Neea theifera na germinagdo de aquénios de Lactuca sativa.
Na Tabela 3 estdo apresentados os indices de germinacdo para sementes tratadas
com diferentes fragcdes do extrato metandlico em distintas concentragdes. Nos testes de
pré emergéncia foi observado que o indice, porcentagem média de germinagdo
apresentou diferenca estatistica quando as fracdes sdo comparadas com o controle dgua.
Quando as fracdes s3o comparadas ente si, a fragdes N-hexanica Smg/mL e
diclorometano 10mg/mL ndo diferiram entre si, mas quando comparadas com as demais
fracdes apresentaram diferenca estatistica. O mesmo foi observado para os grupos
tratados com as fracdes: Acetato de etila 20mg/mL, acetato de etila 70/30 metanol nas

concentragdes de 10 e 20mg/mL e o outro grupo formado pelas fragdes acetato de etila
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50/50 metanol 10mg/mL, acetato de etila 30/70 metanol 10mg/mL e metanol 10mg/mL,
as fracdes que estdo incluidas no mesmo grupo ndo se diferem entre si, porém
apresentam diferenga quando comparadas com os demais.

Noés indices, tempo e velocidade média de germinagdo, foi observado que as
fracdes ndo apresentaram diferenga significativa entre si, porém todas diferiam quando
comparadas com o grupo controle. No sincronismo de germinacgdo, somente a fragdo
Acetato de etila 20mg/mL diferiu das demais frag¢des, e quando comparada com a agua,

a frag@o ndo apresentou diferenca estatistica.

Tabela 3. Germinabilidade (G), tempo médio (Tm), velocidade média (Vm) e
sincronismos (E) de germinagdo de sementes de L. sativa (alface) submetidas a

diferentes fragdes do extrato metanolico de Neea theifera (5, 10 ¢ 20 mg.mL™).

3.4. Efeito das fragdes de Neea theifera no comprimento radicular de plantulas de
Lactuca sativa.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores do comprimento radicular médio de
plantulas de alface. Nos experimentos realizados com a fracdo de N-hexano, foi
observado que apds 24 horas de exposicdo os tratamentos diferiam entre si, porém
quando comparados com o grupo controle, a concentragdo de 10mg/mL ndo apresentou
diferenca estatistica. J& apds 48 horas, os grupos experimentais ndo apresentaram
diferenca entre si, mas diferiram quando comparados com o controle agua.

Na fragcdo metandlica, apos 24 horas exposi¢do os grupos experimentais diferiam
entre si, mas quando comparados com o controle, a concentracdo de Smg/mL ndo
apresentou diferenca significativa. Decorrido 48 horas de exposicdo, foi observado que
os grupos experimentais diferiram entre e si e quando comparados com o controle
(Tabela 4).

Para a fracdo de diclorometano, foi observado que decorrido 24 horas os
tratamentos diferiam entre si, porém quando comparados com o grupo controle, a
concentracdo de 10mg/mL ndo apresentou diferenca estatistica. Apds 48 horas de
exposicdo, o comprimento radicular médio dos grupos experimentais apresentou
diferenca estatistica entre si ¢ quando comparados com o controle agua (Tabela 4).

A analise do comprimento médio de radiculas de alface submetidas a diferentes
concentracdes de fragdes de acetato de etila, mostrou que apos 24 horas de exposi¢ao os

grupos experimentais diferiram entre si, porém quando comparados com o controle, a
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concentracdo de Smg/mL ndo apresentou diferenga estatistica. J& apds 48 horas
decorridas, observou-se que os grupos experimentais diferiram entre si e quando
comparados com o controle (Tabela 4).

Na fracdo acetato de etila 30/70 metanol, tanto na medi¢do de 24 como 48 horas,
foi observado que o tratamento diferiu estatisticamente do controle dgua (Tabela 4).

