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RESUMO

As substancias quimicas que uma planta produz e libera ao ambiente podem ter
efeitos positivos ou negativos no desenvolvimento da vegetacao, essa interacao quimica
entre plantas é conhecida como alelopatia. Ainda é pouco se sabe sobre interacdes
alelopdticas entre plantas amazobnicas, estudos iniciais sdo importantes para avancar
sobre a pesquisa na area. Buscou-se verificar o potencial alelopatico de Palicourea
nitidella, uma Rubiaceae comum em dreas de capoeira, em Terra-firme do municipio de
Tefé, Amazonas. Para isso, extratos de P. nitidella foram testados em bioensaios de
germinag¢ao usando sementes de alface e tomate; enquanto, sementes de alface foram
usadas no bioensaio de desenvolvimento. Os extratos aquosos de P. nitidella foram
utilizados em concentragdes de 1%, 1,5%, 2% e 2,5% (massa/volume). Os experimentos
foram montados com 10 repeticdes de cada extrato mais o controle, cada repeticao foi
composta por 10 propdgulos (sementes para o bioensaio de germinacao, plantulas para o
bioensaio de desenvolvimento). Os testes estatisticos consideraram p=0,05%. Todos os
pardmetros de germinacdo de ambas as espécie-alvos foram afetados negativamente
pelos extratos, mas o tempo médio de germinacdo das sementes de alface foi o
parametro mais afetado. Os efeitos aleloquimicos afetaram o peso seco e o nimero de
necrose, bem como reduziram o crescimento do limbo e das raizes secundarias em
relacdo ao desenvolvimento. Com excecdo ao comprimento das plantulas, que ndo
demonstraram uma diferenca em relacdo as plantulas do grupo controle. Palicourea
nitidella mostrou-se como uma espécie com potencial efeitos alelopaticos inibitérios,
contudo, pesquisas futuras podem verificar esses efeitos em campo e em sementes
nativas. Testes intraespecificos também podem esclarecer se efeitos alelopaticos podem

afetar a distribuicdo especial e regular as populacdes de P. nitidella.

Palavras-chave: germinacdo, alface, tomate, Rubiaceae, extrato aquoso.



ABSTRACT

The chemical substances that a plant produces and releases into the
environment can have positive or negative effects on the development of vegetation,
this chemical interaction between plants is known as allelopathy. Little is known about
allelopathic interactions between Amazonian plants, initial studies are important to
advance research in the area. We sought to verify the allelopathic potential of
Palicourea nitidella, a Rubiaceae common in capoeira areas, in Terra-firme in the
municipality of Tefé, Amazonas. For this, extracts of P. nitidella were tested in
germination bioassays using lettuce and tomato seeds; while, lettuce seeds were used
in the developmental bioassay. Aqueous extracts of P. nitidella were used at
concentrations of 1%, 1.5%, 2% and 2.5% (mass/volume). The experiments were set up
with 10 repetitions of each extract plus the control, each repetition was composed of
10 propagules (seeds for the germination bioassay, seedlings for the development
bioassay). Statistical tests considered p=0.05%. All germination parameters of both
target species were negatively affected by the extracts, but the average germination
time of lettuce seeds was the most affected parameter. The allelochemical effects
affected the dry weight and the number of necrosis, as well as reducing the growth of
the limbus and secondary roots in relation to development. With the exception of the
length of the seedlings, which did not show a difference in relation to the seedlings in
the control group. Palicourea nitidella was shown to be a species with potential
inhibitory allelopathic effects, however, future research can verify these effects in the
field and in native seeds. Intraspecific tests can also clarify whether allelopathic effects

can affect the special distribution and regulate populations of P. nitidella.

Keywords: germination, lettuce, tomato, Rubiaceae, aqueous extract.



1. INTRODUGAO

Os ecossistemas florestais sdo formados por diversas comunidades que
compartilham do mesmo ambiente para viver, onde ocorrem diferentes tipos de
interagGes ecoldgicas e uma delas é a interacdo alelopatica entre as plantas. A palavra
alelopatia foi definida pelo pesquisador Hans Molisch em 1937, com a juncdo de duas
palavras gregas: alleton(mutuo) e pathos (prejuizo), de maneira geral, esse fendbmeno
da alelopatia é uma interacdo bioquimica entre as plantas e também com
microrganismos, ou seja, é a liberacao de substancias quimicas de um organismo, que
reagird de maneira benéfica ou prejudicial para uma ou mais espécies presente

naquele ambiente, afetando o seu crescimento e/ou a sua germinacgao (Rice, 1984).

As plantas se adaptaram e desenvolveram mecanismos para sobreviver ao meio
ambiente, incluindo alelopatia e competicdo. Se discute muito em relacdo a alelopatia
e competicdo, se estdo interligados ou ndo, ja que é muito dificil de separd-las em
alguns casos (Ferreira; Aquila, 2000). Contudo, Souza et al. (2003) afirmaram que “o
que diferencia a alelopatia da competicdo entre plantas é o fato de esta competicdo
reduzir ou remover do ambiente um fator de crescimento necessario a ambas as
plantas (luz, agua, nutrientes, etc.), enquanto a alelopatia ocorre pela adicdo de um
fator ao meio”. Portanto, nas interacdes entre plantas, a adicdo de substancias
quimicas da planta-fonte representa um novo fator disponivel no meio, essas

substancias ao interagirem com as plantas-alvo promovem o fen6meno da alelopatia.

