b et

Universidade de Brasilia - UnB
Instituto de Ciéncias Biolégicas - IB
Departamento de Botinica
Mestrado em Botéanica

Efeito alelopatico do extrato aquoso foliar de Eugenia dysenterica
DC. (Myrtaceae — cagaita) na germinacao, crescimento e
morfo-anatomia de Sesamum indicum L. (Pedaliaceae — gergelim)
e Raphanus sativus L. (Brassicaceae — rabanete).

Giselle de Oliveira Pina

Brasilia, DF
Marc¢o/2008



B

Universidade de Brasilia - UnB
Instituto de Ciéncias Biolégicas - IB
Departamento de Botanica
Mestrado em Botéanica

Efeito alelopatico do extrato aquoso foliar de Eugenia dysenterica
DC. (Myrtaceae — cagaita) na germinacao, crescimento e
morfo-anatomia de Sesamum indicum L. (Pedaliaceae — gergelim)
e Raphanus sativus L. (Brassicaceae — rabanete).

Giselle de Oliveira Pina
Orientador: Prof. Dr. Luiz Alfredo Rodrigues Pereira
Co-orientador: Prof. Dr. Fabian Borghetti

Dissertacdo apresentada ao Departamento
de Botanica do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas como parte dos requisitos
necessdarios a obtencao do titulo de Mestre
em Botanica.

Brasilia, DF
Marc¢o/2008



Aprovada por:

Prof. Dr. Luiz Alfredo Rodrigues Pereira
Departamento de Botanica da UnB
(Presidente da banca)
(Orientador)

Prof. Dr. Fabian Borghetti
Departamento de Botanica da UnB
(Co-orientador)

Prof. Dr. Alfredo Gui Ferreira
Departamento de Botanica - UFRGS/UnB
(Membro externo)

Prof®. Dra. Conceicao Eneida dos Santos Silveira
Departamento de Botanica da UnB
(Membro interno)

Prof?®. Dra. Lourdes Isabel Velho do Amaral
Departamento de Botanica da UnB
(Suplente)



DEDICO ...

Dedico este trabalho aos meus pais que tanto me ensinaram, orientaram e ajudaram
durante todos esses anos.

Ao Célio, por todo carinho, sempre presente, incentivando-me e apoiando-me em



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus por ter me colocado neste caminho; por Sua
presenca constante em minha vida.

Ao meu amore! Célio. Tudo pra mim! Sem seu apoio eu nao teria vencido mais essa
etapa em minha vida!

A minha familia, por toda ajuda e compreensio nos momentos de estresse!!! A minha
mae por todo carinho e aten¢ao cuidando sempre de mim! Ao meu pai, pelos puxdes de orelha
que me fizeram ver a vida com outros olhos, dando mais valor as pequenas coisas. Aos meus
parentes que acompanharam todo o processo dos meus estudos.

Aos meus amigos que sempre entendiam quando ndo comparecia a festas e churrascos
porque precisava estudar!

Ao meu orientador Luiz, pela paciéncia, confianca e palavras amigas nas horas de
angustia! Sempre animado e disposto a ajudar! Com suas piadas e com seus trocadilhos em
inglés!!!! Ao meu co-orientador Fabian Borghetti, pelos conselhos, ensinamentos e por me

fazer colocar os pés no chdao. Também por sua paciéncia e imensa ajuda mesmo quando nao

Aos professores membros de minha banca: Alfredo Gui, que mesmo sem me conhecer
se dispOs a ajudar-me; Eneida, solucionou muitas ddvidas além da dica preciosa de sempre
pensar positivo; Lourdes, tdo atenciosa, “lindinha”, sem palavras...

Aos demais professores do Departamento de Botinica, em especial, Carol, Lucia
Helena, Padu, Sueli e José Elias pela colaboracao e ajudal

Ao professor José Carlos Souza Silva pelas palavras que nunca esquecerei: “trabalho

”‘

de vanguarda



Moara, Elisa, Dulce, Jana, Camila e Stefano! Obrigada por tudo!
Ao Féabio Nakamura, que além de sua ajuda como técnico, por meio de suas conversas,
sempre me mostrava novas perspectivas e pontos de vista que eu nunca tinha, jamais,

imaginado!

Sempre me contagiando com sua alegria!

Ao Iri6ide! Amigo desde o inicio e pronto a ajudar a todos! Pena ter deixado a
Botanica! A Flavinha, amiga de toda hora e Ademar, sempre paciente com os bagunceiros do
mestrado!

A minha turma: Thais, Angélica, Aucilene, Gustavo, Monica e Juliene. E, também,
Maria, Sabrina, Plauto, Kadja, Fabio, Nadia e Débora. Em especial, Zan e Davi! Trio “parada
dura” do qual eu fago parte e espero fazer por muitos e muitos anos! Amigos do coragao!

A minha amiga Zanderluce que tantas vezes me ajudou fazendo coisas para mim

enquanto eu estava em casa! Por sempre me fazer companhia na hora do almogo! Por ter

Ao meu amigo de QI elevado Davi! Sempre modesto, divertido e pronto a ajudar! Um
amigo pra toda hora! Também presente nas horas de almogo! Obrigada por sua amizade!

A Sarah! Professora que se tornou uma amiga para mim! Me ajudou mesmo de longe!

A todos que colaboraram direta ou indiretamente!

A Capes pela bolsa de mestrado, 2 UnB, ao IB e ao Departamento de Botanica!

vi



INDICE

Paginas
AGradecimentos...............oooouiiiiiiiiiiiie ettt e e e eareeeaee s \4
EIUGECE. ...ttt raneene vii
Indice de TADEIAS. .............o.ooveiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ix
Indice de FRGUIAS.......oooiiiie e e xi
Lista de Abreviaturas € Siglas..............c.coooiiiiiiiiiiieee e xiii
1. INtroducao eral............coooiiiiiiiiiiiiii e e 1
| B BN (5] (0] o7 o DO USRS 1
1.2 MetabOlitos SECUNAATIOS. .....ccouvieriiieeiieeeiie ettt st es 2
1.3 ALCIOQUIMICOS. ..ceeutiieeiiiieeiiee et e eiee et e et et e et e e et ee e b e e estaeeenseeeensaeesnseeennseens 4
1.4 Bioensaios de germinagao € CTeSCIMENTO......cccvuueerrureerrureerrireenireesireesieeesineeenns 5
1.5 Valores de pH e osmolaridade............ccceeeriiieiiiiiniiieeiieeeieeeeee e 7
1.6 Importancia econdmica e ecolégica da alelopatia...........ccccceeevvveeriieeniieeniieenne 8
1.7 Estudos mMOrfo-anatomiCOS. .....cuueeerureeerieeerireeeireesieeesieeenseeesseeessseesnsseessssesssnes 9
1.8 Eugenia dysenterica DC..............oooeeuviiieeiiiiie e eeeiie e eevtee e e e evaaa e e 11
2. ODbJEtiVOS ETAIS..........eeeiuiiieiiieeiieeeiie ettt et et e aeeesbee e aaeeesaaeeesbeesnnseeenreeas 14
3. Referéncias bibliograficas.................c.coooooioiiiiiiiiicccce e 15

Capitulo 1 — Efeito alelopatico do extrato aquoso foliar de Eugenia dysenterica DC.
(Myrtaceae — cagaita) na germinaciao e no crescimento de Sesamum
indicum L. (Pedaliaceae — gergelim) e Raphanus sativus L. (Brassicaceae
—rabanete).

RESUINO ...ttt ettt sine e 19

ADSEFACE ..ottt ettt ettt s 20

L INEFOAUGAO. ..ttt ettt ettt e e e e st e et e bt e e e e 21

2. Material € MELOOS. .......eeiuiiiiiiiieeieete ettt st 24

2.1 Material DIOIOZICO. ..cccouuiiiiiiiiiiie ettt 24

2.1.1 ESPEcie alelOPAtICA......ccevuveeeriiieeiiieeiiieeeieeeeieeeeieeesvee e e e e eveesaneeenes 24

2.1.2 ESPECIES-lVO0.....eiiiiiiiiiiieiiiieeteeee et 24

2.2 Preparo do extrato aquoso de folhas secas de E. dysenterica..............cccueeeunnn.. 25

2.3 Preparo do extrato aquoso de folhas frescas de E. dysenterica........................... 26

2.4 Testes de aleloPatia.........cueeeiieeriiiieiiieeciee et e et ere e e e e e rreeeaeeesseeesnnee s 26

2.4.1 Experimento de Zerminagao..........eeeruveeerrireerrireeniieeeniieesieeeneeessireessuneennne 27

2.4.2 Experimento de CTESCIMENLO. .....cccueeerureeerieeeiereeeieeeireeeireesseeesneeesseeenns 28

2.5 EfE1t0 dO PHu..oeeeieee e 28

2.6 Porcentagem de inibiCA0. .....c..ueeiuiiriiiiiiiniieieet et 29

2.7 ANALISE ESTALISTICA. ...eeuveeurieiieiieeit ettt et 29

3. Resultados € diSCUSSAO.......eeuiiriiiiiieiiiieiieeite ettt ettt ettt e 30
3.1 Germinacao e crescimento do gergelim (S. indicum) e do rabanete (R. sativus)

sob efeito do extrato aquoso foliar de cagaita (E. dysenterica)......................... 30

vii



3.2 Efeito do pH — germinacao € CreSCImMeNtO.........eeevveeeruveeerireeeiieeeireesneeeeveeenenes 35
3.3 Teste do extrato aquoso de E. dysenterica com folhas secas/frescas —

ETMINACAO € CTESCIMEIILO. ... eeeeuereeeiireerteeerieeenireeenereeenereeensreeesreesseeesseeesseens 42

3.4 Caracterizag@0 mMOTfOlOZICA. ....cevuiiiiiiiiiiiieiieeeteeee e 48

4. CONCIUSDRS. c..eeueeeneteeateeit ettt ettt ettt et ettt e bt e e et e bt e sab e e bt e sabe e bt e saneeabeenaeean 54
5. Referé€ncias biblIOZIAfICas. .......eeiviiiiiiiiiiii i 55

Capitulo 2 — Estudos morfo-anatomicos das raizes de Sesamum indicum L. (Pedaliaceae
— gergelim) e Raphanus sativus L. (Brassicaceae — rabanete) submetidas
ao extrato aquoso foliar de Fugenia dysenterica DC. (Myrtaceae —

cagaita).
RESUINO ...ttt e 60
ADSEFACE. ...ttt ettt 61
L INEFOAUGAO. c. ettt ettt e sttt e s e e st e et e et e e aa e e 62
2. Material € MELOOS. .......eeruiiiiiiiieiiieeteeteee ettt ettt et 65
2.1 Obtencdo das radiculas para andlise anatomMICa.........ceevuveerruveeriiveerieeenieeesieeene 65
2.2 Cortes anatomicos — preparagao histolOZICa........cccvveeerveeerieeeiieeeieeeiieeeiee e 66
2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV).......cooooiiiiiiiiiiniiiiiceee 67
2.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET).......ccccevviieeiiiieiiiiniieeiieeeieees 68
2.5 Testes NIStOQUITIICOS. .....ceiiuiieriiieiiieeeite ettt ettt s 68
3. Resultados € diSCUSSAOD. ......eeruiiruiiriiiiiienite ettt ettt e 70

3.1 Andlise morfo-anatdmica dos efeitos dos extratos de cagaita (E. dysenterica)
na estrutura radicular de gergelim (S. indicum) e de rabanete (R. sativus)
.............................................................................................................................. 70
3.1.1 Morfologia das raizes de gergelim e rabanete crescidas em extrato foliar
€ CAZATLAL .ottt ettt et s e e et e e sabeesabeeeaee 70
3.1.2 Estrutura do meristema apical e coifa sob o efeito do extrato de cagaita

...................................................................................................................... 75
3.1.3 Estudo anatomico e histoquimico das raizes de gergelim e rabanete
crescidas em extrato foliar de cagaita..........ccecveeviieeeriieinieenieeeieeeeeee 84
3.1.4 Estrutura dos estatélitos das raizes de gergelim e rabanete crescidas em
extrato foliar de Cagaita.........cooueiieeiiiiiiiinieeeee e 92
4. CONCIUSOLS. «..veureeieeeitieeite ettt ettt ettt ettt ettt e e sbe e st e st e et e saneeneesaneeaneenee 97
5. Referéncias bibliografiCas..........cocueiriiiiiiiiiiieieceeeee e 98
AIEXO.....cniiiiteie ettt et et ettt e b e e e a e e b e st e e bt e eabeebeesareens 102
Referéncias biblIOZIAfICaS. ......uiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 106

viil



INDICE DE TABELAS

Capitulo 1

Tabela 1.

Germinabilidade (%) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete
(Raphanus sativus L.) sob concentragdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia
dysentericA DC.) @ 190 € 3%0....ccccuueeecueeieiieeeiie ettt svee e vae e aaae e 30

Tabela 2. Tempo médio de germinacao (h) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) e

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica@ DC.) @ 190 € 3%0....ccccuueeeueeeiiiieeiiiesiie e et eeeeeiee e 31

Germinabilidade (%) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) sob
concentracdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%
ajustadas para pH 4,7 € PH 7,0....ccooiiioiieeee ettt 36

Tempo médio de germinagdo (h) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.)
sob concentragdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e
3% ajustadas para pH 4,7 € PH 7,0.......cooriiiiiiiieieieeee ettt 36

Germinabilidade (%) de sementes rabanete (Raphanus sativus L.) sob
concentracdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%
ajustadas para pH 4,7 € PH 7,0....cccuiiioiiieiie et 37

Tempo médio de germinagdo (h) de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)
sob concentragdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e
3% ajustadas para pH 4,7 € PH 7,0.......cooviiiiiiieeieeeeeeeeee ettt 37

Germinabilidade (%) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) sob
concentracdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%
provenientes de folhas Secas € freSCaS.....cvvviiiriiiiriiiieeiiece e 42

Tempo médio de germinagdo (h) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.)
sob concentracdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e
3% provenientes de folhas secas € fTeSCaS.......cccvrrrriieeiiieriiieeee e 42

Germinabilidade (%) de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) sob
concentracdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%
provenientes de folhas Secas € freSCaS.....cvvuiiiriiieiriiiieeiiecie e 43

Tabela 10. Tempo médio de germinacdo (h) de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)

sob concentragdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1%
e 3% provenientes de folhas secas € fresCas.......coevvvvieriiiieriiieeriie e 43

Tabela 11. Porcentagem de plantulas de gergelim (Sesamum indicum 1.) com pélos

radiculares, com raizes laterais e quantidade média de raizes laterais por
tratamento. Plantulas tratadas com extrato de cagaita (Eugenia dysenterica DC.)
por cinco dias em diferentes concentracdes (1% e 3%) e 4gua como controle.

X



Tabela 12. Porcentagem de plantulas de rabanete (Raphanus sativus 1.) com pélos
radiculares, com raizes laterais e quantidade média de raizes laterais por
tratamento. Plantulas tratadas com extrato de cagaita (Eugenia dysenterica DC.)
por cinco dias em diferentes concentracdes (1% e 3%) e 4gua como controle.

Capitulo 2

Tabela 1. Distancia (um) entre o dpice radicular e importantes eventos do desenvolvimento
da raiz de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus
sativus L.) ap6s cinco dias de crescimento em dgua e em extrato aquoso foliar de
cagaita (Eugenia dysenterica DC.) nas concentragcdes de 1% e 3%.



INDICE DE FIGURAS

Introducao geral

Figura 1. Aspecto morfoldgico de 6rgaos vegetativos e reprodutivos de Eugenia dysenterica
DC. A) Tronco com fissuras e cristas sinuosas e descontinuas. B) Folhas adultas
simples, oposta-cruzadas, coridceas, concolores e glabras. C, D) Flores brancas,
tetrameras, dialipétalas e polisttmones. E) Fruto amarelo contendo de 1 a 4
sementes, baga. F) Individuo adulto. G) Ramo em floracdo com folhas jovens de
COlOTACAO CUPIA....eeeuurieeeiieeeiieeeite e ettt ettt et e st e et e et e eesabee et eeesateesbbeesbneenane 13

Capitulo 1

Figura 1. Comprimento (mm) da parte radicular (PR) e parta aérea (PA) de plantulas de
gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus sativus L.) sob
concentracdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%.
Barras representam 0 desvio Padrao.........cc.eeereeeiiiieeniiiieniieeriie e 32

Figura 2. Comprimento (mm) da parte radicular (PR) e parta aérea (PA) de plantulas de
gergelim (Sesamum indicum L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% ajustadas para pH 4,7 e pH 7,0. Barras
representam 0 deSVIO PAATAO......cccueeervieeiiieeiiieeieeeeieeesteeesteeesreeesbeeeeaeeeaneeenes 38

Figura 3. Comprimento (mm) da parte radicular (PR) e parta aérea (PA) de plantulas de
rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% ajustadas para pH 4,7 e pH 7,0. Barras
representam O deSVIO PAATAO.....cccuueeriuiiiiiiiieiiieeeite ettt ee et et 39

Figura 4. Comprimento (mm) da parta aérea (PA) e parte radicular (PR) de plantulas de
gergelim (Sesamum indicum L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% proveniente de folhas secas e frescas.
Barras representam 0 desvio Padrao.........cc.eeeveeeriiieeniiiieniieeiee e 44

Figura 5. Comprimento (mm) da parta aérea (PA) e parte radicular (PR) de plantulas de
rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% proveniente de folhas secas e frescas.
Barras representam 0 desvio PAdIA0........c.eeeeveeeriieeeeiieeeiiieeeieeesieeesieeesveeeenee e 46

Figura 6. Plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus sativus L.)
crescidas durante cinco dias em agua (controle) e em diferentes concentracdes do
extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.). Concentracdes em
porcentagem: 0 (AZUA), 190 € 3%0...cc.ueeeueeiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 53

xi



Capitulo 2

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura do dpice das raizes de plantulas gergelim
(Sesamum indicum L.) crescidas em &4gua e extrato aquoso foliar de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) diluido a 1% e 3%, mostrando o efeito do extrato na
morfologia externa das raizes. A-C) Raizes de plantulas crescidas em &dgua
(controle). D-F) Raizes de plantulas crescidas em extrato de cagaita 1%. G-I)
Raizes de plantulas crescidas em extrato de cagaita a 3%.........ccecvv ceveveevieeennnenn. 73

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura do dpice das raizes de plantulas rabanete
(Raphanus sativus L.) crescidas em dgua e extrato de folhas de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.) diluido a 1% e 3%, mostrando o efeito do extrato na morfologia
externa das raizes. A-C) Raizes de plantulas crescidas em dgua (controle). D-F)
Raizes de plantulas crescidas em extrato de cagaita 1%. G-I) Raizes de plantulas
crescidas em extrato de cagaita @ 3%0......ccovuveeevieiiiiieeniieete e 74

Figura 3. Secdes longitudinais das raizes de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete
(Raphanus sativus L.) mostrando o meristema apical de plantulas crescidas em
dgua e extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) diluido a 3%.
A-B) Regido apical de gergelim. C-D) Regido apical de rabanete........................ 76

Figura 4. Secoes longitudinais das raizes de gergelim (Sesamum indicum L.) mostrando a
regido da coifa de plantulas crescidas em 4gua e extrato aquoso foliar de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.). A-B) Regido da coifa de plantulas de gergelim
crescidas em dgua. C-E) Extremidade radicular de plantulas de gergelim crescidas
em exXtrato aqUOSO A€ CAZAILA......ccevuuierriiieiiiieeiiee ettt ettt et eae e e 78

Figura 5. Secoes longitudinais das raizes de rabanete (Raphanus sativus L.) mostrando a
regido da coifa de plantulas crescidas em dgua e extrato aquoso foliar de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.). A-B) Regido da coifa de plantulas de rabanete
crescidas em dgua. C-E) Extremidade da raiz de plantulas de rabanete crescidas
em extrato da folha de cagaita..........coceeviiiiiiiiiiiiiiii e 79

Figura 6. Secdes longitudinais e micrografias eletronicas das raizes de gergelim (Sesamum
indicum L.) e de rabanete (Raphanus sativus L.) mostrando a formac¢do de raizes
laterais nas plantulas crescidas em dgua e extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.) a 3% e cinco dias de idade. A-B) Secdes longitudinais das raizes
de gergelim e rabanete, respectivamente. C-D) Micrografias eletronicas das raizes
de gergelim e rabanete, reSPeCtiVAMENTE. ........eeevuveeerriieerriieeniieeniieesieeesieeesieeenns 84

Figura 7. Secdes transversais das raizes de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e de
rabanete (Raphanus sativus L.). A-B) Secdes transversais das raizes de gergelim
crescidas em 4gua e extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a
3%. C-D) Micrografias de raizes de rabanete crescidas em dgua e em extrato a 3%.
................................................................................................................................ 85

Xii



Figura 8.

Figura 9.

Teste histoquimico com o reagente cloreto férrico para detec¢do de taninos nas
raizes de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus
sativus L.). A-B) Sec¢0Oes transversais das raizes de gergelim crescidas em dgua e
extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 3%.C-D)
Micrografias de raizes de rabanete crescidas em dgua e extrato a 3%................... 89

Micrografia eletronica de transmissdao mostrando a estrutura dos estatélitos das
raizes de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.). A-B) Micrografias
mostrando os estatélitos de plantula do controle e do extrato aquoso foliar de
cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 3%. C-D) Micrografias mostrando detalhes
dos estatdlitos (cabeca de seta) de raizes crescidas em dgua e em extrato a 3%.

Figura 10. Micrografia eletronica de transmissdo mostrando a estrutura dos estatdlitos das

raizes de plantulas de rabanete (Raphanus sativus L.). A-D) Micrografias
mostrando os estatdlitos de plantula do controle e do extrato aquoso foliar de
cagaita (Eugenia dysenterica DC.) @ 3%.......ccocueevuueeiiiniiiniiiieeeenieeeeeeeeee 95

Lista de Abreviaturas e Siglas

% — porcentagem
°C — graus Celsius
cm — centimetro

h - horas

mL — mililitro
mm — milimetro
pm — micrometro
nm - nanémetro

M - molar

PEG - polietilenoglicol

p/v — peso volume

pH — potencial de hidrogénio

xiil



Introducao Geral

1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Alelopatia

Em 1937, o pesquisador alemao Hans Molisch cunhou a palavra “alelopatia”,
proveniente das palavras gregas allelon e pathos, que significam respectivamente “mutuo” e
“prejuizo”, e descreveu o conceito de alelopatia como sendo a influéncia de um individuo
sobre outro, prejudicando-o ou favorecendo-o, por meio de substancias quimicas liberadas no
ambiente (Molisch, 1937).