Para as diferentes concentragdes de fracdo de acetato de etila 50/50 metanol,
tanto na medi¢do de 24 como 48 horas, foi observado que os grupos experimentais
diferiram entre si e quando comparados com o controle (Tabela 4).

Na fragdo de acetato de etila 70/30 metanol, apés 24 horas foi possivel observar
que os grupos experimentais 10 e 20mg/mL ndo apresentaram diferenga significativa
entre si, mas diferiram estatisticamente do grupo tratado com 5Smg/mL, porém quando
foram comparados com os grupos controle, as trés fracdes diferiram estatisticamente. Ja
apods 48 horas de exposi¢ao, observou-se que os tratamentos diferiram entre si € quando

comparados com o controle (Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio-padrio do comprimento radicular de plantulas de L. sativa
(alface) submetidas a diferentes fragdes do extrato metandlico de Neea theifera (5, 10 e

20 mg.mL™") apds 24 e 48 horas de exposicio.

3.5. Potenciais osmoticos dos extratos organicos e fragdes de Neea theifera.

Nas tabelas 5 e 6 estdo apresentados os valores dos potenciais osmoticos
aferidos para os diferentes extratos organicos e para as fragdes obtidas do extrato
metanolico. A variagcdo dos potencias osmoticos para os extratos organicos foi de -1,95

a-3,71 Bar (Tabela 5), e nas fragdes foi de -3,3 a -3,8 Bar (Tabela 6).

Tabela 5. Potencial osmotico dos extratos organicos de Neea theifera

Tabela 6. Potencial osmotico das fracdes do extrato metandlico bruto de Neea theifera

3.6. Determinagdo do indice mitdtico em células meristematicas de raiz de L. sativa

Na tabela 7 estdo apresentados os indices mitdticos para as células das raizes de
alface expostas a extratos e fragdes de N. theifera. Os tratamentos: extrato metanolico
(EB), extrato de acetato de etila (EO), fracdo acetato de etila 70/30 metanol 1, 2 e

Smg/mL (EF1, EF2 e EF3, respectivamente) apresentaram indice mitotico de 10,06;
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10,26; 9,82; 7,30 e 8,60 respectivamente, sendo que somente o tratado EF2 apresentou
valores estatisticamente diferentes aos demais tratamentos, e quando comparado com o
controle agua. Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica do grupo controle, o
extrato metanolico e o extrato acetato de etila apresentaram um maior indice mitdtico
quando comparado com os demais.

O numero de interfases encontradas ¢ maior no grupo tratamento acetato de etila
70/30 metanol 2mg/mL quando comparado com os demais tratamentos e grupo
controle. Em relagdo a préfase, a maior quantidade de células nessa fase ¢ encontrada no
extrato acetato de etila (EO), comparados com outros grupos experimentais e controle
(Tabela 7).

A quantidade de células em metafase ¢ maior no grupo experimental submetido
ao extrato metandlico (EB), em comparacdo deste com os outros tratamentos e controle
agua. Ja o numero de anafase e teldfase foi observado no tratamento acetato de etila
70/30 metanol Img/mL, apresentando uma maior quantidade de células nessas duas

fases quando comparados com os demais tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7. Indice mitético de células meristematicas de raiz de alface tratadas com
extratos brutos (metanol e acetato de etila) e diferentes concentracdes da fracdo acetato

de etila 70/30 metanol (1, 2 e Smg/mL) e controle agua.

3.7. Triagem fitoquimica

Para identificagdo dos principais compostos quimicos presentes nos diferentes
extratos organicos das folhas de Neea theifera foi realizado uma triagem fitoquimica e
os resultados estdo apresentados nas tabelas 8, 9 e 10.

O resultado da triagem do extrato metandlico mostrou uma baixa quantidade de
triterpenos esteroidais, cumarinas e saponias. Os flavonoides e taninos condensados
foram os compostos mais presente na triagem fitoquimica deste extrato (Tabela 8).

