A
ATATAY

unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

POTENCIAL ALELOPATICO DE RIZOMAS DE Curcuma zedoaria
(Christm.) ROSCOE CULTIVADOS EM CONDICOES DE DEFICIENCIA
HIDRICA

GABRIELA MARIN VASCONCELLOS

Botucatu — SP

2016



A
ATATAY

unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

POTENCIAL ALELOPATICO DE RIZOMAS DE Curcuma zedoaria
(Christm.) ROSCOE CULTIVADOS EM CONDICOES DE
DEFICIENCIA HIDRICA

GABRIELA MARIN VASCONCELLOS

PROF. DR. LUIZ FERNANDO ROLIM DE ALMEIDA
ORIENTADOR

Trabalho de Conclusio de Curso
apresentado como requisito  para
obtencdo do grau de Bacharel em
Ciéncias Biologicas no Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
Campus de Botucatu.

Botucatu — SP
2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO T

C. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.

DIVISAC TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAC - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

it [T

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/35651

Vasconcellos, Gabriela Marin.
Potencial alelopdtico de rizomas de Curcuma zedoaria
(Christm.) Roscoe cultivados em condicgdes de deficiéncia

hidrica / Gabriela Marin Vasconcellos. - Botucatu, 2016
Trabalho de conclusio de curso (bacharelado - Cié&ncias
Biolégicas) - Universidade Estadual Paulista "Julio de

Mesguita Filho", Instituto de Biociéncias de Botucatu
Orientador: Luiz Fernando Rolim de Almeida
Capes: 20303033

1. Carcuma. 2. Pepino. 3. Alelopatia. 4. RAgentes
alelopaticos. 5. Metabdlitos. ©. Desidratacdo (Hidrica).
7. Germinacio.

Palavras-chave: Aleloquimicos; Disponibilidade hidrica;
Germinacdo; Metabdlitos secundarios.




Resumo

A alelopatia ¢ um fendmeno de estimulo ou inibicdo ao desenvolvimento e
crescimento de organismos, causada pela emissdo de aleloloquimicos (compostos quimicos
oriundos do metabolismo secunddrio) por agentes alelopaticos. Nas espécies vegetais, 0s
aleloquimicos podem ser provenientes de diferentes orgdos. Um dos fatores ambientais e
agrondmicos que alteram a producdo de metabdlitos secundarios ¢ a disponibilidade hidrica.
Geralmente observa-se aumento das concentracdes dos aleloquimicos em plantas submetidas
a estresse hidrico. A espécie Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe, possui rizoma rico em
Oleo essencial constituido principalmente por compostos terpénicos. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia da deficiéncia hidrica no potencial alelopatico do extrato
aquoso de rizomas de C. zedoaria na germinagdo e no crescimento inicial de sorgo (Sorghum
bicolor L.) e pepino (Cucumis sativus L.cv. Aodai). Plantas de C. zedoaria foram cultivadas
em casa de vegetacdo, onde um grupo foi submetido a deficiéncia hidrica (CDH) e outro
grupo ndo (SDH). Os rizomas foram seccionados e pesados para a producdo de extratos
aquosos nas concentracdes de 5, 10, 50 ¢ 100 g L™. Os ensaios biologicos foram realizados
em camara de germinacdo (BOD) em condi¢des controladas de luz e temperatura. Foram
avaliadas a percentagem final de germinagdo (% G), indice de velocidade de germinagao
(IVG), crescimento de raiz e parte aérea. Os resultados evidenciam que o extrato apresenta
efeito inibitorio em relacdo ao controle na maioria das avaliagdes, sendo que somente a
germinagdo de pepino ndo € afetada em nenhum tratamento. Porém, no crescimento de parte
aérea dessa mesma semente, a concentracdo mais alta do tratamento CDH ¢ a unica que
apresenta inibicdo em relagdo ao controle. Constatamos que ha uma alteragdo na
composig¢do/concentragdo dos metabdlitos secundarios do rizoma de C. zedoaria quando
submetidos a diferentes condigdes de disponibilidade hidrica, sobretudo nas concentragdes

mais elevadas.

Palavras-chave: metabolitos secundarios, disponibilidade hidrica, aleloquimicos e

germinagao.