Embora a criagdo do termo e seu conceito tenham ocorrido em tal data, a nocao de que
as plantas possuem a capacidade de interferir no desenvolvimento de outras, através de
substancias que as mesmas liberam no ambiente, remonta a antiguidade (Almeida, 1990).

O primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no desenvolvimento de
outras plantas vizinhas foi descrito por Theophrastus (300 A.C.), um discipulo de Aristételes,
que propds que a Leguminosae Cicer arietinum L., — grado-de-bico — exauria o solo e, ao
mesmo tempo, destruia as plantas invasoras. O botanico suico De Candolle em 1823 apud
Rice (1984) verificou que os problemas de doencas nos solos, em dreas de agricultura,
poderiam ser decorrentes de exsudados liberados pelas plantas da prépria cultura.

Segundo Rice (1984), o termo alelopatia € definido como o efeito benéfico ou
maléfico de uma planta sobre outra por intermédio de compostos quimicos que sdo liberados
no ambiente. Esses compostos quimicos geralmente sdo produzidos pelo metabolismo
secunddrio das plantas e sdo liberados por lixiviagdo, volatilizacdo, decomposicdo e
exsudados podendo ser absorvidos por outras plantas afetando seu padrdo de crescimento e

desenvolvimento (Ferreira, 2004).
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Lovett & Rynuntyu (1992) consideram que muitas das substincias quimicas
produzidas pelas plantas, que afetam associa¢des de plantas, também influenciam outros
organismos, ampliando, desta forma, a aplicacdo do termo alelopatia.

Atualmente, além de plantas superiores, o termo abrange as algas, fungos e varios
microorganismos. Dessa forma, a Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) tem definido
alelopatia como sendo o “processo que envolve metabdlitos secunddrios produzidos por
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de

sistemas bioldgicos”.

1.2 Metabélitos secundarios

Muitos vegetais liberam metabdlitos secunddrios no ambiente cuja natureza e o local
de sintese variam de espécie para espécie (Ferreira & Aquila, 2000). Esses compostos podem
ser produzidos nas folhas, raizes, frutos, cascas e sementes (Alves & Santos, 2002).

Em geral, sdo compostos de baixo peso molecular provenientes do metabolismo
primario (anabolismo, como a formacao de carboidratos simples, proteinas e lipidios; e do
catabolismo, como exemplo a respiracao) das plantas, bactérias e fungos (Hadacek, 2002).

O termo “secunddrio” nao significa que tais compostos tenham importancia menor
para a planta, ao contrario, desempenham importantes fun¢des como: defesa (envolvendo
fitotoxinas, compostos antiherbivoria, antiparasitismo, antiftingicos, bactericidas e contra
plantas competidoras); atragdo de polinizadores e estimulantes de germinacdo de sementes
(Ferreira, 2004; Taiz & Zeiger, 2004).

Além disso, também estdo associados a respostas das plantas contra estresses abidticos
como variacdes de temperatura, disponibilidade de &4gua, intensidade de luz, radiacdo
ultravioleta e deficiéncia de nutrientes no solo (Ferreira & Aquila, 2000; Taiz & Zeiger,

2004).
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Segundo Larcher (2000) e Alves & Santos (2002), os compostos secundarios podem
ser divididos em trés grandes grupos: os terpendides/terpenos, alcaldides e os compostos
fendlicos/fendis.

Alguns terpenos sdo toxicos e deterrentes (adstringentes) e afetam a palatabilidade das
folhas conferindo protecdo as plantas contra a a¢do de insetos e outros herbivoros. Outros
terpenos t€m funcdo no crescimento e desenvolvimento vegetal, como, por exemplo, a
giberelina — hormonio vegetal responsdvel pelo alongamento do caule, quebra de dorméncia,
inducdo de floragdo, entre outras funcdes; os esterdis que sdo derivados de triterpendides (Csp)
também constituintes de membranas; os carotendides — tetraterpenos (C49) — agem como
pigmentos acessorios na fotossintese e protegem os tecidos fotossintéticos contra a
fotoxidacao (Taiz & Zeiger, 2004).

Os monoterpendides (Cjp), um grupo dos terpenos, formam a maioria dos dleos
essenciais das plantas (Almeida, 1988) muitos dos quais, com ag¢do alelopatica. Devido a
relativa caracteristica ndo-polar e ao seu baixo ponto de ebulicdo, o grupo tem sido
classificado como volatil (Alves & Santos, 2002). Como exemplo, pode-se citar substancias
volateis de folhas de Salvia leucophylla Greene (Lamiaceae - sdlvia) que inibiram o
desenvolvimento radicular e de hipocétilos de plantulas de pepino (Muller & Hauge, 1967).

Em geral, os alcal6ides sao formados a partir de rotas metabdlicas de aminodcidos
como lisina, tirosina e triptofano. Sdo compostos ciclicos contendo nitrogénio na sua cadeia
(Almeida, 1988). Devido a sua toxidade e deterréncia, os alcaldides sdo considerados como
importantes defesas das plantas contra a herbivoria (Taiz & Zeiger, 2004) além de atuarem
como potentes inibidores da germina¢do (Almeida, 1988).

As rotas metabdlicas dos compostos fendlicos sdo derivadas do metabolismo de
aminodcidos que resultam na formacdo de 4cido chiquimico, em conjunto com a via do

acetato policetideo (Larcher, 2000). Essas substincias agem como compostos de defesa contra
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herbivoros e patégenos, suporte mecanico (lignina), atracdo de polinizadores (carotenos),
dispersdo de frutos, protecdo contra radiacio ultravioleta ou na reducdo do crescimento de
plantas competidoras (Taiz & Zeiger, 2004).

Os metabdlitos secundarios podem ser translocados de célula para célula ou a longas
distancias via xilema ou floema. Pode ocorrer acimulo desses compostos em vacuolos,
idioblastos, ductos, laticiferos, glandulas ou tricomas, entre outros. Uma vez fora de seus
compartimentos de origem, os metabdlitos secundarios podem ser modificados por enzimas
provenientes da propria planta, do intestino de herbivoros ou de origem microbiana. Essas
transformagdes enzimdticas podem implicar na ativagdo ou desativagdo destes compostos

(Hadacek, 2002).

1.3 Aleloquimicos

Alguns produtos do metabolismo secundario, quando liberados no ambiente, atuam
promovendo efeitos nocivos ou benéficos ao individuo que sofre sua ag@o (Rice, 1984). Esses
produtos sdo conhecidos como aleloquimicos e seus efeitos como alelopatia (Ferreira &
Aquila, 2000). Dentro do vasto grupo de aleloquimicos produzidos por plantas podem ser
citados os fendis, flavondides, terpendides, alcaldides, poliacetilenos, dcidos graxos, esterois,
entre outros (Raven et al., 2001; Taiz & Zeiger, 2004).

Alguns exemplos dos mecanismos de ag¢do dos aleloquimicos sdo: dcidos fenodlicos e
taninos que atuam na extensdo celular; cumarinas e terpenos voldteis atuantes na divisdao
celular; 4cidos fendlicos que interferem na permeabilidade de membranas, sintese de
proteinas e atividade enzimdtica e, também, na fotossintese (Leather & Einhellig, 1988).

A forma como os compostos alelopaticos chegam ao ambiente € variada. Os terpenos,
por sua volatibilidade, podem ser lancados diretamente na atmosfera. Outros podem chegar ao

meio pelo lixiviado de folhas, por decomposicio das plantas e através de resteva ou
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serapilheira que cobre o solo em dreas de cultivo e em matas, respectivamente (Ferreira,
2004).

Existem aleloquimicos que modificam as propriedades fisicas e quimicas do solo onde
a planta alvo se encontra (Inderjit, 2001) constituindo uma forma indireta de acdo (Ferreira,
2004). Nesse caso, ao serem langados no meio, podem promover alteracdes no solo, seja em
suas propriedades, seja na sua dinamica de nutrientes ou em sua biota associada (Hadacek,
2002) resultando, assim, em altera¢des no padrao de distribui¢ao das plantas.

Em contrapartida, considera-se uma forma de acdo direta quando o aleloquimico
interfere diretamente com o metabolismo de outros organismos através de sua ligacdo com as
membranas ou penetrando nas células (Ferreira & Aquila, 2000). Em interacdes do tipo
inseto-planta; animal-planta ou patégeno-planta os efeitos por aleloquimicos sdo geralmente

diretos (Souza Filho & Alves, 2002).

1.4 Bioensaios de germinacao e crescimento

Virios tipos de bioensaios tém sido empregados para investigar € demonstrar
atividades alelopdticas de certas plantas (Leather & Einhellig, 1988). Tais ensaios geralmente
norteiam a bioatividade de extratos, fracdes e compostos isolados de plantas sendo de grande
utilidade na identificacdo e monitoramento de substancias potencialmente toxicas (Noldin et
al., 2003). O potencial inibitério/téxico destas substincias € varidvel conforme a espécie
alelopatica utilizada bem como a parte do corpo vegetal escolhida (Javaid et al., 2006).

Diferentes 6rgdos vegetais podem conter diferentes quantidades de aleloquimicos.

Chon & Boo (2004), trabalhando com batata doce, observaram que os extratos de folhas

tinham maior efeito inibitério do que os de caule e raiz em testes com alfafa.
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A veracidade de um bioensaio em avaliar compostos alelopaticos depende da
capacidade de respostas fisioldgicas e bioquimicas do organismo utilizado como alvo no
ensaio e dos mecanismos de a¢ao dos aleloquimicos (Leather & Einhellig, 1988).

Frequentemente, os parametros utilizados para tal fim s@o a germinagdo de sementes e
o crescimento de plantulas. Ferreira & Aquila (2000) e Ferreira (2004) argumentam que a
germinacdo € menos sensivel a acdo de aleloquimicos do que o crescimento da plantula, pois,
para cada semente o fendomeno € discreto: germina ou niao germina. O padrdo de germinagao €
avaliado segundo a germinabilidade, tempo médio de germinagdo, velocidade de germinagao,
entre outros parametros (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004). O padrao de crescimento €
avaliado, geralmente, segundo a massa seca da parte aérea e raiz, comprimento da parte aérea
e radicular de plantulas, a presenca ou auséncia de pélos radiculares, formacdo e quantidade
de raizes laterais, necroses, resposta gravitrépica entre outros (Oliveira et al., 2004).

Uma espécie pode ser indicada como planta teste quando apresentar germinacao
rdpida e uniforme e um grau de sensibilidade aos aleloquimicos que permita expressar 0s
resultados em baixas concentragdes de substancias alelopaticas (Ferreira & Aquila, 2000).

Em geral, o uso de sementes de espécies nativas do cerrado em bioensaios de
alelopatia ndo € tao difundido, uma vez que estas espécies frequentemente apresentam algum
tipo de dorméncia e maior variabilidade genética resultando, assim, em maior plasticidade e
diferenca nos resultados. Portanto, é mais recomenddvel o uso de sementes de espécies
cultivadas de boa qualidade e de germinacao rapida e uniforme (Ferreira & Aquila, 2000).

Outros sugerem também a utilizagc@o de espécies que sejam resistentes a qualquer tipo
de estresse (Inderjit & Callaway, 2003), com o propdsito de avaliar se o extrato utilizado
possui ou nao compostos alelopéticos.

A fécil germinacdo de sementes de cultivares conhecidos permite a obtencdo de

resultados rdpidos e a avaliacdo dos aleloquimicos em baixas concentragdes. Em
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contrapartida, através da utilizacdo de espécies resistentes, permite-se avaliar se os
aleloquimicos sao realmente danosos ou benéficos podendo ser, futuramente, utilizados pelas
inddstrias como herbicidas (Inderjit & Callaway, 2003).

Em geral, alface (Lactuca sativa L.) Asteraceae, tomate (Solanum lycopersicum Mill.)
Solanaceae, pepino (Cucumis sativus L.) Curcubitaceae, rabanete (Raphanus sativus L.)
Brassicaceae e gergelim (Sesamum indicum L.) Pedaliaceae, t€m sido muito utilizados em
bioensaios (Oliveira et al., 2004; Alves et al., 2004;; Aires et al., 2005; Jerdnimo, 2006).

Sementes de gergelim apresentam comportamento germinativo conhecido em
diferentes faixas de temperatura bem como germinagdo rdapida e uniforme, além de serem
facilmente encontradas no comércio. No mais, o gergelim € uma semente afotobldstica e
apresenta amplo espectro germinativo quanto a temperatura (Carvalho et al., 2001). O
rabanete também tem sido utilizado pelas mesmas facilidades de germinacdo rdpida e

uniforme (Periotto et al., 2003; Gatti et al., 2004).

1.5 Valores de pH e osmolaridade

Durante a montagem de bioensaios € importante verificar o potencial osmético dos
extratos a serem testados, um aspecto pouco considerado e que pode mascarar o fendmeno
alelopatico (Ferreira & Aquila, 2000).

Para verificar o efeito osmético é necessdrio fazer a medida do potencial osmético do
extrato em questdo e utilizar uma substancia osmoticamente ativa, que nao tenha efeito
alelopético e de preferéncia ndo penetre no protoplasma, como controle do efeito osmético
(Oliveira, 2003). O Polietileno Glicol 6000 (PEG-6000) ¢ muito utilizado para testes de
potencial osmético (Miré et al., 1998; Oliveira et al., 2004; Gatti et al., 2004; Aires, 2007).
Aires (2007) elaborou solugdes de PEG nas mesmas concentragdes osmaticas que os extratos

brutos de folhas de Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae — pequi), Qualea parviflora
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Mart. (Vochysiaceae — pau-terra) e Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae — cagaita). Concluiu
que o efeito sobre as plantulas testadas era, verdadeiramente, alelopatico, ou seja, ndo houve
efeito osmético para nenhum dos extratos.

Maraschin-Silva & Aquila (2005) determinaram, entre outros, o potencial osmético e
o pH para excluir efeitos nao alelopaticos em seu trabalho com Dodonaea viscosa (L.) Jacq.
Verificaram que esses fatores nao influenciaram os resultados, confirmando o efeito
alelopatico do extrato testado. Gatti et al. (2004) também determinaram o pH em seu estudo e

obtiveram resposta semelhante.

1.6 Importancia econémica e ecoldogica da alelopatia

A atual forma de expansdo agricola do Brasil tem desprezado o potencial de uso das
espécies nativas do Cerrado, mesmo apresentando um enorme grupo de espécies que podem
ser aproveitadas de formas diversas na industria alimenticia, farmacéutica (Ribeiro et al.,
1994) e, também, agroquimica — sendo pela utilizacdo de seus frutos, de propriedades
curativas como o chd de partes de plantas ou mesmo por substancias quimicas produzidas.

Muitos compostos quimicos, produzidos por plantas do Cerrado e que hoje ja sdo
conhecidos, t€m sido utilizados pelo homem nas mais variadas formas como: farmacolégicos,
aromatizantes, corantes, estimulantes, alucin6genos, venenos, pesticidas ou como estrutura
precursora para a sintese de outras substancias organicas (Alves & Santos, 2002).

Como exemplo, milhares de substincias que as plantas produzem, juntamente com
microorganismos, fornecem uma enorme variedade de estruturas quimicas com potencial para
a producdo de novos pesticidas e estimulantes de crescimento que podem ser utilizados na
agricultura. Assim, recentemente tem crescido o interesse na producdo de herbicidas e

agroquimicos a partir de compostos quimicos conhecidos como aleloquimicos.
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Em conjunto, as recentes preocupagdes com o meio ambiente, saude publica e
resisténcia dos patdgenos aos fungicidas vem estimulando as tentativas de reduzir a
quantidade de defensivos que sao utilizados na agricultura e, também, a busca de novos
métodos alternativos de controle das principais doengas de plantas (Rodrigues et al., 2002).
Devido a esses fatores, a identificagdo e o isolamento de tais substancias tém se tornado um
dos grandes objetivos de muitas companhias agroquimicas (Alves et al., 2002).

Segundo Waller (1999 apud Periotto et al., 2003) a potencialidade de aleloquimicos na
fabricacdo de herbicidas, inseticidas e outros compostos de interesse agrondmico tem sido
considerada como uma alternativa a quimicos ja existentes de efeitos devastadores sobre o
meio-ambiente. A menor toxicidade dessas substancias se baseia no fato de que durante o
processo evolutivo das plantas, essas substidncias foram naturalmente selecionadas e
desenvolvidas em diferentes espécies, sendo, portanto, uma defesa natural das mesmas
(Ferreira, 2004).

A potencialidade alelopatica de muitas plantas do Cerrado tem sido estudada. Vérias
espécies apresentam efeitos alelopdticos comprovados. Entre alguns exemplos destaca-se
Solanum lycocarpum St.-Hill. (Oliveira et al., 2004), Eugenia dysenterica DC. (Borghetti et
al., 2005), Solanum palinacanthum Dunal. (Campos, 2006), Myrcia guianensis (Aubl.) DC.
(Souza Filho et al., 2006), Caryocar brasiliense Camb. e Qualea parviflora Mart. (Aires,

2007).

1.7 Estudos morfo-anatomicos
Pesquisas sobre efeitos dos aleloquimicos na anatomia de plantulas sdo poucos na
literatura. Contudo existem alguns estudos sobre alteracdes anatomicas em plantulas tratadas

com aleloquimicos.
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Oliveira (2003) relatou que o extrato de folhas de Solanum lycocarpum St.-Hill
(lobeira) afetou a diferenciacdo anatdmica e morfolégica da raiz de plantulas de gergelim. As
raizes de gergelim mostraram auséncia de pélos radiculares, formagao precoce de raizes
laterais, desorganizac@o nas camadas de células que formavam a coifa, aumento de diametro
das raizes e reducdo de seus comprimentos. Além disso, também foi observada a precocidade
na diferenciacdo dos vasos do xilema e na formacao do cambio vascular.

Pires et al. (2001) relataram que o uso do extrato aquoso das folhas de Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit., popularmente conhecida como leucena, em plantulas de milho
resultou em inibi¢ao do crescimento das raizes tratadas e reduc¢do do indice mitético. Além do
milho, apresentou efeito alelopdtico sobre varias outras plantas como alface, arroz e plantas
daninhas inibindo a germinacao e afetando seu crescimento radicular. O potencial alelopatico
de leucena € atribuido a mimosina — um aminoacido nio-protéico que ocorre em suas folhas e
sementes.

Cruz-Ortega et al. (1998) verificaram que os efeitos causados por aleloquimicos
presentes no extrato aquoso de Sycios deppei G. Don., em plantulas de feijao e de abdbora,
foram a inibi¢do do crescimento radicular além de mudangas estruturais em algumas
organelas, na membrana plasmaética e na parede celular de ambas as espécies.

Chon et al. (2000) verificaram a inversdo do gravitropismo de plantulas sob efeito
autotoxico da alfafa (Medicago sativa L.). Essa mesma espécie, tratada com compostos
fendlicos, apresentou diametro aumentado e reducdo no comprimento radicular bem como
reducdo na densidade de pélos absorventes (Chon et al., 2002). Oliveira e colaboradores
(2004) também verificaram uma inferente perda do gravitropismo de plantulas de gergelim
tratadas com extrato de lobeira além de outras caracteristicas como auséncia ou diminuicao de

pélos radiculares, aparecimento de raizes laterais, desenvolvimento incompleto da coifa.
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Plantulas de rabanete (Raphanus sativus L.), tratadas com residuos do processamento
de azeitonas, apresentaram dpices radiculares de maior didmetro e de menor comprimento
quando comparados ao controle. Sec¢des longitudinais das raizes mostraram que a expansao
celular foi bastante reduzida nos espécimes tratados (Aliotta et al., 2004). Semelhantemente,
quando tratadas com cumarina, apresentaram zona de alongamento diminuida com células
mais compactadas e vacuolos aumentados. A cumarina inibiu o alongamento celular (Aliotta
et al., 1993).

Ao que parece, existe um certo padrdao morfo-anatdmico na plantas submetidas ao
efeito de aleloquimicos. Contudo, a escassez de informacdes e o excesso de especulacdes
sobre o desenvolvimento vegetal nessas condi¢des mostram a necessidade de estudos
anatdmicos que possam caracterizar melhor as modificagdes estruturais ocorridas em 6rgaos e

tecidos de plantas tratados com aleloquimicos.

1.8 Eugenia dysenterica DC.

Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae), popularmente conhecida como cagaita,
cagaiteira, encontra-se amplamente distribuida no Cerrado ocorrendo em dreas de Cerradao,
Cerrado sentido restrito e Ralo (Almeida et al., 1998).

A cagaiteira é grande produtora de frutos e sua arvore apresenta, também, diversas
utilidades. Economicamente, a utilizacdo dos frutos na fabricacdo de polpas congeladas,
doces, geléias e picolés (Brito et al., 2003) € o que recebe maior destaque. Em menor escala,
sua madeira € usada na construgdo civil em obras de pequeno porte, bem como sua casca pode
ser usada na industria de curtume. Também possui valor ornamental (Almeida et al., 1998).

Para a medicina popular, os frutos apresentam propriedades laxativas e o cha das
folhas, ao contrério, apresentam efeito antidiarréico (Silva Juinior, 2005). Além do consumo

humano, o fruto também € consumido pelo gado (Almeida et al., 1998).

11



Introducao Geral

Eugenia dysenterica DC. é uma &arvore mondica, frutifera e comum no Cerrado.
Geralmente alcan¢a uma altura maxima em torno de 10 m (Brito er al., 2003). O tronco
(Figura 1-A) € composto por um ritidoma caracteristico por ser profundamente sulcado com
fissuras e cristas sinuosas descontinuas de coloracdo varidvel entre cinza e castanho (Silva
Junior, 2005).

As folhas (Figura 1-B) s@o simples, oposta-cruzadas; elipticas ou ovadas com 3 a 10
cm de comprimento e 1 a 5 cm de largura (Silva Junior, 2005). Apresentam dpice
ligeiramente acuminado e a base obtusa a subcordada (Brito et al., 2003) com margens
inteiras e onduladas. Sdo coridceas, concolores, glabras com ou sem glandulas laminares que
exalam odor agraddvel ao serem amassadas. Ao se destacar as folhas, ndo ha exsudacgao (Silva
Janior, 2005). Além disso, sdo caducifélias durante a floragdo.