No extrato aceto etilico, observou-se o mesmo que na triagem do extrato
metandlico, a Unica diferenca ¢ uma maior quantidade de flavondides se comparado
com a analise do extrato metandlico (Tabela 9).

Ja a triagem fitoquimica do extrato n-hexanico foi possivel observar uma

pequena quantidade de flavondides e taninos condensados (Tabela 10).

Tabela 8. Triagem fitoquimica do extrato metandlico das folhas de Neea theifera.
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Tabela 9. Triagem fitoquimica do extrato aceto etilico das folhas de Neea theifera

Tabela 10. Triagem fitoquimica do extrato N-hexanico das folhas de Neea theifera

3.8 - Perfil cromatografico

A figura 1 apresenta o cromatograma em CCD revelada com o reagente 2-
aminoethyl diphenylborinate submetida a luz ultravioleta, onde foram aplicadas e
eluidas as amostras de extrato e das fra¢des avaliadas, estdo identificadas de acordo com
a seguinte numeracdo: 1 - extrato metanolico, 2 - Fra¢@o acetato de etila 70/30 metanol,
3 - Fracdo acetato de etila, 4 - Fra¢do butandlica, 5 - Fracdo Agua, 6 - Padrao rutina, 7-
Padrdo Quercetina e 8 - Padrio Acido galico. A eluicdo cromatografica e os calculos
dos referidos valores de Rf das diferentes amostras indicaram a presen¢a de compostos
polifendlicos no extrato e nas diferentes fragcdes.

O extrato metanolico apresentou os Rfs (0,56 e 0,64 cm), valores semelhantes
encontrados no padrdo quercetina (Rfs= 0,55 e 0,63cm). A fracdo acetato de etila 70/30
metanol apresentou os Rfs (0,54 e¢ 0,63cm) e estes sdo semelhantes ao padrdo de
quercetina (Rf=0,55 e 0,63cm). Para a fragcdo acetato de etila foi observado Rfs (0,54 e
0,62cm) semelhantes aos encontrados para o padrdo quercetina (Rfs = 0,55 e 0,63cm).
Na frag¢do butandlica foram encontrados Rfs (0,26; 0,54cm e 0,64cm) semelhante aos
encontrados para o acido galico (Rf= 0,27cm) e quercetina (Rfs= 0,55 e 0,63cm). Ja na
fragdo aquosa ndo foi observado presenga de polifendis na metodologia adotada para
CCD.

As diferentes amostras avaliadas ainda apresentaram Rfs diferentes ao dos
padrdes utilizados para comparagdo cromatografica, sugerindo assim, a presenga de
diferentes classes de polifenois na composi¢do fitoquimica do extrato e das diferentes
fragdes avaliadas.

A placa cromatografica revelada com o reagente anisaldeido para identificagdo
de alcaldides de compostos nitrogenados, ndo apresentou evidéncias da ocorréncia

destes compostos no extrato e nas diferentes fracdes avaliadas.

Figura 1. Cromatograma do extrato metanolico (1), fragdes acetato de etila 70/30
metanol (2), acetato de etila (3), butandlico (4) e dgua (5) de N.theifera, e padrdes rutina

(6), quercetina (7) e acido galico (8) em sistema eluente Cloroférmio-metanol-agua
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(75:23:2): com revelagdo em presenca de 2-aminoethyl diphenylborinate. Identificagdo

das zonas cromatograficas com seus respectivos valores de Rf (cm).

4. Discussio

Estudos realizados por Rinaldo et al. (2007) identificaram nove possiveis classes
de flavonas em extrato metandlico de N. theifera, sendo estas compostos passiveis de
possuir potencial alelopatico. Esta observagdo pode ser comprovada pelos resultados
obtidos nos bioensaios avaliados neste estudo, pois 0os mesmos mostraram que o0s
extratos organicos e fragoes de folhas de N. theifera possuem um significativo potencial
alelopatico.