Abstract

Allelopathy is a phenomenon that promotes or inhibits the organisms growth and
development as result of emission of allelochemicals (chemical compounds originating from
the secondary metabolism) by allelopathic agents. Allelochemicals derivate from different
organs in plants. Among the environment and agronomic conditions, water deficit affects
secondary metabolites synthesis. Usually, there are an increase in the secondary metabolites
concentration of plants under water deficit. The rhizome of Curcuma zedoaria (Christm.)
Roscoe synthetizes an essential oil mainly constituted of terpene compounds. Therefore, the
aim of this work is to evaluate the effects of water deficit upon the rhizome allelopathic
potential of Curcuma zedoaria. Accordingly, seeds of sorghum (Sorghum bicolor L.) and
cucumber (Cucumis sativus L.cv. Aodai) were exposed to aqueous extract of C. zedoaria
rhizome. The C. zedoaria plants were cultivated in greenhouse into two groups apart: plants
under controlled water supply (WS) or water deficit (WD). The aqueous extracts of rhizomes
were extracted after sectioning and weighing into following concentrations: 5, 10, 50 and 100
g L. The biological assays were realized in the germination chamber (BOD) under controlled
light and temperature conditions. We evaluated the final percentage of germination (G),
germination speed index (GSI) and measurement of root and shoot growth. The rhizome
aqueous extract of C. zedoaria inhibits the growth and development of seeds and seedling in
mostly evaluated parameters in both treatments. Conversely, the cucumber seeds germination
1s not affected by the rhizome aqueous extract by neither of treatments, although, the seedling
growth decreases in the higher concentration (100 g L") of WD group. Indeed, there is a
modification in the secondary metabolites concentration/composition in the rhizome of C.

zedoaria under water-deficit, mainly in the higher concentrations.

Keywords: secondary metabolites, water deficit, allelochemicals, germination.
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1. Introducio

A alelopatia ¢ um fenomeno de estimulo ou inibigdo (direta ou indireta) ao
desenvolvimento e crescimento de organismos (CARMO et al., 2007). Esse evento ¢ causado
por agentes alelopaticos que liberam no ambiente compostos quimicos oriundos do seu
metabolismo secundario (RICE, 1974), exercendo uma influéncia sobre os sistemas
biologicos e agricolas (OYENIYI et al. 2016). Essas substancias sao denominadas fitotoxinas
ou aleloquimicos (BELINELO et al., 2008) e podem ser produzidas por fungos, bactérias,
plantas e outros organismos (YIN, 2014).

Nos ultimos 50 anos, houve um aumento nos estudos envolvendo alelopatia
(INDERIJIT et al., 2011). Um dos fatores que desencadeou esse avango esta relacionado com
as implicagdes desse fendomeno no padrdo vegetativo encontrado nas comunidades (e.g.: tipo
de vegetacdo, dominancia e sucessdo ecologica) (INDERJIT et al.,2011; BELINELO et al.,
2008; RICE, 1979), assim como o crescente interesse nas interacdes existentes entre as
culturas agricolas e as plantas daninhas (HABERMANN et al., 2016; HOFMANN 2015; DA
SILVA PAULA et al.,, 2015). Atualmente, as pesquisas com alelopatia também estdo
direcionadas para a substituicdo dos herbicidas convencionais (MAGALHAES et al. 2013;
FAROOQ et al., 2011; BELINELO et al., 2008), pois alguns aleloquimicos apresentam uma
fitotoxicidade capaz de interromper os processos metabolitos normais da planta (WEIR et al.
2004). As substancias produzidas pelas plantas (ou outros organismos), que possuem
capacidade de influenciar negativamente o desenvolvimento de outras plantas, sdo
denominadas herbicidas naturais ou bioherbicidas (MAGALHAES et al. 2013).

A emissdo dos aleloquimicos provenientes das espécies vegetais pode ocorrer em
diferentes partes desta e apresentar mecanismos distintos (FRANCO, 2013). Esses compostos
sdao normalmente utilizados na defesa contra o ataque de patogenos e herbivoria
(HABERMANN et al., 2016). A maioria das plantas produz e estoca grande numero de
substancias alelopaticas (RICE, 1987), as quais podem ser encontradas em folhas, cascas,
raizes, exsudatos radiculares, flores e frutos (IQBAL & FRY, 2012). O actimulo dos
aleloquimicos na rizosfera ocorre por lixiviacdo das folhas ou por outras partes aéreas da
planta, também ocorre por meio de emissdes volateis, por exsudagdo, quebra da casca e pela
serapilheira (WEIR et al. 2004). Por intermédio dos exsudatos radiculares, muitas plantas
inibem o crescimento das plantas vizinhas, dessa forma, ha uma limita¢do na competi¢do por

recursos (HOFMANN, 2015).



Durante o processo de desenvolvimento da planta o metabolismo secundério pode ser
afetado pela radiagdo, temperatura, umidade, vento, fatores edaficos e outros fatores
ambientais (WANG et al, 2012). Esses fatores, assim como a idade da planta, influenciam a
producao dessas substancias quantitativa e qualitativamente (HABERMANN et al., 2016).
Plantas submetidas a condi¢des adversas tendem a alterar a sintese de aleloquimicos (SOUZA
FILHO & ALVES, 2002). A capacidade de adaptacao das plantas submetidas a condig¢des de
estresse ¢ influenciada pela duragdo e magnitude do mesmo, além da variabilidade genética
(SILVA et al. 2002). Elas possuem uma complexa rede de sinalizagdo que ¢ altamente
coordenada para gerar metabolitos de pequenas moléculas, responsaveis por sua regulacdo e a
otimizagdo das resposta as alteracdes ambientais (ZERBE, 2015). A concentracdo de alguns
aleloquimicos pode aumentar na planta que esta sob estresse, porém o contrario também pode
ocorrer para outros aleloquimicos presentes na mesma planta (SOUZA FILHO et al., 2002).
Apesar dessa variagdo, o aumento significativo da produgdo de aleloquimicos frequentemente
¢ relatado em plantas expostas a condigdes estressantes, sendo respectivamente associado ao
aumento do potencial alelopatico (GOGA et al., 2016; FELIX, 2012; GOBBO-NETO &
LOPES, 2007; SOUZA FILHO et al., 2002).