As flores (Figura 1-C, D) sao actinomorfas, diclamideas, tretdmeras, dialipétalas e
dialissépalas, polisttmone com anteras rimosas. Apresentam ovario infero, bilocular, Seu
fruto (Figura 1-E) é classificado como baga com 2 a 3 cm de didmetro e de cor amarela
(Almeida et al., 1998).

O florescimento ocorre em meados de julho a principio de agosto, no meio da estacao
seca, sendo simultaneo ao surgimento de folhas novas com coloragao cuprea (Figura 1-G). O

ponto maximo da troca de folhas € simultdneo a emissao de botdes florais (Brito et al., 2003).
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Figura 1.Aspecto morfolégico de 6rgios vegetativos e reprodutivos de Eugenia dysenterica
DC. A) Tronco com fissuras e cristas sinuosas e descontinuas. B) Folhas adultas
simples, oposta-cruzadas, coridceas, concolores e glabras. C, D) Flores brancas,
tetrameras, dialipétalas e polisttmones. E) Fruto amarelo contendo de 1 a 4
sementes, baga. F) Individuo adulto. G) Ramo em floragdo com folhas jovens de
coloragdo cuprea.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Verificar o efeito alelopatico de extratos aquosos foliares de Eugenia dysenterica DC.
(Myrtaceae — cagaita) na germinagdo e no crescimento inicial de Sesamum indicum L.
(Pedaliaceae — gergelim) e Raphanus sativus L. (Brassicaceae — rabanete) bem como estudar,

comparativamente, a morfo-anatomia radicular das plantulas dessas espécies.
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Efeito alelopatico do extrato aquoso foliar de Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae —
cagaita) na germinacio e no crescimento de Sesamum indicum L. (Pedaliaceae —
gergelim) e Raphanus sativus L. (Brassicaceae — rabanete).

Giselle Oliveira Pinal, Luiz A. R. Pereiral, Fabian Borghettil* e Conceicao E. S. Silveira'.

! Departamento de Botanica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia.
* Autor correspondente

RESUMO

Alelopatia € a influéncia de plantas sobre outros organismos por meio de compostos por elas
produzidos e lancados no meio. Algumas espécies da familia Myrtaceae apresentam
evidéncias de propriedades alelopéaticas. Eugenia dysenterica DC., conhecida como cagaita, é
frequentemente encontrada no Cerrado sentido restrito. Os objetivos desse estudo foram
quantificar os efeitos alelopdticos de extratos aquosos foliares de cagaita na germinacao € no
crescimento de gergelim (Sesamum indicum L.) e de rabanete (Raphanus sativus L.), e
verificar se a atividade alelopdtica dos extratos tem interferéncia do pH e da secagem das
folhas antes do preparo dos mesmos. Para tal, os extratos foram preparados a partir de folhas
maduras frescas e secas. A secagem ocorreu em estufa (50 °C /24h). Em ambos os casos as
folhas foram trituradas e solubilizadas em dgua a 5% (p/v) com dilui¢do para 1% e 3%. Os
efeitos do pH do extrato foram verificados através de tratamentos com o pH original do
extrato (4,7) e tratamentos com o pH ajustado para 7,0. Para a germinagdo, foram utilizadas
placas de petri com 10 sementes de gergelim/rabanete contendo 6 mL dos extratos (suas
diluicdes) e 4gua como controle, com trés repeticdes por tratamento. Houve acompanhamento
didrio por 5 dias. Para os experimentos de crescimento nos extratos, foram utilizadas
sementes pré-germinadas em dgua. Apds cinco dias as plantulas tiveram suas partes aérea e
radicular medidas e caracteristicas morfolégicas registradas. Os experimentos foram
conduzidos em cAmaras de germinagdo a 25°C (rabanete) e 30°C (gergelim), com fotoperiodo
de 12h. Os resultados mostram que a germinabilidade e o tempo médio de germinacdo de
ambas as espécies-alvo ndo foram afetados pelos extratos, independentemente do pH e da
secagem ou nao das folhas. Quanto ao crescimento, a parte radicular foi a mais afetada para as
duas espécies, apresentando reducdo em seu comprimento 82% (gergelim) e 87% (rabanete),
escurecimento radicular em todas as plantulas em contato com o extrato, reducdo do nimero
de plantulas com pélos radiculares (73% e 90% - gergelim e rabanete, respectivamente) e com
raizes laterais (30% e 70% respectivamente). O ajuste do pH para 7,0 ndo alterou o potencial
alelopatico do extrato. O extrato proveniente de folhas secas promoveu maior efeito inibitério
no crescimento radicular 85% (gergelim) e 86% (rabanete) que o de folhas frescas (69% e
80% respectivamente).

Palavras Chaves: alelopatia, Eugenia dysenterica, germinagdo, desenvolvimento radicular,
Sesamum indicum, Raphanus sativus.
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Allelopathic effect of Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae — cagaita) aqueous leaf extract
on germination and growth of Sesamum indicum L. (Pedaliaceae — sesame) e Raphanus
sativus L. (Brassicaceae — radish) seedlings.

Giselle Oliveira Pinal, Luiz A. R. Pereiral, Fabian Borghettil* e Conceicao E. S. Silveira'.

! Department of Botany, Biological Science Institute, University of Brasilia.
* Corresponding author

ABSTRACT

Allelopathy is the influence that compounds produced by plants and released into the
environment produces on other organisms. Some Myrtaceae’s species have shown some
allelopathic property. Eugenia dysenterica DC., popular known as cagaita, is very common in
the Cerrado sentido restrito. The objectives of this study were 1) to quantify the allelopathic
effects of leaf aqueous extract of cagaita on the germination and growth of sesame (Sesamum
indicum L.) and radish (Raphanus sativus L.) seedlings and 2) to verify if the allelopathic
activity of the extracts are influenced by its pH and by the drying of the leaves before
preparing them. Aqueous extracts were prepared using fresh and dry adult leaves. The leaves
were dryed at 50° C for 24h. In both cases the leaves were grinded and dissolved in water at
5% (w/v) with posterior dilution to 1% and 3% for the experiments. The effects of pH of the
extracts were verified through treatments keeping the original pH value (4,7) and treatments
with pH adjusted to (7,0) with NaOH. To test the effects on germination, Petri dishes with 10
seeds of sesame/radish each containing 6 ml of the extracts (1 and 3%) were employed, water
was the control. Three replications by treatment were conducted. Germinated seeds were
counted everyday for up to five days. To test the effects on seedling growth, seeds previously
germinated in water were employed. They were disposed in 15cm petri dishes with 10 mL of
the extract to be tested. Water was the control. All the experiments were carried out in B.O.D.
chambers at 25°C (radish) and 30°C (sesame), with photoperiod of 12h. After five days, the
seedlings had their aerial and root parts measured and morphological characteristics were
recorded. The results show that the germinability and the average time of germination of both
targeted-species were not affected by the leaf extract of cagaita, irrespective of its pH and the
drying of the leaves. However, the seedling growth was affected by the extracts. For both
species the root parts showed to be more sensitive to the extracts than the shoot parts,
showing a growth inhibition of about 82% (sesame) and 87% (radish), when compared to the
growth in water. Both sesame and radish seedlings incubated in the extracts presented a
reduction of the number of seedlings with root hairs (73% and 90% - sesame and radish,
respectively) and with lateral roots (30% and 70% respectively). These effects were not
affected by the pH adjustment. However, extracts prepared with dry leaves promoted a higher
inhibitory effect on root growth 85% (sesame) and 86% (radish) than the fresh leaves one
(69% and 80% respectivetly).

Key Words: allelopathy, Eugenia dysenterica, germination, root growth, Sesamum indicum,
Raphanus sativus.
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1. INTRODUCAO

A alelopatia pode ser definida como a interferéncia positiva ou negativa de compostos
do metabolismo secundario, produzidos e langados no meio por uma determinada planta sobre
outras plantas ou outros organismos tais como plantas, fungos, insetos, algas (Lovett &
Ryuntyu, 1992; Ferreira, 2004).

Os aleloquimicos — biomoléculas responsaveis pelos efeitos alelopaticos — podem ser
liberados pelas plantas por lavagem (chuva) de folhas verdes, por volatilizacdo, lixiviacao de
folhas secas, exsudados das raizes ou liberados durante a decomposi¢ao de restos de plantas.
Flores, frutos e sementes também podem ser fontes de aleloquimicos (Gliessman, 2000).

Para o efeito alelopético ser comprovado em laboratério, se faz necessdria a realizacao
de bioensaio, empregando-se material biol6gico como indicador dos efeitos da substancia em
estudo (Inderjit & Dakshini, 1995). S3o diversas as varidveis a serem consideradas nos
bioensaios alelopdticos. Entre estas, diferentes substratos, como 4gar, papel de filtro e solo
(Chon et al., 2000), diferentes temperaturas (Oliveira et al., 2004; Aires et al., 2005) ou
mesmo, diferentes espécies-alvo como milho (Prates et al., 2002), gergelim (Oliveira et al.,
2004), rabanete e alface (Periotto et al., 2003; Gatti et al., 2004) entre outras. Os extratos
podem ser preparados com o uso de diferentes tipos de solvente, sendo o mais comum a dgua
(Periotto et al., 2003; Gatti et al., 2004; Oliveira et al., 2004; Aires et al., 2005), e tanto a
partir de material vegetal fresco (Gatti et al., 2004; Goetze & Thomé, 2004; Javaid et al.,
2006; Cuchiara et al., 2007) como de material previamente seco (Soares et al., 2002; Oliveira
et al., 2004; Maraschin-Silva & Aquila, 2005; Campos, 2006).

Os principais parametros analisados em estudos de alelopatia sdo a germinacgdo € o

crescimento das partes aérea e radicular sob influéncia dos aleloquimicos (Inderjit &
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Dakshini, 1995). Além desses, caracteristicas morfoldgicas tém se mostrado de grande
importancia na caracterizagdo dos efeitos alelopaticos (Oliveira et al., 2004; Aires, 2007).

No estudo de alelopatia, quando se trabalha com extratos vegetais, é necessario
descartar o efeito osmaético (Souza Filho er al., 1996; Oliveira et al., 2004; Gatti et al., 2004)
e o efeito do pH (Souza-Filho et al., 1996; Maraschin-Silva & Aquila, 2005) sobre os
parametros que estdo sendo analisados para se excluir efeitos ndo alelopéticos. Sem um
controle rigoroso sobre estas diversas varidveis, ndo se pode assegurar que as interferéncias de
extratos de plantas sobre o desenvolvimento de espécies-alvo sejam de carater alelopético.

O efeito alelopatico na Familia Myrtaceae é conhecido para algumas espécies como
Syzygium aromaticum L. — cravo-da-india (Mazzafera, 2003); Eucalyptus grandis Hill ex.
Maiden — eucalipto (Goetze & Thomé, 2004); Myrcia guianensis (Aubl.) DC. — pedra-ume-
cad (Souza Filho et al., 2006); Pimenta pseudocaryoplyllus (Gomes) L. R. Landrum — pau-
cravo, louro (Paula et al., 2006).

Eugenia  dysenterica DC. (Myrtaceae), popularmente conhecida como
cagaiteira/cagaita, é uma espécie tipica do Cerrado que apresenta pluralidade de usos. E uma
arvore corticeira, tanifera, melifera e ornamental que produz frutos comestiveis com
propriedades laxantes (Brito et al., 2003) e também possui efeito alelopatico (Borghetti et al.,
2005; Aires, 2007; Giotto et al., 2007; Souza et al., 2007).

Borghetti et al. (2005) estudaram os efeitos dos extratos aquosos de folhas adultas de
algumas espécies do Cerrado, dentre elas E. dysenterica, sobre sementes e plantulas de
gergelim. Constataram que os extratos de cagaita a 1% resultaram na redu¢do do crescimento
radicular das plantulas tratadas em cerca de 80%. Adicionalmente, Aires (2007) mostrou que
extratos foliares de E. dysenterica foram alelopaticamente mais ativos que os de Caryocar
brasiliense Camb. (Caryocaraceae — pequi) e Qualea parviflora Mart. (Vochysiaceae — pau-

terra) em relacdo ao potencial alelopatico apresentado no estudo realizado com Bidens pilosa
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L. (Gramineae — picdo-preto), Melinis minutiflora P. Beauv. (Gramineae — capim-gordura),
Digitaria horizontales Willd. (Gramineae — capim-colchdo) e Zea mays L. (Poaceae — milho).

O estudo da alelopatia em espécies nativas do Cerrado tem se mostrado promissor. A
identificacdo de propriedades alelopdticas em espécies nativas abre perspectivas de que tais
efeitos possam fazer parte dos fatores determinantes da dindmica da vegetacdo e da
composig¢ao floristica das fitofisionomias do Cerrado (Oliveira et al., 2004).

Os objetivos deste trabalho foram: 1) determinar o efeito alelopatico do extrato aquoso
foliar de Eugenia dysenterica DC. (cagaita) na germinagdo e crescimento de Sesamum
indicum L. (gergelim) e de Raphanus sativus L. (rabanete); 2) verificar a interferéncia do pH
do extrato na sua atividade e 3) verificar se a secagem das folhas, previamente ao preparo do

extrato, interfere no seu potencial alelopético.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos de germinacdo e crescimento de plantulas foram conduzidos no
Laboratério de Termobiologia L.G. Labouriau do Departamento de Botanica da Universidade

de Brasilia (UnB).

2.1 Material biolégico
2.1.1 Espécie alelopatica

Folhas adultas de E. dysenterica foram coletadas de quatro individuos localizados no
campus da Universidade de Brasilia — UnB, proximos ao Laboratério de Termobiologia
(latitude 15,46°,11” S, longitude 47,52°,6” W e altitude de 1038 m). As coletas foram
realizadas ao longo do ano menos, nos periodos de floragdo e frutificacdo. Tal critério foi
adotado visto que a producdo compostos secunddrios pode ser aumentada por fatores
ambientais como estresse hidrico, deficiéncia de nutrientes e temperatura (Einhellig, 1996),

situagdes comumente encontradas no Cerrado (Oliveira et al., 2004).

2.1.2 Espécies-alvo

Sementes de Sesamum indicum L. (Pedaliaceae — gergelim) da variedade negra e
Raphanus sativus L. (Brassicaceae — rabanete) variedade Vip Crimson da marca Feltrin —
foram utilizadas nos bioensaios de germinagdo e crescimento. As sementes de gergelim
utilizadas nos experimentos foram adquiridas de individuos plantados no proprio Laboratério
de Termobiologia — UnB e estocadas a -20 °C apds sua colheita. Antes da montagem do
experimento, as sementes foram descongeladas e selecionadas. As sementes de rabanete,
obtidas em lojas de produtos agricolas, pertenciam ao mesmo lote para minimizar possiveis

diferencas no padrdo de germinacdo. Estas ndo foram congeladas em momento algum.

24



Capitulo 1

As sementes das duas espécies-alvo foram armazenadas, sem qualquer dano, durante o
periodo da execucdo dos experimentos pelo fato de serem ortodoxas - teste realizado de
acordo com o Manual de Sementes: regras para andlise de sementes do Ministério da

Agricultura (1992), para a determinagao do teor de umidade, em anexo.

2.2 Preparo do extrato aquoso de folhas secas de E. dysenterica

Folhas de E. dysenterica foram coletadas e secas em estufa a 60 °C por 24 h. Em
seguida, foram trituradas com auxilio de um liquidificador até a obten¢do de macerado em
consisténcia de p6. O extrato foliar foi preparado com o acréscimo de dgua destilada ao
triturado obtendo-se uma concentracdo final de 5% (p/v) de extrato — 5 g de macerado em
100 mL de 4gua destilada — sendo este incubado a 6 + 2 °C, para minimizar a contaminagao
por fungos e bactérias, durante 24 h para a extracdo dos aleloquimicos (Ferreira & Aquila,
2000). Subsequentemente, o extrato foi filtrado em papel filtro Whatman n® 1 e
imediatamente utilizado na montagem do teste de alelopatia — germinacao e/ou crescimento
(Jacobi & Ferreira, 1991; Pina-Rodrigues & Lopes, 2001; Oliveira et al., 2004; Aires et al.,
2005).

Também foi estimado o teor de umidade (base fresca) das folhas de cagaita. 50 folhas
foram pesadas em balanca de precisao antes e apds sua secagem em estufa a 100 °C por 24 h.
O teor de umidade foi calculado pela férmula:

% dgua = (PF — PS)/ PF x 100

As folhas e/ou triturado ndo foram armazenados para posterior utilizacdo pois esse
procedimento poderia afetar o espectro de acdo dos aleloquimicos presentes nos mesmos
(Oliveira, 2003) e, também, ndo foram esterilizados para prevenir a perda de aleloquimicos

pelo aquecimento ou pelo uso de substincias quimicas (Rice, 1984; Orr et al., 2005). Por
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esses motivos, varias coletas foram realizadas durante o ano conforme a necessidade de novos

extratos para os diferentes bioensaios.

2.3 Preparo do extrato aquoso de folhas frescas de E. dysenterica

Extratos de cagaita provenientes de folhas secas e de folhas frescas foram preparados
com o intuito de verificar a existéncia de diferencas na resposta alelopatica entre ambos. O
extrato proveniente de folhas secas foi obtido conforme a metodologia do item 2.2. O extrato
proveniente de folhas frescas foi obtido conforme a metodologia descrita por Goetze &
Thomé (2004) com as modificacdes a seguir.

A obten¢do do extrato com material fresco foi realizada adicionando-se 50 g de folhas
frescas recém-colhidas a 1000 mL de dgua destilada que foram trituradas durante 1 minuto em
liquidificador sendo o extrato obtido, 5% (p/v), imediatamente filtrado e utilizado nos
bioensaios. Apos a filtragem, o extrato foi diluido a 1% e 3% e utilizado no ensaio. A
montagem do experimento e aplicacdo dos extratos seguiram a metodologia padrao ja descrita

nesta dissertagao.

2.4 Testes de alelopatia

Para o experimento de germinacgdo e crescimento foram utilizadas placas de Petri — 9 e
15 cm respectivamente — contendo papel filtro Qualy ® previamente autoclavadas por 20
minutos a 120 °C. As placas maiores foram utilizadas para os bioensaios de crescimento
possibilitando maior espago para o crescimento das plantulas. Em cada placa foram colocadas

10 sementes da espécie-alvo escolhida (gergelim ou rabanete) distantes entre si.

26



Capitulo 1

2.4.1 Experimento de germinacao

Para a montagem dos experimentos de germinacao, o extrato bruto a 5% foi diluido
para concentragdes a 1% e 3%. Seis mililitros de cada diluicao foram adicionados as placas e,
entdo, depositadas as sementes das espécies-alvo. Subsequentemente, as placas foram
acondicionadas aleatoriamente na camara de germinacao do tipo B.O.D. (Marconi MA 403)
com temperatura ajustada para 30 °C e fotoperiodo de 12 h.

Para cada dilui¢ao (1% e 3%) foram preparadas trés placas por experimento € mais
trés para o controle/testemunha com 6 mL de dgua destilada. No experimento de germinagao
foram utilizadas as placas de 9 cm de diametro e as de 15 cm de didmetro, foram utilizadas
para o teste de crescimento possibilitando um melhor desenvolvimento das plantulas.

Para o experimento de germinacdo, as sementes germinadas foram contabilizadas em
intervalos de 24 horas. O critério de germinagao utilizado foi o da emergéncia de uma das
por¢des do embrido (Labouriau, 1983; Borghetti, 2000). Tanto para o gergelim quanto para o
rabanete, a radicula foi a primeira por¢cao do embrido a emergir.

Cada semente germinada foi contabilizada, retirada de sua placa e descartada no
horério estabelecido. Esse procedimento prosseguiu até que a maioria das sementes tivesse
germinado. O prazo de observagao foi de cinco dias (Oliveira et al., 2004; Aires et al., 2005;
Jer6nimo, 2006).

Ao final do experimento de germinacdo, calculou-se a germinabilidade e o tempo
médio de germinacdo (Borghetti & Ferreira, 2004; Ferreira, 2004) para as plantulas de
R. sativus (rabanete) e S. indicum (gergelim). A germinabilidade representa a porcentagem de
sementes germinadas em relagdo ao nimero de sementes dispostas a germinar. J4 o tempo
médio corresponde a média do tempo necessdrio para o conjunto de sementes acondicionadas

nas placas germinar (Borghetti & Ferreira, 2004).
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2.4.2 Experimento de crescimento

Nos experimentos de crescimento foram utilizadas sementes previamente germinadas
— conforme Labouriau (1983) e Borghetti (2000) — em 4dgua e em camara de germinagao tipo
B.O.D a 30 °C com fotoperiodo de 12 h.

Apés a germinagdo, as plantulas foram acondicionadas em placas de Petri contendo
extratos diluidos a 1% e 3%, e agua como controle (12 mL). As placas foram
subsequentemente lacradas com filme plastico para evitar dessecag¢do e foram depositadas na
camara de germinacdo sob as mesmas condicdes descritas do teste anterior.

Ap6s cinco dias, todas as plantulas tiveram parte aérea e radicular — raiz principal —
medidas com o auxilio de um paquimetro digital. Além das medidas, caracteristicas
morfoldgicas como presenca ou auséncia de pélos radiculares e raizes laterais, nimero de
raizes laterais, coloracdo e curvatura atipica radicular foram registradas e analisadas
estatisticamente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeti¢des tanto
para a germinagdo quanto para o crescimento. As placas com as sementes representaram as
parcelas. Os tratamentos representaram as diferentes concentragdes de extrato aquoso de E.

dysenterica aplicadas as placas.

2.5 Efeito do pH

Para determinar se as alteragdes na germinacdo, crescimento e morfologia das
plantulas tratadas com extrato aquoso foliar de E. dysenterica (folhas secas) foram
verdadeiramente provenientes de aleloquimicos presentes no mesmo, foram conduzidos testes
onde o pH do extrato foi modificado. Tanto para os experimentos de germinacdo quanto de
crescimento, dois valores de pH foram comparados: pH 4,7 (valor normal do extrato) e pH 7,0

(valor corrigido - neutro). A montagem dos experimentos foi a mesma ji descrita
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anteriormente com 4gua como controle e extratos a 1% e 3%. Os valores de pH foram

ajustados com auxilio de um pHmétro e adicao de NaOH.

2.6 Porcentagem de inibicao

Foi calculada a porcentagem de inibi¢do do desenvolvimento das plantulas causada
pelos aleloquimicos. O calculo foi realizado comparando-se o crescimento das plantulas dos
tratamentos com as do controle tanto da parte aérea como da radicular (Jerdnimo, 2006)
através da formula descrita abaixo.

% inibicao = [(controle-tratamento)/ controle] x 100

2.7 Analise estatistica

A andlise estatistica geral do trabalho foi baseada em testes paramétrico e ndo-
paramétrico com o auxilio do programa BioEstat versao 4.0. Para dados paramétricos
utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) comparando-se as médias segundo o teste de
Tukey a 5%. Para dados nado-paramétricos utilizou-se o teste Kruskal-wallis a 5% de
probabilidade.

O teste Kruskal-Wallis é aplicado quando os dados experimentais niao sao

homogéneos. E um teste que auxilia na decisdao se as diferencas entre os tratamentos

significam diferencas efetivas ou se sdo apenas variacOes casuais (Santana & Ranal, 2004).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacao e crescimento do gergelim (S. indicum) e do rabanete (R. sativus) sob
efeito do extrato aquoso foliar de cagaita (E. dysenterica)

A germinabilidade do gergelim e do rabanete apresentou-se bastante alta, quase 100%
mesmo sob efeito do extrato de cagaita, o que pode ser observado na Tabela 1. Comparando-
se os controles com os tratamentos 1% e 3% nao foi verificada diferenca estatistica para essas
concentracdes em ambas as espécies-alvo.

Foi observada pequena diferenca no tempo médio de germinacdo das sementes de
gergelim (Tabela 2). Embora nas diluicdes a 1% e 3% o tempo médio de germinacdo nao
tenha diferido estatisticamente em comparagao ao controle, este germinou poucas horas antes.
Para o rabanete, o tempo médio de germinag¢do em horas foi semelhante tanto para o controle

quanto para os tratamentos.

Tabela 1. Germinabilidade (%) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete
(Raphanus sativus L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.) a 1% e 3%.

Germinabilidade (%)
Tratamento Gergelim Rabanete
Controle 96,66 a* 96,66 a
1% 100,0 a 100,0 a
3% 90,00 a 90,00 a

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey a = 0,05 (n=30
sementes/tratamento). Gergelim e rabanete ndao foram comparados entre si.
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Tabela 2. Tempo médio de germinacao (h) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) e
rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%.

Tempo Médio (h)
Tratamento Gergelim Rabanete
Controle 62,10 a* 24,83 a
1% 66,40 a 25,60 a
3% 66,00 a 25,77 a

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey a = 0,05 (n=30
sementes/tratamento). Gergelim e rabanete ndao foram comparados entre si.

Oliveira et al. (2004) nao observaram interferéncias significativas de extratos aquosos
de folhas de lobeira na germinacdo de sementes de gergelim. Da mesma forma, Oliveira &
Campos (2006), em seu estudo com extrato aquoso foliar de Solanum palinacanthum Dunal.,
ndo verificaram efeitos na germinacdo da mesma espécie. Semelhantemente, sementes de
rabanete ndo tiveram sua germinabilidade significantemente afetada pelos extratos de caule,
raiz e fruto de Aristolochia esperanzae O. Kuntze (Gatti et al., 2004) e com o extrato de
Andira humilis Mart. Ex Benth (Periotto et al., 2003).

Aires (2007) constatou que a germinabilidade de Digitaria horizontalis Willd. (capim-
colchdo) nao foi afetada significantemente por nenhum dos extratos de Caryocar brasiliense
Camb., Qualea parviflora Mart. e Eugenia dysenterica DC. e de suas concentracdes — 1%,
3% e 5%. Contudo, verificou que as concentracdes mais altas dos extratos provocaram um
atraso no pico de germinacdo. Prates et al. (2000), Gatti et al. (2004) e Correia et al. (2005)
também nao observaram interferéncias na germinagao em seus estudos.

A germinacdo geralmente € menos afetada pela presenca de aleloquimicos
provenientes de extratos aplicados em bioensaios que o crescimento. Uma possivel explicagdao

para isso pode residir no fato de o processo de germinagdo utilizar prioritariamente as reservas

da propria semente (Mir6 et al., 1998; Jacobi e Ferreira, 1991). Essa dependéncia das reservas
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internas poderia fazer com que a germinacao fosse menos suscetivel a fatores exdgenos como,
por exemplo, a presenca de aleloquimicos no ambiente. Também existe a possibilidade de
que, durante o processo de embebicdo das sementes, muitos dos aleloquimicos presentes nos
extratos fiquem retidos pelos tegumentos protetores do embrido, ndo chegando até ele em
concentracdes significativas a ponto de interferir na sua expansao.

Pelos parametros analisados (germinabilidade e tempo médio de germinagdo), o efeito
alelopdtico do extrato de cagaita ndo se mostrou expressivo, entretanto, pode se expressar em
relac@o a outros parametros do processo germinativo como, velocidade média de germinagao
e alteracdes na curva de distribuicdo da germinacdo (Ferreira & Aquila, 2000). Outros
parametros podem, futuramente, ser verificados para maior precisdo de interpretagao.

O crescimento das plantulas em extrato aquoso de cagaita estd representado (Figura 1).
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Figura 1. Comprimento (mm) da parte radicular (PR) e parta aérea (PA) de plantulas de
gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus sativus L.) sob
concentracdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%.
Barras representam o desvio padrao.

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey a = 0,05 para PA e
Kruskal-Wallis a = 0,05 para PR (n=30 plantulas/tratamento). As comparacdes foram feitas separadamente entre
parte aérea e radicular bem como para gergelim e rabanete.
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Observou-se que o sistema radicular de ambas as espécies foi mais significantemente
afetado, principalmente na concentracdao do extrato a 3% e, morfologicamente, mostraram-se
mais sensiveis a presenga do extrato foliar de cagaita que as partes aéreas. A diferenca entre
os tratamentos para a parte radicular e aérea do gergelim foi bastante relevante. Nitidamente
ocorreu uma reducdo no tamanho geral das plantulas conforme o aumento da concentracao do
extrato.

Em comparacdo com o controle, os tratamentos (1% e 3%) resultaram em uma
reducgdo radicular do gergelim de 70% e 82% respectivamente (Figura 2). No tratamento a
3%, as raizes de gergelim apresentaram somente um ter¢o do comprimento radicular em
comparacdo com aquelas crescidas em dgua (p<0,0001). A diferenca entre os tratamentos a
3% e 1% nao foi tdo drastica, porém, consideravel (p=0,0438). Para o rabanete, a reducdo
radicular também foi significativa para ambas as dilui¢des do extrato. O extrato diluido a 1%
reduziu o crescimento do sistema radicular das plantulas de rabanete em torno de 70%
enquanto que a 3%, cerca de 87% em relag¢do ao controle (p<0,0020).

Tanto para as plantulas de gergelim quanto para as plantulas de rabanete foram
observadas diferencas significativas entre as dilui¢des do extrato foliar de cagaita. Em ambos
0s casos, a resposta radicular seguiu um padrao similar de inibicao dose-dependente.

As partes aéreas das plantulas de gergelim e rabanete se mostraram menos sensiveis ao
efeito inibidor do extrato (Figura 3). De forma menos drastica que a raiz, a parte aérea das
plantulas de gergelim também exibiu uma reducdo significativa e dose-dependente de seu
comprimento. O tratamento a 1% inibiu o crescimento da parte aérea em torno de 17% e a
3%, cerca de 53%. O mesmo padrdo ndo foi observado para as plantulas de rabanete. Ao
contrario do gergelim, o extrato foliar a 1% estimulou o crescimento da parte aérea do

rabanete em torno de 59% em comparacdo com o controle (p<0,01). J4 o extrato a 3% ndo
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resultou em diferenca significativa do controle. Dessa forma, a parte aérea do rabanete nao
sofreu inibi¢do pelo contato com o extrato.

Pelos resultados descritos constatou-se que o processo de crescimento das plantulas de
gergelim e rabanete foi mais afetado pela presenga do extrato de cagaita que a germinagao.
No crescimento, as partes radiculares foram as mais afetadas. Estudos sobre o crescimento de
raizes de plantulas de alfalfa e “barnyard grass” tratadas com aleloquimicos mostraram que a
germinacdo dessas espécies foi menos afetada que seu crescimento e que o crescimento
radicular foi mais inibido que o dos hipocétilos (Chon et al., 2002).

A sensibilidade radicular aos aleloquimicos é bem documentada em literatura sendo
uma das caracteristicas que melhor indica a acdo alelopdtica de extratos vegetais (Ferreira &
Aquila, 2000; Oliveira, 2003; Ferreira, 2004; Maraschin-Silva & Aquila, 2005).

E sabido que os efeitos alelopdticos podem variar quanto a sua intensidade, devido a
fatores tais como concentragao de aleloquimicos, temperatura e outras interacdes. Geralmente
os efeitos causados tendem a ser mais diretamente dependentes da concentragdo dos
aleloquimicos, ou seja, tendem a ser mais acentuados em concentracdes mais altas
(Maraschin-Silva & Aquila, 2006). Extratos aquosos de folhas de C. brasiliense, Q. parviflora
e E. dysenterica sobre crescimento de D. horizontalis ndo s6 afetaram negativamente o
crescimento das raizes tratadas, como também, esse efeito foi dose-dependente (Aires, 2007).

Ferreira & Aquila (2000) relataram, em seu estudo, que o crescimento radicular das
espécies de alface, arroz, cenoura, chicéria, couve, pepino, repolho e tomate foi inibido
proporcionalmente a concentragdo dos extratos de frutos e folhas de Mimosa bimucronata
(DC) OK. — maricd. Outros estudos também corroboram a relacdo dose-dependente
encontrada em extratos com potencial alelopatico em relacdo a plantulas submetidas aos

mesmos (Pires et al., 2001; Oliveira et al., 2004; Periotto et al., 2003).

34



Capitulo 1

Referente a parte aérea, as plantulas de gergelim seguiram um padrdo similar ao das
raizes, com inibi¢do do crescimento, ainda que mais suave e dose-dependente. Todavia, nas
plantulas de rabanete foi observado um estimulo ao crescimento. Fato similar foi verificado
por Jerénimo (2006) que observou um incremento na porcentagem de crescimento dos
hipocétilos de gergelim tratados com extrato de folhas de lobeira a 1%. Semelhantemente,
Carmo et al. (2007) constataram que o extrato da casca da raiz de Ocotea odorifera (Vell.)
Rohwer. (Lauraceae — canela-sassafras) estimulou o crescimento da parte aérea de plantulas
de sorgo.

Aparentemente, a maior parte, senao todos 0os compostos organicos que sao inibitorios
em alguma concentracdo para determinadas partes das plantas, podem ser estimulantes

quando presentes em determinadas faixas de concentracdo para outros 6rgaos (Rice, 1984).

3.2 Efeito do pH - germinacao e crescimento

Em geral, ndo houve diferenca significativa na germinabilidade das sementes de
gergelim submetidas a extratos com pH 4,7 — valor normal do extrato — e com extrato em pH
7,0 — valor corrigido do extrato (Tabela 3).

Apenas os controles, quando comparados entre si, mostraram diferenca estatistica
(p=0,0495). Tal diferenca pode ter ocorrido devido a questdes de variabilidade genética ou,
simplesmente, condi¢des experimentais adversas visto que as sementes pertenciam ao mesmo
lote. O tempo médio de germinacdo do gergelim foi pouco afetado pela variacdo de pH dos

extratos de cagaita (Tabela 4).
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Tabela 3. Germinabilidade (%) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) sob
concentracdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%
ajustadas para pH 4,7 e pH 7,0.

Germinabilidade (%)

Tratamento Gergelim pH 4,7 Gergelim pH 7,0
Controle 100,0 aA* 86,66 aB
1% 96,66 aA 96,66 aA
3% 96,66 aA 90,00 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Kruskal-Wallis o = 0,05 (n=30
sementes/tratamento). Letras mindsculas — comparagdes entre os tratamentos em um mesmo valor de pH. Letras
maidsculas — comparacdo entre tratamentos de diferentes valores de pH.

Tabela 4. Tempo médio de germinacdo (h) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.)
sob concentra¢des do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e
3% ajustadas para pH 4,7 e pH 7,0.

Tempo Médio (h)
Tratamento Gergelim pH 4,7 Gergelim pH 7,0
Controle 62,40 aA* 63,70 aA
1% 62,90 aA 63,80 aA
3% 63,72 aA 66,66 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey a = 0,05 (n=30
sementes/tratamento). Letras mindsculas — comparagdes entre os tratamentos em um mesmo valor de pH. Letras
maidsculas — comparacdo entre tratamentos de diferentes valores de pH.

Com o pH 4,7 os tratamentos a 1% e 3% e o controle nao diferiram estatisticamente
entre si quanto ao tempo médio de germinacdo. Com pH 7,0 também ndo ocorreram
diferencas estatisticamente significativas embora o tempo médio de germinagdo a 3% tenha
sido o de maior valor.

As Tabelas 5 e 6 mostram a germinabilidade e o tempo médio de germinacdo das
sementes de rabanete tratadas com extrato foliar de cagaita com pH 4,7 e pH ajustado para
7,0. Como descrito para o gergelim, ndo foram observadas diferengas significativas do efeito

do extrato em fun¢do da mudanca de seu pH nos parametros analisados.
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Tabela 5. Germinabilidade (%) de sementes rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentragdes
do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% ajustadas para

pH 4,7 e pH 7,0.
Germinabilidade (%)
Tratamento Rabanete pH 4,7 Rabanete pH 7,0
Controle 96,66 aA* 100,0 aA
1% 100,0 aA 96,66 aA
3% 93,33 aA 93,33 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Kruskal-Wallis e Tukey a =
0,05, respectivamente. (n=30 sementes/tratamento). Letras mindsculas — compara¢des entre os tratamentos em
um mesmo valor de pH. Letras maitisculas — comparagdo entre tratamentos de diferentes valores de pH.

Tabela 6. Tempo médio de germinacdo (h) de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)
sob concentragdes do extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e
3% ajustadas para pH 4,7 e pH 7,0.

Tempo Médio (h)
Tratamento Rabanete pH 4,7 Rabanete pH 7,0
Controle 25,65 aA* 28,80 aA
1% 24,00 aA 24,83 aA
3% 27,43 aA 30,00 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Kruskal-Wallis e Tukey a =
0,05, respectivamente. (n=30 sementes/tratamento). Letras mindsculas — comparacdes entre os tratamentos em
um mesmo valor de pH. Letras maitisculas — comparagdo entre tratamentos de diferentes valores de pH.

Com relagdo ao desenvolvimento do gergelim sob efeito do extrato de cagaita com pH
ajustado para 7,0 e pH 4,7, os resultados sao mostrados na Figura 2. Nos tratamentos com
extrato pH 4,7 observou-se uma inibi¢do significativa e dose-dependente do crescimento
radicular de 71% e 89% para os extratos diluidos a 1% e 3% (p<0,0003), respectivamente. J&
para os extratos com pH 7,0, o tratamento com extrato a 1% inibiu o crescimento das raizes
em 83% e o extrato a 3%, em 88%, ndo diferindo estatisticamente entre si. Quando analisado
o efeito dos diferentes valores de pH nas mesmas concentragdes de extrato, em geral,
verificou-se uma inibi¢do aproximada para os dois valores de pH. Apenas no tratamento a 1%

houve diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 2. Comprimento (mm) da parte radicular (PR) e parta aérea (PA) de plantulas de
gergelim (Sesamum indicum L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% ajustadas para pH 4,7 e pH 7,0. Barras
representam o desvio padrao.

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes (maitisculas — entre partes aéreas ou radiculares
de um mesmo tratamento; mintsculas — entre PAs e PRs de diferentes tratamentos) segundo o teste de Tukey o =
0,05 para PA e Kruskal-Wallis a = 0,05 para PR (n=30 plantulas/tratamento). As comparagdes foram feitas
separadamente entre parte aérea e radicular.

Quanto a parte aérea do gergelim (Figura 2), o efeito inibitério dos extratos com pH
4,7 e pH 7,0 foi similar, ou seja, a diferenca de pH dos extratos ndo teve influéncia importante
nos resultados observados. Em pH 4,7, nos tratamentos a 1% e 3%, a inibi¢do do crescimento
da parte aérea foi de 41% e 61% respectivamente. Em pH 7,0, a inibi¢do foi em torno de 70%
para ambos os tratamentos. Em nenhuma das duas concentragdes de extrato houve uma
resposta dose-dependente visto que nao se verificou um efeito inibitério mais acentuado a 3%.
A diferenca de pH somente foi observada no tratamento a 1% para a parte radicular com um
valor ligeiramente significativo.

Os resultados do gergelim mostraram que o crescimento do sistema radicular foi mais

afetado que a parte aérea. Especificamente com relagdo ao pH dos extratos, ndo se observou
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nenhuma tendéncia de alteracdo da resposta alelopatica apesar do tratamento a 1%
(p=0,0023).

No teste com plantulas de rabanete (Figura 3), observou-se que os resultados foram
bastante similares aos obtidos com plantulas de gergelim em relacdo ao crescimento das
raizes das plantulas tratadas. Tanto para os extratos de pH 4,7 e 7,0, as concentragdes 1% e
3% inibiram o crescimento das raizes em cerca 74% e 83% em relacdo ao controle, sem,
contudo, evidenciar uma resposta dose-dependente visto que ndo houve diferenca estatistica
dos tratamentos entre si — diferiram apenas de seus controles (p<0,01). Como observado com
gergelim, a diferenca de pH nao teve influéncia no efeito alelopatico dos extratos sobre o

crescimento das partes radiculares das plantulas de rabanete (Figura 3).
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Figura 3. Comprimento (mm) da parte radicular (PR) e parta aérea (PA) de plantulas de
rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% ajustadas para pH 4,7 e pH 7,0. Barras
representam o desvio padrao.

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes (maitisculas — entre partes aéreas ou radiculares
de um mesmo tratamento; mindsculas — entre PAs e PRs de diferentes tratamentos) segundo o teste de Kruskal-
Wallis a = 0,05 (n=30 plantulas/tratamento). As comparagdes foram feitas separadamente entre parte aérea e
radicular.
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N

Em relacdo a parte aérea, o extrato foliar de cagaita mostrou uma tendéncia em
estimular o crescimento da parte aérea do rabanete para os diferentes valores de pH (Figura
3). O extrato a 1% com pH 4,7 estimulou levemente (8,2%) o crescimento da parte aérea do
rabanete, contudo, sem diferir estatisticamente do controle. O extrato a 3% com pH 4,7, ao
contrario, inibiu o crescimento diferindo estatisticamente apenas do tratamento a 1%
(p<0,01). No caso dos tratamentos em pH ajustado para 7,0, consistentemente com oS
resultados anteriores, o extrato a 1% estimulou o crescimento da parte aérea em torno de 27%
em relacdo ao controle (p=0,0006). Ja no tratamento com extrato a 3%, houve uma pequena
inibicao (1,5%), contudo, sem diferir significativamente do controle. Como observado nos
experimentos aqui descritos, em relacdo ao crescimento da parte aérea do rabanete, o pH
também nao mostrou diferengas significativas na reposta alelopatica.

No geral, as respostas do sistema radicular e aéreo, tanto de gergelim quanto do
rabanete, mostraram-se mais afetadas pela concentragdo do extrato do que pelas variacdes de
pH. As partes aéreas demonstraram comportamentos diferentes em funcao da concentracao do
extrato foliar de cagaita.

A caracterizagdo fisico-quimica dos extratos vegetais utilizados em bioensaios é
importante para que se possa concluir a respeito dos efeitos bioldgicos observados em tais
ensaios (Carmo et al., 2007). Dentre essas caracteristicas, a avaliacdo do pH e do potencial
osmotico do extrato € de fundamental importincia visto que em sua constitui¢do possa haver
acucares, aminodcidos, dcidos organicos, ions e outras moléculas os quais podem influenciar
sua concentracdo i0nica ou serem osmoticamente ativos (Ferreira, 2004).

Aires (2007) demonstrou que a osmolaridade do extrato de cagaita foi insuficiente
para prejudicar de forma grave o desenvolvimento e a germinagdo de quatro espécies testadas
afastando, assim, qualquer possibilidade de interferéncia osmotica nos efeitos alelopaticos de

tal extrato. Por esse motivo, ndo houve necessidade de serem realizados novos testes com o
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potencial osmético das folhas de cagaita ja que os extratos, neste trabalho, foram feitos nas
mesmas condi¢des do experimento conduzido por esse autor.

Quanto as variacdes de pH, os dados disponiveis sobre germinagdo, em geral, mostram
que variacdes extremas de pH — valores de pH iguais ou inferiores a 3,0 e iguais ou superiores
a 9,0 — podem influenciar negativamente a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas
(Souza Filho et al., 1996).

Ferreira (1976) estudou o efeito de variagdes de pH sobre a germinagdo de sementes
de Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze — marica — e observou que valores de pH fora do
padrao normal para a espécie (pH 4 e 8) resultaram em méa formacdo das plantulas. Em pH 6 e
7 as plantulas se desenvolveram bem, sendo parecidas com as do controle. Entretanto, nao foi
esse padriao observado para gergelim e rabanete nos experimentos com variacdes de pH. No
caso dessas plantas-alvo, nem a germinagdo nem o crescimento foram consideravelmente
influenciados pela variacao do pH do extrato foliar de cagaita.

Em relacdo ao crescimento, semelhantemente ao gergelim e rabanete, outros estudos
também mostraram que os efeitos dos extratos aplicados sobre diferentes plantulas-alvo
estavam diretamente relacionados a acdo direta de aleloquimicos presentes nestes, € que
alteracdes no pH nao influenciaram os resultados (Souza Filho et al., 1996; Souza Filho et al.,
1997; Periotto et al., 2003; Chon & Boo, 2004; Gatti et al., 2004; Correia et al., 2005;
Maraschin-Silva & Aquila, 2005; Carmo et al., 2007).

O fato de o pH estar associado a variacdes na disponibilidade de elementos/nutrientes
em solucdo (Malavolta, 1980), podendo influenciar nas respostas de bioensaios, revela a

necessidade de verificar se existe influéncia ou ndo do pH.
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3.3 Teste do extrato aquoso de E. dysenterica com folhas secas/frescas — germinacio e
crescimento

Nesse experimento — que visou comparar a efetividade alelopdtica dos extratos
preparados com folhas secas e frescas de cagaita — sobre a germinacdo de sementes de
gergelim e rabanete, os dados obtidos mostraram que nem a germinabilidade nem o tempo
médio de germinacdo das espécies-alvo apresentaram quaisquer diferencgas significativas em

relacdo a secagem ou ndo das folhas (Tabelas 7, 8, 9 e 10).

Tabela 7. Germinabilidade (%) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) sob
concentracdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%
provenientes de folhas secas e frescas.

Germinabilidade (%)
Tratamento Gergelim Folha Seca Gergelim Folha Fresca
Controle 90,00 aA* 93,33 aA
1% 93,33 aA 96,66 aA
3% 86,66 aA 93,33 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey a = 0,05 (n=30
sementes/tratamento). Letras mindsculas — comparacdes entre tratamentos. Letras maidsculas — comparagdes
entre os extratos.

Tabela 8. Tempo médio de germinacao (h) de sementes de gergelim (Sesamum indicum L.)
sob concentracdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e
3% provenientes de folhas secas e frescas.

Tempo Médio (h)
Tratamento Gergelim Folha Seca Gergelim Folha Fresca
Controle 64,90 aA* 63,00 aA
1% 66,00 aA 68,70 aA
3% 65,50 aA 67,70 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey a = 0,05 (n=30
sementes/tratamento). Letras mindsculas — comparacdes entre tratamentos. Letras maidsculas — comparagdes
entre os extratos.
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Tabela 9. Germinabilidade (%) de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.) sob
concentracdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%
provenientes de folhas secas e frescas.

Germinabilidade (%)
Tratamento Rabanete Folha Seca Rabanete Folha Fresca
Controle 96,66 aA* 100,0 aA
1% 96,66 aA 100,0 aA
3% 93,33 aA 93,33 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey e Kruskal-Wallis o =
0,05, respectivamente. (n=30 sementes/tratamento). Letras mintisculas — comparacdes entre tratamentos. Letras
maitsculas — comparagdes entre os extratos.

Tabela 10. Tempo médio de germinacdo (h) de sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)
sob concentragdes de extrato aquoso de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1%
e 3% provenientes de folhas secas e frescas.

Tempo Médio (h)
Tratamento Rabanete Folha Seca Rabanete Folha Fresca
Controle 24,83 aA* 27,75 aA
1% 26,48 aA 25,60 aA
3% 28,00 aA 30,00 aA

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey a = 0,05 (n=30
sementes/tratamento). Letras mindsculas — comparacdes entre tratamentos. Letras maitsculas — comparagdes
entre os extratos.

O crescimento das plantulas de gergelim e rabanete sob a influéncia dos extratos de
folhas frescas e secas € mostrado nas Figuras 4 e 5. A parte radicular das plantulas de
gergelim crescidas em extrato de folhas secas foi fortemente inibida, de forma dose-
dependente (p<0,0001), comparada com o controle (Figura 4). O extrato de folhas secas a 1%
reduziu o crescimento das raizes em 59% e o extrato a 3% em 85%. Na presenca do extrato de
folhas frescas o crescimento das raizes teve uma inibicao de 36% e 69% para os tratamentos a
1% e 3% (p<0,0001), respectivamente. Comparando-se os extratos de folha seca e fresca,
observou-se que este ultimo foi significativamente menos efetivo na inibicao do crescimento

radicular das plantulas de gergelim, tanto para a concentracao a 1% quanto a 3%.
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O crescimento da parte aérea das plantulas de gergelim foi notadamente menos afetado
pelos extratos de folhas secas e frescas. No tratamento com o extrato de folhas secas somente
as plantulas submetidas ao extrato a 3% apresentaram uma diferenca significativa, com
inibicao de 63% em relacdo ao controle (p<0,01).

Nao se verificou efeito de concentragdo quanto ao extrato de folhas frescas sobre o
crescimento da parte aérea do gergelim. No tratamento a 3% houve uma pequena redugao do
crescimento — cerca de 18% — que, contudo, ndo foi estatisticamente diferente do controle. A

andlise do efeito do tipo de extrato (folhas secas/frescas) mostrou uma redugdo significativa

do crescimento apenas no tratamento a 3% (p<0,001).
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Figura 4. Comprimento (mm) da parta aérea (PA) e parte radicular (PR) de plantulas de
gergelim (Sesamum indicum L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita

(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% provenientes de folhas secas e frescas.
Barras representam o desvio padrao.

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes (maidsculas — entre partes aéreas ou radiculares
de um mesmo tratamento; mintsculas — entre PAs e PRs de diferentes tratamentos) segundo o teste de Tukey
para partes aéreas e Kruskal-Wallis para partes radiculares ambos a = 0,05 (n=30 plantulas/tratamento). As
comparagdes foram feitas separadamente entre parte aérea e radicular.
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Em relacdo ao crescimento das plantulas de rabanete, o extrato de folhas secas de
cagaita induziu forte reducdo do sistema radicular desta espécie em comparagdo com o
controle (Figura 5). Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos a 1% e 3% com
folhas secas, ambos reduziram o crescimento do sistema radicular em cerca de 84% e 86,5%,
respectivamente, em comparacao ao controle (p<0,0001).

Com o extrato de folhas frescas, a reducdo do crescimento das raizes foi menor. A
1%, o extrato de folhas frescas reduziu o crescimento das raizes em 71,5% em relacdo ao
controle (p<0,0001). Na presenca do extrato de folhas frescas a 3%, as raizes de rabanete
ficaram 82,5% mais curtas (p<0,0001). Referente ao efeito alelopético do tipo de extrato
utilizado, ficou claro que o extrato de folhas frescas foi substancialmente menos efetivo que o
de folhas secas na inibicao da parte radicular (Figura 5).

Como nos experimentos anteriores, a parte aérea do rabanete foi menos afetada pela
presenca dos extratos de folhas de cagaita que as raizes. Todavia, ndo foi observado estimulo
ao crescimento da parte aérea como visto previamente, ao contrdrio, ocorreu uma leve
reducdo de crescimento em comparagcao com o controle. Provavelmente, essa diferenca entre
os bioensaios tenha sido causada por alguma eventualidade experimental.

O extrato de folhas secas ndo induziu diferencas significativas de crescimento,
independentemente da concentragdo (Figura 5). Na presenga de extrato de folhas frescas o
crescimento da parte aérea das plantulas de rabanete ndo foi muito diferente do que foi
observado com o de folhas secas. Em relac@o ao controle — folhas frescas — somente o extrato
a 3% foi significativo, com uma inibi¢do média de 27% no crescimento da parte aérea. No
caso especifico do crescimento da parte aérea do rabanete, ndo se verificou diferencas no

efeito alelopatico entre extrato de folhas secas e frescas.
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Figura 5. Comprimento (mm) da parta aérea (PA) e parte radicular (PR) de plantulas de
rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentracdes do extrato aquoso de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3% provenientes de folhas secas e frescas.
Barras representam o desvio padrao.

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes (maitisculas — entre partes aéreas ou radiculares
de um mesmo tratamento; mintisculas — entre PAs e PRs de diferentes tratamentos) segundo o teste de Tukey
para partes aéreas e Kruskal-Wallis para partes radiculares ambos a = 0,05 (n=30 plantulas/tratamento). As
comparacgdes foram feitas separadamente entre parte aérea e radicular.

Consistente com as observagdes dos experimentos anteriores, nem o processo de
germinacdo nem o tempo médio de germinacdo foram significativamente afetados pela
presenca de extrato foliar de cagaita, sua concentracdo, pH, ou forma de preparo. O
crescimento, diferentemente, foi fortemente afetado pela concentracdo do extrato e pela sua
forma de preparo.

Apesar de alguns trabalhos mostrarem que extratos foliares de algumas plantas
possuem maior efeito alelopatico quando as folhas sdo utilizadas in natura, ou seja, sem a
secagem em estufa (Prates et al., 2000; Pifia-Rodrigues & Lopes, 2001; Gatti et al., 2004;
Goetze & Thomé, 2004; Javaid et al., 2006; Cuchiara et al., 2007), no caso dos extratos de

folhas de cagaita secas e frescas, os dados mostraram que este dltimo afetou em menor escala
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o desenvolvimento de plantulas de gergelim e rabanete principalmente no crescimento das
raizes.

Resultados semelhantes foram observados nos estudos com extratos secos/frescos de
eucalipto e tabaco no crescimento de plantulas de alface e brocolis. Nesse estudo, os extratos
elaborados a partir de folhas secas apresentaram efeitos prejudiciais em maior escala sobre as
plantulas tratadas, que os provenientes de folhas frescas (Goetze & Thomé, 2004). Outros
estudos corroboram com o uso de folhas secas na preparacdo de extratos (Oliveira et al.,
2004; Campos, 2006; Aires, 2007; Carmo et al., 2007).

O material seco pode apresentar maior potencial alelopético caso as substancias nao
sejam destruidas durante sua secagem. E provédvel que na secagem do material, a integridade
das membranas celulares seja comprometida, facilitando a liberacao dos aleloquimicos para o
meio. Contudo, o maior poder alelopatico associado ao extrato com folhas secas pode ser
resultado também da utilizacdo de uma quantidade maior de matéria seca para a composi¢ao
do extrato quando comparado ao elaborado com folhas frescas (Jacobi & Ferreira, 1991),
simplesmente por este dltimo conter mais dgua. Isso aparentemente ocorreu o extrato de
cagaita.

Pelo cadlculo do teor de umidade das folhas de cagaita foi verificado que as folhas
secas apresentaram um peso médio de 14,7g (SD+0,06), ou seja, cerca da metade do peso das
folhas frescas recém-colhidas, cujo peso médio foi de 31,8g (SD#0,12). Dessa forma,
considerando-se a utilizacdo do mesmo peso de folhas para o preparo dos extratos (p/v), 0s
extratos preparados com folhas secas apresentaram conteido relativo de matéria seca
significantemente superior aos extratos preparados com folhas frescas, logo, com maior
quantidade de potenciais agentes alelopéaticos.

Provavelmente, por tais motivos, no caso de M. bimucronata, o material seco

apresentou maior poder alelopatico (Jacobi & Ferreira, 1991). Contudo, dependendo da
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natureza do inibidor que exerce papel alelopatico sobre outras espécies, o material de folhas
frescas pode ser mais eficiente (Kil & Yim, 1983 apud Jacobi & Ferreira, 1991). No mais,
existem variagdes que sdo relacionadas com a espécie e a parte da planta utilizada nos extratos
que podem responder diferentemente ao potencial inibitério de um determinado extrato

(Javaid et al., 2006).

3.4 Caracterizacao morfologica

Também foi realizada uma andlise das caracteristicas morfoldgicas das plantulas de
gergelim e rabanete tratadas com os extratos foliares aquosos de cagaita. Nas tabelas 11 e 12
estdo quantificadas as porcentagens de plantulas que apresentaram pélos radiculares e raizes
laterais para ambas as espécies.

Para o gergelim, 100% das plantulas do controle apresentaram pélos radiculares. Tanto
nas concentragdes a 1% e 3% ocorreu uma reducdo — dose-dependente — do nimero de
plantulas com pélos radiculares para 86,7% e 26,7%, respectivamente. Todavia, apenas no
tratamento com extrato a 3%, essa redugdo foi significativa (p<0,001) em relagdo aos demais

tratamentos (Tabela 11).

Tabela 11. Porcentagem de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) com pélos
radiculares, com raizes laterais e quantidade média de raizes laterais por
tratamento. Plantulas tratadas com extrato de cagaita (Eugenia dysenterica DC.)
por cinco dias em diferentes concentracdes (1% e 3%) e 4gua como controle.

Tratamento Plantulas com pélos Plantulas com Quantidade média
radiculares (%) raizes laterais (%) de raizes laterais
Controle 100,0 a* 90,0 a **36+2,01a
1% 86,7 a 83,3a 3,6+£246a
3% 26,7b 60,0 b 1,8+1,78b

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey para o nimero de
plantulas que apresentaram raizes laterais e quantidade média de raizes laterais por tratamento. Kruskal-Wallis
para o numero de plantulas que apresentaram pélos absorventes. Ambos os testes a = 0,05 (n=30
plantulas/tratamento).

** Valores médios seguidos pelo seu desvio padrdo.
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Apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa na porcentagem de plantulas com
pélos radiculares entre o controle o tratamento a 1%, visualmente, o aspecto destas ultimas
dava a clara impressdo que tinham uma menor quantidade de pélos que o controle (Figura
7A). Observagao similar pdde ser feita também para o tratamento a 3%, tanto em relagdo ao
controle quanto ao tratamento a 1%.

Referente ao numero de plantulas com raizes laterais, foi observado um padrio
semelhante ao verificado para os pélos radiculares (Tabela 11). Para o controle, 90% das
plantulas tinham raizes laterais. Para o tratamento a 1%, a presenca de raizes laterais foi
verificada em 83,3% das plantulas observadas. A 3%, apenas 60% das plantulas continham
raizes laterais. Ficou claro que o aumento da concentracdo do extrato resultou em uma
significante redu¢do do numero de plantulas com raizes laterais (p<0,001). Tendéncia
semelhante foi verificada com o nimero de raizes laterais por plantula/por tratamento. O
ndmero de raizes laterais foi de 3,6 raizes no controle e no tratamento a 1%, e 1,8 raizes no
tratamento a 3%.

Para o rabanete, a porcentagem de plantulas com pélos radiculares teve um
comportamento semelhante ao do gergelim. Em média, 70% das plantulas crescidas em 4gua
apresentaram pélos radiculares (Tabela 12). Ja os tratamentos com extrato diluido a 1% e a
3% esse valor caiu para 53,3% e 10%, respectivamente. Estatisticamente, somente se
verificou diferenca no extrato a 3% em relagdo aos demais (p<0,0001). No aspecto visual, no
extrato a 1% e 3%, as plantulas tinham menos pélos radiculares o controle (Figura 7B). Além
disso, foi observado nos tratamentos que os pélos se mostravam com uma distribuicio em

agregados isolados, bastante diferente do padrao observado nas plantulas do controle.
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Tabela 12. Porcentagem de plantulas de rabanete (Raphanus sativus L.) com pélos
radiculares, com raizes laterais e quantidade média de raizes laterais por
tratamento. Plantulas tratadas com extrato de cagaita (Eugenia dysenterica DC.)
por cinco dias em diferentes concentracdes (1% e 3%) e 4gua como controle.

Tratamento Plantulas com pélos Plantulas com Quantidade média
radiculares (%) raizes laterais (%) de raizes laterais
Controle 70,0 a* 933a **1,7+1,50a
1% 533a 33,3b 1L1£1,66b
3% 10,0 b 23,3b 0,3+0,52b

*Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes segundo o teste de Kruskal-Wallis para todos os
parametros calculados com a = 0,05 (n=30 plantulas/tratamento).
** Valores médios seguidos pelo seu desvio padrio.

Foi observada uma dréstica reducdo do nimero de plantulas tratadas de rabanete que
apresentaram raizes laterais em compara¢dao com o controle (p=0,0008 para 1% e p<0,0001
para 3%). Para ambas as concentracdes, 1% e 3%, o nimero de plantulas com raizes laterais
foi de 33,3% e 23,3%, respectivamente. A quantidade média de raizes laterais por plantula
também foi significativamente reduzida de forma dose-dependente.

Como visto, as plantulas de gergelim e rabanete mostraram alteragdes morfoldgicas
sob o efeito do extrato foliar de cagaita. Essa diferenca se manifestou mais visivelmente nas
raizes onde se verificou a reducdo de pélos radiculares e nimero de raizes laterais (Figura 7A,
B). Em todos os casos a diminui¢io do nimero de plantulas com pélos radiculares foi
proporcional a concentragdo do extrato.

Aires (2007) verificou considerdvel redu¢do na porcentagem de plantulas de Z. mays e
B. pilosa, com presenca de pé€los radiculares, sob efeito dos extratos de pequi, cagaita e pau-
terra. Semelhantemente, Mir6 et al. (1998) verificaram uma reduc@o na quantidade de pélos
absorventes em radiculas de milho tratadas com extrato aquoso de llex paraguariensis A. St.-
Hil. (erva-mate) considerando tal reduc¢do, um sensivel indicador do efeito alelopatico em

bioensaios.
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O fato de as plantulas tratadas com extrato de cagaita, ainda produzirem raizes laterais,
porém, em menor quantidade que o controle, indica que esse evento possa estar relacionado
com distirbios no balanco hormonal (Dayan et al., 2000). O envolvimento de substancias
alelopaticas com o balanco de hormdnios é um mecanismo comum de interferéncia
alelopdtica (Souza Filho & Alves, 2002). Estudos realizados por Brunn et al. (1992)
mostraram que flavonéides inibiram o transporte de auxina em raizes de tomate levando a um
distirbio em seus niveis normais, o que resultou na indug@o de raizes laterais e na supressao
do crescimento gravitrpico da raiz.

Oliveira e colaboradores (2004) e Jerdnimo (2006) também verificaram em seus
estudos que plantulas de gergelim tratadas com extrato de lobeira apresentaram reduc¢ido no
tamanho médio radicular, na presenca de raizes laterais e de pélos radiculares. Aires (2007)
verificou que todas as plantulas submetidas ao extrato de E. dysenterica apresentaram reducao
significativa no nimero médio de raizes laterais por plantula além de escurecimento dos
tecidos radiculares.

Os efeitos na reducdo do tamanho radicular, na presenga de raizes laterais e de pélos
absorventes, comumente observados em plantulas submetidas a extratos, podem afetar a
absor¢do eficiente de nutrientes pelas plantulas (Raven et al., 2001) afetando seu
desenvolvimento. No ambiente Cerrado, onde ter uma raiz profunda € essencial para
sobrevivéncia, tais reducdes poderiam comprometer o estabelecimento dessas plantulas
(Abdala et al., 1998). Quando o desenvolvimento de outra espécie é prejudicado, a espécie
favorecida pode se estabelecer pelo fato de menor pressdo de competi¢ao (Jacobi & Ferreira,
1991).

Plantulas de gergelim e rabanete apresentaram escurecimento das partes que estavam
em contato com o extrato, que assumiram uma tonalidade marrom (Figura 7A, B). O

escurecimento de por¢des radiculares também foi observado em plantulas de picdo preto,

51



Capitulo 1

capim gordura, capim colchdo submetidas ao extrato de cagaita (Aires, 2007).
Semelhantemente, o aspecto de escurecimento radicular foi observado nos tratamentos com
extratos de Dodonaea viscosa Jacq. e plantulas de alface (Maraschin-Silva & Aquila, 2005).

Geralmente, o escurecimento de tecidos € associado com um processo de necrose.
Contudo, Jeronimo (2006) mostrou que o efeito causado pelo extrato de lobeira no
escurecimento das raizes das plantulas de gergelim pdde ser revertido quando as mesmas
foram lavadas e transferidas para placas com dgua destilada. Os tecidos escurecidos nao
estavam necrosados, um provavel acimulo de fendis promoveu a alteracao da cor.

Segundo Jerdnino (2006) e Aires (2007), o termo necrose — morte provocada por dano
fisico, quimicos ou outra lesdo externa que leve a morte celular (Taiz & Zeiger, 2004) — talvez
nio seja o mais apropriado para definir o escurecimento com coloracio tipica do tecido
radicular visto que esse termo se refere a tecidos mortos e o teste de reversibilidade
comprovou que os tecidos estavam vivos. Além disso, este escurecimento radicular tem sido
atribuido a danos oxidativos pelos aleloquimicos presentes no extrato aplicado (Weir et al.,
2004). Ja Cruz-Ortega et al. (1998) relataram que o endurecimento e escurecimento dos
apices radiculares sao evidéncias de alteragdes morfoldgicas e ultra-estruturais causadas por
fitotoxinas.

Borghetti et al. (2005) verificaram que extratos de Solanum lycocarpum A. St.-Hil.,
Trembleya parviflora Cogn. e Eugenia dysenterica DC. inibiram a producdo de pélos e, em
alguns casos, interferiram na curvatura gravitropica das plantulas de gergelim tratadas.
Semelhantemente, Oliveira et al. (2004) observaram auséncia de pélos radiculares, reducdo de
raizes laterais e gravitropismo alterado de plantulas de gergelim tratadas com extrato de
lobeira.

O efeito do extrato sobre a resposta gravitropica das plantulas foi também observado

nesse estudo, tanto com gergelim quanto com rabanete. As raizes de plantulas tratadas com o
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extrato de cagaita tenderam a crescer no sentido contrario aquele apresentado pelas plantulas
do controle. Chon et al. (2000), sugeriram que esse comportamento poderia ser uma tentativa

da planta de evitar o contato com aleloquimicos. No entanto, tal suposicdo precisa ser melhor

investigada.

Figura 6. Plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus sativus L.)
crescidas durante cinco dias em dgua (controle) e em diferentes concentracdes do
extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.). Concentragdes em
porcentagem: 0 (dgua), 1% e 3%. A) Plantulas de gergelim. B) Plantulas de
rabanete.
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4. CONCLUSOES

1.

O extrato aquoso de cagaita ndo afetou a germinabilidade nem o tempo médio de
germinacdo do gergelim e do rabanete.

O extrato aquoso de cagaita apresentou propriedades alelopaticas sobre o crescimento
das plantulas tratadas.

As porg¢des radiculares sdo mais sensiveis ao extrato de cagaita e sua concentracao que
as partes aéreas tanto para o gergelim quanto para o rabanete.

O pH nao afetou a germinagdo nem o crescimento das espécies-alvo indicando que as
respostas encontradas foram provenientes do(s) efeito(s) do(s) aleloquimico(s)
presente(s) no extrato de cagaita.

O processamento do extrato com folhas secas/frescas ndo interfiriu na germinacio e
no tempo médio de germinacdo das sementes de gergelim e rabanete. Contudo, o
crescimento respondeu diferentemente ao processamento.

O extrato proveniente de folhas frescas afetou o desenvolvimento do gergelim e do
rabanete em menor escala tanto a parte aérea como radicular. Os extratos de folhas
secas de cagaita demonstraram ser mais efetivos que os de folhas frescas.

O extrato aquoso foliar de cagaita induziu alteracdes morfolégicas em ambas as
espécies-alvo como: reducdo dose-dependente da quantidade de plantulas com pélos
radiculares e raizes laterais, reducdo da quantidade média de raizes laterais por

plantula, escurecimento dos tecidos radiculares e respostas gravitropicas alteradas.
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Estudos morfo-anatomicos das raizes de Sesamum indicum L. (Pedaliaceae — gergelim) e
Raphanus sativus L. (Brassicaceae — rabanete) submetidas ao extrato aquoso foliar de
Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae — cagaita).
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RESUMO

Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae), popularmente conhecida como cagaita, possui uma
ampla distribuicdo no Cerrado. Essa espécie possui efeito alelopdtico. Algumas das
caracteristicas observadas em plantulas tratadas com extrato de cagaita foram a redugdo do
comprimento radicular, reducdo do nimero de plantulas com pélos radiculares e com raizes
laterais, escurecimento tecidual das raizes em contato com o extrato e interferéncia no
gravitropismo. Os objetivos deste estudo foram investigar. em nivel estrutural e ultra-
estrutural, alteragdes morfo-anatomicas radiculares em plantulas de gergelim (Sesamum
indicum L.) e rabanete (Raphanus sativus L.) crescidas em extratos aquosos foliares de
cagaita. Objetivou-se, também, verificar os efeitos do extrato sobre a formacgao dos estatdlitos
da coifa de ambas as espécies-alvo pelo fato de o extrato de cagaita afetar o gravitropismo.
Para a obtencdo das raizes para andlise anatdmica quinze sementes de cada espécie-alvo
foram germinadas e crescidas em placas de petri contendo 12 mL de 4gua destilada (controle)
e extratos aquosos de cagaita a 1% e 3%. Os extratos aquosos foram preparados a partir de
folhas previamente secas (50 °C/24 h), trituradas e ressuspensas em agua destilada para as
concentracoes finais de 1% e 3% (p/v). As plantulas foram incubadas em camara de
germinagdo a 25 °C - rabanete ¢ 30 °C - gergelim com fotoperiodo de 12 h. A cada 24 h, a
partir da germinacdo de cada espécie, durante cinco dias, houve fixacdo do material em
paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2% e tampao cacodilato de s6dio 0,05 M. Apdés a fixagdo,
sua preparacdo ocorreu conforme a especificidade de cada técnica de microscopia. Foram
obtidos cortes para microscopia Optica (transversais e longitudinais de dpices radiculares),
microscopia eletronica de varredura (JEOL JEM 840A), de transmissdao (JEOL 1011) e testes
histoquimicos (cloreto férrico e sulfato ferroso). Anatomicamente, observou-se necrose da
epiderme e cortex radicular nas regides escurecidas de contato com o extrato (presenca de
taninos no extrato), hipertrofia do parénquima cortical e diferenciacdo precoce do xilema
(responsaveis pelo aumento de diametro), alteragcdes no tamanho e formato da coifa e nos
estatolitos (mudangas na resposta gravitropica). Devido a importancia da coifa na regulacio e
no controle de vdrios mecanismos do desenvolvimento radicular, além da resposta
gravitacional, sua alteracdo talvez seja o ponto mais importante da acdo dos aleloquimicos
presentes no extrato de cagaita visto que esta possa ser a base de grande parte das
anormalidades observadas nas raizes tratadas.

Palavras Chaves: alelopatia, Eugenia dysenterica, morfo-anatomia, amiloplastos, estatdlitos,
Sesamum indicum, Raphanus sativus.
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Morpho-anatomical studies of Sesamum indicum L. (Pedaliaceae — sesame) and
Raphanus sativus L. (Brassicaceae — radish) roots subjected to aqueous leaf extract of
Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae — cagaita).
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ABSTRACT

Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae), popular known as cagaita, is a very widespread species
in Cerrado. This specie has allelopathic effects. Some characteristics noticed in treated
seedlings with cagaita leaves extract were reduced root lenth, reduced number of seedlings
with root hair and with lateral roots, root darkness regions in contact with the extract and
gravitropic interference. The aims of this study were to investigate the morpho-anatomical
root alterations in seedlings of sesame (Sesamum indicum L.) and radish (Raphanus sativus
L.) grown in leaf aqueous extract of cagaita in structural and ultra-structural levels. In
addition, it was also verified the effects of this extract on the formation of statoliths of the root
cap in both targered-species because of the gravitropic altered response. Fifteen seeds of each
targered-species were germinated and grown in petri dishes with 12 mL of distilled water
(control) and cagaita aqueous extract at 1% and 3%. This extract was prepared from dried
leaves (50 °C/24 h), grinded and resuspensed in distilled water to final concentrations of 1%
and 3% (w/v). The seedlings were incubated in germination chambers at 25 °C (radish) and 30
°C (sesame) with 12 h of photoperiod. 24 h after each specie germination, during five days,
the roots were fixed in paraformaldehyde 4%, glutaraldehyde 2% and sodium cacodilato
buffer 0,05 M. After the fixing process, the material was prepared according to each
microscopy technique. The sections were obtained to optical microscopy (transverse and
longitudinal sections from root apex), scanning electron microscopy (JEOL JEM 840A),
transmission electron microscopy (JEOL 1011) and histochemical tests (ferric chloride and
ferrous sulphate). Anatomically it was observed epidermis and cortical necrosis in darkening
regions of roots incubated in the extracts (due to tannins in the extract), there was either
hypertrophy of the cortical parenchyma and earlier xylem differentiation (responsible for the
increased diameter), lenth and shape root cap alterations as well as statoliths alterations
(changed gravitropic responses). Due to the root cap importance in regulation and control of
several mechanisms of root development, besides the gravitropic response, its alteration is
likely to be the most important region of allelochemical’s action and it may be the basis for
many of the abnormalities observed in the treated roots.

Key Words: allelopathy, Eugenia dysenterica, morpho-anatomy, amyloplasts, statoliths,
Sesamum indicum, Raphanus sativus.
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1. INTRODUCAO

Alguns produtos do metabolismo secundario, quando liberados no ambiente,
promovem efeitos nocivos ou benéficos ao individuo que sofre sua ac¢do (Rice, 1984). Esses
compostos sdo conhecidos como aleloquimicos e seus efeitos como alelopatia (Ferreira &
Aquila, 2000). Os aleloquimicos podem ser encontrados em folhas, caules, raizes, frutos,
sementes, cascas e inflorescéncias de plantas, ndo existindo um padrio na quantidade e
distribuicao em cada uma dessas partes (Alves et al., 2002).

O local de acimulo de aleloquimicos nos vegetais provavelmente estd relacionado
com sua facilidade de liberac@o para o ambiente e da func@o que exercerdo. Os aleloquimicos
situados nos tecidos vegetais mais externos, geralmente, atuam na defesa contra herbivoros e
patogenos (Alves et al., 2002). Os que s@ao acumulados mais internamente estio relacionados
a competicdo por recursos entre os vegetais (Alves et al., 2002; Hadacek, 2002). Muitos
aleloquimicos ja foram isolados, identificados e seus efeitos estudados, ndo somente na
germinacdo, crescimento ou metabolismo, mas, também, em nivel molecular (Ferreira &
Aquila, 2000; Ferreira, 2004; Weir et al., 2004).

Os principais grupos de compostos que estdo envolvidos em processos alelopaticos
sao fendis, taninos, cumarinas, terpenos, alcaldides, quinonas e outros (Inderjit, 1996).
Segundo Einhelling (1996), a inibi¢do alelopatica resulta da acdo combinada desses grupos de
aleloquimicos que, coletivamente, interferem em vdrios processos fisiologicos. Nesse
contexto, os efeitos morfoldgicos dos aleloquimicos sobre as plantas sdo apenas sinaliza¢des
secunddrias (Ferreira & Aquila, 2000) decorrentes de tais interferéncias. Pesquisas sobre o
efeito de aleloquimicos na anatomia de plantulas sdo escassos na literatura.

Dayan et al. (2000) relataram a interferéncia de aleloquimicos nas fases de mitose e na

formacdo atipica de parede celular em células da raiz de Allium cepa L. (Liliaceae - cebola)
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crescida na presenca de extrato de Leucophyllum frutescens (Berl.) LM. Johnston
(Escrophulariaceae —“purple sage”). Sugeriram que esse distirbio estava relacionado com
uma ruptura na organizacdo dos microtibulos pela acdo dos compostos alelopéticos do
extrato.

Plantulas de Phaseolus vulgaris L., expostas a exsudatos da raiz de Sorghum bicolor
(L.) Moench. (sorgo), que contém sorgoleone (SGL) - um composto com acdo alelopatica -,
mostraram altera¢des anatdmicas em seus caules como: diminui¢do no nimero de camadas de
células, espessamento da parede celuldsica do colénquima, aumento no nimero de camadas
de células parenquiméticas do cértex, diminui¢do no nimero e deformagao dos elementos de
vaso e descontinuidade na bainha amilifera (Hallak et al., 1999).

Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae), popularmente conhecida como cagaita, foi
selecionada para esse estudo por apresentar potencial alelopdtico comprovado (Borghetti et
al., 2005; Aires, 2007; Giotto et al., 2007; Souza et al., 2007). E uma érvore melifera,
tanifera, ornamental, que produz frutos comestiveis com propriedades laxativas. E
considerada como uma das grandes corticeiras do Cerrado (Almeida et al., 1998; Brito et al.,
2003; Silva Janior, 2005).

Os efeitos morfo-anatomicos dos aleloquimicos presentes no extrato foliar de cagaita
sobre plantas-alvo ainda nao foram descritos na literatura. Em observagdes preliminares foi
verificado que plantulas de gergelim e rabanete tratadas com o extrato de cagaita
apresentaram crescimento radicular reduzido, presenca de coloracdo “marrom” das raizes
quando em contato com o extrato, diminui¢do quantitativa e qualitativa de pélos e de raizes
laterais além de aspecto retorcido — principalmente em extratos mais concentrados. Outros
autores também verificaram caracteristicas semelhantes em seus estudos com outras espécies

(Cruz-Ortega et al., 1998; Oliveira et al., 2004; Aires et al., 2005).
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O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do extrato aquoso foliar de
Eugenia dysenterica DC. (Myrtaceae — cagaita) sobre as estruturas anatdmicas radiculares de
Sesamum indicum L. (Pedaliaceae — gergelim) e de Raphanus sativus L. (Brassicaceae —

rabanete) cultivadas em laboratério.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das radiculas para analise anatomica

Para a obtencdo das radiculas, sementes de gergelim (Sesamum indicum L.) variedade
negra e de rabanete (Raphanus sativus L.), variedade Vip Crimson da marca Feltrin, foram
germinadas em placas de Petri. As sementes de gergelim utilizadas nos experimentos foram
adquiridas de individuos plantados no préprio Laboratério de Termobiologia — UnB e
estocadas a -20 °C ap0s sua colheita. Antes da montagem do experimento, as sementes foram
descongeladas. As sementes de rabanete, obtidas em lojas de produtos agricolas, pertenciam
ao mesmo lote para minimizar possiveis diferencas no padrao de germinagao. Estas nao foram
congeladas em momento algum.

Para o experimento de germinagao foram utilizadas placas de Petri (didametro: 15 cm),
contendo duas folhas de papel filtro Qualy ®, previamente autoclavadas por 20 minutos a
120 °C. Em cada placa foram colocadas 15 sementes da espécie-alvo escolhida (gergelim ou
rabanete), extrato aquoso foliar de cagaita diluido a 1% e 3% e dgua como controle.

O extrato aquoso foliar de cagaita aplicado nos bioensaios de germinagao foi obtido da
seguinte forma: folhas de E. dysenterica foram coletadas e secas em estufa a 50 °C por 24h.
Em seguida, foram trituradas com auxilio de um liquidificador até a obten¢do de macerado em
consisténcia de po. O extrato foi preparado com o acréscimo de dgua destilada ao triturado
obtendo-se uma concentracao final de 5 % (p/v) de extrato — 5 g de macerado em 100 mL de
dgua destilada — sendo este incubado a 6 = 2 °C para minimizar a contaminacao por fungos e
bactérias, e durante 24h para a extracdo dos aleloquimicos (Ferreira & Aquila, 2000).
Subsequentemente, o extrato foi filtrado em papel filtro Whatman n° 1 e imediatamente
utilizado na montagem do ensaio de germinacao (Jacobi & Ferreira, 1991; Pina-Rodrigues &

Lopes, 2001).
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O extrato bruto obtido a 5% (p/v) foi diluido para concentracdes a 1% e 3%. Doze
mililitros de cada diluicao foram adicionados as placas e, entdo, depositadas as sementes das
espécies-alvo. Subsequentemente, as placas foram lacradas com filme pléstico e
acondicionadas aleatoriamente na camara de germinacdo do tipo B.O.D. (Marconi MA 403)
com temperatura ajustada para 25 °C (rabanete) e 30 °C (gergelim) e fotoperiodo de 12h.

A cada dia, uma placa referente ao controle e referente aos extratos a 1% e 3% foram
retiradas para cada espécie e as plantulas fixadas para futuros cortes anatomicos. O periodo de
coleta decorreu por cinco dias consecutivos em hordrios pré-estabelecidos, ou seja, no mesmo
horério de coleta do primeiro dia.

A primeira coleta foi ajustada de acordo com o tempo médio de germinacao de cada
espécie. A primeira coleta das amostras ocorreu para o rabanete cerca de 18h + 2 enquanto
que para o gergelim cerca de 28h + 2 apds a montagem do experimento. Para as duas
espécies, as retiradas subseqiientes foram feitas a cada intervalo de 24h.

Os experimentos de germinacdo foram desenvolvidos no Laboratério de
Termobiologia L.G. Labouriau do Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia
(UnB) enquanto que as andlises anatdmicas foram conduzidas nos Laboratérios de Anatomia

Vegetal e de Microscopia Eletronica.

2.2 Cortes anatomicos — preparacao histologica

O material vegetal coletado foi selecionado de forma a conter as plantulas que mais
representavam os efeitos alelopaticos do extrato de cagaita, evitando-se a coleta de casos
extremos. Apices radiculares de gergelim e rabanete provenientes dos tratamentos (1% e 3%)
e do controle (dgua) foram fixados em solucdo fixadora composta por: paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 2% em tampao cacodilato de sédio 0,05 M com pH 7,1. Os espécimes foram

deixados em vécuo por lh. Retirado do vdcuo, o material foi lavado em 4gua destilada e
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depositado novamente em fixador permanecendo resfriado a 4 °C por 24h. Em seguida, o
material foi lavado em 4gua destilada mais uma vez e transferido para tampao cacodilato de
soddio (0,01 M) — continuando resfriado — até que todas as coletas tivessem sido realizadas.

Ap6s a fixacdo, o material foi lavado em dgua destilada e desidratado em série etilica
crescente (Johansen, 1940), clareado em xilol, infiltrado e emblocado em pastilhas de histosec
(Merck) — material similar a parafina, porém, com maior plasticidade.

Subsequentemente, os dpices radiculares foram seccionados no plano longitudinal e
transversal (cortes seriados) com espessura variando entre 5 a 7 pum e 10 um,
respectivamente. As amostras foram seccionadas em micrétomo rotatério Leica modelo RM
2145. Os cortes foram distendidos e aderidos as laminas utilizando-se dgua destilada. As
laminas contendo os cortes foram deixadas sobre placa histolégica a 45 °C até sua secagem
completa. Logo em seguida foram acondicionadas em estufa a mesma temperatura por 48h.

Finalizando o processo, os cortes foram desparafinizados (Johansen, 1940), e corados
com corante Safranina e Azul de Toluidina e o meio de montagem usado foi Entellan
(Merck). Apés a secagem, as laminas foram fotografadas em fotomicroscépio Zeiss modelo

Axioskop. As escalas foram preparadas com o auxilio de uma lamina micrométrica.

2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para ambas as espécies-alvo, trés radiculas de cada tratamento (controle, 1% e 3%),
referentes ao 1°, 3° e 5° dia de crescimento, foram fixadas como descrito para microscopia
Optica. As raizes ja fixadas passaram, entdo, por um processo de poés-fixacdo para a
microscopia de varredura que foi iniciado com duas lavagens prévias em tampao cacodiato
0,1 M e finalizado com a deposi¢do do material em tetréxido de ésmio e tampao cacodiato
0,05 M — na proporcdo de 1:1 — por 1h, no escuro. Apds essa etapa, procedeu-se com nova

lavagem em tampao cacodilato 0,05 M e lavagem final com dgua destilada.
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Terminada a p6s-fixacdo, as amostras foram desidratadas em acetona (30, 50, 70, 90 e
100%) e secas ao ponto critico em um equipamento Balzers CPD 30. Posteriormente, as
raizes foram colocadas em um porta-espécimen, cobertas com ouro em um metalizador
Balzers SCD 050 e observadas em microscépio eletronico de varredura JEOL JEM 840A a 10

KV. As fotografias foram feitas em maquina digital.

2.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Raizes de gergelim e rabanete, dos tratamentos 1%, 3% e do controle, dos dias 3 e 5
foram fixadas para microscopia eletronica de transmissdo. A fixacdo ocorreu conforme
descrito para microscopia eletronica de varredura. Todavia, a pds-fixacao foi realizada com
tetroxido de 6smio diluido em ferracianeto de potéssio (1:1). Posteriormente, o material foi
contrastado em bloco em acetato de uranila 0,5%, no escuro, a 4 °C “overnight”.

As amostras foram desidratadas em uma série crescente de acetona e gradualmente
infiltradas em resina “Spurr”. Apds a infiltracdo, as mostras foram colocadas em resina
(100%) e levadas a estufa, a 60 °C, por 48h para sua polimerizacao.

Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo Reichert Supernova — Leica, com
espessura de 50 a 90 nm. Telinhas de cobre de 150 mesh foram utilizadas para a coleta dos
cortes. Terminados os cortes, nova contrastacdo foi feita com acetato de uranila e citrato de
chumbo, por 40 e 15 minutos, respectivamente. As amostras foram observadas em
microscopio eletronico de transmissdo modelo Jeol 1011, e as imagens adquiridas com o

auxilio de camara digital GATAN UltraScan.

2.5 Testes histoquimicos

Testes histoquimicos foram feitos, para a identificacio de compostos fendlicos, em

seccoes de material fresco cortado com auxilio de micr6tomo de mesa modelo R. Jungag
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Heidelberg. Os cortes frescos obtidos foram reagidos com duas solugdes: sulfato ferroso que
produz coloragdo verde bem escuro na presenga de taninos condensados € outros compostos
fendlicos, e cloreto férrico que produz coloragdao negro-azulada ou verde escuro com
compostos fendlicos como os taninos (Kraus & Arduin, 1997; Johansen, 1940). Cortes
controles foram obtidos sem aplicacdo de qualquer reagente. Apds as reacdes, laminas foram

montadas e imediatamente fotografadas em fotomicroscépio Zeiss modelo Axioskop.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anadlise morfo-anatomica do efeito dos extratos de cagaita (E. dysenterica) na
estrutura radicular de gergelim (S. indicum) e de rabanete (R. sativus).

3.1.1 Morfologia das raizes de gergelim e rabanete crescidas em extrato foliar de cagaita

As Figuras 1 e 2 mostram a morfologia externa das regides apicais das raizes de
gergelim e rabanete crescidas em extrato de cagaita (1% e 3%) e respectivos controles. Foi
observado que as raizes tratadas apresentaram menor comprimento e maior didmetro que
aquelas crescidas em dgua. Outra caracteristica verificada nas micrografias foi em relacao ao
desenvolvimento de pélos radiculares nas raizes das duas espécies-alvo. Ao contrdrio do que
foi observado no estudo anterior, onde houve reducdo no nimero de plantulas com pélos
radiculares em relacdo aos seus controles, as micrografias de varredura mostraram que todas
as plantulas examinadas continham pélos radiculares, ainda que de tamanho diminuto
(Figuras 1G-I e 2H-I).

Adicionalmente, nas plantulas tratadas de gergelim (Figura 1G-H) e rabanete (Figura
2G-]) foi observado um espessamento da raiz ao longo de sua extensdo e, nas plantulas de
rabanete, foi verificada uma pronunciada curvatura radicular, mesmo aquelas com apenas um
dia de crescimento sob efeito do extrato de cagaita (Figura 2 G-I).

Oliveira et al. (2004) e Jeronimo (2006) observaram uma diminui¢ao dose-dependente
de pélos radiculares em plantulas de gergelim tratadas com extrato de lobeira. Resultados
semelhantes foram verificados no capitulo anterior em relagdo a presenca de pélos radiculares
tanto em plantulas de gergelim como de rabanete sob efeito do extrato de cagaita. Contudo, a
auséncia de pélos nas raizes de algumas plantulas tratadas com aleloquimicos talvez ndo seja
uma resposta alelopdtica universal visto que as micrografias eletronicas de varredura

revelaram a presenga de pélos radiculares em todos os tratamentos. Dessa forma, existe a
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possibilidade de que todas as plantulas de gergelim e rabanete tratadas com extrato de cagaita
possuam pélos radiculares e estes se diferenciem precocemente, ndo sendo, portanto,
visualizados mesmo com auxilio de lupa.

O crescimento reduzido da raiz e o aumento caracteristico do cértex radicular parecem
ser respostas tipicas de raizes tratadas com aleloquimicos. Esse fato é bem documentado na
literatura (Hallak et al., 1999; Pires et al., 2001; Soares et al., 2002; Oliveira, 2003; Aliotta et
al., 2004). De forma similar ao observado com gergelim e rabanete nesse estudo, o extrato de
Salvia leucoplylla Greene. aplicado em plantulas de Cucumis sativus L. (pepino) resultou em
uma diminui¢do considerdavel do comprimento das raizes tratadas, principalmente na maior
concentracdo do extrato, quando comparadas as raizes controles, caracterizando-se como uma
resposta dose-dependente (Muller & Hauge, 1967).

Em outro estudo, sobre o efeito alelopatico de Sicyos deppei G. Don. — Ericaceae — no
crescimento radicular de feijao e abébora, a exposicao ao extrato aquoso resultou em aumento
da espessura das raizes em comparagdo com o controle (Cruz-Ortega et al., 1998). Em outras
espécies vegetais também foram verificadas reagdes semelhantes como nas raizes de alfafa e
“barnyard grass” em presenga de extrato foliar de alfafa (Chon et al., 2002).

Em muitas plantas, tanto o aumento de didmetro das raizes como a hipertrofia do
hipocétilo e a formacao de pélos radiculares estdo associadas a formacdo enddgena de etileno
devido a algum tipo de estresse (Jackson, 1985; Lorteau et al., 2001, Zhang et al., 2003).
Plantulas crescidas na presenca de inibidores de etileno bem como mutantes insensiveis ao
mesmo, exibem uma redu¢@o na formacgao de pélos radiculares sugerindo que esse hormonio
atue como um regulador positivo na diferenciacdo dos pélos (Taiz & Zeiger, 2004).

Qualquer tipo de lesdo, resfriamento, moléstias, temperatura ou estresse hidrico, pode
induzir a biossintese de etileno (Taiz & Zeiger, 2004). A presenca de aleloquimicos no meio

de crescimento das plantulas de gergelim e rabanete pode ser considerada um estresse, pelo
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fato de as raizes reagirem negativamente a presenca do extrato no meio. Todavia, € necessario
que o envolvimento de etileno, e possivelmente de outros hormonios vegetais relacionados ao
processo de morfogénese e da arquitetura das raizes, seja profundamente investigado no
contexto da resposta alelopatica.

Alguns autores também tém associado esse pouco crescimento das raizes com fatores
tais como a inibicdo da divis@o e do alongamento celular devido a presenca de aleloquimicos
em extratos. Isso foi observado no bioensaio com o extrato de milheto aplicado em plantulas
de alfafa (Saxena et al., 1995). Outro estudo mostrou que o comprimento radicular de
plantulas de milho foi reduzido em conseqiiéncia da diminui¢do do indice mitético na
presenca do extrato de leucena (Pires et al., 2001). Assim, é possivel que os aleloquimicos
possam agir de diferentes formas sobre a atividade do meristema apical da raiz. Contudo, os
autores ndo fizeram comentérios sobre os aspectos fisiolégicos que estariam envolvidos nessa
diminui¢do da divisdo celular ou da atividade meristematica. Uma provavel causa seria o

envolvimento de hormdnios vegetais, cujo balango poderia estar alterado pelos aleloquimicos.

72



Capitulo 2

1 dia 3 dias 5 dias

1%

3%

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura do dpice das raizes de plantulas gergelim
(Sesamum indicum L.) crescidas em &4gua e extrato aquoso foliar de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.) diluido a 1% e 3%, mostrando o efeito do extrato na
morfologia externa das raizes. A-C) Raizes de plantulas crescidas em dgua. D-F)
Raizes de plantulas crescidas em extrato de cagaita a 1%. G-I) Raizes de plantulas
crescidas em extrato de cagaita a 3%.

A-C) Aspecto das raizes de gergelim crescidas em dgua com um, trés e cinco dias de idade
respectivamente. D-F) Raizes de gergelim tratadas com extrato de cagaita a 1% com um, trés
e cinco dias de idade respectivamente. Note a distribui¢@o irregular de pélos radiculares (E).
Note o surgimento de raiz lateral em meio aos pélos radiculares (F-seta). G-I) Raizes de
gergelim tratadas com extrato de cagaita a 3% com um, trés e cinco dias de idade
respectivamente. Barra de escala = 100 pm.
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1%

3%

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura do dpice das raizes de plantulas rabanete
(Raphanus sativus L.) crescidas em dgua e extrato de folhas de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.) diluido a 1% e 3%, mostrando o efeito do extrato na morfologia
externa das raizes. A-C) Raizes de plantulas crescidas em dgua. D-F) Raizes de
plantulas crescidas em extrato de cagaita a 1%. G-I) Raizes de plantulas crescidas
em extrato de cagaita a 3%.

A-C) Aspecto das raizes de rabanete crescidas em dgua com um, trés e cinco dias de idade,
respectivamente. D-F) Raizes de rabanete tratadas com extrato de cagaita a 1% com um, trés e
cinco dias de idade, respectivamente. G-I) Raizes de gergelim tratadas com extrato de cagaita
a 3% com um, trés e cinco dias de idade, respectivamente. Note o crescimento radicular
alterado (H). Raiz lateral em meio aos pé€los radiculares (I-cabeca de seta). Barra de escala =
100 um.
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3.1.2 Estrutura do meristema apical e da coifa sob o efeito do extrato de cagaita

Cortes longitudinais axiais das raizes principais de gergelim e rabanete — plantulas dos
tratamentos e do controle — foram obtidos da extremidade da raiz principal (Figura 3).
Embora, as raizes das plantulas tratadas com extrato de cagaita tenham crescido menos, ao
que parece, essa reducdo niao foi decorrente de alguma anormalidade estrutural ou ma
formacdo do meristema apical da raiz. O aspecto geral do meristema apical da raiz, tanto das
plantulas de gergelim quanto de rabanete, ndo diferiu substancialmente entre as plantulas
crescidas em extrato e as plantulas controle (Figura 3). O arranjo do meristema apical da raiz
para as duas espécies-alvo € do “tipo fechado”, onde a coifa, o cilindro vascular e o cortex,

possuem, cada um, a sua proépria fileira de células iniciais.
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Figura 3. Secdes longitudinais das raizes de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete
(Raphanus sativus L.) mostrando o meristema apical radicular de plantulas
crescidas em dgua e extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.)
diluido a 3%. A-B) Regido apical de gergelim. C-D) Regido apical de rabanete.

A) Meristema apical da raiz de gergelim crescida em dgua por 24h. Note o arranjo fechado do
meristema apical. B) Aspecto do meristema apical radicular de plantula de gergelim crescida
em extrato de cagaita a 3%, por trés dias. Observe que ndo hd nenhuma anormalidade
aparente no meristema apical. C) Meristema apical da raiz de rabanete crescida em dgua por
24h. Semelhantemente ao meristema de gergelim note o arranjo fechado do meristema apical.
D) Meristema apical radicular de plantula de rabanete crescida em extrato de cagaita a 3%,
por trés dias. O aspecto do meristema apical se assemelha ao das plantas controle. IP — iniciais
do procambio; CQ — centro de quiescéncia; IC — iniciais do cértex; ICP — iniciais da coifa e
protoderme. Barra de escala = 100 um.
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Uma das principais caracteristicas que diferiram as raizes das plantulas crescidas em
extrato daquelas crescidas em dgua foi observada na regido da coifa. Em geral, para ambas as
espécies, a coifa das plantulas crescidas em extrato de cagaita foi menor e freqiientemente de
formato variado em comparacdo com as do controle, as quais geralmente eram conicas
(Figuras 4 e 5). O formato da coifa das plantulas crescidas em extrato foi diversificado
variando desde um formato cdnico, dependendo do grau de contato destas com o extrato
foliar, até totalmente irregular (Figuras 4 E e 5 E). Além disso, com certa freqiiéncia, a
columela das raizes de algumas plantulas de gergelim submetidas ao extrato de cagaita nao se
mostrou muito distinta, o que nao foi verificado nas plantulas de rabanete tratadas com extrato
foliar, onde a columela, em geral, mostrou-se evidente (Figuras 4 e 5, C e D).

Em relagdo as estruturas de percepcao do estimulo gravitacional, graos de amido
presentes na coifa — estatdlitos —, estes também foram afetados pelo extrato foliar de cagaita
(Figuras 4 e 5). Em ambas as espécies-alvo notou-se uma tendéncia de diminui¢do da
quantidade de estatdlitos na coifa das plantulas tratadas em comparagcdo com as do controle.
Essa diminui¢cdo foi melhor observada nas plantulas de gergelim, onde em grande parte das
raizes estudadas nao ficou evidente a presenca de estatdlitos (Figura 4 C e D).

Outro efeito do extrato de cagaita sobre o desenvolvimento radicular das espéies-alvo
foi a formacgdo precoce de raizes laterais (Figura 6). Como no capitulo anterior, o nimero de
plantulas com raizes laterais bem como o nimero de raizes laterais diminuiu nos tratamentos
a 1% e 3%. As raizes laterais também se diferenciarem mais precocemente em relacdo aos
controles. Adicionalmente, foi observado que muitas raizes laterais ndo se desenvolveram o
suficiente para atravessar todo o cortex e epiderme das raizes principais tratadas com extrato
(Figura 6 A e B). Além das raizes laterais das plantulas tratadas terem surgido mais cedo, elas
ocorreram em regides da raiz principal onde, normalmente, ndo estariam presentes nas

plantulas controle, como, na regido da zona pilifera nas duas espécies-alvo (Figura 6 C e D).
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Figura 4. Secoes longitudinais das raizes de gergelim (Sesamum indicum L.) mostrando a
regido da coifa de plantulas crescidas em 4gua e extrato aquoso foliar de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.). A-B) Regido da coifa de plantulas de gergelim
crescidas em dgua. C-E) Extremidade radicular de plantulas de gergelim crescidas
em extrato aquoso de cagaita.

A-B) Aspecto da coifa de plantulas controle de gergelim com quatro e cinco dias de idade,
respectivamente. Note a abundéncia de estatdlitos (cabecas de setas), detalhe. C-D) Coifa de
plantulas de gergelim em extrato de cagaita a 3% com quatro e cinco dias de idade,
respectivamente. Note que a presenca de estatélitos nessas plantas ndo € evidente (detalhe). E)
Raiz de gergelim crescida em extrato de cagaita a 1% por cinco dias. A coifa tem forma
irregular. Legenda: C — coifa; Col — regido da columela. Barra de escala = 100 um.
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Figura 5. Se¢des longitudinais das raizes de rabanete (Raphanus sativus L.) mostrando a
regido da coifa de plantulas crescidas em 4gua e extrato aquoso foliar de cagaita
(Eugenia dysenterica DC.). A-B) Regido da coifa de plantulas de rabanete
crescidas em dgua. C-E) Extremidade da raiz de plantulas de rabanete crescidas
em extrato aquoso de cagaita.

A-B) Aspecto da coifa de plantulas de rabanete do controle com quatro e cinco dias de idade,
respectivamente. Note a abundéncia de estatdlitos (cabecas de setas), detalhe. C-D) Coifa de
plantulas de rabanete em extrato de cagaita a 3% com quatro e cinco dias de idade,
respectivamente. Note que a presencga de estatdlitos € evidente, contudo em menor quantidade
(detalhe) que o controle. E) Raiz de rabanete crescida em extrato de cagaita a 1% por quatro
dias. Note o formato irregular da coifa. Legenda: Col — regido da columela. Barra de escala =
100 um.
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Embora nao tenham sido observadas alteracdes estruturais substanciais no meristema
apical do rabanete e gergelim, outros trabalhos comprovam mudancas significativas nessa
regido. Em plantulas de feijao foi observado que as células da zona meristemadtica das raizes
tratadas com extrato de Sicyos deppei pareciam estar mais compactadas que nas plantulas
controle (Cruz-Ortega et al., 1998). Oliveira (2003) constatou a morte do meristema apical
das raizes de plantulas de gergelim em contato com o extrato de lobeira. Burgos et al. (2004)
verificaram que o aleloquimico DIBOA [2,4-dihidroxy-1,4(2H)-benzoxanzina-3-um]
provocou um atraso na diferenciacdo das células do meristema apical do pepino em relaciao ao
controle.

Em relacdo a coifa, Aliotta et al. (2004) usando como solucdo aleloquimica a dgua
resultante da moenda de azeitona, que € considerada altamente poluente, verificaram
mudancas no formato da coifa de raizes de plantulas de rabanete. Foi observado que o dpice
radicular das plantulas de rabanete apresentava-se conico pelo desenvolvimento normal da
coifa e que nas plantulas tratadas havia uma tendéncia de arredondamento dos dpices devido a
um menor desenvolvimento da coifa.

Além do formato, o tamanho da coifa também pode ser afetado por aleloquimicos.
Plantulas de pepino crescidas em dgua apresentaram coifas com 8-10 camadas de células e
plantulas tratadas com o aleloquimico BOA - 2(3H)-benzoxazolinona — proveniente do
centeio, apresentaram somente de 2-3 camadas (Burgos et al., 2004). Adicionalmente,
Oliveira (2003) verificou uma crescente degradacio e desorganizacdo das células da coifa de
raizes de gergelim tratadas com extrato de lobeira e, na concentracdo do extrato utilizado
(2,5%), observou um desprendimento da coifa. Esses estudos sdo consistentes com os dados
obtidos com gergelim e rabanete tratados com extrato de cagaita.

A coifa, nesse estudo, foi uma das por¢des radiculares mais afetadas pela presenca de

aleloquimicos. Assim, ndo foi surpreendente que a formacgdo dos estatdlitos tenha sido
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deficiente nas plantulas tratadas das duas espécies-alvo. Essa defici€éncia na formacao de tais
estruturas, que estao envolvidas na resposta gravitropica das raizes, pode estar associada com
a acentuada curvatura verificada nas raizes crescidas em extrato de cagaita. Esse assunto sera
retomado mais adiante.

Além do mecanismo envolvendo os estatdlitos, a presenga de etileno também afeta a
resposta gravitrépica. Em abdbora (Cucumis sativus L.) o etileno induziu a curvatura e o
espessamento da raiz (Pierik et al., 1999). Entretanto, em Arabidopsis o etileno modulou a
resposta gravitropica de uma forma diferente. Nas plantas selvagens, o alongamento e a
curvatura radicular foram inibidos pela adi¢ao do precursor do etileno ACC (4cido carboxilico
1-aminociclopropano) (Buer et al., 2006). Por outro lado, em mutantes de Arabidopsis
insensiveis ao etileno, a adicdo de ACC ndo inibiu nem a curvatura nem o alongamento da
raiz. Assim, este estudo sugere que o etileno afetou negativamente a resposta gravitrépica. Ao
que parece, o etileno pode ter respostas antagdnicas, que podem ser em funcio da espécie ou
de outros fatores, como por exemplo, a concentragdo deste hormonio vegetal, que em geral é
um fator importante no mecanismo de resposta fisiologica do etileno.

Além do envolvimento do etileno no gravitropismo, as citocininas produzidas na coifa
(Miyawaki et al., 2004; Takei et al., 2004) s@o consideradas os sinais primdrios da resposta
gravitropica (Aloni et al., 2006). A falta de citocinina inibe a curvatura da raiz mesmo na
presenca de estimulo gravitacional, numa eventual mudanga de posi¢do da raiz (Shaw &
Wilkins, 1973). Auxina e etileno também estdo envolvidos nesse sistema através de um
gradiente assimétrico desses hormonios na ponta da raiz, onde auxina e etileno se acumulam
no lado inferior da raiz (apds esta ter sido tirada da sua posicdo vertical), inibindo o
alongamento das células nessa regido. Por outro lado, na por¢do superior, onde a concentracdo
de auxina se torna menor, o alongamento € estimulado resultando na curvatura da raiz (Aloni

et al., 2006). Um aprofundamento sobre a fung¢do de cada um desses hormoénios ainda é
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necessdrio para se entender mais claramente a resposta gravitropica das raizes, principalmente
quando fatores exdgenos, como aleloquimicos, afetam os mecanismos envolvidos.

A formacao de raizes laterais também foi afetada pela presenca do extrato de cagaita.
Semelhantemente ao observado nesse estudo com gergelim e rabanete, uma significativa
reducdo da quantidade de raizes laterais em plantulas de pepino tratadas com aleloquimicos
foi verificada no estudo de Burgos e colaboradores (2004). Na presenca do aleloquimico
BOA, a diferenciacdo de células do periciclo em raizes laterais foi inibida. J4 a precocidade
do surgimento das raizes laterais, segundo observado por Oliveira (2003), estaria relacionada
a um desbalan¢o hormonal causado por possiveis injurias no dpice da raiz principal (Dayan et
al., 2000).

Citocininas e auxinas tém funcdes antagonicas na indugdo de raizes laterais (Aloni et
al., 2006). Em geral, a deficiéncia de citocinina e altos niveis de auxina levam a formacgao
precoce de raizes laterais pelo estimulo as células do periciclo a se dividirem. Um terceiro
sinal envolvido nesse processo € o etileno (Aloni et al., 2006). Baixos niveis de etileno/auxina
sao inibidores da formacao de raizes laterais e, portanto, sua presenca se torna importante no
processo de formacgdo de ramificacdes nas raizes. No caso das plantulas de gergelim e
rabanete, que apresentaram inducdo precoce da diferenciacdo de raizes laterais, duas situacdes
poderiam estar acontecendo: 1) deficiéncia de citocinina na regido do meristema apical ou; 2)
excesso de auxina ou etileno nesse local. E fato que as coifas das plantulas tratadas com
extrato de cagaita apresentaram-se menores € as vezes de formato anormal. Isso pode ter
levado a uma deficiéncia de citocinina, induzindo o surgimento precoce de raizes laterais.

Outro fato a ser destacado foi a incapacidade de as raizes laterais das plantulas de
gergelim e rabanete, tratadas com extrato de cagaita, ultrapassarem o cortex radicular. Fato
semelhante foi observado em plantulas de pepino tratadas com compostos voléteis de Salvia

leucophylla (Cruz-Ortega et al., 1998). Esses compostos ndo inibiram o surgimento de raizes
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laterais, mas reduziram o crescimento daquelas ja iniciadas, o que também poderia ser um
efeito do extrato de cagaita em gergelim e rabanete.

Ao que tudo indica, a forma como o meristema apical radicular reage a presenca de
aleloquimicos pode ser diferente de espécie para espécie e pode variar de acordo com o modo
de acdo do aleloquimico. Assim, sdo necessdrios estudos mais aprofundados sobre como os
aleloquimicos afetam a zonagdo citohistolégica dos meristemas, atividade meristematica,
formacgao de raizes laterais e pé€los radiculares para esclarecer os mecanismos fisiolégicos
envolvidos na resposta alelopdtica. Isso auxiliard no esclarecimento e melhor entendimento
das fun¢des dos diferentes hormonios vegetais que envolvem essas respostas. Atualmente, os
estudos nessas areas, com o foco nos efeitos alelopéticos, ainda sdo poucos mas se mostram
extremamente interessantes para se desvendar os efeitos de tais substincias sobre o

crescimento vegetal como um todo.
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Figura 6. Secdes longitudinais e micrografias eletronicas das raizes de gergelim (Sesamum
indicum L.) e de rabanete (Raphanus sativus L.) mostrando a formacgdo de raizes
laterais nas plantulas crescidas em dgua e extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.). A-B) Secdes longitudinais das raizes de gergelim e rabanete a
3%, respectivamente. C-D) Micrografias eletronicas das raizes de gergelim e
rabanete a 3%, respectivamente.

A) Micrografia mostrando a formacdo de duas raizes laterais no interior da raiz de gergelim
crescida sob efeito do extrato de cagaita. B) Micrografia Optica da raiz de rabanete tratada
com extrato de cagaita e vdrias raizes laterais se formando precocemente. Note raiz lateral
surgindo de uma outra ainda em crescimento (cabeca de seta). C) Raiz lateral surgindo na
regido da zona pilifera da raiz de gergelim em extrato a 3%. D) Micrografia eletronica

mostrando vdrias raizes laterais na zona pilifera da plantula de rabanete. Legenda: RL — raiz
lateral. Barra de escala = 100 um.

3.1.3 Estudo anatomico e histoquimico das raizes de gergelim e rabanete crescidas em
extrato foliar de cagaita

A estrutura anatdmica das raizes das espécies-alvo pode ser vista na Figura 7. Ambas
as espécies apresentaram raizes com epiderme unisseriada, cortex com seis a oito camadas de
células parenquimadticas, estrutura diarca, endoderme com estrias de Caspary e periciclo de

camada unica (Figura 7 A e C).
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Figura 7. Secdes transversais das raizes de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e de
rabanete (Raphanus sativus L.). A-B) Secdes transversais das raizes de gergelim
crescidas em 4gua e extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a
3%, respectivamente. C-D) Micrografias de raizes de rabanete crescidas em dgua e
em extrato a 3%, respectivamente.

A) Estrutura primdria da raiz controle de gergelim. Detalhe do cilindro vascular. B)
Micrografia Optica da raiz de gergelim tratada com extrato de cagaita a 3%. A raiz de
plantulas tratadas com extrato escurece principalmente nas regidoes de contato, onde também
se percebe maior crescimento das células do cortex. C) Estrutura primdria da raiz de rabanete
crescida em dgua. D) Raiz de rabanete em extrato a 3%. Observe a hipertrofia das células
corticais na regido de contato com o extrato. Legenda: Co — cértex parenquimatico; CH —
células hipertrofiadas, En — endoderme; Ep — epiderme; Pe — periciclo; PR — pélo radicular;
RL - raiz lateral; Xi - xilema. Barra de escala = 100 pm.
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Nas amostras sujeitas ao extrato de cagaita, as regides mais afetadas foram a epiderme
e o cortex. Nessas partes da raiz observou-se um escurecimento de ambos, e em algumas
raizes, necrose da por¢ao em contato com o extrato, principalmente na epiderme (Figura 7 B).

Embora o nimero de camadas de células do cértex ndo tenha sido alterado nas raizes
crescidas em extrato de cagaita, foi verificado que nas partes das raizes que ndao necrosaram,
as células das camadas corticais mais externas cresceram mais (Figura 7 B e D). Esse fato foi
visto nas duas espécies-alvo, contudo, foi mais evidente nas raizes de rabanete tratadas com
extrato foliar (Figura 7 D). Em geral, o crescimento dessas células ocorreu no sentido
perpendicular a epiderme. Além disso, nas raizes de gergelim de plantulas crescidas em
extrato pode ser observada a formacdo de uma estrutura que se assemelha a uma exoderme
nao vista no controle (Figura 7 B).

Quanto as raizes laterais, observou-se que originaram-se do periciclo. No material
estudado, a formagdo de raizes laterais das plantulas tratadas com extrato, embora mais
precoce, também foi no periciclo. As se¢des transversais também mostraram que as raizes
laterais de gergelim e rabanete surgiram opostas ao xilema, o que difere do padrdo mais
comum em espécies vegetais com raizes diarcas (Figura 7 B). Em raizes diarcas € mais
comum se observar o surgimento de raizes laterais entre o xilema e o floema.

Para se comparar o padrao de desenvolvimento das raizes de gergelim e rabanete,
tratadas ou ndo com extrato, foi medida a distincia entre a ponta da raiz e importantes eventos
do desenvolvimento radicular, tais como: surgimento dos polos de protoxilema, metaxilema,
tamanho da coifa e o aparecimento das raizes laterais (Tabela 1). Embora esses dados ndo
tenham sido estatisticamente relevantes devido ao pequeno tamanho amostral, em
combinacdo com as demais observacOes morfo-anatdmicas, constituiram um importante
subsidio para comparagdo entre o desenvolvimento das raizes submetidas aos extratos de

cagaita e seus respectivos controles.
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Os dados mostraram que apesar do aparecimento dos primeiros vasos de xilema
(protoxilema) nao ter sido diferente entre o controle e os tratamentos a 1% e 3%, a
diferenciacdo do metaxilema nas plantulas das duas espécies crescidas em extrato foi
substancialmente diferente daquelas em dgua. Nas plantulas tratadas com extrato, o
metaxilema foi visto na metade da distancia observada para o controle (Tabela 1). Isso sugere

que a diferenciagao do xilema nas plantulas tratadas foi mais rdpida que no controle.

Tabela 1. Distancia (um) entre o dpice radicular e importantes eventos do desenvolvimento
da raiz de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus
sativus L.) ap6s cinco dias de crescimento em dgua e em extrato aquoso foliar de
cagaita (Eugenia dysenterica DC.) nas concentragcdes de 1% e 3%.

Gergelim
1° pélo 2° polo Tamanho Raiz Distancia
Tratamentos protoxilema protoxilema Metaxilema da lateral total
coifa observada
C 300 320 690 680 Nao 1800
1% 220 240 440 450 Nio 1600
3% 300 310 370 420 900 1400
Rabanete
1° pélo 2° polo Tamanho Raiz Distancia
Tratamentos protoxilema protoxilema Metaxilema da lateral total
coifa observada
C 260 280 780 860 Nao 1500
1% 220 240 350 680 1200 3000
3% 230 250 300 520 1260 1700

Também foi possivel observar que a diferenciacdo de raizes laterais nas plantulas de
gergelim e rabanete, crescidas em extrato foliar de cagaita, tendeu a ser mais precoce que
aquelas tratadas com dgua (Tabela 1). Para as duas espécies, a presenca de raizes laterais, no
controle, ndo foi verificada. Além disso, as medi¢des também indicaram que a extensao da

coifa diminuiu nas plantulas crescidas na presenca do extrato. Esses dados estdo em acordo
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com as observacdes morfoldgicas, anteriormente obtidas, sobre o surgimento de raizes laterais
e comprimento da coifa.

Devido a colorag@o das raizes de plantulas crescidas em extrato — escurecimento dos
tecidos radiculares — nas regides de contato com este, as raizes foram testadas para a presenca
de taninos com o uso de solugdo de cloreto férrico e sulfato ferroso. Ambos os teste foram
positivos para a presenca de taninos e compostos fendlicos. A Figura 8 mostra micrografias
com resultados para o cloreto férrico. A presenca de taninos foi evidenciada pela formagao de

uma coloracao escura nas regides das raizes em contato com o extrato.
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Figura 8. Teste histoquimico com o reagente cloreto férrico para detec¢do de taninos nas
raizes de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus
sativus L.). A-B) SecOes transversais das raizes de gergelim crescidas em 4gua e
extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 3%.C-D)
Micrografias de raizes de rabanete crescidas em dgua e extrato a 3%.

A) Raiz de gergelim crescida em dgua testada com cloreto férrico. Nao houve reacdo. Em
detalhe, corte radicial de gergelim a 3% sem reagentes. B) Raiz de gergelim em extrato a 3%
testada com cloreto férrico. Note a coloracdo escura evidenciando a presenca de taninos. C)
Raiz de rabanete crescida em dgua e testada com cloreto férrico. A coloragdo résea é devido
ao fungicida. Sem reacdo para cloreto férrico. Em detalhe, corte de rabanete a 3% sem
reagentes. D) Raiz de rabanete em extrato a 3%. Observe a coloracdo marrom indicando a
presenca de taninos. Legenda: Co — cortex parenquimatico; Ep — epiderme. Barra de escala =
100 pm.

As regides escurecidas das raizes, muitas vezes necrosadas, foram as manifestacdes

mais drésticas dos efeitos do extrato foliar de cagaita em termos estruturais nas raizes das
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plantulas-alvo. Além destas, outros efeitos anatdmicos também puderam ser observados nas
plantulas, como por exemplo, a diferenciacio precoce do xilema. Como discutido
anteriormente, o meristema apical das raizes das duas espécies-alvo apresentou-se
relativamente normal no que refere aos aspectos morfolégicos. Portanto, a principal
modificacdo nesses meristemas nao seria de ordem estrutural, mas em seu funcionamento
quando sob efeito do extrato.

Os dados indicaram que a diferenciacdo do sistema vascular, principalmente do
xilema, nas plantas tratadas com o extrato de cagaita ocorreu prematuramente. Hormonios
vegetais como citocininas, auxinas e etileno tém importantes funcdes na diferenciacdo do
sistema vascular. Auxinas, por exemplo, induzem a diferenciagdo apenas de floema quando
em baixas concentracdes. (Taiz & Zeiger, 2004). Assim, o balanco dessas classes de
hormonios ao longo da raiz induz a diferencia¢do dos tecidos vasculares (Aloni, 1992; Aloni
et al., 2006). Em geral, um balangco hormonal mais favordvel a citocinina induz a
diferenciacao de floema e o excesso de auxina induz a diferenciacdo de elementos de vaso do
xilema (Fosket, 1970; Aloni, 1992; Helariutta, 2007).

A coifa € o sitio de sintese de citocinina. Como as plantulas de gergelim e rabanete
crescidas em extrato possuiam coifas mais curtas e as vezes de formato diferente do visto em
plantulas controle, é possivel que a sintese de citocinina estivesse, de certa forma,
prejudicada. Assim, com niveis menores de citocinina, a auxina que € transportada
polarmente, no sentido caule-raiz, se acumularia na regido do dpice radicular induzindo a
diferenciagdo e o desenvolvimento do tecido xilemdtico mais cedo do que no controle.

Quanto a hipertrofia das células corticais observada nas plantulas tratadas com extrato,
€ provavel que seja parte da resposta ao estimulo gravitacional. Como discutido previamente,

a distribuicdo assimétrica de citocinina, auxina e etileno leva a uma expansio desigual das

células, em lados diferentes da raiz, o que resulta na curvatura desta (Aloni et al., 2006). E

90



Capitulo 2

importante salientar também, que esse o aumento do didmetro das células foi uma resposta
alelopatica relativamente comum em gergelim e rabanete. Chon et al. (2002) verificaram que
o extrato de alfafa aumentou o didmetro das células do cértex em plantulas da mesma espécie.
Adicionalmente, o aleloquimico (BOA) resultou em aumento considerdvel das células
corticais de raizes de pepino (Burgos et al., 2004). Dessa forma, € possivel que o préprio
aleloquimico possa afetar a distribui¢do de hormonios no interior da raiz, e desta forma,
produzir uma reagdo que mimetiza a resposta gravitropica em termos de curvatura da raiz,
sem que o estimulo gravitacional esteja necessariamente presente.

Quanto ao escurecimento das raizes em contato com o extrato de cagaita verificou-se a
presenca de taninos na regido escurecida das raizes que, frequentemente, mostrava-se
necrosava. Esse escurecimento também foi verificado em plantulas de gergelim crescidas em
extrato de lobeira (Jeronimo, 2006).

Provavelmente, o extrato de cagaita é constituido por taninos e outros compostos
fendlicos como partes constituintes, o que poderia induzir diretamente o escurecimento e a
necrose dos tecidos. Segundo Silva Junior (2005), a cagaitera € uma arvore tanifera. Palhares
(2003) fez um estudo farmacognéstico das folhas de E. dysenterica e verificou uma reacao
intensa dos cortes foliares com cloreto férrico. Esse fato levou o autor a concluir que existe
abundancia de taninos nas folhas. Ele também verificou que o meséfilo foliar € um dos locais
de maior acimulo de taninos na planta.

Os taninos sdo amplamente citados como aleloquimicos ou como integrante de
substancias alelopdticas (Rice, 1984; Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira, 2004). Esses
compostos sdo hidrossoluveis e atuam na defesa contra herbivoros e patogenos (Taiz e Zeiger,
2004). Substancias alelopdticas, como taninos, podem apresentar mecanismos de acdo diretos
ou indiretos. Os efeitos diretos incluem alteragdes no metabolismo vegetal, alteracdes de

caracteristicas citolégicas, alteracdes nas membranas, na divisdo celular, entre outros (Rice,
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1984). Dessa forma, o provavel modo de acdo dos compostos presentes no extrato de cagaita,

o que incluiria os compostos fendlicos/taninos, seria direto.

3.1.4 Estrutura dos estatdlitos das raizes de gergelim e rabanete crescidas em extrato
foliar de cagaita

A estrutura dos estatdlitos presentes nas raizes de gergelim e rabanete e os efeitos do
extrato foliar de cagaita sobre essas estruturas também foram estudados (Figuras 9 e 10). Nas
raizes das plantulas controle de gergelim foram encontrados estatdlitos com multiplos graos
de amido. Em geral, esses estatélitos se encontravam localizados agrupados em um lado da
célula da coifa (Figura 9 A e C). Nas raizes de plantulas tratadas com extrato de cagaita, ndo
foram encontrados plastidios que se assemelhavam aos visualizados nas plantulas controle. Os
plastidios dessas raizes eram pequenos e em geral continham quantidades minimas de amido
(Figura 9 B e D). Além disso, esses plastidios observados nas amostras de raizes das plantulas
tratadas nao guardavam posi¢do fixa dentro das células da coifa, como visto nas células das
plantulas controle de gergelim.

Nas raizes de plantulas controle de rabanete também foram encontrados estatdlitos que
estruturalmente lembravam os de gergelim (Figura 10 A). Os estatdlitos possuiam multiplos
graos de amido e também se agrupavam em um lado das células da coifa. Além desses
estatdlitos grandes com multiplos graos de amido, também foram observados estatdlitos
menores - com menor nimero de graos de amido - de forma arredondada e/ou alongada nas
plantulas crescidas em dgua (Figura 10 C). Nas plantulas estudadas, os estatélitos grandes e os
menores nao ocorriam na mesma regido na coifa das plantulas controle.

Ja nas amostras das plantulas tratadas com extrato de cagaita, também foram
observados esses dois tipos de estatdlitos, os maiores com maior nimero de graos de amido e
os menores — semelhantes aos das plantas controle (Figura 10 B e D). Contudo, existiam duas

formas dos estatélitos grandes nas amostras tratadas: aqueles que se assemelhavam aos da
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coifa das plantulas controle (Figura 10 B — detalhe), e aqueles que tinham menor nimero de
graos de amido, cuja forma era arredondada (Figura 10 B). Adicionalmente, esses estatdlitos
puderam ser vistos agrupados de um lado da célula, como nas plantulas controle, ou
espalhados ao redor da célula. Os estatdlitos de menor tamanho apresentaram formas mais
variadas que as observadas no controle e, frequentemente, foram vistos plastidios amebdides
como mostrado na Figura 10 D.

Burgos et al. (2004) verificaram, em plantulas de pepino crescidas em 4gua, que os
estatécitos da columela continham amiloplastos com graos de amido armazenados. Ja
plantulas de pepino tratadas com o aleloquimico (BOA) apresentaram menor nimero de
amiloplastos e continham quantidade inferior de grdos de amido. Semelhantemente,
amiloplastos das raizes de feijao tratadas com extrato de Sicyos deppei mostraram-se imaturos
e ndo acumularam amido (Cruz-Ortega et al., 1998). Restos aquosos de processamento de
azeitona inibiram o desenvolvimento dos amiloplastos na coifa de rabanete (Aliotta et al.,
2004). Como constatado, a inibi¢ao total ou parcial do desenvolvimento de estatélitos da coifa
também € uma resposta alelopatica freqiiente nas plantas. Estudos mostram que a remog¢ao da
coifa aboliu completamente a resposta a gravidade nas plantas (Shaw & Wilkins, 1973).

A sedimentac@o dos estatélitos dentro das células da columela da coifa — sobre o
reticulo endoplasmatico ou citoesqueleto —, denominadas de estatocitos, é considerado um dos
eventos iniciais do sistema de percep¢do do estimulo gravitacional (Blancaflor & Masson,
2003; Taiz e Zeiger, 2004). Adicionalmente, citocininas que sdo produzidas pelos estatocitos
da coifa sdo necessdrias para a resposta gravitrépica e podem induzir a curvatura mesmo
contra o estimulo da gravidade (Aloni et al., 2006). Dois dos fatores essenciais para a resposta
gravitropica se encontram na coifa, portanto, é esperado que qualquer fator que afete seu

desenvolvimento tenha efeito marcante em tal processo.
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Figura 9. Micrografia eletronica de transmissdo mostrando a estrutura dos estatélitos das
raizes de plantulas de gergelim (Sesamum indicum L.). A-B) Micrografias
mostrando os estatdlitos de plantula controle e de plantula crescida em extrato
aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 3%. C-D) Micrografias
mostrando detalhes dos estatdlitos (cabeca de seta) de raizes crescidas em dgua e
em extrato a 3%.

A) Os estatdlitos da plantula controle possuem multiplos graos de amido. B) Estatdlitos
(cabaca de seta) de plantula crescida em extrato a 3%. Observe que sdo pequenos € com
pouco amido. C) Detalhe do estatdlito de uma plantula controle. D) Vista em aproximacgao do
estatdlito de plantula crescida em extrato a 3%. Note que possui pouco amido. Legenda: Ct —
citoplasma; G — Golgi; Mt — mitocondria; Nu — nuicleo; PC — parede celular; P1 — plastideos;
V — vactolo. Barra de escala = 0,5 pm.
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Figura 10. Micrografia eletronica de transmissdo mostrando a estrutura dos estatdlitos das
raizes de plantulas de rabanete (Raphanus sativus L.). A-D) Micrografias
mostrando os estatdlitos de plantula controle e de plantula crescida em extrato
aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 3%.

A) Os estatdlitos da plantula controle possuem multiplos graos de amido. B) Estatdlitos
(cabeca de seta) de plantula crescida em extrato a 3%. Observe que possuem graos de amido
multiplos, contudo sdo geralmente menores que os da plantula controle. C) Estatélito de
tamanho menor. Provavelmente de regides na periferia da columela. D) Estat6litos menores
de plantula crescida em extrato a 3%. Também estdo presentes na coifa da plantula tratada
com extrato a 3%. Legenda: Ct — citoplasma; G — Golgi; Mt — mitocondria; Nu — niicleo; PC —
parede celular. Barra de escala = 1 pm.
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O extrato de cagaita afetou tanto a formacgao de estatdlitos quanto a formacao da coifa
nas plantulas de gergelim e rabanete. Certamente, essas modificagdes contribuiram para a
resposta gravitacional anormal observada nas plantulas.

E bem provdvel que tais fatores ndo tenham atuado isoladamente, como mostra o
envolvimento de auxinas e etileno nesse processo. O etileno acentuou a curvatura de raizes de
milho estimuladas gravitacionalmente, onde provavelmente auxinas também estavam
envolvidas (Lee et al., 1990). Esse fendmeno também tem sido observado também em
ervilha (Goeschl & Kays, 1975). Como apresentado, devido a complexidade do fenomeno,
ndo se pode considerar apenas um fator isolado. Muito ainda hd para esclarecer em relagcao
aos fatores que estdo envolvidos nesse processo, principalmente no contexto da alelopatia.

Todavia, este estudo tem trazido uma contribui¢do importante para essa drea, que tem sido

pouco explorada até o0 momento.
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4. CONCLUSOES

1. O extrato aquoso foliar de cagaita induziu modifica¢cdes morfo-anatdmicas nas raizes
de plantulas de gergelim e rabanete tais como: encurtamento e aumento de didmetro da
raiz, diferenciacdo precoce de raizes laterais e pélos radiculares, necrose em regides
severamente afetadas.

2. Estruturalmente, o meristema apical da raiz ndo foi dramaticamente afetado pelo
extrato de cagaita. Contudo, seu funcionamento pode ter sido afetado por alteracdes da
coifa.

3. A coifa foi bastante afetada pela presengca do extrato foliar de cagaita. Por sua
importancia no desenvolvimento da raiz — como centro de sintese de citocinina — com
envolvimento em processos morfogénicos e de controle de varios processos
fisiolégicos que antagonizam auxinas, etileno e citocininas, € com ligacdo ao
gravitropismo, pode ser o efeito alelopdtico mais importante do extrato de cagaita.
Muitas das anormalidades no desenvolvimento das raizes de gergelim e rabanete
podem ser decorrentes dessas alteracdes na coifa.

4. Os estatolitos foram diretamente afetados pela presenca do extrato nas raizes de
gergelim e rabanete. Com certeza, essa ¢ uma das causas das respostas gravitropicas

alteradas observadas.
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Contetdo de agua das sementes

O teste realizado de determinacdo do teor de umidade foi: “Estufa a baixa
temperatura constante” (Brasil, 1992). Como resultado, as sementes de gergelim
perderam, aproximadamente, 90% de dgua e as sementes de rabanete, 88%, Assim, a
porcentagem de dgua perdida foi bem préxima da descrita para sementes ortodoxas
conforme a literatura. Os testes indicam que o teor de umidade das duas sementes €

parecido, e podem ser classificadas como ortodoxas (Fonseca & Freire, 2003).

Tabela 1. Porcentagem de umidade das sementes de gergelim (G) e rabanete (R) para
cada grupo amostral. Experimento foi realizado em duplicata.

Placa 1l (G) Placa 2 (G) Placa 1l (R) Placa 2 (R)

% Umidade 9.1% 9,5% 9.7% 10,9%

Sementes ortodoxas sdo aquelas que toleram dessecacdo até graus de umidade
proximos de 2% a 5% ou mesmo abaixo desses niveis, ou seja, podem tolerar
desidratacao quase completa. Conforme (Castro et al., 2004) esse tipo de semente tolera
um grau de perda de dgua que varia entre 90 a 95%. Ja as sementes recalcitrantes nao
toleram dessecacdo até graus de umidade entre 15% e 20% (Fonseca & Freire, 2003) e
por isso, em geral, t€m periodos de vida muito limitados em seu armazenamento (Castro

et al., 2004).
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Porcentagem de inibicao
Porcentagem de inibicdo do crescimento para partes aéreas e radiculares das
plantulas de S. indicum (gergelim) e R. sativus (rabanete) tratadas com extrato de E.

dysenterica nas concentracdes de 1% e 3%.

Tabela 2. Porcentagem de inibicdo (%) das plantulas de gergelim (Sesamum indicum
L.) e rabanete (Raphanus sativus L.) sob concentra¢des de extrato aquoso
foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) a 1% e 3%.

Tratamentos Gergelim Rabanete
Parte Aérea
Controle 0 0
1% 17,3% a -59,1% a
3% 53,0% b 23.5% b
Parte Radicular
Controle 0 0
1% 69,5% a 69,3% a
3% 81,7% a 86,8% b

Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes. Andlise estatistica segundo o teste de Tukey e Kruskal-
Wallis para a parte radicular do rabanete com o = 0,05 (n=30 sementes/tratamento).

Tabela 3. Porcentagem de inibicdo (%) das plantulas de gergelim (Sesamum indicum
L.) sob efeito do extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.)
nas concentracdes de 1% e 3% com ajuste para pH 4,7 e pH 7,0.

Tratamentos Gergelim pH 4,7 Gergelim pH 7,0
Parte Aérea

Controle 0 0
1% 40,8% a 69,4% a
3% 60,8% a 71,1% a

Parte Radicular

Controle 0 0
1% 71,0% a 82,7% a
3% 89,0% b 87, 7% a

Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes. Andlise estatistica segundo o teste de Tukey e o = 0,05
(n=30 sementes/tratamento).
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Tabela 4. Porcentagem de inibi¢ao (%) das plantulas de rabanete (Raphanus sativus L.)
sob efeito do extrato aquoso foliar de cagaita (Eugenia dysenterica DC.) nas
concentracoes de 1% e 3% com ajuste para pH 4,7 e pH 7,0.

Tratamentos Rabanete pH 4,7 Rabanete pH 7,0
Parte Aérea
Controle 0 0
1% -08,2% a -26,8% a
3% 17,7% a 01,5% a

Parte Radicular

Controle 0 0
1% 76,3% a 73,7% a
3% 86,5% a 82,3% b

Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes. Analise estatistica segundo o teste de Tukey e o = 0,05
(n=30 sementes/tratamento).

Tabela S. Porcentagem de inibi¢do (%) das plantulas de gergelim (Sesamum indicum
L.) sob concentracdes de extratos aquosos foliares de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.) a 1% e 3% provenientes de folhas secas e frescas.

Tratamentos Gergelim F. Seca Gergelim F. Fresca

Parte Aérea

Controle 0 0
1% 14,0% a 01,2% a
3% 62,5% b 17,9% a

Parte Radicular

Controle 0 0
1% 59.4% a 35.8% a
3% 85,4% a 68,9% b

Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes. Andlise estatistica segundo o teste de Tukey e Kruskal-
Wallis para a parte radicular do gergelim — folha fresca — com o = 0,05 (n=30 sementes/tratamento).
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Tabela 6. Porcentagem de inibi¢ao (%) das plantulas de rabanete (Raphanus sativus L.)
sob concentracoes de extratos aquosos foliares de cagaita (Eugenia
dysenterica DC.) a 1% e 3% provenientes de folhas secas e frescas.

Tratamentos Rabanete F. Seca Rabanete F. Fresca

Parte Aérea

Controle 0 0
1% -05,6% a 18,2% a
3% 03,5% a 26,7% a

Parte Radicular

Controle 0 0
1% 83,6% a 71,5% a
3% 86,5% a 80,3% a

Letras iguais significam valores estatisticamente semelhantes. Andlise estatistica segundo o teste de Tukey e a = 0,05
(n=30 sementes/tratamento).
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