Na literatura é comum encontrar que o efeito alelopatico pode atuar tanto no
desenvolvimento inicial de uma plantula alvo como nos seus indices de germinagdo
(Ferreira & Aquila, 2000; Inderjit e Duke, 2003; Alves et al., 2004). Os resultados
obtidos no presente estudo mostraram altera¢des nos indices de germinagdo (Tabela 1 e
Tabela 3) tanto nos testes realizados com os extratos organicos como nos das fragdes.
De acordo com Labouriau (1983) ¢ Maraschin-silva et al. (2006), tais alteracdes
indicam a interferéncia dos aleloquimicos nas reagdes metabolicas que culminam na
germinacao.

Rice (1984) e Inderjit et al. (2006) relatam que as alteragdes no padrdo de
germinagdo podem resultar de diversos efeitos causados em nivel primério. Entre eles
destacam-se altera¢des na permeabilidade de membranas, na transcri¢do e tradugdo do
DNA, no funcionamento de mensageiros secundarios, na respira¢do, devido ao
seqiiestro de oxigénio, na conformacdo de enzimas e receptores, ou ainda pela
combinagdo destes fatores.

Outro fator que pode interferir no processo de germinacdo ¢ o potencial
osmotico, e este no presente estudo se manteve baixo e dentro de padrdes adequados
para a germinacdo quando comparados com dados da literatura. Para Mimosa
bimucronata (DC.) OK., potenciais osmoticos situados entre -0,158 e -0,414 MPa sdo
capazes de afetar sua germinag@o e seu crescimento (Astarita et al., 1996). Gatti et al.
(2004) recomendam que o potencial osmotico de extratos envolvendo testes de
germinagdo ndo ultrapasse valores -0,2MPa. Extratos hidroalcodlicos podem apresentar
determinados solutos que alteraram a propriedade da dgua, resultando numa pressio

osmoética diferente de zero na solucdo (Villela et al., 1991).
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Quanto ao teste de tetrazdlio sobre as sementes ndo germinadas, provenientes do
teste de germinacdo, todos os aquénios tratados com as diferentes concentracdes do
extrato apresentaram-se viaveis e/ou dormentes, enquanto que os aquénios do grupo
controle apresentaram-se mortas.

Quanto ao desenvolvimento radicular, geralmente se constata uma redugdo no
tamanho do eixo hipocétilo-raiz das plantulas submetidas aos extratos vegetais (Carmo
et al., 2007; Ferreira et al.,2007) sendo que este mesmo efeito foi observado nos grupos
experimentais dos extratos organicos e fragdes de N. theifera. (Tabela 2 e 4). Miro6 et. al
(1998) e Aquila (2000) observaram em seus estudos que um efeito alelopatico ¢ mais
pronunciado sobre o desenvolvimento inicial de uma plantula alvo quando comparado a
germinagdo, ja que este ultimo processo utiliza reservas da propria semente. Entretanto,
os resultados obtidos no presente estudo revelaram efeitos tanto sobre o
desenvolvimento vegetativo quanto sobre a germinagdo (Tabela 1, 2, 3 e 4).

Alguns dos efeitos causados por aleloquimicos sdo reflexos secundarios de
alteragdes que ocorrem a nivel molecular (Rizvi et al., 1992). Cruz-Ortega et al. (1998)
relatam que o endurecimento e escurecimento dos apices radiculares sdo evidéncias de
alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais causadas por fitotoxinas. Tais aspectos, como
endurecimento e escurecimento do dapice radicular, foram observados nos grupos
experimentais de extratos organicos e fracdes de N. theifera.