Pires e Oliveira (2011) citam outros autores também conceituaram o termo
alelopatia. Por exemplo, Muller (apud 1969) denomina de interferéncia todas as
interagBes quimicas que se desencadeiam entre organismos vizinhos, ndo chamando
de alelopatia. Enquanto Szczepanski (apud 1977) diferencia em alelospolia (como
competicdo, interferéncia que reduz um ou mais fatores de crescimento e prejudica o
desenvolvimento normal de outros organismos na comunidade), alelopatia
(interferéncia por substdncias quimicas de certos organismos, no ambiente, que
afetam outros componentes da comunidade) e alelomediagdo (alteragcdes provocadas
por organismos no ambiente fisico ou biolégico, com reflexo aos seres vizinhos) (Pires;
Oliveira, 2011). Ja Putnam e Duke (apud 1978) consideram a alelopatia como efeitos

prejudiciais de uma planta de uma espécie (doadoras) sob o crescimento ou



desenvolvimento de plantas de outras espécies (receptoras). Neste trabalho,
consideraremos o conceito de Molish (1937), por englobar tanto as interacdes

quimicas prejudiciais quanto benéficas, o que torna o conceito menos restrito.

As substancias quimicas alelopaticas fazem parte do metabolismo secundario,
gue estdo classificados em diferentes categorias, principalmente entre os compostos
fendlicos, que apresentam atividade alelopatica (Borges; Amorim, 2020).
Sinteticamente, a natureza quimica dos aleloquimicos podem ser descritos pela sua
diversidade, pois englobam desde hidrocarbonetos simples, como etileno, até
compostos completos de alto peso molecular, como policiclicos (Pires; Oliveira, 2011).
Além disso, Ferreira e Aquila (2000) afirmam que todas as plantas produzem
metabdlitos secundarios, mas a produgdo dessas substancias pode variar de maneira
gualitativa e quantitativamente para cada espécie, dependendo dos fatores que estdo
localizados no ambiente que se encontram. Segundo Almeida et al. (2008) “esses
compostos sdo encontrados em diferentes partes da planta e distribuidos em

concentragdes variadas durante o seu ciclo de vida”.

Miller (1996) afirma que, quando a planta libera os agentes alelopaticos e
afetam plantas da prépria espécie, inibindo ou retardando seu crescimento e/ou sua
germinacao, esse efeito é chamado de autotoxicidade; quando afeta plantas de outras
espécies, esse efeito é chamado de heterotoxicidade. Existem diferentes formas para
as substancias alelopdticas serem liberadas dos tecidos vegetais, por meio da
volatilizacado, lixiviagdo, exsudacao radicular e pela decomposicdo de residuos vegetais
(Rice, 1984). Contudo, a liberacdo e concentracdo dos aleloquimicos do ambiente
depende de diversos fatores, como distribuicio espacial da espécie-doadora e

distribuicdao dos seus residuos e sistema radicular no meio (Pires; Oliveira, 2011).

De acordo com Silva et al. (2018), ainda existem poucos estudos sobre
caracteristicas alelopdticas das plantas no Brasil, considerando que este é um pais com
uma grande diversidade de espécies vegetais, tanto nativas como exdticas, portanto,
hd um grande potencial de pesquisa a ser explorado. Além disso, os estudos
alelopaticos apresentam uma grande importancia na agricultura, pois o conhecimento
das rela¢Oes aleloquimicas entre plantas cultivadas e invasoras permitem uma

melhoria no sistema agricola através do manejo adequado de plantas cultivadas e
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daninhas, evitando potenciais efeitos alelopaticos negativos para produtividade

agricola (Pires; Oliveira, 2011).

Ao considerar a Amazonia brasileira e as praticas agricolas da regido, os estudos
que abordagem alelopatia ainda sdo pontuais, se restringindo a poucas espécies e com
metodologias restritas aos laboratdrios (exemplos, Souza Filho et al., 2009a; Souza
Filho et al., 2009b; Souza Filho et al., 2010; Rodrigues et al., 2010; Barata et al., 2020).
Contudo, esses estudos sdo importantes para formar a base do conhecimento sobre

alelopatia de plantas amazonicas.

A familia Rubiaceae que é uma das principais familias botanicas, apresentando
alta diversidade em florestas tropicais, como a Amazonia brasileira. As espécies dessa
familia apresentam forma de vida arbustiva, subarbusto, ervas ou darvore e estar
bastante concentrada nos trépicos, sendo que no Brasil ocorrem cerca de 120 géneros
e 1400 espécies e sdo facilmente reconhecidas pela filotaxia opostas e estipulas
interpeciolares (Souza; Lorenzi, 2012). A Rubiaceae se destaca por ser uma grande
produtora de uma ampla variedade de metabolismos secundarios, como, por exemplo,
os iridoides, alcaloides inddlicos, antraquinonas, terpenoides, flavonoides e

substancias fendlicos (Martins; Nunez, 2015).