Um dos fatores ambientais ¢ agrondmicos que alteram a producdo de metabolitos
secundarios ¢ a disponibilidade hidrica (FRANZ, 1983; PALEVITCH, 1986; LARCHER,
2000). Varios fatores metabodlicos e fisiologicos das plantas podem ser afetados em condigdes
de baixa disponibilidade hidrica (e.g.: fechamento estomatico, limitacdes na assimilacdo de
CO,, reducdo da biomassa, mobilizagdo de reservas), e consequentemente alteram o
metabolismo secundario (FRANCO 2012; GOBBO-NETO & LOPES, 2007; SILVA et al.,
2002). De acordo com Selmar (2013), as concentracdes dos aleloquimicos geralmente sao
reforcados em plantas que sofreram estresse hidrico.

A espécie utilizada para este estudo é a Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe
pertencente a familia Zingiberaceae, conhecida popularmente como zedoaria ou falso-agafrao
(ALMEIDA, 2012; WOLF, 2008). E uma planta herbacea, aromatica e provida de rizoma rico
em oOleo essencial (ALMEIDA, 2012). Sua multiplicacdo ocorre apenas pelos rizomas, que
devem ser colhidos quando a planta perde suas folhas, apds a floragdo. (WOLF, 2008).
Originaria de Bangladesh, India e Sri Lank (PORTELLA, 2016), suas propriedades
medicinais ja foram utilizadas para o tratamento de diversas doengas (ALMEIDA, 2012;
LAKSHMI et al.,, 2011). Também apresenta potencial antimicrobiano e antiflamatdrio
(ALMEIDA, 2012), além de ser utilizada pela industria para obtencdo de corantes (WOLF,

2008). C. zedoaria possui um perfil quimico constituido principalmente por compostos



terpénicos, dos quais as substdncias monoterpénicas e sesquiterpénicas sdo as principais
(PORTELLA, 2016). Na composi¢do quimica do 6leo essencial foram identificados 24
compostos (RAHMAN et al., 2014). Diferentes atividades bioldgicas realizadas pela C.
zedoaria estdo relacionadas com a deidrocurdiona, que ¢ um sesquiterpeno (ALMEIDA,
2012) e com a curcumina, um composto fendlico que possui atividade antioxidante e
antineoplasica (POLAQUINI, 2016).
Entretanto, apesar das espécies medicinais apresentarem-se como um eficiente
recurso bioldgico com potencial uso na industria farmacéutica (MAGALHAES et al., 2013),
ainda ndo ha muitas pesquisas acerca do real efeito da deficiéncia hidrica nas espécies
vegetais (SELMAR, 2013; SOUZA FILHO et al.,, 2002), principalmente nas plantas
medicinais (SILVA, 2002). Ou seja, os trabalhos referentes ao efeito da redugdo da
disponibilidade hidrica no metabolismo secundario de plantas medicinais, ndo sd3o muito
relatados na literatura, e existe a possibilidade que a quantidade de compostos extraidos
dessas plantas seja otimizado de acordo com as suas respostas frente as condi¢des adversas.
Diante do exposto, a hipdtese desse trabalho ¢ que a deficiéncia hidrica influencia
positivamente a produ¢ao dos metabolitos secundarios do rizoma de Curcuma zedoaria e, por

consequéncia, a planta apresenta um aumento no seu potencial alelopatico.

2. Objetivo
e Avaliar a influéncia da deficiéncia hidrica no potencial alelopatico do extrato aquoso de

rizomas de C. zedoaria na germinagdo e no crescimento inicial de espécies sensiveis.

3. Material e Métodos

3.1. Material vegetal

Plantas de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe foram cultivadas em casa de
vegetacdo, onde um grupo foi submetido a deficiéncia hidrica (CDH) e outro grupo ndo
(SDH). Durante este experimento preliminar os dados de condutancia estomatica e potencial
agua foliar (Ww) foram avaliados. Apo6s 35 dias os baixos valores dos parametros avaliados
comprovaram o efeito da deficiéncia hidrica no nivel de condutincia estomatica (grafico 1) e
do potencial 4gua (tabela 1) dos individuos que tiveram o fornecimento de 4gua suspenso.