Nos resultados de indice mitotico, foi possivel observar que a fracdo acetato de
etila 70/30 metanol na concentragcdo de 2 mg/mL foi o tratamento que apresentou menor
numero de células em divisdo (Tabela 7). O efeito citotoxico foi observado na
concentracdo intermediaria da fragdo em relacdo as demais grupos experimentais e ao
controle, isso pode ter ocorrido devido a relacdo extrator/metabdlito secundario
facilitando a extracdo de um determinado componente quimico, pois muitas vezes a
saturagdo do liquido extrator ou o estabelecimento de um equilibrio difusional entre
meio extrator e o interior da célula ndo permite o esgotamento da matéria-prima vegetal
(Sonaglio et al., 2003). Tais resultados corroboram com estudos realizados por Pires et
al. (2001), onde verificaram que extratos aquosos de Leucaena leucocephala reduziram
o indice mitotico nas raizes de milho, comprometendo o seu alongamento normal.
Resultados semelhantes também foi relatado por Lopes et al. (2007), onde mostraram
que diferentes concentra¢des do extrato de Brugmansia suaveolens reduziram o indice

mitotico de sementes de cebola. Por sua vez, Souza et al. (2005) verificaram a
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existéncia de disturbios celulares (pontes anafasicas) em células de raizes de alface
cujas sementes foram submetidas a extratos aquosos de Maytenus ilicifolia M.

Inumeros s@o os compostos organicos produzidos por plantas superiores que sao
considerados aleloquimicos, tais substancias podem pertencer a diferentes classes de
compostos do metabolismo secundario (Inderjit, 1996). De acordo com Rice (1984) e
Putnam (1988) os aleloquimicos podem exercer efeitos inibitdrios ou aditivos e tais
alteragdes metabdlicas podem ser conseqiiéncia de um sinergismo entre tais compostos,
tornando assim importante a analise da a¢do de cada substancia isoladamente. Estudos
sobre componentes aleloquimicos realizados por Vyvyan (2002) demonstraram que as
principais substancias com potencial alelopatico, que atuam na pré-emergéncia, na pos-
emergéncia e na fitotoxicidade, sdo as benzoquinonas, cumarinas, flavondides,
terpendides, lactonas, mucilagens, compostos fenolicos e alcaldéides que podem estar
associados aos efeitos sobre a germinagdo, o desenvolvimento do vegetal e
possivelmente alterando a divisdo celular, assim como demonstrado neste estudo
(Tabela 8, 9, 10 e Fig. 1).

A presenca de compostos fendlicos na triagem fitoquimica e na investigacdo
cromatografica pode ser um dos fatores responsaveis pela atividade alelopatica
observada nos teste de germinagdo, crescimento radicular e de fitotoxicidade. Devido as
suas caracteristicas quimicas, algumas classes de compostos fenolicos sdo capazes de
captar elétrons, atuar como catalisadores na fase fotoquimica da fotossintese, servirem
de reguladores de canais i6nicos envolvidos na fosforilagdo oxidativa, dentre outras
(Pietta e Simonetti, 1999; Carmo et al., 2007). Os flavonoides, uma classe de compostos
fendlicos, participam dos processos relacionados a absor¢do i6nica que pode
comprometer o gradiente eletroquimico das membranas celulares das raizes (Glass e
Dunlop, 1974), e dependendo da concentracio poderdo promover ou inibir o
crescimento de raizes (Macias et al.,1997). O acido fertlico ¢ outro exemplo de acido
fenodlico bem conhecido devido a sua agdo alelopatica (Bourne et al., 1997). Acredita-se
que esta acdo alelopatica esteja ligada as enzimas que tem como fun¢do a oxidagdo da
L-malato, um substrato produzido no ciclo de Krebs (Onyeneho et al., 1993).

De acordo com os resultados obtidos nos bioensaios, pode-se concluir que a
Neea theifera apresenta potencial alelopatico, sendo que os extratos orgéanicos e fragdes
das folhas da espécie causaram alteracdes fisioldgicas na planta alvo, confirmados pela
alterag¢do nos padrdes dos indices de germinagdo, no comprimento radicular e no indice

mitético.
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5. Consideracdes finais

Os experimentos realizados nesse presente estudo mostraram que os extratos
organicos ¢ fracdes de folhas de Neea theifera interferiram no funcionamento
fisiologico das sementes e plantulas de alface, pois houve alteracdo dos indices de
germinacdo analisados, do comprimento radicular e do indice mitdtico.