E possivel encontrar muitos trabalhos realizados com espécies de Rubiaceae
com diagndstico de potencial efeito alelopdtico (Tabela 1), dentre as quais se citam: a
Psychotria leiocarpa que demonstrou efeitos inibitérios em relacdo a germinacao e
crescimento inicial de alface (Aquila; Silva, 2006), a Cuettarda uruguensis produz
compostos quimicos que diminuiram a velocidade de germinacdo da espécie-alvo,
além de afetar o crescimento da radicula e a inibicao do hipocétilo (Duarte et al., 2018),
nos extratos de Borreria latifolia apresentou uma modificacdo no desenvolvimento
radicular e no desenvolvimento inicial da parte aérea de trés espécies cultivadas
(Moreira, 2018), os extratos de folha seca da Morinda citrifolia inibiu todos os
tratamentos de trés espécies testadas (Pinto, 2017), foi observado um potencial
alelopdtico da Bathysa cuspidata sobre a germinacao e desenvolvimento de sementes
de alface e tomate (Pires et al., 2018), os extratos aquosos de Coffea arabica reprimiu

o desenvolvimento da raiz e a biomassa da soja (Rodrigues et al., 2011), extrato brutos



da Genipa americana resultaram uma atividade alelopatica inibitéria em testes com

alface e tomate (Condessa, 2011).

Tabela 1: Espécies de Rubiaceae que foram realizados bioensaios de germinagdo e crescimentos para
identificacdo do potencial alelopdtico. Fonte: Elaboragdo da autora.

Condessa, 2011

Genipa americana X Tomate e alface
Andrade etal., 2015 Palicourea rigida X alface
Aquila; SILVA, 2006 Psychotria leiocarpa X alface
Duarte, 2018 Guettarda X alface
uruguensis
Rodrigues etal., 2011 Coffea arabica X soja
Moreira, 2018 Borreria latifolia X trigo, azevém e couve
Pinto, 2017 Morinda cintrifolia X alface, picdo-preto e digitaria
Pires etal., 2018 Bathysa cuspidata X tomate e alface
Formagio etal., 2014 Palicourea crocea X alface

O género Palicourea abrange aproximadamente 340 espécies, com forma de
vida arbustivo e sua distribuicdo ocorre na regido Norte e Centro-Oeste (Flora do Brasil,
2022). Existem muitas espécies do género Palicourea com uma vasta quantidade de
substancias quimicas e algumas dessas espécies sdo tdxicas para animais, pois
apresentam uma substancia chamada de monofluoroacetato em sua composicdo, a
espécie Palicourea marcgravii é uma das principais causadoras de intoxicacdio em
bovinos (Nogueira et al., 2011). Na regido de Araguaina, muitos produtores relataram
que a planta Palicourea marcgravii é responsavel por surtos de intoxicagdo, assim
como a Palicourea juruana também demonstrou importancia nos relatos de
intoxicacdo de animais (Costa et al., 2011), com isso demonstrando que existem
algumas espécies do género Palicourea que apresentam compostos secunddrios na sua

composicao que acabam afetando plantas e animais.

Alguns estudos descrevem que determinadas espécies, como, por exemplo, a
Palicourea rigida apresentaram um efeito negativo na germinagdo e no crescimento
nas sementes Lycopersicum esculentum, pois reduziu o indice de velocidade e a média
de germinacdo, afetando no desenvolvimento e o crescimento da radicula (Andrade et
al., 2015). O extrato de folhas da Palicourea crocea impossibilitou o crescimento
normal da raiz e do hipocétilo de alface e, demonstrou uma atividade antifungica na
germinacdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum (Zanella et al., 2015; Formagio et

al., 2013).
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Foram identificadas substancias como B-sitosterol e estigmasterol do extrato
hexdnico das folhas da P. nitidella o qual possuem atividades antibacteriana,
anticancerigena, hipotensiva e uma substancia conhecida como escopoletina do
extrato metandlico dos ramos que é uma cumarina fendlica, possuindo atividades

antibacteriana, antifungica, antitubercular, entre outros (Batista, 2022).

J& foram feitos diversos trabalhos a respeito do potencial alelopatico de
algumas espécies da familia Rubiaceae, porém ndo ha registros em relacdo a
Palicourea nitidella, assim desponta a necessidade de identificar o seu potencial
alelopatico, visando principalmente complementar informagbes acerca da espécie P.

nitidella.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de estudo

O municipio de Tefé é caracterizado por um clima tropical equatorial, marcada
por estacdes Umidas com precipitacdo em todos os meses do ano, sendo os meses de
novembro a junho mais chuvosos. A temperatura média anual da regido é de 26,6°C,
sendo a temperatura maxima média de 31,5°C e a temperatura minima média de
21,6°C (INMET, 2016). A precipitacdo média anual é 2.527 mm; a estagdo chuvosa
ocorre entre novembro e junho, com média mensal de 257 mm, sendo o més de margo
mais chuvoso (Figura 1) (INMET, 2016). Entre junho e outubro sdo registrados menores
indices de precipitagao, média mensal de 145 mm, sendo o més de agosto com
menores indices de precipitacdo (Figura 1) (INMET, 2016). A Figura 2 mostra dados

climatolégicos de um ano antes da coleta realizada neste trabalho.
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Figura 1: Ultimas normais climatoldgicas de temperatura média e precipitacdo mensal para o municipio
de Tefé, entre 1961-1990. Fonte: INMET (2016).
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Figura 2: Temperatura média e precipitagdo mensal para o municipio de Tefé durante os meses de abril
de 2021 a margo de 2022. Fonte: TuTiempo?! (2024)

O material botanico foi coletado durante o més de margo de 2022 em 4reas
de Floresta de Terra-firme do municipio de Tefé, AM. O local de coleta, préximo a
estrada da Missdo (Figura 3), é caracterizado por apresentar vegetacdo de capoeira
com no minimo quinze anos de idade. A vegetacdo é alta com sub-bosque denso e os
individuos de P. nitidella crescem sob sombra ou préximo as dreas de borda, um pouco

mais iluminadas (Figura 4). Os individuos coletados estavam em periodo de floragao.

fmlu_ig FeT:IEfal:dué &
mazi = '

azors,

&

Figura 3: Area de coleta de amostras de folhas de Palicourea nitidella, em Tefé, Amazonas. Dados
tratados a partir da base de dados do INMET.
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Figura 4: Sub-bosque da area coleta e exemplar de P. nitidella em periodo de frutificagdo.

Durante as coletas, foram amostradas folhas maduras, expandidas e sadias de
19 individuos da espécie selecionada. Também foi coletado material botanico para
testemunho, por meio de exsicata. No laboratério de Biologia, as folhas foram secas
em estufa de circulagdo for¢ada a 65°C até atingirem massa constante. Posteriormente,
parte das folhas foram trituradas a pé em liquidificador. O pd e as folhas inteiras foram
mantidos em sacos hermeticamente fechados sob refrigeracdo (aproximadamente 5°C)
até a elaboracdo dos experimentos. As folhas secas inteiras foram mantidas caso fosse

necessario repetir o experimento.

2.2. Espécie alvo

Sementes de alface (Lactuca sativa) e tomate (Solanum lycopersicum) foram
utilizadas como espécie-alvo. Essas sementes sdo comumente usadas em estudos de
potencial alelopatico, pois sdo consideradas sensiveis aos compostos aleloquimicos,
por isso s30 amplamente utilizadas em estudos semelhantes (Ferreira; Aquila, 2000).
Elas também apresentam rdpida e uniforme germinacdo, sendo ideais para testes em

laboratério (Ferreira; Aquila, 2000).

2.3. Preparagao dos extratos
Foram feitos extratos aquosos de folhas de Palicourea nitidella em diferentes

concentra¢des (massa seca/volume de agua). Para preparacdo desses extratos foi

13



utilizado o p6 de folhas secas, que foi diluido em agua destilada nas seguintes massas:
1g,1,5g, 2ge2,5gde pd para cada 100 mL de agua (concentracdo de 1%, 1,5%, 2% e
2,5% do peso/volume) (Figura 5a). As preparagdes foram mantidas refrigeradas a 5°C
por 24 horas e posteriormente filtradas com papel filtro (Figura 5b). O extrato aquoso

filtrado foi utilizado para realiza¢do dos bioensaios.

Figura 5: a. Extratos aquosos de Palicourea nitidella em diferentes concentragdes. b. Preparacdo do
extrato para processo de filtragem dos residuos sélidos.

2.4. Bioensaio de germinagdo in vitro

As sementes foram coladas em placas de Petri esterilizadas (9 cm de diametro),
forradas com duas folhas de papel filtro para germinacgdo. As placas de Petri e as folhas
de papel filtro foram previamente esterilizados em autoclave a 120 °C por duas horas.
O papel filtro foi umedecido com 8 mL dos extratos aquosos de folha seca ou agua
destilada (controle). O experimento foi conduzido com 10 repeticGes (placa de Petri)
para cada tratamento (quatro concentragdes e um controle), com 10 sementes em
cada réplica para cada espécie-alvo. As placas de Petri foram mantidas em uma camara
de germinacdo e postas de maneira aleatdrias nas prateleiras, com fotoperiodo de 12
horas, a 25 °C, durante sete dias. Sementes foram consideradas germinadas apds a
emissdo de 2 mm de raiz primaria (Borghetti; Ferreira, 2004). A germinacdo das

sementes foi quantificada em intervalos de 24h.

2.5. Bioensaio de crescimento in vitro

Como padronizacao, sementes foram colocadas para germinar em placas de
Petri (9 cm de didmetro) forradas com papel filtro e umedecidas com 10 mL de agua
destilada. O papel filtro e as placas de Petri foram previamente esterilizados em
autoclave a 120°C por duas horas. Apds a emissao da raiz (em torno de 2 a 3 mm), as

sementes foram transferidas para potes de germinacdo transparentes forradas com
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duas folhas de papel filtro e umedecidas com 10 mL de extrato ou agua destilada
(controle). O experimento foi conduzido com 10 réplicas (potes de germinacdo) para
cada tratamento (quatro concentragdes e um controle), com 10 sementes pré-
germinadas em cada para cada espécie-alvo. Os potes de germina¢do foram mantidas
em camara de germinacdo, colocadas de maneira aleatérias nas prateleiras a 25°C com
fotoperiodo de 12h, durante sete dias. Apds esse periodo, as plantulas de cada pote
foram transferidas para solucdo de alcool 70%, mantendo-as preservadas e
paralisando o crescimento. Cada plantula foi analisada em estereomicroscépio para
guantificacdo de necroses e medicdes dos parametros de desenvolvimento com auxilio
de paquimetro. Apds, o conjunto de plantulas de cada pote foi seco em estufa de

circulacdo forcada a 25°C para posterior medicdo da massa seca em balanca analitica.

2.6. Analise estatistica

Para o bioensaio de germinacdo, foi calculada a porcentagem média de
germinacao para cada tratamento. Também foi determinado o Tempo médio de
germinacdo (TMG): calculado pela féormula TMG = (3ni ti )/3ni, em que: ni = nimero
de sementes germinadas por dia; ti = tempo de incubacdo; i = 1 = 7 dias. Unidade:
dias. Também o indice de velocidade de germinacdo (IVG): calculado pela férmula IVG
=35 (ni /ti ), em que: ni = nimero de sementes que germinaram no tempo ‘i’; ti =

tempo apds instalagdo do teste; i =1 = 7 dias. Unidade: adimensional.

Para o bioensaio de crescimento, apds sete dias, foram medidos os seguintes
pardametros de desenvolvimento: comprimento total (CT) da plantula (caule + raiz
primaria), em mm, quantificadas as raizes secunddarias (RS), a presenga ou auséncia de
necroses (NE) e massa seca (MS), em g. Para pardmetros estatisticamente diferentes
do controle, foi verificado a taxa de inibi¢cdo a partir da comparagdo com o controle, a
partir da formula Tl = [(100 x Média do parametro no extrato)/Média do parametro no
controle] — 100; em %.

Todos os dados foram submetidos a teste de normalidade. Para dados
paramétricos foram realizados Andlise de Variancia, seguida do teste de Tukey. Para
dados ndao-paramétricos foram realizados teste de Kruskal-Wallis, seguida do teste de
Dunn. Todas as anadlises consideraram 0,05% e foram realizadas no programa Past

versdo 3.13 (Hammer et al., 2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros de germinag¢do das sementes de alface e tomate

Os extratos aquosos obtidos das folhas secas de P. nitidella revelaram

estatisticamente efeitos negativos nos parametros de germinacdo das sementes de

alface e tomate (Tabela 2). Portanto, os extratos aquosos de P. nitidella podem ser

caracterizados como inibidores da germinacdo de alface e tomate. Como afirmado

acima, essas espécies de sementes sdo importantes para padronizacdao de estudos

alelopaticos e gragas as suas sensibilidades aos aleloquimicos auxiliam na prospecc¢ado

de espécies com potencial alelopatico (Ferreira; Aquila, 2000).

As sementes das duas espécies-alvo expostas ao extrato obtiveram menores

médias de PG em comparagdo ao grupo controle (Tabela 2), sendo as sementes de

alface mais sensiveis aos extratos, pois nestas condi¢cdes a PG variou entre 0 e 2%;

enquanto nas sementes de tomate, a PG nos extratos variou entre 22% e 64%.

Tabela 2: Porcentagem de germinacgdo (PG), tempo médio de germinagdo (TMG) e indice de velocidade
de germinagdo (IVG) das sementes de alface e tomate submetidas ao controle e os extratos de 1%, 1,5%,
2% e 2,5% de Palicourea nitidella durante 7 dias. Letras iguais na mesma coluna representam médias

estatisticamente iguais considerando p=0,05.

PG T™MG IVG
alface tomate Alface tomate Alface tomate
Controle | 72+ 11a 97+48a [(3,0+£04a| 3,1+0,6c 2,7+0,6a |3,4+0,6a
1% 2+6,3b 64+2,1b |0,5+1,7b| 43+0,6b |0,04+0,1b|1,6+£0,5b
1.5% 2+4,2b 66+2,7b |1,0+2,1b| 50+0,5a [004+0,1b|1,4+0,6b
2% 1+32b | 44+27bc |04+13b| 54+05a |0,03+0,1b|0,9+0,5¢c
2.5% 0+0b 22+1,5¢ |00+00b| 52+21a |0,00£0,0b |0,4+0,3d

Ndo houve variacdo entre as médias de TMG dos extratos, portanto o efeito

inibitério dos extratos de P. nitidella é considerado igual em todos os extratos. Assim,

mesmo na menor concentragao, a redu¢ao do tempo de germinagao das sementes de

alface ja se aproxima ao resultado da concentragdao maxima. Nos extratos de 1%, 1,5%

e 2%, as poucas sementes de alface que germinaram, comecaram a germinar no

quinto dia de experimento; enquanto no controle, as sementes germinaram a partir do

segundo dia (Figura 3A). Demonstrando que os extratos de P. nitidella atrasaram a

germinacao das sementes de alface. A média do parametro do TMG das sementes de
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alface no controle foi 3,0 (desvio padrao = 0,4) sendo estatisticamente maior do que as
sementes submetidas a todas as concentra¢cdes do extrato. Contudo, através do
grafico da Figura 3A, percebe-se que o tempo menor de germinagdao das sementes de
alface submetidas extratos é resultado da alta taxa de inibicdo total da germinacao
destas, uma vez que em todo o experimento apenas cinco sementes de alface
germinaram nas condi¢Ges de extratos (total de sementes de alface nos extratos =
400). Desta forma, o resultado do TMG nos extratos levam a conclusdo errénea de que
as sementes nos extratos germinaram em menor tempo, portanto, a féormula de TMG
ndo se mostrou um bom parametro do real tempo de germinacdo quando a PG se

aproxima do zero.

O indice de velocidade de germinacdo das sementes de alface do controle foi
maior que de todos os extratos (Tabela 2), confirmando que os extratos tornaram o
processo germinativo mais lento. Para experimentos com taxas de germinagao
proxima ao zero das sementes submetidas a extratos, o IVG mostra-se o parametro
mais adequado para medir o atraso da germinacdo. A reducdao deste indica uma
diminuicdao gradual da capacidade germinativa da semente e da uniformidade da

germinagao.
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Figura 3: Total de sementes germinadas acumuladas no experimento, submetidas ao controle e os
extratos de 1%, 1,5%, 2% e 2,5% de Palicourea nitidella durante 7 dias. A: alface. B: tomate.

Na andlise da porcentagem de germinacdo (PG) das sementes de tomate
submetidas aos extratos de Palicourea nitidella, pode se observar uma diminuicdo na
germinacdo, na qual o grupo de tratamento de 2,5% foi o grupo que obteve menos
sementes germinadas (Tabela 2). Hd uma expressiva diferenca entre as médias de PG
das sementes submetidas aos extratos de 1% (64 +2,1) e 1,5% (66 £ 2,7 b) quando
comparadas ao extrato de 2,5% (22 £ 1,5), indicando que a atuagao dos aleloquimicos

de P. nitidella s3o dose-dependentes, e variam de acordo com a concentracao.

Estatisticamente, o tempo médio de germinacdo (TMG) variou entre o grupo
controle e o grupo de tratamento. Os tratamentos de 1,5%, 2% e 2,5% tiveram o
tempo médio de germinagdo mais alto, ou seja, demoraram mais para germinar
durante os sete dias do bioensaio. Esse fato é mais bem ilustrado na Figura 3B, em que
mostra que no controle, as sementes iniciam a germinag¢ao a partir do segundo dia no
controle, enquanto nos extratos o processo germinativo iniciou a partir do terceiro dia.
Esse atraso torna-se mais expressivo a partir do quarto dia, quando no controle, 89%
das sementes ja haviam germinado e no extrato de menor concentracao, 1%, apenas

36% das sementes haviam germinado.

As médias de IVG das sementes de tomate nos tratamentos em extratos de
folhas de Palicourea nitidella foram significativamente distintas da média do controle

(Tabela 2). E evidente que quanto maior é a concentracdo dos extratos, menor é a
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velocidade de germinagdo, ou seja, menor é o nimero de sementes germinadas por
dia. Esse fenbmeno pode afetar a semente, pois se a semente germinar mais
lentamente e ficam expostas mais dias no ambiente natural, ela ficard mais vulnerdvel
aos predadores e aos microrganismos decompositores, além de que uma vez que
ativado os processos fisioldgicos germinativos, mas o processo de germinacao for lento,

a reserva nutricional da semente pode-se esgotar antes de emergir a plantula.

Correa et al. (2008) realizou testes de germinacdo com extrato aquoso de
Psychotria leiocarpa (uma espécie de sub-bosque da Floresta Atlantica, que ocorre em
aglomerados altamente densos) na concentragao de 4%, os autores observaram que
77.5 + 10.5% das sementes de alface germinaram nestes extratos. Os autores
ressaltam que em todos os parametros foram observados efeitos inibitérios dos
extratos aquosos de folhas P. leiocarpa, sendo que a concentracdo do extrato é
considerada inferior ao identificado em outros estudos. Comparativamente, os
extratos de P. nitidella aqui testados também apresentaram efeitos inibitdrios nos
parametros germinativos, sendo as concentracdes testadas ainda menores, o que

pode demonstrar o potencial deletério e fitotdxico de P. nitidella.

Andrade et al. (2015) testaram extratos aquosos da folha da Palicourea rigida,
uma espécie tipica do Cerrado, sobre a germinagdao de sementes de tomate. Apesar da
metodologia deles diferirem em algumas partes processo de extracdo deste trabalho,
ainda assim com aqui relatado, ocorreu uma reducdo da porcentagem e do indice de
velocidade de germinag¢ao de sementes de tomate a partir de extratos aquosos com
menor concentragao da folha de P. rigida. Os nossos resultados corroboram o
potencial alelopdtico inibitério do género Palicourea, reafirmando a importancia de

Rubiaceae para pesquisas com alelopatia.

Foram identificados em P. rigida vérias substancias de metabolismo secundario,
como os flavondides, que fazem parte dos compostos fendélicos (Andrade et al., 2015).
Para essa espécie, Indcia et al. (2013) identificaram que compostos fendlicos presentes
nas sementes sdo capazes de provocar dorméncia, atrasando o processo de
germinacdo e dificultando o cultivo da planta. Ao testar o extrato aquoso das

sementes de P. rigida, Inacia et al (2013) também identificaram inibicdo da germinacao
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de sementes de alface, confirmando o efeito inibitério dos compostos fendélicos em

processos germinativos.

Batista (2022) analisou as folhas da Palicourea nitidella e identificou diferentes
substancias produzidas pelo metabolismo secunddrio, como [-sitosterol e
estigmasterol, que sdo extremamente importantes em termos bioldgicos, estando
presentes em certos medicamentos e utilizados pela industria alimenticia. Além disso,
foi constatado uma substancia conhecida como escopoletina do extrato metandlicos
dos ramos, que se destaca pelas suas propriedades medicinais. Assim, a presenca
destes compostos fendlicos em sua constituicdo, provavelmente, resulta na acdo
alelopatica do extrato de P. nitidella, agindo como inibidor nos processos de

germinacao das sementes de tomate e alface.

Segundo Ferreira e Aquila (2000), quando as sementes receptoras sdo expostas
aos aleloquimicos podem apresentar anormalidades na estrutura da plantula durante
o seu desenvolvimento, no entanto, na fase da germinac¢do é mais facil quantificar as
sementes, pois observamos apenas dois resultados, germina ou ndo germina, sendo
considerado um parametro discreto. Ao analisar a quantidade de dias para uma
semente germinar (TMG) e o numero de sementes germinadas por dia (IVG), o
processo germinativo torna-se um parametro continuo, facilitando identificar

alteragdes do processo como todo.

3.2. Parametros para o desenvolvimento de plantulas de alface

Diante de uma andlise acerca do potencial alelopatico da Palicourea nitidella
em relacdo ao desenvolvimento de plantulas de alface, percebe-se que em todos os
tratamentos, as médias de comprimento total (CT) foram iguais ao controle (Tabela 3),
demonstrando que os extratos ndo alteraram o crescimento das plantulas. Contudo, os

outros parametros analisados demonstraram resultados diferentes (Tabela 3).

Tabela 3. Comprimento total (CT), Comprimento do limbo (CL), Peso seco (PS), nimero de raizes
secundarias (RS), numero de necroses (NN) de plantulas de alface sobre influéncia de diferentes
concentragdes de extratos aquosos de folhas de P. nitidella.
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Tratamento CT CL PS RS NN(%)
0% 2,4+0,2ab 4,04+0,09a 0,0083 +0,0005 a 0,70%+0,36a 41,7+ 194 a
1% 2,6 10,2b 3,6 £0,19b 0,0061 +0,0004 b 0,4310,35ab 81,7+ 16,0b
1,50% 2,0+0,.2a 3,23 £0,15¢ 0,0066 +0,0005 b 0,12+ 0,09 bc 70,0+ 19,0b
2% 2,2 £0,3ab 3,01 £ 0,24cd 0,0070+0,0006 b 0,1+0,17 bc 73,3+ 25,8b
2,50% 2,2 £0,2ab 2,82 +0,11d 0,0075 +0,0005 a 0,03+0,07c 73,3+ 10,3b

O comprimento do limbo (CL) foi dose-dependente a concentragdao do extrato,
guanto mais concentrado o extrato menor foi o comprimento do limbo, como
observado nas médias de CL da Tabela 3. A taxa de inibi¢do de CL variou entre - 10,9%
e - 30,2% em comparacdo ao controle (Tabela 4). Menores indices de crescimento
foliar podem indicar também um potencial efeito alelopatico deletério de P. nitidella
nas taxas de fotossintese, respiracao e outras funcdes fisiolégicas da folha, que estdo

intimamente correlacionadas a area do limbo.

Tabela 4: Taxa de inibicdo, em %, do Comprimento do limbo (CL), massa seca (MS), nimero de raizes
secundarias (RS), numero de necroses (NN) de plantulas de alface sobre influéncia de diferentes
concentragGes de extratos aquosos de folhas de P. nitidella. Valores negativos indicam inibi¢do, valores
positivos indicam estimulo. * Parametro estatisticamente diferente do controle, p=0,05.

Tratamentos CL MS RS NE
1% -10,9* -26,5* -38,6 95,9*
1,50% -20,0* -20,5* -82,9* 67,9*
2% -25,5* -15,7* -85,7* 75,8*
2,50% -30,2* -9,6 -95,7* 75,8%*

No que diz respeito, a massa seca das plantulas, houve efeito alelopatico
negativo para os tratamentos 1 %, 1,5% e 2% (Tabela 3), portanto nesses extratos, as
plantulas apresentaram menor incorporacao de biomassa comparada ao controle. A
média da MS das plantulas no extrato de 2,5% foi estatisticamente igual ao controle
(Tabela 3). Nos extratos 1 %, 1,5% e 2%, a taxa de inibicdo do MS foi inversamente
proporcional a concentragdo do extrato, quanto maior o extrato, menor foi a taxa de
inibicdo, essas taxas variaram entre -15,7% e — 26,5%, enquanto na maior
concentragao (2,5%), a taxa de inibicdo de -9,6% nao representou diferenga estatistica
em relacdo ao controle. Portanto, as plantulas de alface podem ter algum mecanismo
compensatorio para manter a MS quando submetidas aos extratos de P. nitidella.

Outra possibilidade, é que em maiores concentracdes, os compostos aleloquimicos de
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P. nitidella ndo alteraria a biomassa ou aumentariam a incorporagdao de biomassa,
estudos mais longos e com extratos de concentracdo maior poderiam confirmar essas

hipdteses.

Examinando a quantidade de necroses, as plantulas que ficaram expostas aos
extratos da Palicourea, demonstraram uma quantidade maior de tecidos necrosados
na sua estrutura, basicamente, as plantulas nos tratamentos de 1,5%, 2% e 2,5%
apresentaram quase o dobro de necrose, tendo maior concentragdo nas suas folhas.
Houve também efeito alelopdtico negativo para o nimero de raizes secundarias, nos
tratamentos 1,5%, 2% e 2,5% (Tabela 3). A taxa de inibicdo de RS em relagdo ao
controle foi alta, especialmente a partir da concentracdo de 1,5% (Tabela 4),

demonstrando que o sistema radicular também ¢é afetado.

As substancias alelopaticas podem causar o surgimento de plantulas anormais;
um dos sintomas mais comuns é a necrose da radicula (Ferreira; Aquila, 2000), no
entanto, as necroses observadas nesse estudo teve um nimero maior nas suas folhas.
E possivel que se obteve este resultado devido & baixa dimensdo das raizes e maior
comprimento do limbo. Além disso, Ferreira e Aquila (2000) dizem que, os
aleloquimicos tém, em geral, um impacto significativamente maior no crescimento da
planta quando o papel de filtro é usado como substrato. Isso porque ndao ocorrem
reagbes quimicas entre as substancias dos extratos e do papel, enquanto ao utilizar
solo como substrato, mesmo em solo autoclavado, havera rea¢des quimicas entre
nutrientes e compostos quimicos do solo e os aleloquimicos, que podem ser alterados

quimicamente e em sua disponibilidade.

Neste trabalho, foi adotado parametros de desenvolvimento ndo usuais em
outros trabalhos semelhantes de alelopatia. Comumente, sdo utilizados parametros de
comprimento dos eixos do hipocétilo, radicula e massa seca. Alguns trabalhos também
quantificam clorofilas. Assim, adotar novos parametros, como comprimento do limbo
(CL), nimeros de necroses (NN) e quantidade de raizes secundarias (RS), podem
fornecer informagdes que adicionam complexibilidade as andlises e aos efeitos da
alelopatia sobre o desenvolvimento das plantulas. Os efeitos dos aleloquimicos nas
plantas sdo apenas uma sinalizagdo secundaria das mudangas que ocorreram

anteriormente no corpo da planta. Dessa forma, os estudos sobre o impacto dos
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aleloquimicos na germinacdo e crescimento das plantas sdo representacdes
secundarias dos efeitos que ocorrem inicialmente a nivel molecular e celular (Ferreira;
Aquila, 2000). O funcionamento dos mecanismos de acdo dos agentes alelopaticos
ainda possuem poucas informagdes, pois muitos compostos que sdo encontrados,
apenas um pequeno numero deles sdo estudados para verificar os seus possiveis

efeitos alelopaticos.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que os extratos das folhas de
Palicourea nitidella apresentaram um efeito negativo na germinacdo de sementes
alface e de tomate. No entanto, o efeito foi maior nas sementes de alface,
demonstrando alta sensibilidade desta espécie aos extratos. A respeito ao
desenvolvimento das plantulas de alface, todos os parametros sofreram um efeito
alelopatico negativo, com exce¢do do comprimento total, portanto os parametros
adotados foram importantes para descrever um melhor quadro dos efeitos
alelopaticos de P. nitidella no desenvolvimento de plantulas. Tais efeitos podem ser
atribuido a presenca de aleloquimicos que sdo produtos do metabolismo secunddrio,
atuando como inibidores na germinacdo e no crescimento da plantula. Pesquisas para
identificacdo dos aleloquimicos, utilizando semente-alvos nativas e solo nativo podem
trazer mais informacdes sobre os mecanismos de atuacao alelopatica de P. nitidella e

sobre a sua ecologia.
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