Apos essa constatacdo, os rizomas foram recolhidos e guardados e armazenados a -20 °C.
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Griafico 1: Niveis de condutincia estomatica de plantas de C. zedoaria submetidas a deficiéncia
hidrica (CDH), circulo branco e nido submetidas a deficiéncia hidrica (SDH), circulo preto.

Tabela 1: Potencial 4gua foliar (Yw) de C. zedoaria.

Dia SDH CDH
35 -0,79 £ 0,05a -2,64 + 0,84b

3.2. Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados no laboratério de ecofisiologia vegetal do
departamento de botanica do instituto de biociéncias da UNESP de Botucatu. Para obtengao
do extrato aquoso os rizomas foram seccionados, pesados em um erlenmeyer e adicionado
agua deionizada a 100° C como solvente para extra¢do. Os extratos foram levados ao banho
ultrassonico por 15 minutos, 4 vezes com um intervalo de 5 minutos. Apds este
procedimento, os extratos foram armazenados na geladeira por 24h. Depois desse periodo as
solucdes foram filtradas para utilizagdo nos bioensaios. Os extratos foram obtidos nas
concentragdes de 5, 10, 50 e 100 g L 1. O controle foi realizado utilizando-se agua

deionizada.

3.3. Espécies testes

Foram utilizadas sementes de sorgo (Sorghum bicolor L.) ¢ sementes de pepino
(Cucumis sativus L.cv. Aodai). Ambas as espécies escolhidas apresentam germinagao rapida
e sdo consideradas sensiveis aos efeitos dos metabolitos secundarios (FRANCO, 2013;

CASTAGNARA 2012).
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3.4. Ensaios biologicos

Para os ensaios biologicos as sementes de sorgo utilizadas foram colocadas em uma
solugdo de hipoclorito de sodio 2,5 %. As sementes de sorgo ficaram na solugdo por 10
minutos e depois foram lavadas em dgua corrente com o auxilio de uma peneira por
aproximadamente 2 minutos. As sementes de pepino utilizadas ja apresentavam tratamento
prévio para descontaminagdo e eram tratadas com fungicida.

As sementes de ambas as espécies foram colocadas para germinar em placas de Petri
@ 9cm, com duas folhas de papel para germinagcdo em cada. As placas juntamente com o
papel foram previamente autoclavados a 120° C, 1 atm por 20 minutos, assim como a agua
deionizada utilizada no controle. Em cada placa de petri foi adicionado 10ml da solugdo
estoque de cada concentragdo dos extratos estudados (CDH e SDH). Cada placa continha 10
sementes ¢ foram realizadas 4 repeticdes para cada tratamento e para o controle. As placas
foram seladas com filme de PVC para evitar a evaporaciao dos extratos ou da agua deionizada
e a entrada de contaminantes, ¢ mantidas em camara de germinacdo (BOD) a 25°C, com

fotoperiodo de 12h durante 120 horas (5 dias).

3.5. Parametros de avaliacao

Em condi¢coes de laboratorio foram avaliados os efeitos dos extratos sobre a
germinagdo, percentagem final de germinacdo (% G), indice de velocidade de germinagao
(IVQ), crescimento de raiz e parte aérea.

A germinacdo foi avaliada diariamente até o final do experimento, realizando-se a
contagem do numero de sementes germinadas. A contagem foi realizada preferencialmente no
mesmo horario e iniciada apds 24h da montagem do ensaio. Considerou-se como semente
germinada aquela que apresentava aproximadamente 2 mm de raiz (BARREIRO et al., 2005).

A percentagem final de germinacdo (% Q) representa o nimero total de sementes
germinadas ao final do experimento.

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) exibe o numero de sementes
germinadas a cada dia, sendo expresso pela seguinte formula: IVG = G|/N; + G2/N; ....GyNy,
onde G corresponde ao nimero de sementes germinadas e N ¢ igual ao numero de dias apds o
ensaio (CASTGNARA et al., 2012).

O crescimento de raiz e parte aérea foram mensurados com paquimetro, sendo os

valores registrados em mm.
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Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Holm-Sidak , ao nivel de 5% de probabilidade. Os resultados obtidos foram

transformados em percentagem relativa ao controle para apresentagao grafica.

4. Resultados e Discussao

4.1. Germinac¢ao

Para que ocorra a germinagdo ¢ necessario que a semente viavel esteja sob condigdes
favoraveis. Essas condi¢des sdo atendidas de acordo com a disponibilidade de 4gua, oxigénio
e temperatura compativeis ao alongamento embrionario (FERREIRA & BORGUETTI, 2004).
A quantidade ideal desses fatores varia de acordo com as caracteristicas da semente de cada
espécie, e ainda pode ser alterada por mudangas abioticas (e.g.: substancias alelopaticas).

As alteragoes celulares que ocorrem durante a germinagdo sdo complexas e iniciam-
se com a embebicdo da semente. Porém, visualmente, o indicativo que a germinacdo foi
completada ocorre quando a radicula (ou outro tecido embrionario) emerge dos tecidos que a
envolvem. Este ponto marca o fim da germinagdo e o inicio do crescimento da plantula.
(BEWLEY at al. 2013). Independente do tratamento e da concentragdo (Tabela 2), a
percentagem de sementes de pepino germinadas foi alta (97,5 ~ 100%) e ndo apresentou
diferenca. Esse resultado evidencia que o extrato ndo interfere na porcentagem final de
sementes germinadas para a referida espécie, de modo que ndo ha diferenca entre os dados

obtidos.

Tabela 2: Efeito do extrato aquoso de C. zedoaria submetida a deficiéncia hidrica (CDH) e ndo

submetida a deficiéncia hidrica (SDH) na germinagdo de sementes de pepino.

Germinacao (%) *

Concentragao CDH SDH
Controle 100 a 100 a
5L 100 a 97,5 a
10gL" 100 a 97,5a
50g L 97,5 a 97,5 a
100g L’ 100 a 97,5 a

*Apo6s 120 horas de incubagdo. Letras iguais na mesma coluna representam que nao houve

diferenca estatistica.
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A alta taxa de germinagdo de pepino, também foi encontrada em estudos realizados
com o extrato aquoso da parte area de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(BARREIRO et al.; 2005) ¢ de Avena sativa, Cajanus cajan, Lolium multiflorum e Brachiaria
brizantha, sendo que os cinco ultimos apresentaram um valor médio de germinagdo de
95,60% (CASTAGNARA et al.; 2012).

Dependendo da espécie estudada, o processo de germinacdo pode variar de horas a
dias (FERREIRA & BORGUETTI, 2004) e ainda, os extratos podem ser seletivos a mono ou
eudicotilidoneas. Deste modo, ao expor espécies diferentes ao mesmo extrato, podemos nos
deparar com disparidades nas respostas. Fato observado na taxa de germinagdo das sementes
de sorgo que apresentou um comportamento distinto comparado ao pepino. Apresentando

diferenca em relagao ao controle em todas as concentracdes e entre os tratamentos nas doses 5

e50g L' (Tabela 3).

Tabela 3: Efeito do extrato aquoso de C. zedoaria submetida a deficiéncia hidrica (CDH) e ndo

submetida a deficiéncia hidrica (SDH) na germinagdo de sementes de sorgo.

Germinagao (%) *

Concentragao CDH SDH
Controle 75a 75 a
5L 40b 15b
10gL" 22,5b 20b
50g L 25 b 52,5b
100gL" 12,5b 27,5b

*Apos 120 horas de incubacdo. Letras diferentes na mesma coluna representam diferengas

estatisticas (p<0,05).

Na concentragdo 5 g L™ o tratamento que mais inibiu a percentagem de germinago
foi o sem deficiéncia hidrica (SDH). J4 na concentracio 50 g L o efeito alelopatico na
germinagdo foil mais agressivo no tratamento com deficiéncia hidrica (CDH). Portella (2016)
realizou estudos com C. zedoaria e comprovou que o défice hidrico modifica os padroes
metabolicos no ciclo da dorméncia do rizoma e causa a degradagdo das reservas de amido. O
uso de agucares soluveis e amido varia de acordo com a espécie, podendo ser utilizado

durante o processo de germinagdo ou no estadio de plantula (FELIX, 2012). Contudo, a
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variagdo quimica dos metabdlitos dessa espécie ¢ pouco relatada na literatura (LOBO et al.,
2009).

De acordo com os resultados, ¢ possivel afirmar que existe uma diferenca na
producdo dos metabolitos secundarios de C. zedoaria, mas que somente em concentragdes
maiores do extrato CDH as mudangas nos compostos quimicos causadas pelo défice hidrico
sdo prejudiciais ao processo de germinagdo do sorgo. Segundo Raki¢ et al. (2015), um dos
eventos ambientais que mais promove mudancas na fisiologia das plantas ¢ a deficiéncia
hidrica. O ajuste as mudancas do meio ¢ necessario para que as plantas mantenham sua
performance fisiologica, uma vez que o periodo de seca modifica os padrdes metabdlicos e
fisiologicos (SOUZA & LUTTGE, 2015). O rizoma de C. zedoaria apresenta um potencial de
agua elevado, indicando que essas estruturas acumulam agua, favorecendo assim, a superagao
das condicdes desfavordveis do ambiente (PORTELLA, 2016). Portanto, devido ao
armazenamento de agua pelo rizoma de C. zedoaria quando submetido a condi¢des de défice
hidrico, é possivel que o extrato aquoso em baixas concentragcdes ndo apresente efeito pois os
componentes quimicos provenientes do metabolismo secundario estdo muito diluidos, no
entanto, a alteragdo desses compostos em relagdo ao tratamento sem défice hidrico, ¢
comprovada justamente pelo fato das concentragdes maiores apresentarem respostas

diferentes entre os tratamentos.

4.2. indice de velocidade de germinacio (IVG)

Em muitas espécies o nimero de sementes germinadas ndo ¢ afetado, porém
podemos ver o efeito na diminui¢do do IVG. De acordo com os resultados do indice de
velocidade de germinag¢do (IVG) do pepino, todas as concentragdes do tratamento SDH
apresentam diferenga em relacdo ao controle, no entanto, o tratamento CDH s6 apresenta

diferen¢a nas doses mais altas (50 e 100 g L'l) (Grafico 2).
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Grafico 2: IVG de sementes de pepino sob efeito de diferentes concentragdes de extratos aquosos de
C. zedoaria em diferentes condigdes de disponibilidade hidrica. SDH = Sem deficiéncia hidrica; CDH = Com

deficiéncia hidrica; LR = Linha de regressao.

Apesar dos extratos ndo afetarem a percentagem final de germinagdo para a semente
de pepino, os resultados evidenciam sua capacidade de diminuir a velocidade de germinagdo
em ambos os tratamentos nas maiores concentragdes, ocasionando, portanto, um atraso na
emissao da radicula.

As sementes de sorgo apresentaram diferenca no IVG de todas as concentragdes em
relacdo ao controle (Grafico 3). Contudo, comparando-se os tratamentos, houve diferenga
somente na dose mais baixa (5 g L'l), onde o IVG foi menor no tratamento SDH,
evidenciando que assim como no processo de germinacdo, a concentracao deste tratamento
apresenta um potencial alelopatico maior. A queda na velocidade de germinagdo indica que os
compostos aleloquimicos, estdo agindo de modo a afetar os mecanismos de divisdo e
alongamento celular (FRANCO, 2013). Esse atraso na germinagdo, também ¢ relacionado a
ativacdo dos mecanismos de detoxicacdo celular, que inativam o efeito dos aleloquimicos na

germinagao ao custo do maior tempo para o processo (HOAGLAND E WILLIANS, 2004).
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Grafico 3: IVG de sementes de sorgo sob efeito de diferentes concentragdes de extratos aquosos de
C. zedoaria em diferentes condigdes de disponibilidade hidrica. SDH = Sem deficiéncia hidrica; CDH = Com

deficiéncia hidrica; LR = Linha de regressao.

Franga et al. (2008) ao comparar o efeito alelopatico de diferentes extratos
(matanolico, aquoso ¢ hexandlico) produzidos com as folhas de Azadirachta indica A. Juss.,
também demonstrou que para a semente de sorgo, independente da concentracdo utilizada, o
extrato aquoso foi o mais prejudicial ao IVG. No entanto, para sementes de picao preto, todos
os extratos reduziram o IVG com o aumento da concentragdo. Esses dados comprovam que
tanto as caracteristicas das sementes, como o tipo de extrato utilizado sdo importantes para
averiguar o efeito alelopatico. Pois além de cada espécie responder de acordo com as suas
peculiaridades, o extrato escolhido para o ensaio bioldgico também tem influéncia nessas

respostas.

4.3. Crescimento raiz e parte aérea

Ambas as espécies estudadas, apresentam inibicdo no crescimento de raiz em
comparagdo ao controle, independente do tratamento e da concentragdo (Tabela 4 e 5). Ou
seja, a condigdo de deficiéncia hidrica na qual a C. zedoaria foi submetida, nao é um fator
determinante para o atraso de desenvolvimento de raizes, visto que ambos os tratamentos
apresentam um potencial de inibigdo semelhante, evidenciado pela linha de regressao (Grafico
4 e 5). Segundo Felix (2012) ¢é possivel observar os efeitos alelopaticos tanto no indice de
crescimento da plantula quanto na percentagem de germinagdo. Porém, o desenvolvimento da

radicula na maioria dos casos se mostra mais sensivel aos aleloquimicos do que a germinagao,
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pois a emergéncia da raiz depende das reservas da semente, sendo assim, menos vulneravel a
presenca dos aleloquimicos do que o crescimento de raiz (FERREIRA & AQUILA, 2000;
PRATES et al.,2000; BARREIRO et al.,, 2005). O fato do tratamento CDH nao ter
apresentado resultado diferente em nenhuma concentragao, também pode estar relacionado ao
tipo de extrato utilizado e seus respectivos compostos extraidos. De acordo com Franco
(2013), a polaridade do solvente ¢ um fator seletivo, pois os metabolitos presentes na planta
sao selecionados de acordo com a afinidade quimica de cada solvente.

Em testes realizados com diferentes tipos de flavonoides na germinacdo e no
crescimento de radicula de Lepidium sativum L. e Raphanus sativus L., demonstrou-se que a
germinagdo foi pouco comprometida, enquanto que o crescimento inicial da raiz apresentou

indices de inibicdo estatisticamente significativos (DE MARTINO et al., 2012).

Tabela 4: Analise de varidncia do crescimento de raiz de pepino em diferentes concentragdes em

comparagdo ao controle.

Concentragao Tratamentos
(gL
Com deficiéncia hidrica (CDH) Sem deficiéncia hidrica (SDH)
ANOVA p ANOVA p
5 * 0,004 * 0,004
10 * 0,002 * 0,006
50 * <0,001 * <0,001
100 * <0,001 * <0,001

* Diferenca entre médias (p<0,05).
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Grafico 4: Comprimento de raiz de pepino, sob o efeito de diferentes concentragdes e tratamentos. SDH= Sem

deficiéncia hidrica; CDH = Com deficiéncia hidrica; LR = Linha de regresséo.

Assim como nas sementes de pepino, as sementes de sorgo também apresentam
diferenca de ambos os tratamentos ¢ em todas as concentragdes em relagdo ao controle
(Grafico 5). O desenvolvimento inicial de raiz de sorgo também foi significativamente
alterado, em estudos com extratos metanodlicos de folhas de Copaifera langsdorffii Desf.
independente da disponibilidade hidrica da época de coleta das folhas (FRANCO, 2013). Da
Silveira et al. (2014) ao realizar estudos de atividade alelopatica do extrato aquoso extraido
das folhas de Araucaria angustifélia (Bertol.) Kuntze, em sementes de alface, constatou que
houve um declinio no crescimento de raiz. Borella e Pastorini (2009) também encontraram
diferenca no comprimento deste 6rgdo em plantulas de tomate e picao preto, avaliados com o

extrato aquoso de folhas de Phytolacca dioica L.
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Grifico 5: Comprimento de raiz de sorgo, sob o efeito de diferentes concentragdes e tratamentos. SDH= Sem

deficiéncia hidrica; CDH = Com deficiéncia hidrica; LR = Linha de regressao.
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Tabela 5: Analise de varidncia do crescimento de raiz de sorgo em diferentes concentragdes e

tratamentos em comparagao ao controle.

Concentragao Tratamentos
(gLY
Com deficiéncia hidrica (CDH) Sem deficiéncia hidrica (SDH)
ANOVA p ANOVA p
5 * <0,001 * <0,001
10 * <0,001 * <0,001
50 * <0,001 * <0,001
100 * <0,001 * <0,001

* Diferenca entre médias (p<0,05).

As respostas de crescimento de plantulas testadas com aleloquimicos, demonstram
que o sistema radicular ¢ o indicativo mais sensivel (MIRO ET al., 1998). Nossos resultados
evidenciam que para ambas as sementes, os efeitos alelopaticos no desenvolvimento da
radicula sdo severos.

Em relagdo ao desenvolvimento da parte aérea das sementes de pepino, somente a
dose mais alta (100 g L") do tratamento CDH apresenta diferenca em relagdo ao controle
(Tabela 6). O potencial alelopatico do tratamento CDH nas concentragdes mais altas (50 e 100
g L") também foi observado no IVG do pepino e na germinagdo do sorgo na dose 50 g L™,
sendo mais uma vez comprovado que ha uma altera¢do na composi¢ao quimica de rizomas de
C. zedoaria que sofreram deficiéncia hidrica. O fato dessa alteragdo ser perceptivel somente
em altas concentragdes, deve estar relacionada ao tipo de composto que € alterado e o nivel de
acdo em diferentes concentragdes. Ao comparar os tratamentos, as concentracdes 10 e 100 g
L' apresentam diferenca na interacdo, contudo vale relembrar que a dose mais alta do

tratamento com CDH foi a inica com efeito inibitoério (Grafico 6).



£

2 40

g

‘g A Crescimento da Parle Adrea (SDH)
o 20 4 ——- LR (SDH) - R* = 0.57

8 2 ® Crescimento da Parte Adrea (COH)
o LR (COH)- R = 0,79

o 04{s -

g == T

T .

- — - REET e ——
e =« 11 s

z I . 1

] -40 1 2 &

L]

g 60 i

3
B -B0 L

g

'2 -100 y T

5 0 20 40 60 80 100

Concentragdo (g L'1)

120

19

Grifico 6: Comprimento de parte aérea de pepino, sob o efeito de diferentes concentragdes e tratamentos. SDH

= Sem deficiéncia hidrica; CDH = Com deficiéncia hidrica; LR = Linha de regressao.

Barreiro et al. (2005), ao analisar a massa seca da parte aérea de plantulas de pepino

cultivadas no extrato aquoso da parte area de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

verificou que o extrato ndo prejudicou esse parametro.

Tabela 6: Analise de variancia do crescimento de parte aérea de pepino em diferentes

concentragdes e tratamentos em comparagdo ao controle.

Concentragdo Tratamentos
(gL
Com deficiéncia hidrica (CDH) Sem deficiéncia hidrica (SDH)
ANOVA p ANOVA p
5 ns 0,176 ns 0,445
10 ns 0,075 ns 0,915
50 ns 0,073 ns 0,449
100 * <0,001 ns 0,407

* Diferencgas entre médias (p<0,05); ns (ndo significativo) representa que ndo ha diferengas

estatisticas (p>0,05).

Em relagdo a parte area das plantulas de sorgo, todas as concentragdes de ambos os

tratamentos, apresentam diferenca em relacdo ao controle. (Tabela 7). Fica evidente que a
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parte aérea da semente de sorgo ¢ mais sensivel aos efeitos fitotoxicos do extrato aquoso de C.
zedoaria do que a parte aérea das sementes de pepino. Também fica nitida a diferenga entre os
valores médios dos tratamentos SDH e CDH, sendo que, ao comprar os tratamentos, todas as

concentragdes apresentam diferenga na interagao (Grafico 7).
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Grifico 7: Comprimento de parte aérea de sorgo, sob o efeito de diferentes concentragdes e tratamentos. SDH =

Sem deficiéncia hidrica; CDH = Com deficiéncia hidrica; LR = Linha de regressao.

Neto (2010) demonstrou que o comprimento da parte aérea de plantas de sorgo,
sofreu redu¢do quando exposto ao extrato aquoso da folha de Mimosa caesalpiniaefolia
Benth, de modo que o aumento da agdo inibitéria era corresponde ao aumento da
concentracdo. Essa reducdo também ocorreu no extrato aquoso de folhas de Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit. a partir da concentragdo de 60%. Em estudos realizados com
extrato aquoso das folhas e das cascas de tronco de Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer,
comprovou-se que esses extratos inibiram o crescimento da parta aérea de sorgo em

comparag¢do ao controle (CARMO et al. 2007).
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Tabela 7: Analise de variancia do crescimento de parte aérea de sorgo em diferentes concentragdes e

tratamentos em comparagao ao controle.

Concentragao Tratamentos
(mg L")
Com deficiéncia hidrica Sem deficiéncia hidrica
ANOVA p ANOVA P
5 * <0,001 * <0,001
10 * <0,001 * <0,001
50 * <0,001 * <0,001
100 * <0,001 * <0,001

* Diferenca entre médias (p<0,05).

E dificil estabelecer uma correlagdo entre as respostas das espécies utilizadas no
bioensaio, pois de um modo geral, para cada parametro avaliado cada espécie apresentou um
comportamento diferente. Essa falta de padrao nas respostas esté relacionada as caracteristicas
especificas de cada espécie. Contudo, o crescimento de raiz foi afetado nas duas espécies
independente do tratamento. E importante ressaltar que a inibi¢io do desenvolvimento do
sistema radicular pode ocasionar diminui¢do na pressdo competitiva entre as espécies,
favorecendo o estabelecimento da espécie alelopatica, ou seja, ha um aspecto ecologico muito
importante relacionado a esse pardmetro (DA SILVA et al., 2014). Ao contrario do
desenvolvimento da raiz, o processo de germinacao apresenta padrdes bem distintos, de modo
que a semente de pepino superou as condi¢des do meio e manteve sua percentagem de
germinagao elevada. Enquanto que as sementes de sorgo tiveram o seu processo de respiracao
comprometido, evidenciado pela diferenca na taxa de germinagdo, pois durante este processo,
ocorre um aumento rapido na atividade glicolitica associado a uma elevacdo na taxa de
respiragio (MAGALHAES et al., 2013). As sementes de pepinos também mostraram-se mais
resistentes do que o sorgo quanto ao desenvolvimento de parte aérea. Contudo, em elevadas
concentragdes o tratamento CDH afetou tanto esse parametro, quanto o IVG do pepino,
evidenciando que apesar dessa espécie apresentar efeitos inibitorios menores em algumas
avaliagdes, ha alguma alteragdo nos compostos presentes nesse extrato que dependendo da
concentragdo ¢ do parametro estudado aumentam o seu efeito inibitorio. Como a C. zedoaria
¢ uma planta medicinal que apresenta compostos terpénicos, € possivel que haja uma relagao

entre os resultados encontrados e essas substancias.
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5. Conclusiao

Podemos constatar que existe uma alteracio na composi¢do/concentracao dos
metabolitos secundario do rizoma de C. zedoaria quando submetido a diferentes condi¢des de
disponibilidade hidrica. De modo que, a condicdo de deficiéncia hidrica potencializa os
efeitos dos aleloquimicos nas concentragdes mais altas nos seguintes parametros avaliados,
como a germinagdo (sorgo), IVG e crescimento de parte aérea (pepino). Desse modo, seria
interessante realizar a caracterizagdo fitoquimica (qualitativa e quantitativa) dos extratos
utilizados e isolar os compostos responsaveis pelas alteragdes observadas e relaciona-los aos

efeitos encontrados.
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