Na triagem fitoquimica realizada com extratos organicos evidenciou classes
quimicas como cumarinas, saponinas, taninos ¢ uma maior quantidade flavondides, em
ambos os extratos analisados. No estudo fitoquimico direcionado, realizado por meio da
cromatografia em camada delgada, verificou-se a presenga de compostos polifendlicos
nas amostras analisadas, como no caso a quercetina e 4acido galico. Tais classes
quimicas identificadas em ambos os estudos fitoquimicos, sdo investigadas em
pesquisas voltadas para alelopatia, sendo assim, possivelmente tais compostos sdo
responsaveis por promover o potencial alelopatico observado no mesmo.

Portanto, faz-se necessario uma identificagdo mais detalhada dos compostos
presentes nos extratos organicos e fracdes de N. theifera para a possivel obtencdo de
novas estruturas quimicas que possam auxiliar a compreensdo das interagdes quimica
entre os vegetais, como na utilizacdo dessas substancias para obtencdo de herbicidas
naturais como alternativos aos de emprego comercial, assim reduzindo custos, além de

evitar riscos de contaminac¢ao ambiental.
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TABELAS

Tabela 1. Germinabilidade (G), tempo médio (Tm), velocidade média (Vm) e
sincronismos (E) de germinacdo de sementes de L. sativa (alface) submetidas a
diferentes concentracdes de extratos organicos de Neea theifera (5, 10 e 20 mg/mL).

Extrato Concentracio  G%DP (%) Tm+DP Vm+DP E+DP (bits)
mg/mL (horas) (sementes/hs)

5 66,00+4,54a 35,37+3,64a 0,028+0,003a 1,98+0,10a

N-Hexano 10 18,00+5,40b 42,13+£2,29a 0,023+0,001a 1,06+0,08b

20 15,00+2,18b 37,43+7,57a 0,027+0,005a 0,87+0,03¢

5 87,00+1,48¢ 24,70+2,55b 0,040+0,004b 1,41£0,15a

Acetato de Etila 10 15,00£1,37b 34,82+5,10a 0,029+0,004a 0,99+0,07b

20 14,50+2,41b 37,37+7,59a 0,027+0,005a 0,50+0,01¢

5 74,00+3,90a 35,01+1,52a 0,028+0,001a 1,85+0,18a

Etanol 10 47,50+1,12d 36,91+1,53a 0,027+0,001a 1,63+0,26a

20 14,50+0,75b 32,41+6,75a 0,031+0,005a 0,81+0,09b

99,00+1,15¢ 19,66+0,68b 0,050+0,001b 0,94+0,18b

M¢édias com letras iguais, na coluna, nfo diferem entre si com 0=0,5 de probabilidade, pelo teste de

Tukey.

Legenda: G%= porcentagem média de germinagio, Tm= tempo médio de germinacéo, Vm= velocidade

média de germinagdo e E= sincronismo de germinagéo.

Tabela 2. Média e desvio-padrdo do comprimento radicular de plantulas de L. sativa
(alface) submetidas a diferentes concentracdes de extratos organicos de N. theifera (5,
10 e 20 mg/mL) apds 24 e 48 horas de exposi¢ao.

Extrato Concentracées mg/mL 24 horas 48 horas
5 6,10+0,87a  9,68+1,05a
Etanol 10 5,15+40,42b  7,1140,98b
20 3,7840,65¢  6,43%0,81c
5 6,19+ 0,74a  8,28+1,10d
Acetato de Etila 10 5,2240,86b  7,84+1,58b
20 3,2940,64c  5,11+0,75¢
5 7,97+0,53d  15,86+0,94f
N- Hexano 10 7,59+0,47d  12,95+0,95¢g
20 7,33+0,40d  11,43+0,35¢g
Agua 7,44+0.88d  15,09+1,07f

Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si com 0=0,5 de probabilidade, pelo teste de Tukey
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Tabela 3. Germinabilidade (G), tempo médio (Tm), velocidade média (Vm) e
sincronismos (E) de germinagdo de sementes de L. sativa (alface) submetidas a
diferentes fracdes do extrato metanolico de Neea theifera (5, 10 e 20 mg/mL).

Extrato Concentracdo G%DP (%) Tm+DP Vm+DP E+DP
mg/mL (horas) (sementes/hs) (bits)
N-Hexano 5 55,50+2,64a  38,00+1,15a  0,026+0,000a  2,15+0,10a
Diclorometano 10 52,50+7,91a  36,03+1,30a  0,027+0,001a  2,20+0,22a
Acetato de Etila 20 38,00+1,70b 36,931,282  0,027+£0,000a  1,20+0,24b
Acet/Met 10
(70:30) 35,00£6,29b  38,31+248a  0,026+0,001a  1,78+0,16a
20 32,00£9,90b  38,97+1,92a  0,025+0,001a  1,81+0,08a
Acet/Met 10 67,50+491¢c  36,03+2,71a  0,027+0,002a  1,82+0,66a
(50:50)
Acet/Met 10 60,00+4,40c  36,21+1,99a  0,027+0,001a  2,29+0,01a
(30:70)
Metanol 10 64,50+£3,70c  37,20+1,30a  0,026+0,000a  2,20+0,11a
Controle agua 100,0+0,00d  20,73+0,20b  0,048+0,000b  1,20+0,04b

Médias com letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si com 0=0,5 de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Legenda: G%= porcentagem média de germinag@o, Tm= tempo médio de germinagdo, Vm= velocidade
média de germinagdo e E= sincronismo de germinago.
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Tabela 4. Média e desvio-padrao do comprimento radicular de plantulas de L. sativa
(alface) submetidas a diferentes fragdes do extrato metandlico de Neea theifera (5, 10 e

20 mg/mL) apds 24 e 48 horas de exposicao.

Extrato Concentracgoes 24 horas 48 horas
mg/mL
N-Hexano 5 6,27+0,74a 12,43+1,26*
10 8,55+0,97b 12,23+0,86%
Metanol 5 7,07+0,82b 10,56+0,90b
10 4,61+0,47¢ 8,760+0,77¢
Diclorometano 10 7,61+1,41b 12,65+0,89°
20 5,44+0,48a 9,59+0,67¢
Ac. Etila 5 7,29+1,09b 12,26+1,32*
10 5,66+0,74a 9,44+0,69b
20 4,07+0,74¢ 7,15+0,48¢
Acet 30/Met 70 10 5,90+0,50a 9,41+0,62¢
Acet 50/ Met 50 5 6,18+0,82a 11,28+1,14b
10 3,79+0,83d 7,21+0,70c
20 2,84+0,36¢ 4,53+0,43¢
Acet 70/ Met 30 5 4,49+0,70c¢ 8,36+0,66¢
10 3,52+1,01d 5,60+0,75¢
20 3,06+0,45d 3,74+0,32f
Agua 8,05+1,01b 14,45+132g

Meédias com letras iguais, na coluna, nio diferem entre si com a=0,5 de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Legenda: G%= porcentagem média de germinagdo, Tm= tempo médio de germinagdo, Vm= velocidade

média de germinacgdo e U-bit= sincronismo de germinagao.

Tabela 5. Potencial osmotico dos extratos organicos de Neea theifera

Extrato Concentrac¢do  Brix % Bar
Smg/mL 0,45 -3,50

N-Hexano 10mg/mL 0,4 -3,53
20mg/mL 01 -3,71

Smg/mL 0,3 -3,59

Acetato de Etila 10mg/mL 04 -3,53
20mg/mL 0,6 -3,41

Smg/mL 0,6 -3,41

Etanol 10mg/mL 0,5 -3,47
20mg/mL 3 -1,95

Agua 0 -3,80
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Tabela 6. Potencial osmotico das fracdes do extrato bruto de Neea theifera

Extrato Brix % Bar
N-Hexano 0,00 -3,8
Diclorometano 0,07 -3,7
Acetato de etila 0,07 -3,7
Acet 70/30 Met 0,70 3,3
Acet 50:50 Met 0,07 -3,7
Acet 30:70 Met 0,13 -3,7
Metanol 0,00 -3,8
Agua 0,00 3,8

Tabela 7. Indice mitético de células meristematicas de raiz de alface tratadas com
extratos brutos (metanol e acetato de etila) e diferentes concentracdes da fragdo acetato
de etila 70/30 metanol (1, 2 e Smg/mL) e controle 4dgua.

Tratamento Interfase Divisdo Celular Indice
Préfase Metafase Andfase Telofase  Mitotico

EB 4497 374 71 20 38 10,06a
EO 4487 435 41 14 23 10,26a
EF1 4509 358 45 31 57 09,82a
EF2 4635 289 22 18 36 07,30b
EF3 4570 337 31 19 43 08,60a
Agua 4525 370 45 19 41 09,50a

5000 células analisadas. Letras iguais em coluna nfo diferem estatisticamente, médias avaliadas com teste

de Kruskal-Wallis

(»<0,05).

EB - extrato bruto metandlico

EO - extrato bruto acetato de etila
EF1 - extrato fracionado Img/mL
EF2 - extrato fracionado 2mg/mL
EF3 - extrato fracionado Smg/mL

Tabela 8. Triagem fitoquimica do extrato metandlico das folhas de Neea theifera.

Compostos Resultado Aspecto
Triterpenos esteroidais + vermelho-réseo
Alcaldides - -
Flavonoides ++ Vermelho-claro
Cumarinas + Fluorescéncia azul
Taninos hidrolisaveis - -

Taninos condensados ++ Verde azulado
Saponinas + Permanéncia de espuma

+, baixa visualizagdo; ++, moderada visualizac¢do; +++, alta visualizacdo; -, ndo detectado
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Tabela 9. Triagem fitoquimica do extrato aceto etilico das folhas de Neea theifera

Compostos Resultado Aspecto
Triterpenos esteroidais + Verde azulado
Alcaloides - -
Flavonoides +++ Vermelho intenso
Cumarinas + Fluorescéncia azul
Taninos hidrolisaveis - -

Taninos condensados ++ Verde azulado
Saponinas - -

+, baixa visualizagdo; ++, moderada visualizac¢do; +++, alta visualiza¢do; -, ndo detectado

Tabela 10. Triagem fitoquimica do extrato N-hexanico das folhas de Neea theifera

Compostos Resultado

Aspecto

Triterpenos esteroidais -
Alcaloides -
Flavonoides +
Cumarinas -
Taninos hidrolisaveis -
Taninos condensados +
Saponinas -

Vermelho-claro

Verde azulado

+, baixa visualizagdo; ++, moderada visualizac¢do; +++, alta visualizacdo; -, ndo detectado



FIGURAS

Figura 1. Cromatograma do extrato metanolico (1), fragdes acetato de etila 70/30

metanol (2), acetato de etila (3), butandlico (4) e dgua (5) de N.theifera, e padrdes rutina
(6), quercetina (7) e acido galico (8) em sistema eluente Cloroférmio-metanol-agua
(75:23:2): com revelacdo em presenc¢a de 2-aminoethyl diphenylborinate. Identificagao

das zonas cromatograficas com seus respectivos valores de Rf (cm).



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO CRÍTICA DE LITERATURA
	CAPÍTULO I - ARTIGO CIENTÍFICO
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS

