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RESUMO GERAL

RIBEIRO, Roberta Cristiane. Consideracdes sobre a fitoquimica de Brachiaria humidicola
e efeitos alelopaticos sobre leguminosas tropicais. 2012. 105p. Tese (Doutorado em
Quimica). Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2012.

O conhecimento do perfil alelopatico pode melhorar o uso de espécies de gramineas e
leguminosas com pouca atividade alelopatica entre si, podendo assim, resultar em um
consorcio mais equilibrado e duradouro. Com base nesses aspectos, estruturou-se o presente
trabalho, assumindo-se, como hipotese, que a Brachiaria humidicola, seus extratos, fragdes
ou substancias extraidas da graminea possuem efeito alelopatico sobre leguminosas tropicais
(Stylosanthes spp., Desmodium ovalifolium, Macrotyloma axillare, Calopogonio mucunoides
e Cajanus cajan). Para testar essa hipdtese foram desenvolvidos experimentos em laboratorio
ou casa de vegetacdo, para demonstrar o efeito alelopatico dessa graminea, além de verificar,
dentre as leguminosas avaliadas, a mais tolerante. Foram obtidos extratos brutos, fracdes e
substancias isoladas a partir de extragdo exaustiva e sucessiva a frio com solventes organicos.
As amostras foram submetidas a diferentes técnicas de identificacdo de substancias como a
prospecgdo fitoquimica, utilizagio de RMN 'H e ">C, CG-EM e pela técnica de eletroforese
capilar. Os componentes volateis foram obtidos por hidrodestilacdo a partir de material
vegetal fresco. Apesar da andlise com prospeccdo quimica caracterizar apenas
qualitativamente os metabolitos ou classes deles, esta técnica, aliada a RMN 'H e BC
orientaram a interpretacdo dos eventos biologicos que ocorreram nos bioensaios de
germinacdo. Embora os 4cidos cinamicos e seus derivados nao tenham sido identificados com
precisdo nas técnicas de prospeccao e RMN, ¢ provavel que os efeitos inibitorios, observados
estejam associados a eles. De acordo com os resultados da eletroforese capilar as menores
concentragdes de compostos fenodlicos foram detectadas nos extratos aquosos de semente.
Enquanto que a maior concentrag@o foi encontrada no extrato metandlico da parte aérea. Para
os extratos brutos da parte aérea, raiz e sementes, as leguminosas mais sensiveis foram
Stylosanthes spp. seguindo de C. mucunoides. Ja a mais tolerante foi a M. axillare. As
amostras de saponinas obtidas das raizes de B. humidicola apresentaram elevada capacidade
inibidora. Foi observada uma relacdo semelhante entre o controle e avaliagdes com
flavonoides em M. axillar. O hidrolato e a 4gua de decocgdo de partes de B. humidicola (raiz,
parte aérea e semente) mostraram efeito inibitorio sobre as espécies receptoras. Agua de
decoccdo, principalmente, obtida a partir da raiz, resultou em maior efeito inibitério. Em
contraste, o hidrolato de semente mostrou menor atividade alelopatica. Nos experimentos
realizados em casa de vegetacdo, a presenga de palha de B. humidicola no substrato de cultivo
inibiu de modo intenso o crescimento e a produg¢do de massa seca de C. cajan e Stylosanthes
spp. Leituras de clorofila, em particular, a relacdo clorofila a/b, pode ser utilizada como indice
do efeito alelopatico de B. humidicola sobre a leguminosa C. cajan. A resposta positiva dos
flavonoides frente a germinacdo de L. sativa e M. axillare mostra a tendéncia que estudos de
melhoramento devem priorizar sobre gramineas que favorecam a biossintese desse
metabolito.

Palavras-chave: Alelopatia. Aleloquimico. Cajanus cajan. Consorcio de pastagem.
Hidrodestilacdo. Macrotyloma axillare. Metabolitos especiais. Stylosanthes spp.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Roberta Cristiane. Chemical considerations concerning Brachiaria humidicola
and allelopatic effects of Brachiaria humidicola on tropical legumes. 2012. 105p. Thesis
(PhD in Chemistry). Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brazil, 2012.

Knowledge of allelopathic profile can improve the use of species of grasses and legumes with
low allelopathic activity among themselves, and may thus result in a more balanced and
sustainable mixed pasture. Based on these aspects, was structured this work, assuming,
hypothetically, that the Brachiaria humidicola, their extracts, fractions or substances extracted
from grass have allelopathic effects on tropical legumes (Stylosanthes spp., Desmodium
ovalifolium, Macrotyloma axillare, Calopogonium mucunoides and Cajanus cajan). To test
this hypothesis experiments were developed in the laboratory or greenhouse, to demonstrate
the allelopathic effect of this grass, besides verifying, among legumes evaluated, the more
tolerant. We obtained crude extracts, fractions and compounds isolated from successive and
exhaustive extraction with organic solvents cold. The samples were subjected to various
techniques of identifying substances such as phytochemical, using RMN 'H and "*C, GC-MS
and capillary electrophoresis technique. The volatile components were obtained by
hydrodistillation from fresh plant material. Despite the exploration analysis with only
qualitatively characterize chemical classes or their metabolites, this technique combined with
RMN 'H and °C guided interpretation of biological events occurring in the germination
bioassays. Although cinnamic acids and their derivatives have not been precisely identified in
prospecting techniques and RMN, it is likely that the inhibitory effects observed are
associated with them. According to the results of capillary electrophoresis low concentration
of phenolic compounds were detected in the aqueous extracts of seed. While the highest
concentration was found in the methanol extract of shoot. For the crude extracts of the shoot,
root and seeds, legumes Stylosanthes spp. were more sensitive following C. mucunoides. M.
axillare was the most tolerant. Samples of saponins obtained from the roots of B. humidicola
showed high inhibitory capacity. A similar relationship was observed between the control and
evaluations with flavonoids in M. axillare. The hydrolate and water decoction parts of B.
humidicola (root, shoot and seed) showed inhibitory effect on the receptor species. Water
decoction, mainly from the roots, resulted in a greater inhibitory effect. In contrast, the seed
hydrolate showed less activity In contrast, the hidrolact seed showed less allelopathic activity.
In experiments conducted in the greenhouse, the presence of straw B. humidicola the culture
substrate inhibited so intense growth and dry matter production of C. Cajan and Stylosanthes
spp. Readings of chlorophyll, in particular chlorophyll a/b can be used as an index of the
effect of allelopathic B. humidicola on legume C. cajan. The positive response of flavonoids
against germination L. sativa and M. axillare shows that the trend of improvement should
prioritize studies on grasses that favor this metabolite biosynthesis.

Key words: Allelopathy. Allelochemisthy. Cajanus cajan. Hydrodistillation. Macrotyloma
axillare. Mixed tropical pastures. Specials metabolites. Stylosanthes ssp.
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benzdbico, vanilico e clorogénico); brach= extrato bruto da parte aérea;
4= Metanol/Agua; 5= Metanol € 9= Agua.........c..cccooverrrrerennn...
Eletroferogramas dos extratos brutos hexanicos de B. humidicola. Mix
Fenodlicos= mistura de padrdoes fenolicos (4c. cafeico, fertlico, o-
benzdbico, vanilico e clorogénico); BH= Extrato bruto de B. humidicola,
R= Raiz; F= Parte Aérea; S= semente ¢ H= Hexano. O circulo
vermelho destaca os sinais dos padodres (fendlicos) e os sinais similares
nas amostras de B. humidicola...................cccoccevveevieviniuenennne.
Eletroferogramas das fracdes obtidas do extrato bruto metandlico da
parte aérea de B. humidicola. Mix Fenolicos= mistura de padrdes
fendlicos (4c. cafeico, ferulico, o-benzodico, vanilico e clorogénico);
BHFM= Extrato da parte aérea de B. humidicola Fracdo Metanodlica;
Ac= Acetato de etila, H= Hexano ¢ B= Butanol. O circulo vermelho
destaca os sinais dos padores (fenolicos) e os sinais similares nas
amostras de B. humidicola................cccccoooeiviiniiiniiiniiinienen,

Espectro de RMN demonstrando os sinais caracteristicos da presenca
de flavonoide s na fragdo butanolica do extrato metanolico da parte érea
de B. humidicOla.............c.coouevceieiiiaiiiiiieiieeeeee e

Atividade alelopatica de extratos brutos de parte aérea de Brachiaria
humidicola sobre sementes de Lactuca sativa (alface). BH= B.
humidicola; F= Parte aérea; H= Hexano; M= Metanol; MA=
Metanol/Agua; A= Agua. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P> 0,05)..ccceeeiieeeeiee et
Atividade alelopatica de extratos brutos de parte aérea de B. humidicola
sobre sementes de leguminosas tropicais utilizadas em consoércios de
pastagens. A) Stylosanthes spp.; B) Macrotyloma axillare; C)
Calopogonio mucunoides e em D) Desmodium ovalifolium. BH= B.
humidicola; F= Parte aérea; H= Hexano; M= Metanol; MA=
Metanol/Agua; A= Agua. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P> 0,05)...ccuieieieeeeeee e
Atividade alelopatica de extratos brutos de raizes de Brachiaria
humidicola sobre sementes de L. sativa (alface). BH= B. humidicola;
R= Raiz; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol/Agua; A= Agua.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Atividade alelopatica de extratos brutos de raizes de B. humidicola
sobre sementes de leguminosas tropicais utilizadas em consoércios de
pastagens. A) Stylosanthes spp.; B) Macrotyloma axillare; C)
Calopogonio mucunoides e em D) Desmodium ovalifolium. BH= B.
humidicola; R= Raiz; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol/Agua;
A= Agua. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Atividade alelopatica de extratos brutos das sementes de Brachiaria
humidicola sobre sementes de L. sativa (alface). BH= B. humidicola;
S= Semente; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol/Agua; A= Agua.
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Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Atividade alelopatica de extratos brutos das sementes de B. humidicola
sobre leguminosas tropicais utilizadas em consorcios de pastagens. A)
Stylosanthes spp.; B) Macrotyloma axillare; C) Calopogonio
mucunoides ¢ em D) Desmodium ovalifolium. BH= B. humidicola; S=
Semente; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol/Agua; A= Agua.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Atividade alelopatica de cinco fragcdes obtidas do extrato bruto
metanolico da parte aérea de B. humidicola sobre sementes de L. sativa
e duas leguminosas forrageiras. BHFM= extrato bruto em metanol da
parte aérea; Fracdo H= Hexano, D= Diclorometano, A= Acetato de
etila, B= Butanol e R= Residuo. Letras iguais nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (P > 0,05).c.uiieciiieieeeiie et
Atividade alelopatica de cinco fracdes obtidas do extrato bruto
metanolico da raiz de B. humidicola sobre sementes de L. sativa e duas
leguminosas forrageiras. BHFM= extrato bruto em metanol da parte
aérea; Fragdo H= Hexano, D= Diclorometano, A= Acetato de etila, B=
Butanol e R= Residuo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
TUKEY (P> 0,05)cuiieciieeeiee et

Atividade alelopatica das solugdes: i) um composto fenolico, o acido
trans-cinamico (ATC); i7) um mix de quatro flavonoides (MF: Rutina,
Canferol, Canferol 3’-a-ranminosideo e Quercetina) e iii) MF+ATC,
sobre L. sativa e na leguminosa M. axilare. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05)....cccoevieriiiniieniiniieieeieene
Atividade alelopatica de derivados dos 4cidos cinamicos (a forma trans
do ac. cinamico, ac. p-cumarico, ac. ferulico, ac. cafeico e 4c. sindpico)
e dos 4cidos benzoicos (4c. p-hidroxibenzdico, &c. gélico, ac.
protocatequico, ac.vanilico) sobre as espécies receptoras L. sativa e M.
axilare. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Atividade alelopatica de L. sativa e M. axillare sobre a aplicacdo das
amostras: S1 e S2, dois conjuntos de misturas de saponinas obtidas a
partir da fracdo em acetato de etila do extrato metandlico de raizes de
B. humidicola e a hesperidina , flavonoide analitico. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05)......cccevieviniiniinennne
Efeito no desenvolvimento (comprimeto de radicula e hipocotilo) de L.
sativa e M. axillare sobre a aplicagdo das amostras: S1 e S2, dois
conjuntos de misturas de saponinas obtidas a partir da fracdo em
acetato de etila do extrato metandlico de raizes de B. humidicola e a
hesperidina , flavonoide analitico. A) Comprimento de radicula (cm) e
B) Comprimento do hipocotilo (cm). Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p> 0,05).....cociieiiiniieiieieeieeeeeeeee e

Massa seca (g) de plantulas normais L. sativa e M. axillare sobre a
aplicagdo das amostras: S1 e S2, dois conjuntos de misturas de
saponinas obtidas a partir da fragdo em acetato de etila do extrato
metanodlico de raizes de B. humidicola e a hesperidina , flavonoide
analitico. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
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Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.
Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6
aeb.
Anexo 7.

Anexo 8.

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Eletroferogramas dos extratos brutos de semente de B. humidicola. Mix
Fenolicos= mistura de padrdes fendlicos (ac. cafeico, fertlico, o-
benzoico, vanilico e clorogénico); BH= Extrato bruto de B. humidicola;
H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol Agua e A=

Eletroferogramas dos extratos brutos de Raiz de B. humidicola. Mix
Fenodlicos= mistura de padrdoes fenolicos (ac. cafeico, fertlico, o-
benzdbico, vanilico e clorogénico); BH= Extrato bruto de B. humidicola,
H= Hexano; M= Metanol;, MA= Metanol Agua e A=

Espectro de extrato metanolico da parte aérea de Brachiaria
RUMTAICOLA. ...t

RMN 'Hdo 5 ,7,3”,4’-tretrahidroxi-3-O-ramnopiranosil-flavona..........
Espectro da fragdo acetato de etila do extrato metanolico de folhas de
Brachiaria humidicola; contendo mistura de ramnosil-flavonoides, ¢
provaveis derivados cindmicos e outros glicosideos aromaticos..........
Espectro confirmando a presenca de acidos graxos e triglicerideos em
sementes de Brachiaria humidicola....................c..cccccoeeenin...
Espectro da fracdo acetato de etila de raizes de Brachiaria humidicola
confirmando derivados do 4cido cinamico (ac. cumadrico) em raizes da

Espectro da fragdo acetato de etila da parti¢do do extrato metanolico de
etila de raizes de Brachiaria humidicola confirmando a presenca de
saponinas (S1 e S2) na planta..........c.cceccveeeviieniiieniieeeee e

CAPITULO 11

Porcentagem de germinagdo de cinco espécies receptoras em resposta a
aplicagdo dos extratos preparados a partir da parte aérea de B.
humidicola, o hidrolato (A) ou dgua de decoc¢do (B), em relacdo aos
seus respectivos controles (apenas dgua deionizada). Letras maitsculas
na parte superior das barras indicam diferencgas estatisticas (p<0,05) das
médias entre as espécies receptores. Letras mintsculas mostram a
diferenca de cada espécie € seu controle........c..ceceeveerveneenieriennenne.
Porcentagem de germinagdo de cinco espécies receptoras em resposta a
aplicacdo dos extratos preparados a partir da raiz de B. humidicola, o
hidrolato (A) ou agua de decocgao (B), em relagcdo aos seus respectivos
controles (apenas dgua deionizada). Letras maitsculas na parte superior
das barras indicam diferengas estatisticas (p<0,05) das médias entre as
espécies de receptores. Letras mintsculas mostram a diferenca de cada
ESPECIC € SEU CONLIOIC.....euvieeieeiiieiieeiieiieere et
Porcentagem de germinagao de cinco espécies receptoras em resposta a
aplicagdo dos extratos preparados a partir da semente de B. humidicola,
o hidrolato (A) ou 4gua de decoccdo (B), em relacdo aos seus
respectivos controles (apenas agua deionizada). Letras maiusculas na
parte superior das barras indicam diferencgas estatisticas (p<0,05) das
médias entre as espécies de receptores. Letras minusculas mostram a
diferenca de cada espécie e seu controle..........cceeveeeeveeeevieennieeennen.
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

CAPITULO III

Mapa indicando a localizacdo da cidade de Confresa, na regido
nordeste do estado do Mato Grosso.. Fonte: Confederagao Nacional de
MUunicipios, 201 1....ee i
Aspecto geral do desenvolvimento inicial da leguminosa Cajanus cajan
nos diferentes tratamentos de inclusdao da palha da parte aérea (%) de B.
humidicola. ~ Imagens  obtidas aos 42 dias apés o
1101 0] =111 (SRR
Diferenga geral observadas no desenvolvimento inicial da leguminosa
Stylosanthes spp. nos diferentes tratamentos de inclusdo da palha da
parte aérea (%) de B. humidicola. Imagem obtida aos 42 dias apds o
TANSPIANTE....ceouiiieiiiieciie et

Altura de plantas de C. cajan (A) e Stylosanthes spp. (B) em fun¢do da
idade e porcentagem de inclusdo de B.
RUMEATICOLA. ...
Numero de folhas por planta de C. cajan (A) e Stylosanthes spp. (B) em
funcdo da idade e porcentagem de inclusdo de B.
RUMIAICOLA. ...

Teores de clorofila observados para a leguminosa Stylosanthes spp.
cultivada sem a inclusdo de palha de B. humidicola no substrato. Letras
minusculas iguais ndo diferem entre si na mesma semana de cultivo.
Letras maitsculas iguais ndo diferem entre si para a mesma variavel
entre épocas de amostragem (SemMAaNas).........cecuveerveeeveerieeeeeeseeennnns
Valores médios e desvios padrdo observados nas leituras de indice de
clorofila total (a+b) para a leguminosa C. cajan. Os dados foram
obtidos a partir de avaliacio ndo destrutiva através de um
clorofilometro portatil na terceira e décima primeira semana apos o
transplante. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Valores médios e desvios padrdo observados nas leituras de indice de
clorofila a (A) e b (B) para a leguminosa C. cajan. Os dados foram
obtidos a partir de avaliagdo ndo destrutiva através de um
clorofilometro portatil na terceira e décima primeira semana apos o
transplante. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Variagdo na relagdo clorofila a/b para a leguminosa C. cajan. em
funcao das diferentes inclusdes de palha de B. humidicola. Os dados
foram obtidos a partir de avaliagdo ndo destrutiva através de um
clorofilometro portatil na terceira e décima primeira semana apos o
transplante. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Mortalidade média da leguminosa C. cajan (A) e Stylosanthes spp. (B).
observada ao final do periodo experimental. Letras Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p>

Producdo de Massa fresca de C. cajan (A) e Stylosanthes (B)
submetido a niveis de inclusdo de B. humidicola. Amostragem
realizada apds 72 dias de cultivo. Letras iguais ndo diferem entre si
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pelo teste de Tukey (P> 0,05)...ccueieeiieeiieeieeeee e 100
Figura 12. Producdo de Massa seca de C. cajan (A) e Stylosanthes (B) submetido

a niveis de inclusdo de B. humidicola. Amostragem realizada apos 72

dias de cultivo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
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1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, os sistemas de producdo de leite e carne bovina sdo baseados quase que
exclusivamente em pastagem nativa e cultivada, no qual sdo tidas como a principal fonte de
alimentacdo de ruminantes (BERNARDI et al., 2012), devido ao seu baixo custo de producao
(EUCLIDES et al., 2010; SKONIESKI et al., 2011).

Na regido tropical, as pastagens cultivadas sdo dominadas principalmente por
gramineas africanas do género Brachiaria (MACEDO et al., 2010). Entre elas, as espécies B.
decumbens, B. brizantha e B. humidicola ocupam milhdes de hectares, especialmente no
Brasil Central (MACEDO et al., 2010). A espécie B. humidicola (Rendle) Schweick ¢
bastante difundida nos tropicos imidos da América do Sul (BRITO et al., 2004) devido entre
outras, as caracteristicas como: a tolerancia a condigdes extremas de solos com deficiéncia
hidrica ou mal drenados (GENNI et al., 2004); a associa¢do a fungos micorrizicos (RAO et
al., 1996), processo que provavelmente propicia sua adaptacdo a solos com deficiéncia em
fosforo disponivel (SIQUEIRA & MOREIRA, 1997); a tolerancia a niveis potencialmente
toxicos de aluminio no solo (WENZL et al.,, 2001); tolerancia ao fogo e ao ataque das
cigarrinhas-das-pastagens (DIAS FILHO, 1983). Além disso, pastos formados com B.
humidicola sao mais densos, devido ao seu habito de crescimento, protegendo o solo contra a
erosao (ROCHE et al., 1990; PERON & EVANGELISTA, 2003). Estas caracteristicas fazem
de plantas da espécie B. humidicola tenham um importante papel ecologico dentro do sistema
de pastagens.

Outra caracteristica importante que vem sendo foco de estudo dessa espécie € a sua
capacidade de liberar substancias quimicas a partir de raizes que inibem a nitrificagdo do solo
(SUBBARAO et al.,, 2006b; SUBBARAO et al., 2007a; SUBBARAO et al., 2009,
FERNANDES et al., 2011).

Apesar da boa adaptabilidade demonstrada por estas pastagens, hé, ao longo dos anos,
um processo de declinio em sua produtividade. A degradacdo das pastagens ¢ o nome dado a
este processo, que ¢ a principal causa da baixa produtividade no setor pecudrio brasileiro
(BERNARDI, et al., 2012). Estima-se que pelo menos metade das pastagens cultivadas sao
degradadas ou estdo em processo de degradacdo (BODDEY et al., 2004). Estudos indicam
que os dois principais impulsionadores do processo de degradagdo sdo a baixa fertilidade do
solo (especialmente baixo teor de N no solo) e o superpastejo (ROSSIELLO & ANTUNES,
2012).

A introducdo de leguminosas forrageiras em pastagens com monocultura de graminea
pode ser uma alternativa para melhorar a fertilidade dos solos tropicais (ALENCAR et al.,
2012), além de enriquecer a dieta dos animais e, consequentemente, aumentar a produtividade
das pastagens (MACEDO et al., 2010). No entanto, o uso de leguminosas, sob a forma de
pastagens consorciadas continua com pouca expressividade (BARCELLOS et al., 2008).
Algumas razdes podem justificar esse fato, incluindo tentativas fracassadas no passado.
Embora o uso de pastagens consorciadas de gramineas e leguminosas tenha muitos atrativos,
o baixo uso dessa tecnologia é devido principalmente ao estabelecimento lento e a baixa
persisténcia das leguminosas em pastagem tropicais (BARCELLOS et al., 2008). Isso
geralmente ocorre devido a fatores de concorréncia, uma vez que a relagdo entre graminea
(C4) e leguminosa (C3) envolvem duas espécies com caracteristicas morfofisioldgicas distintas
(RAO, et al., 1995), com taxas diferenciadas de crescimento. As gramineas sao mais
eficientes do que as leguminosas em relagdo a fotossintese, o que as torna mais competitivas
dentro de pastagens consorciadas. Fatores bidticos também podem afetar o estabelecimento e
persisténcia de plantas em consorcio, como o fendmeno conhecido como alelopatia (RICE,
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1984; SMITH, 1989). Apesar de muitas discussdes a respeito da definicdo, entende-se por
alelopatia como sendo os efeitos prejudiciais ou benéficos de espécies de uma planta
(doadora) na germinagdo e desenvolvimento de outras espécies (receptoras) dentro de uma
comunidade vegetal (BHADORIA, 2011; JACOB & SARADA, 2012). A relacdo de
alelopatia entre as espécies ¢ obtida por interacdes de metabolitos da planta doadora em
detrimento das espécies receptoras. Os chamados aleloquimicos sdo liberados no ambiente
principalmente através de processos de exsudacdo, lixiviacao, volatilizacdo e decomposi¢ao
do material vegetal (KHANH et al., 2005; XUAN, et al., 2005; WESTON et al., 2012). Neste
contexto, o conhecimento das interagdes alelopaticas entre espécies de plantas podem
contribuir para a compreensdo de relacdes de gramineas e leguminosas em pastagens
consorciadas (SOUZA-FILHO, et al., 1997). Para isso se faz necessario realizar estudos que
gerem conhecimento para a identificagdo de substancias presentes em gramineas forrageiras
para o aperfeicoamento do consércio de pastagem. Por outro lado, a identificacdo de
leguminosas de interesse agropecudrio que tenham menor sensibilidade as substancias
fitotoxicas dessas gramineas € de grande relevancia, por propiciar informagdes que levem a
um manejo adequado dessas plantas (WARDLE, 1987). Embora a literatura registre uma
grande quantidade de estudos sobre a alelopatia com varias espécies, nao sao muitos os que
tratam das relagdes de B. humidicola com leguminosas tropicais.

Com base na hipotese de que a B. humidicola produz em seu metabolismo secundario
substancias que inibem a germinacdo de leguminosas forrageiras tropicais, objetivou-se: @)
Realizar a prospecgdo fitoquimica e a identificagdo de substancias bioativas em extratos
obtidos de diferentes partes de B. humidicola através de metodologias complementares; b)
Realizar a avaliagdo da atividade alelopatica de extratos, fragcdes e substincias purificadas
sobre a germinagdo e o desenvolvimento da radicula de leguminosas forrageiras tropicais; c)
Avaliar o efeito alelopatico do hidrolato e da 4gua de decocgdo obtida de diferentes partes
de B. humidicola sobre a germinacdo de leguminosas forrageiras tropicais, assim como da
Lactuca sativa (planta padrao em estudos alelopaticos); d) Avaliar o efeito niveis de inclusdo
da palha de B. humidicola no substrato de cultivo durante o desenvolvimento inicial de
leguminosas forrageiras.



2 REVISAO DE LITERATURA

Nas plantas ocorre o metabolismo secundario, que dependendo da situacdo pode ser
potencializado, principalmente por condi¢des adversas, podendo funcionar como uma
ferramenta de defesa e de perpetuacdo da espécie. As pesquisas relacionadas aos produtos
desse metabolismo tém sido desenvolvidas durante décadas (RICE, 1984; SOUZA FILHO &
ALVES, 1998) e continuam atualmente, em estudos que vao desde a caracterizagdo e
determinagdo da estrutura de substanias elaboradas pela planta até as respostas bioldgicas a
esses metabolitos (SOUZA- FILHO & ALVES, 1998; SOUZA- FILHO, 2006; BHADORIA,
2011; WESTON et al., 2012; REJILA et al., 2012).

Muitos estudos avaliam as interagdes quimicas existentes entre espécies forrageiras e
plantas invasoras espontaneas (MARTINS et al., 2006; BHADORIA, 2011); no entanto, a
influéncia exercida por gramineas sobre leguminosas tanto forrageiras como de adubacgdo
verde, € encontrada em menor numero.

A informagdo a esse respeito € de extrema relevancia, uma vez que pode indicar as
espécies compativeis ao consorcio de pastagens, sendo esses efeitos importantes
principalmente durante o estabelecimento da leguminosa na pastagem (RICE, 1984;
RODRIGUES et al., 1992; RIDENOUR & CALLAWAY, 2001; CALLAWAY, 2002).

2.1 Importancia do Género Brachiaria (Trin.) Griseb. e Alelopatia

Nao ¢ novidade dizer que a produgdo de ruminantes, nos tropicos, ¢ dependente, quase
exclusivamente, das pastagens (ZIMMER & EUCLIDES, 2000; BERNARDI et al., 2012). No
Brasil, as gramineas forrageiras do género Brachiaria respondem como importante fonte na
alimentagdo animal. Quase a metade da 4area ocupada por pastagens corresponde a
monoculturas de gramineas melhoradas, principalmente espécies desse género e nas regioes
onde predomina a bovinocultura de corte. O género Brachiaria foi primeiramente descrito e
classificado como uma subdivisdo do género Panicum, por Trinius em 1934, sendo
considerado um género apenas 19 anos mais tarde, por Grisebach em 1853 (VALLE et al.,
2010). A classificacao taxdnomica € ainda assunto de discussao entre os especialistas da area,
no entanto, o género Brachiaria ¢ atualmente conhecido taxonomicamente como Urochloa
(SILVA, 2000).

Dentro do género Brachiaria, sete espécies sdo bastante empregadas como recurso
forrageiro na América Tropical (KELLER-GREIN et al., 1996; VALLE, et al., 2010); sdo elas
B. arrecta (Hack.) Stent, B. brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf, B. decumbens Stapt, B.
dictyoneura Stapf, B. humidicola (Rendie) Schweickerdt, B. mutica (Forsk) Stapf e B.
ruziziensis R. Germ. & Evrard. Dentre estas, as mais utilizadas no Brasil estio a B.
decumbens, B. brizantha e B. humidicola; cada uma delas com exigéncias nutricionais
diferenciadas, ndo somente devido aos fatores genotipicos e de fenologia, mas pela interagao
destes com os fatores de solo, clima e sistema de manejo adotado (FERRAZ, 2003; PERON
& EVANGELISTA, 2004). Apesar da boa adaptabilidade mostrada por esse género,
evidenciada pelo elevado vigor e alta producdo de fitomassa nos primeiros anos de
implantagdo, observa-se, com o passar dos anos, um processo de declinio da produtividade
vegetal. Degradacao das pastagens ¢ o nome dado ao processo (PERON & EVANGELISTA,
2004), sendo um indicativo de que o atual manejo dessas pastagens ndo ¢ sustentavel
(OLIVEIRA, 2000). Embora ndo exista ainda consenso sobre as razdes causais da
degradacdo, sabe-se que o mesmo encontra-se associado, entre outros, a fatores como manejo
inadequado, excesso de lotagdo e a ndo adogdo de praticas conservacionistas da
sustentabilidade das pastagens, especialmente a ndo reposicdo dos nutrientes extraidos do
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sistema (BODDEY et al.,, 1993; ZIMMER & CORREA, 1999). Urquiaga et al. (1998)
sugeriram que o declinio da produtividade das pastagens apds alguns anos pode resultar de
uma ciclagem muito lenta de uma grande fragdo da massa radicular, conduzindo a
conservagdo ou acumulacdo de carbono no solo, mas, em contrapartida, aumentando a
imobilizacdo do N mineral e reduzindo drasticamente a sua disponibilidade para as plantas
forrageiras. Em relagdo a este ultimo aspecto, Werner (1984) e Fernandes & Rossiello (1986)
apontaram a baixa disponibilidade de N no solo como uma das principais causas da
degradacdo das pastagens, o qual tém ensejado recomendacdes de adubacdo deste nutriente
tendentes a aumentar a oferta de nutrientes disponiveis as pastagens (RUSSELLE et al., 1992;
CANTARUTTTI et al., 2002; VIANA et al., 2011).

O aumento dos niveis do N mineral disponivel as plantas pode ser obtido através de
fontes quimicas ou biologicas. Embora o N oriundo de cada uma dessas fontes tenha 0 mesmo
valor biologico do ponto de vista da nutricdo das forrageiras (JARVIS et al., 1995), a
utilizacdo das formas quimicas do N, principalmente sob a forma de adubos industriais
nitrogenados, sofre restrigdes, em primeiro lugar, econdmicas. Estas se ligam ao alto custo
dos adubos nitrogenados, que reflete o custo dos componentes de sua sintese industrial,
obtidos a partir do petroleo, onde se torna economicamente insustentavel, a médio ou em
longo prazo (DOBEREINER, 1997; ANDRADE & KARIA, 2000).

Entao, considerando-se a extensdo territorial das pastagens existentes e o seu nivel de
degradag¢do (DE FARIA et al., 1997), assim como a linearidade da resposta das gramineas
forrageiras a altas doses de N (FERNANDES & ROSSIELLO, 1986; MARTHA-JUNIOR et
al.,, 2004; VIANA et al.,, 2011), parece razoavel concluir que o uso regular de adubos
nitrogenados nao pode ser concebido como uma solugdo geral ou exclusiva para o problema
da conservacao produtiva dos recursos forrageiros do pais.

Ja o uso de leguminosas em consorcio com as gramineas, supde uma via biologica de
introducgdo de N no sistema de producao, através dos mecanismos de transferéncia para o solo,
do N, atmosférico fixado por essas forrageiras via bactérias do género Rhizobium. Com isso,
aumenta-se indiretamente a capacidade de suporte da pastagem, prolongando a producao de
forragem (CANTARUTTI & BODDEY, 1997). Além disso, a presenca das leguminosas no
consorcio oferece outras vantagens. E sabido que a diminui¢dio da produgio e valor nutritivo
de gramineas tropicais forrageiras no periodo da seca reflete-se diretamente na producdo
animal. Com a inclusdo de leguminosa num pasto de graminea pura, ocorre uma melhor
distribui¢do da producdo anual de forragem em oferta, devido a maior tolerancia a seca que
mostram algumas das espécies de leguminosas usadas em consorcio, em relagdo as gramineas
forrageiras (KLUSMANN, 1988). Embora esta alternativa tenha o atrativo da sua
competitividade frente a op¢do da fertilizagdo quimica, tanto em termos econdmicos (reducgao
de custos) como agroecologicos (conservacao do N e da matéria organica do solo), deve ser
observado que os resultados obtidos ao presente, sdo controversos.

No que diz respeito ao Brasil, o tema da introducdo de leguminosas forrageiras tem
sido abordado constantemente nos eventos técnico-cientificos de pastagens e adubos verdes
(ALVES & MEDEIROS, 1997), e as vantagens da utilizacdo de consorcios formados por
gramineas e leguminosas sdo bastante conhecidas entre pesquisadores, extensionistas e
produtores (PEREIRA, 2001). Ainda de acordo com PEREIRA (2001), a comparagdo entre a
produtividade de pastagens consorciadas e adubadas com N mineral é uma preocupagdo que
remonta ao principio das pesquisas com forrageiras. Embora esta alternativa tenha o atrativo
da sua competitividade frente a opcao da fertilizagdo quimica, tanto em termos econdmicos
como agroecoldgicos (conservagdo do N e da matéria organica do solo), deve ser observado
que os resultados obtidos, sdo ainda objetos de certa controvérsia (PEREIRA, 2001). Segundo



opinido de alguns pesquisadores da area (PEREIRA, 2001), isto retroage a discussao hd mais
de trés décadas.

Com efeito, durante a década de 70, na América Latina buscou-se estimular a
producdo pecuaria através de planos de incentivo a instalagdo de pastagens consorciadas, a
partir de investimentos governamentais suportados por agéncias de fomento internacionais.
Neste contexto, houve pouca preocupagdo com a origem dos cultivares a serem utilizadas nos
projetos. Esses cultivares foram desenvolvidos, em geral, para solos de alta fertilidade e sob
condi¢des ambientais totalmente diversas. Consequentemente, com a falta de conhecimento
técnico sobre essas espécies, houve o inevitavel fracasso desses projetos (ROLON & PRIMO,
1979). Certamente, o fracasso dessas tentativas de introdugdo de consorciagdes graminea-
leguminosa e da consequente tentativa de promover o efetivo uso das pastagens consorciadas
ainda hoje oferece resisténcia a sua maior utilizagdo no Brasil (NASCIMENTO-JUNIOR et
al., 2003; BARCELLOS et al., 2008).

Ha muito tempo se sabe que as familias Poaceae e Fabaceae possuem caracteristicas
morfologicas, anatdmicas e fisiologicas distintas que tornam dificil o seu desenvolvimento em
conjunto. Uma diferenca basica radica na eficiéncia fotossintética, uma vez que as
leguminosas possuem a via Cs (ciclo fotossintético de fixacdo de carbono), enquanto que as
gramineas tropicais sdo do tipo Ci, 0o que determina maiores taxas de crescimento nas
monocotiledoneas (LARCHER, 2000; TAIZ & ZEIGER 2009). Da mesma forma, a pesquisa
tem identificado e contrastado diferencas, entre as interacdes (interferéncia) por fatores
abioticos (competi¢do) ou bidticos (interacdo quimica entre as plantas) (FERREIRA &
BORGHETTI, 2004). Entende-se por interferéncia por competi¢do a concorréncia por diversos
recursos, incluindo luz, nutrientes e agua, dentro e entre as espécies presentes (FERREIRA &
BORGHETTI, 2004; TAIZ & ZEIGER 2009). Por outro lado, a interferéncia biotica, ¢ aquela
onde a planta (doadora) produz substancias quimicas (metabolitos secundérios) que podem
provocar efeito direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, na germinagdo e crescimento de
outras plantas adjacentes (receptoras) (RICE, 1984; DEUBER, 1992; KOBAYASHI, 2004;
LARA-NUNEZ et al., 2009). Esse fenomeno ¢ conhecido como alelopatia, importante na
resposta ecologica, e que pode alterar o padrdo e a densidade das comunidades de plantas. O
termo alelopatia ¢ oriundo do grego, onde allelon significa “mutuo” e pathos “causar doenga
ou sofrimento” (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Todavia, em termos gerais o que difere os dois processos discutidos acima, € que na
competicdo um fator de crescimento fundamental ao desenvolvimento das plantas ¢ reduzido
ou removido do ambiente, enquanto na alelopatia uma substancia ¢ acrescida ao meio
(FERREIRA & AQUILA, 2000). E interessante ressaltar que, em algumas situagdes, esses
processos podem ocorrer simultaneamente (RICE, 1984).

2.1.1 Metabolismo secundario em plantas

De acordo com Taiz & Zeiger (2009), as plantas produzem metabdlitos primérios e
secundarios, também considerados metabolitos especiais. No primeiro caso sdo realizados
processos metabolicos essenciais a sobrevivéncia celular. Em contrapartida, no metabolismo
secundario as sustancias produzidas nem sempre sdo necessarias para que a planta tenha seu
ciclo completado, mas sim a fun¢do de interagdio com o meio. Nas plantas existem
metabolitos oriundos do metabolismo secundario com propridades alelopaticas. Tais
substancias geralmente pertencem ao grupo dos acidos e compostos associados, derivados das
reagoes de formagdao do acido chiquimico, malonico, mevalonico e Rota do metileritritol
fosfato (MEP) conforme Figura 1 (CHOU & WALLER, 1989; CARVALHO et al., 1993;
FERREIRA & AQUILA, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2009).
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Figura 1. Esquematizacdo simplificada da rota de biossintese de metabolitos secundarios.
PEP: fosfoenolpiruvato; 3-PGA: 3- fosfoglicerato; MEP: Rota do metileritritol fosfato. Fonte:
Modificado de Taiz & Zeiger (2009).

Vale salientar que, na pratica, ¢ dificil isolar o efeito nocivo, via alelopatia, de uma
planta sobre a outra (SOUZA et al, 2003). No entanto, estudos tém sido conduzidos na
tentativa de caracterizar as classes de metabolitos ou até mesmo determinar a estrutura
quimica de moléculas responsaveis por este efeito biologico.

Hé4 que considerar ainda os fatores ligados ao sistema de pastejo, que certamente
interferirdo também na persisténcia da leguminosa (LASCANO, 1999). Nesse sentido,
Durigan & Almeida (1993) observaram que os taninos produzidos por algumas plantas
forrageiras podem ser acumulados e assim conferir um sabor amargo e/ou adstringente. Esse
mecanismo pode representar uma defesa contra o pastejo, pois os animais selecionam as
forrageiras preferenciais por sua palatabilidade. Entende-se entdo que algumas plantas
produzem essas substancias como ferramenta de defesa contra a hebivoria, além de atuarem
contra patogenos e insetos (GIVENS et al., 2000; SANTOS, 2006). J4 no que diz respeito aos
efeitos alelopaticos, essas substancias devem ser liberadas para o meio ambiente por
diferentes formas e assim ter contato com as plantas receptoras.

2.1.2 Liberac¢ao dos metaboélitos no meio ambiente

As plantas podem liberar seus aleloquimicos de varias maneiras diferentes:
volatilizacdo, lixiviagdo, exsudacdo e decomposicao de residuos vegetais (RICE 1984;
CHOU, 1999; ZHANG et al. 2010). Na figura 2 sdo mostradas as rotas mais provaveis pelos
quais os aleloquimicos sao langados no ambiente.
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Figura 2. Rota de liberacao dos aleloquimicos da planta para o ambiente. Fonte: Modificado
de Yamamoto (2009).

No processo de volatilizacdo as substincias sdo liberadas a partir das folhas, e em
seguida sdo absorvidas por outra planta (RICE 1984). A caracterizagdao do perfil dos
aleloquimicos volateis ¢ considerada bastante complexa, uma vez que essas moléculas se
perdem facilmente para a atmosfera. Grande parte das substancias encontradas nos compostos
volateis pertencem ao grupo quimico dos terpenos (RIZVI & RIZVI, 1992), que constituem a
maior classe de metabdlitos secundarios. Em algumas situacdes os compostos dessa classe sao
considerados metabdlitos primarios, como no caso das giberelinas, fito horménio diterpénico
que atua na regulacdo do crescimento vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2009). Em geral, os
terpenos sdo moléculas insoliveis em agua, e servem como precursores para uma gama de
componentes essenciais dentro do sistema bioldgico vegetal. Entre esses compostos, os
monoterpenos € sesquiterpenos possuem um papel importante em interagdes alelopaticas
(PUTNAM, 1988; ABRAHIM et al., 2000).

Os metabolitos secundarios presentes na parte aérea dos vegetais podem ainda ser
introduzidos no ambiente através da lixiviacdo, a partir da lavagem das folhas pela agua das
chuvas ou pelo orvalho (RICE 1984; ZHANG et al., 2010). Nos processos de decomposi¢ao
dos residuos vegetais, apds o rompimento das células e consequente extravasamento do
conteido celular, os metabolitos podem ser carregados através do solo (RICE 1984;
ALMEIDA, 1988). Essas biomoléculas podem influenciar a microbiota do solo, que por sua
vez podem interferir direta ou indiretamente na biologia das plantas receptoras associadas
(QASEM & HILL, 1989; CHAPMAN, 2003; BAINS et al., 2009).

Existe uma grande discussdo a respeito do efeito das moléculas exsudadas pelas raizes,
uma vez que nem sempre sao essas substincias que causam interferéncia no desenvolvimento
de plantas vizinhas. E dificil atribuir com precisio se o estimulo ou a redugdo da germinago,
ou mesmo o crescimento das plantas receptoras, ¢ uma resposta as moléculas provindas da
exsudacdo radicular, se provém dos microrganismos presentes no solo ou se ¢ originaria de
outras fontes (ALMEIDA, 1988; MALHEIROS & PERES, 2001). Essas substancias podem
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ainda sofrer transformacgoes pela agdo do meio ou por influéncia da microbiota do solo, e ter
sua atividade bioldgica diminuida ou potencializada (RADOSEVISH & HOLT, 1984).

Desse ponto de vista, os estudos realizados em ambiente sob condigdes controladas
sdo de extrema importancia para aumentar o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos
nos processos de alelopatia. Por isso, a grande maioria dos trabalhos realizados para a
avaliacdo do potencial alelopatico ¢ conduzida em laboratérios, dentro de cémaras de
crescimento ou mesmo em casa de vegetacdo, onde ha um maior controle experimental.

2.1.3 Obtencio e identificacdo de substancias bioativas

Normalmente as técnicas utilizadas com mais frequéncia em estudos de alelopatia
envolvem bioensaios de germinagdo em camaras de crescimento (CHIAPUSIO et al., 1997;
FERREIRA & BORGHETTI, 2004). Nestas condigdes ocorre a aplicagdao de solucdes obtidas
a partir de extragdo com solventes organicos utilizados para retirar as substancias presentes na
planta em estudo (LEATHER & EINHELLIG, 1986; SOUZA FILHO et al., 2010).

As técnicas de extracdo mais utilizadas envolvem o preparo de extratos aquosos
foliares e, em menor propor¢do, do sistema radicular (RODRIGUES et al., 1992; WESTON,
1996). Além destes, procedimentos experimentais mais apurados que permitem o isolamento
e a determinagdo estrutural dos constituintes quimicos envolvidos na atividade alelopatica das
plantas vém sendo utilizadas com mais frequéncia nestes estudos de alelopatia (SOUZA
FILHO et al., 2010; SANTOS et al., 2007; SANTOS et al., 2011).

Todavia, deve ser salientado que, na maioria das vezes, a alelopatia ¢ o resultado da
acdo de um conjunto de substancias, sendo rara a acdo de uma unica substancia isolada. Essa
acdo conjunta ¢ conhecida como relagdo sinérgica, e resulta em modificagdes no
desenvolvimento e no crescimento das plantas receptoras (WILLIAMSON, 1990).

Desta forma, para o avango nas pesquisas com alelopatia de pastagens consorciadas ha
a necessidade de se obter a caracterizagdo quimica das gramineas utilizadas nos consorcios.
Para isso ¢ importante obter informagdes sobre a que classe quimica pertencem os
aleloquimicos isolados nas forrageiras, assim como, sua correta estrutura quimica.

As informagdes associadas a atividade alelopatica destas gramineas sobre as diferentes
espécies de leguminosas forrageiras e de adubacao verde fornecerdo a base de conhecimentos
necessarios para proporcionar maior harmonia entre essas espécies em cultivo consorciado, e
assim podendo contribuir para o efetivo uso de pastagens consorciadas que ainda ¢
considerado insignificante (BARCELLOS et al., 2008).

Nesse sentido, a prospeccao fitoquimica pode ser utilizada para verificar a classe dos
metabolitos secundarios presentes em extratos de plantas de uma maneira geral; porém, o
resultado pode ser mascarado pela cor do sistema formado durante a andlise quimica e a
interpretagdo da prova. Dai a importancia da utilizagao de métodos fisicos de andlise organica
como parametro adicional a andlise quimica. Um exemplo ¢ a Ressonancia Magnética
Nuclear '"H >C (RMN 'H) que, em muitos casos pode confirmar ou excluir a presenca de
determinada classe de metabolitos secundérios detectados quimicamente.

De acordo com Santos et al. (2011), dentre as técnicas normalmente empregadas nas
analises de extratos vegetais estdo as cromatograficas, que demandam tempo e uma grande
quantidade de reagentes organicos, principalmente quando envolve misturas complexas como
extratos brutos de plantas. J4 a técnica Eletroforese Capilar (EC) é um método microanalitico
que se baseia na separacao de particulas carregadas eletricamente (podendo ser gerada pelo
pH do meio), quando estio sob a influéncia de um campo elétrico (KUHN &
HOFFSTETTER-KUHN, 1993). A EC que ¢ uma técnica aplicavel na determina¢do de uma
grande variedade de amostras tem sido utilizada para andlise de extratos de plantas e 6leos
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essenciais, principalmente porque permite a injecao direta dos extratos sem necessidade de
purificacdo dos principios ativos, utilizacdo de volumes reduzidos de amostras, baixo
consumo de reagentes e automacao das analises (SANTOS et al., 2007),. Os autores relataram
que os protocolos de EC foram altamente especificos, sendo possivel identificar cinco classes
de compostos contidos em extratos brutos da espécie avaliada.

Neste sentido, PUTNAM (1988) agrupam os aleloquimicos em cinco classes, como
acido cinamico, terpenos, alcaloides, esteroides e flavonoides. Esses autores relatam que
muitos compostos podem ocorrer na forma glicosilada dentro dos vacutolos nas células
vegetais, estando dessa maneira indcuas. Outro fator a se considerar ¢ que essas moléculas
podem ser provenientes de diferentes 6rgdos, incluindo folhas, flores e frutos das plantas, dai
a importancia de se pesquisar as diferentes partes das plantas (RICE, 1984).

De uma forma geral, em se tratando de mecanismo de agdo dos agentes alelopaticos,
diferentes processos metabolicos sdo afetados (IMATOMI, 2010). Entretanto, os principais sdo:
a inibicdo da germinacdo por interrup¢do da divisdo celular (TEERARAK et al., 2010), a
interferéncia nos mecanismos de transferéncia de energia, tais como a respiracao e fotossintese
(ABRAHIM et al. 2000) e alteragdes na permeabilidade da membrana celular (BOGATEK et al.,
2005).

2.1.4 Atividade alelopatica do género Brachiaria (Trin.) Griseb.

Hé poucas informacgdes disponiveis sobre atividade alelopatica da Brachiaria exercida
sobre leguminosas forrageiras e de adubacao verde. Embora existam muitas lacunas sobre as
interacdes quimicas existentes entre gramineas e leguminosas forrageiras, os trabalhos
encontrados, indicam um elevado potencial alelopético para este género (VIDAL et al., 1986;
STANIZIO et al., 1991; BARBOSA et al., 2008; SENARATHNE et al., 2010).

Os primeiros estudos avaliando o potencial alelopatico das forrageiras do género
Brachiaria tiveram inicio na década de 70, aproximadamente apds uma década do inicio de
sua difusdo como planta forrageira no Brasil (SOUZA FILHO & ALVES, 1998). Muito
embora essas relagdes possivelmente fossem observadas na pratica, em ambientes de
consorcio, esta interacdo era ainda desacreditada. A maior parte dos estudos com estas
espécies seguiram no sentido de avaliar o seu potencial produtivo, e mais tarde questdes sobre
a toxicicidade para os animais.

Com efeito, Voll et al. (2004) realizaram um trabalho com o objetivo de caracterizar
0s compostos quimicos com atividade alelopatica da Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc,
também conhecido como capim-marmelada. Segundo os autores, foi observada a inibi¢do da
germinagdo das plantas espontaneas Acanthospermum hispidum DC. e Commelina
benghalensis (L.). Foi detectada na B. plantaginea (capim-marmelada), uma alta concentragao
do 4cido acotinico (Figura 3) e em menor quantidade, os &acidos fendlicos. Os autores
observaram que além dessas substincias, existem outras substincias alelopaticas que nao
foram identificadas. Eles observaram ainda que houve a ocorréncia de fungos endofiticos
como respostas aos compostos organicos oriundos dessa Brachiaria. Em consonéncia a esses
resultados, Vidal et al. (1986) descreveram o potencial alelopatico do capim-marmelada sobre
algumas culturas anuais, embora ndo tenham conseguido caracterizar seu aleloquimico.
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Figura 3. Estrutura quimica do acido acotinico. Fonte: Voll et al., 2004.

Dada sua grande importancia como planta forrageira e sua crescente utilizacdo nos
campos de pastagens, a B. brizantha foi estudada por Stanizio et al. (1991), que avaliaram o
seu efeito alelopatico sobre o crescimento de plantulas das leguminosas Stylosanthes
guianensis (Abl.) Sw., e Centrosema brasilianum (L) Benth. Os autores utilizaram o extrato
aquoso da parte aérea, nas concentracdes de 0, 25, 50 e 100%, e observaram que esses
extratos ndo afetaram a germinacdo, o desenvolvimento da radicula e do hipocotilo das
sementes de C. brasilianum, mas reduziram o comprimento desses mesmos Orgdos de S.
guianensis.

Senarathne et al. (2010) realizou um estudo usando extratos, exsudatos e solo aderido
da regido radicular de B. brizantha e B. milliformis, sobre as espécies Raphanus sativus,
Capsicum annum L., Lycopersicon esculentum Mill., Crotalaria junica L. e Chromoleana
odorata (L.) King & Rabinson. Neste trabalho, ambas as espécies de braquidria produziram
efeito inibitorio, no entanto a B. brizantha resultou em um maior efeito sobre as receptoras
utilizadas. Em relacdo as amostras, o exsudatos das raizes das espécies doadoras foram as que
resultaram em maior atividade alelopatica.

Em estudos realizados por Santos et al. (2008) foram isolados os triterpenos friedelina
e epifriedelinol (Figura 4) da parte aérea de B. brizantha cv. Marandu, os quais apresentaram
efeito inibitdrio na germinacdo das plantas expontaneas Mimosa pudica L. e Senna obtusifolia
L. Irwin & Barneby. Essas substancias foram testadas isoladamentes ou em mistura, onde
ambas a friedelina e epifriedelinol ndo diferiram entre si quando aplicados separadamente
sobre a M. pudica. Ja na aplicacdo sobre a S. obtusifolia, a friedelina mostrou atividade
alelopatica superior a epifriedelinol. Nos testes com as sementes de M. pudica, as duas
substancias misturadas resultou num efeito inibitério (50%) mais elevado do que as
substancias testadas separadamente. Este efeito foi menos intenso na espécie S. obtusifolia.

Friedelina Epifriedelinol

Figura 4. Estrutura das substancias friedelina e epifriedelinol. Fonte: Santos et al. (2008).
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Bocchese et al. (2007) mencionam que nao houve efeito alelopatico de mudas de B.
brizantha sobre trés espécies florestais nativas do cerrado brasileiro e Eucalyptus citriodora.
Ja nos estudos desenvolvidos por Souza et al. (2003) que utilizaram uma outra importante
espécie do género (Brachiaria decumbens), foi observado efeito alelopatico no
desenvolvimento inicial de EFucalyptus grandis em condigdes de casa de vegetacdo. Outros
estudos com B. decumbens que indicam que as saponinas esteroidais litogénicas sdo
responsaveis pelas caracteristicas toxicas dessa espécie (SMITH & MILES, 1993; CRUZ et
al., 2000; BRUM et al., 2009). Em estudo realizado por SOUZA et al., (1997), os efeitos
alelopaticos da matéria seca da parte aérea de B. decumbens observou-se que quando foi
incorporada ao solo utilizado para o cultivo inicial de limdo cravo (Citrus limonia)
promoveram a inibicdo do crescimento dessas plantas. Em outro estudo com B. decumbens,
saponinas € sapogeninas foram as principais substincias detectadas nos extratos e que podem
estar diretamente envolvidas na atividade alelopatica desta espécie (HARAGUCHI et al.,
2003). Esses resultados sugerem que dentro do género Brachiaria podem existir constituintes
quimicos de diferentes classes de metabolitos com potencial alelopatico.

Em uma revisdo realizada por Riet-Correa et al. (2011) sobre a intoxica¢do por
Brachiaria spp. em ruminantes no Brasil, foi considerado que a maioria dos surtos de
fotossensibilizagcdo hepatogena € causada por Brachiaria decumbens; mas B. brizantha, B.
humidicola e B. ruziziensis podem também causar intoxicagdo. Os autores relataram que o
envenenamento pelo consumo destas braquiarias ¢ consequéncia do alto teor de saponina
contido nessas espécies. Os mesmos sugerem programas de melhoramento vegetal visando a
obtencao de plantas com menores quantidades desse metabodlito para amenizar esse cenario.

Como discutido anteriormente, a forrageira B. humidicola estd entre as trés mais
utilizadas dentro deste género na formagdo de pastagens no Brasil (PERON &
EVANGELISTA, 2004; VALLE et al., 2010). O uso dessa espécie estd crescendo,
principalmente no Norte do Brasil, muitas vezes em substituicdo a espécie B. decumbens,
devido a sua maior tolerancia a cigarrinha das pastagens (SEIFFERT, 1980).

Embora hajam poucos trabalhos relacionados a prospec¢do quimica de B. humidicola
ou aos seus efeitos alelopaticos sobre leguminosas, existem informac¢des que mostram seu
potencial alelopatico sobre plantas expontaneas , com a inibicao da germinagdo de sementes e
o alongamento da radicula em diferentes espécies (REZENDE et al., 2003).

Na parte aérea de B. humidicola, especificamente foi isolada uma fragdo com atividade
fitotoxica, cujo principio ativo foi identificado como sendo o 4acido p-cumdrico, um
intermediario na biossintese dos flavondides (SOUZA-FILHO et al., 2005). Tal substincia
inibiu a geminagdo das sementes e ou o alongamento da radicula em espécies invasoras de
pastagens (M. pudica e S. occidentalis). Um extrato aquoso da parte aérea de B. humidicola
reduziu em quase 50% o alongamento da radicula de Desmodium adscendens (Sw.) D.C.
(SOUZA-FILHO et al., 1997). Em outro estudo verificou-se que extratos aquosos obtidos de
trés espécies de Brachiaria (B. decumbens, B. humidicola e B. brizantha cv. Marandu)
diminuiram a germinacdo de sementes em algumas espécies de leguminosas, sendo que a
porcentagem de sementes mortas em S. guianensis superou as demais (REZENDE et al.,
2003). E interessante observar que, além desses estudos, pesquisas tém sugerido que esta
espécie possui a capacidade de inibir o processo de nitrificagdo do nitrogénio no solo. A
brachiolactona (Figura 5), uma substancia isolada da raiz de B. humidicola, ¢ um diterpeno
ciclico com ag¢do inibidora da nitrificagdo (SUBBARAO et al., 2009).
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Figura 5. Estrurura da brachiolactona. Fonte: Subbarao et al. (2009).
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CAPITULO I

PROSPE}CCAO FITOQUIMICA DE Brachiaria humidicola E EFEITO
ALELOPATICO SOBRE LEGUMINOSAS FORRAGEIRAS TROPICAIS
RECOMENDADAS PARA CONSORCIO DE PASTAGEM

PHYTOCHEMICAL SCREENING OF Brachiaria humidicola AND
ALLELOPATHIC EFFECT ON FORAGE LEGUMES RECOMMENDED
FOR PASTURES MIXED
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar as classes de substancias e avaliar a fitotoxicidade de
extratos brutos e fragcdes obtidas das diversas partes (raiz, parte aérea e semente) da graminea
Brachiaria humidicola (Rendle) Schweick, conhecida como “quicuio - da - Amazodnia”. Para
isso foram realizados testes quimicos e bioensaios de fitotoxicidade sobre quatro leguminosas
forrageiras de consorcio. Nos extratos obtidos a partir dos solventes hexano, metanol,
metanol/dgua e agua, a prospec¢do fitoquimica revelou teste positivo para as classes de
substancias: acucares, alcaloides, depsidona e depsideo, esteroides e triterpenoides,
glicosideos, saponinas, flavonoides, taninos e aminoacidos. Paralelamente a essas andlises
foram realizados outros procedimentos analiticos, como cromatografia, RMN 'H e °C e
Eletroforese capilar, os quais possibilitaram tanto a detec¢do de classes de substancias nao
reveladas pela prospeccdo, como a confirmagdo daquelas detectadas. Os bioensaios de
fitoxicidade realizados sobre leguminosas tropicais revelaram efeito inibitério da germinagao
de extratos brutos metanolicos, metanolico/aquoso e aquoso. Houve uma elevada inibigdo da
germinacdo pelos extratos aquosos da parte aérea sobre Lactuca. sativa L. (espécie padrao
usada em estudo de alelopatia), Stylosanthes spp.; Calopogonium mucunoides Desv. e
Macroyloma axillare (E. Mey.) Verdc. A espécie de leguminosa forrageira mais tolerante aos
aleloquimicos presentes em B. humidicola foi M. axillare. Essa espécie quando avaliada sobre
a aplicacdo de flavonoides em mistura com acido transcinamico, também apresentou maior
tolerancia, sugerindo um antagonismo com os aleloquimicos presentes. Certamente se a
espécie metaboliza flavonoides consome derivados de dcidos cindmicos, alterando o processo
aleloquimico e favorecendo a germinagdo. Duas misturas de saponinas isoladas a partir da
fracdo metandlica do extrato bruto de raizes causaram intensa reducdo na germinagdo de L.
sativa ¢ M. axillare, sugerindo estarem diretamente relacionadas ao efeito alelopatico
observado em B. humidicola. Os testes fitoquimicos caracterizam qualitativamente os
metabolitos ou classes deles e podem auxiliar na interpretacdo dos eventos biolodgicos em
bioensaios de germinagao.

Palavras-chave: Calopogonium mucunoides. Consorcio de pastagem. Desmodium
ovalifolium. Germinagdo. Macrotyloma axillare. Stylosanthes spp.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify the classes of substances and assess the phytotoxicity of
crude extracts and fractions obtained from various parts of Brachiaria humidicola (Rendle)
Schweick, known as “quicuio- da- Amazonia”. Thus, we performed chemical tests and
bioassays phytotoxicity on four forage legumes mixed pastures. In extracts obtained from
solvent hexane, methanol, methanol/water and the phytochemical screening revealed positive
test for classes of substances: sugars, alkaloids, and depsidona depside, steroids and
triterpenes, glycosides, saponins, flavonoids, tannins and amino acids. Alongside these
analyzes were performed other procedures as analytical chromatography, RMN 'H and "°C
and capillary electrophoresis, which allowed the detection of both classes of substances not
revealed by the survey. The bioassays conducted on phitotoxicity tropical legumes showed
inhibitory effect on germination of crude extracts methanol, methanol/aqueous and aqueous.
There was a high germination inhibition by the extracts of the aerial part of Lactuca sativa L.
(species used as a sensitivity standard in allelopathic bioassays), Stylosanthes spp.;
Calopogonium mucunoides Desv. and Macroyloma axillare (E. Mey.) Verdc. The forage
legume species more tolerant to allelochemicals present in B. humidicola was M. axillare. The
species M. axilare showed higher tolerance to allelochemicals when in the presence of
flavonoids, suggesting that antagonism of allelochemicals present. Certainly if the species
metabolizes consuming flavonoid derivatives of cinnamic acids by changing the process
allelochemical favoring germination. Two mixtures of saponins isolated from the methanolic
fraction of the crude extract of roots caused severe reduction in germination of L. sativa and
M. axillare, suggesting they are directly related to the allelopathic effect observed in B.
humidicola. Tests phytochemicals qualitatively characterize the metabolites or classes of them
and can assist in the interpretation of biological events in germination bioassays.

Key words: Calopogonium mucunoides. Desmodium ovalifolium. Germination. Macrotyloma
axillare. Mixed pastures. Stylosanthes spp.
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1 INTRODUCAO

A demanda por estudos acerca dos metabolitos secundarios vem aumentando nos
ultimos anos, em fun¢ao da busca por produtos naturais, principalmente aqueles que poderiam
servir como prototipos de herbicidas sintéticos (KHANH et al.,, 2005). Além disso, o
conhecimento do efeito alelopatico entre espécies forrageiras ¢ um dos fatores a ser
considerado para o manejo adequado de pastagens (REZENDE et al., 2002; SANTOS et al.,
2008), ja que informagdes relativas a interacao planta x planta — fendmeno que Molisch, em
1937, denominou de alelopatia influenciam de maneira decisiva na dindmica das espécies que
compdem um agroecossistema (SOUZA-FILHO et al., 2011). Buscar formas de
compatibilizar as espécies utilizadas de modo a promover o efetivo uso de pastagens
consorciadas € um dos objetivos das pesquisas sobre consorciamento entre espécies, que tem
sido utilizada de maneira insignificante, dado seu potencial (BARCELLOS et al., 2008). O
conhecimento das relacdes alelopaticas entre espécies de consércio podem influenciar
decisivamente na implantac¢do e na persisténcia da leguminosa na pastagem. Além disso, tais
informacdes podem ser uteis para subsidiar a selecdo de espécies de leguminosas que sejam
mais tolerantes as substancias toxicas produzidas por algumas espécies de gramineas.

Dentre as gramineas que produzem aleloquimicos com potencial fitotoxico, o
género Brachiaria merece aten¢do pela sua grande difusdo dentro das pastagens brasileiras
(REZENDE et al., 2002; SENARATHNE et al., 2010). Em relacdo ao género Brachiaria
existem trabalhos que indicam a existéncia de saponinas esteroidais de interesse sobre seus
efeitos na nutricdo de ruminantes (PIRES et al., 2002; WINA et al., 2005), além da presenca
de compostos fenolicos com reconhecida atividade fitotoxica sobre espécies de plantas
invasoras de pastagens como Mimosa pudica, Senna obtusifolia e S. occidentalis (SOUZA-
FILHO et al., 2005).

Outro fator interessante ¢ que, na literatura mundial, observa-se predominancia das
parte aérea como meio preferencial de estudos de compostos quimicos promissores (SOUZA
FILHO et al., 2011). Apesar de pouco estudadas, as raizes sao partes com intensa atividade e
tém se tornado uma importante fonte de substancias quimicas e metabolitos secundarios para
isolamento e identificacdo (CAMPOS et al., 2006). No que se refere a utilizacdo de sementes,
Souza-Filho et al. (2011) revisaram sua utilizagdo como uma fonte bastante interessante e
pouco explorada de aleloquimicos. Segundo esses autores, avancos no isolamento e
identificacdo de metabdlitos secundarios produzidos por outras partes da planta trardo
contribuigdes importantes em relagdo ao papel que essas substancias desempenham no campo.
Para descrever o perfil quimico (metabolitos secundarios) de uma dada espécie do reino
vegetal, a prospecdo fitoquimica pode ser utilizada (MATOS, 1997). Apesar de sua ampla
utilizacdo em estudos com produtos naturais, essa metodologia algumas vezes necessita de
outras técnicas para a confirmagdo ou exclusdo da presenga de determinada classe de
metabolitos secundarios detectados quimicamente. Dentre elas estdo a Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio de 'H e "°C, além de técnicas cromatograficas. Entre as metodologias
com o uso de cromatografia, a Eletroforese Capilar tém sido relatada como uma forma muito
eficaz na deteccdo e quantificagdo das principais classes de metabolitos secundarios
(SANTOS et al., 2007; SANTOS et al., 2011).

Embora existam pesquisas que confirmam que a B. humidicola, assim como outras
espécies de braquidria, possui atividade alelopatica (SOUZA et al., 1997), existem poucos
relatos dos seus efeitos sobre leguminosas forrageiras tropicais utilizadas em consércios em
pastagens. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracteriza¢do fitoquimica,
através de diferentes técnicas, dos extratos brutos, fragdes e substancias isoladas de B.
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humidicola (parte aérea, raizes e sementes), além de avaliar as respostas germinativas em
laboratério das leguminosas forrageiras tropicais Stylosanthes spp., Macrotyloma axillare,
Calopogonium mucunoides € Desmodium.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios do Departamento de Quimica,
Instituto de Ciéncias Exatas e do Departamento de Fitotecnia do Instituto de Agronomia
localizados na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), em Seropédica, RJ
(Latitude: 22°46°59°” S, Longitude: 43°40°45°> W e altitude de 33 m).

2.1 Local de Coleta

A B. humidicola (planta doadora) foi coletada em uma pastagem estabelecida h4 mais
de 25 anos sobre um Planossolo Haplico (Figura 1), submetido a pastejos eventuais por
caprinos e bovinos (MAGIERO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007).

O solo da area experimental foi descrito por Ramos et al. (1973), sendo classificado
como Hidromorfico Cinzento Distréfico, a moderado, textura média, Série Ecologia, que no
atual Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos (EMBRAPA, 1999), corresponde ao
Planossolo Haplico. Tratam - se de solos que apresentam absoluto predominio de areias nos
primeiros 0,5-0,7 m do perfil (Areia grossa = 60-65%; Areia fina: 30-25%; e Argila total <
4%). A partir dessa profundidade ocorre um horizonte By de textura barro-argilo-arenosa, e
estrutura macica e¢ dura quando seca, e fridvel quando umida (fragipd). Dadas tais
propriedades fisicas, a capacidade de reten¢do de 4gua nos horizontes superficiais ¢ muito
baixa e a altura do lencol freatico oscila sazonalmente (RAMOS et al., 1973).

O clima da regido ¢ caracterizado como quente ¢ imido no verdo, sem invernos
pronunciados, e muito secos. Este tipo climatico, embora ndo corresponda exatamente ao
clima de savanas, enquadra-se no tipo Aw da classificacdo de Koppen.

Figura 1. Local de coleta de B. humidicola. Fonte: Ribeiro (2006).
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2.2 Coleta e Processamento do Material Vegetal

O corte da parte aérea (folhas e colmos) foi realizado a 0,05 m acima da superficie do
solo. No momento da coleta (dezembro de 2009), a B. humidicola estava em estado
vegetativo. As raizes foram obtidas através de escavagdes diretas, que foram favorecidas pela
textura arenosa da camada superficial do solo. Um estudo anterior sobre o perfil da
distribuicao das raizes de B. humidicola indicou que a 0,2 m de profundidade do solo estavam
concentrados cerca de 70% das raizes grossas e 80% de massa seca de raizes finas em relacao
ao total de massa seca de raizes a 0,7 m (COSTA et al., 2002). As amostras de raiz foram
lavadas para a retirada do solo aderido, conforme descrito por Roberts et al. (1993). Estes
procedimentos de amostragem foram feitos na parte da manha (07:00 hora local) e o material
vegetal foi transportado para o laboratdrio em caixa isotérmica.

As sementes (S) foram coletadas em janeiro de 2010, durante o periodo de floracdo da
graminea, e colocadas para secar a sombra em temperatura ambiente.

O material vegetal foi separado em raiz (R) e parte aérea (PA) e ap0s isso foi seco em
estufa de circulagdo forcada de ar, por 72 horas, a temperatura de 45°C, sendo posteriormente
triturado em moinho tipo Willey em particulas de 1mm (p6), obtendo-se 4,3 kg de PA ¢ 4,0
kg de R e 3,0 kg de S que foram acondicionados em sacos pléstico e mantidos lacrados sob
refrigeracdo (= 10°C) até a sua utilizagdo. O material seco e moido foi submetido a extracao
exaustiva (total retirada das substancias com afinidade pelo solvente usado), sucessiva e a
frio, com solventes de polaridade crescente. O primeiro solvente foi o hexano (H), passando
pelo metanol (M), solugdo de 7 partes de metanol mais 3 partes de agua (MA) e por fim dgua
pura (A). Em recipiente de vidro, cada solvente permaneceu em contato com o material
vegetal processado durante sete dias, processo repetido seis vezes até a exaustdo do material.
A solugdo obtida sofreu filtracdo simples, e para a sua concentracao o filtrado foi destilado
sob pressdo reduzida, utilizando-se o evaporador rotativo. O concentrado foi colocado em
pistola de Abderhalden ou a estufa de circulacio forgada a 30°C para sua completa secagem e
remo¢dao do solvente. Na figura 2 estd representado o fluxograma para a obtencdo dos
respectivos extratos brutos das trés partes (raiz: R, semente: S e parte aérea: F) de Brachiaria
humidicola (BH) nos solventes: hexano (H); metanol (M); metanol e d4gua (MA) e dgua (A).
A Tabela 1 apresenta o peso de cada extrato bruto, apos sua completa secagem.
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Coleta do material vegetal
Brachiaria humidicola (BH)

1
[ Processamento da BH ]

|
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Hexano Metanol Metanol/Agua Agua Hexano Metanol etanol/Ag,ua Agua Hexano || Metanol | Metanol/Agua| Agua
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|

Figura 2. Fluxograma do material e métodos para obten¢do dos extratos brutos de Brachiaria
humidicola. I: fragdo em acetato de etila= flavonoides; 2: sitosterol, estgmasterol e acido
graxo; 3: fragdo em hexano=4cidos graxos, triglicerideos e flavondide glicosilado; fragao em
diclorometano= sitosterol e terpenos; fracdo em acetato de etila= flavonoides e saponina com
um grupo glicosideo; 4: triglicerideo e éster graxo; 5: fragdo em acetato de etila= alantoina.

Tabela 1. Peso do extrato bruto de raiz, parte aérea e sementes de B. humidicola, apds
extragdo, concentracao e secagem.

Amostra Peso (g)
Hexanico (BHRH) 3,60
Metanolico (BHRM) 69,13
Metanol/Agua (BHRMA) 32,50
Agua (BHRA) 6,42
Hexanico (BHFH) 7,72
Metanolico (BHFM) 59,87
Metanol/Agua (BHFMA) 290,95
Agua (BHFA) 179,74
Hexanico (BHSH) 22,75
Metanolico (BHSM) 292,66
Metanol/Agua (BHSMA) 89,20
Agua (BHSA) 15,60

BH= Braghiaria humidicola; R= Raiz; F= Parte Aérea; S= Semente; H= Hexano; M= Metanol; MA=
Metanol Agua; A= Agua.

2.3 Prospec¢io Quimica e Analise com Ressonidncia Magnética Nuclear

Os extratos brutos de B. humidicola foram submetidos a uma série de reagdes de
caracterizagdo quimica para detec¢do da presenca de classes de moléculas (MATOS, 1997):
acidos organicos, actcares redutores, alcaloides, catequinas, depsideo e depsidona, esterdides
e triterpenoides, flavonoides, glicosideos cardioativos, heterosideos cianogénicos, quinonas
sacaridios, saponinas, antraquinonas, taninos, sesquiterpenos e outras lactonas. Para isso
foram utilizados os padrdes acidos cafeico e sitosterol. Os ensaios para a identificagdo de
metabolitos especiais presentes foram feitos para todos os extratos brutos ¢ para as fragdes
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metanolicas da parte aérea de B. humidicola.

Nos testes de prospec¢do quimica, os resultados foram qualificados quanto a sua
intensidade e representados pelos simbolos (+++) presenca grande, (++) presenca notavel, (+)
presencga leve e (-) auséncia ou resultado inconclusivo. No caso de alguns compostos houve a
confirmagdo por analises RMN 'H e °C.

Para a obtengdo dos espectros de RMN 'H e °C, cerca de 10 mg das amostras (extrato
bruto e parti¢des) foram dissolvidas em solvente (CDCl;, D;COD ou D;CSOCDs3) adequado
de acordo com sua polaridade. Cada amostra foi posta em um tubo de vidro especial (15 x 0,5
mm) e em seguida colocada no probe do espectrometro de RMN (Bruker Advance 400 MHz
para 'H e 100 MHz para C ou 500 MHz para 'H e 125 MHz para o) para receber a
sequéncia de pulso na frequéncia de ressonancia. As escalas de frequéncia tiveram como
padrdao de referéncia o TMS (tetrametil silano). Em alguns casos as amostras passaram por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e comparagao de
espectros com a espectroteca.

2.4 Eletroforese Capilar (EC)

Todos os extratos brutos e as fracdes dos extratos metanolicos da parte aérea de B.
humidicola foram analisados por Eletroforese Capilar (EC), utilizando-se o protocolo para a
detec¢do de compostos fenodlicos (SANTOS, et al., 2007; SANTOS, et al., 2011). A fim de se
confirmar a presenca dos compostos foi adicionado um mix de padrdes com cinco acidos
fenolicos (4&c. cafeico, fertlico, o-benzoico, vanilico e clorogénico). Embora essa metodologia
possa quantificar os fenolicos existentes nas amostras, nesse trabalho objetivou-se apenas sua
deteccao.

2.4.1 Instrumentacio e reagentes para EC

As analises foram realizadas em um equipamento de eletroforese capilar (EC) sistema
MDQ CE (Beckman Coulter, EUA), equipado com detector espectrofotométrico de UV,
conectado a um sistema para aquisicdo de dados. O comprimento de onda de detecgdao
selecionado foi de 214 nm. Separagdes foram realizadas em capilares de silica fundida nao
revestidos obtidos da Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, U.S.A). As dimensdes do
capilar foram: 75 pum de didmetro interno e 60,0 cm de comprimento total (52,0 cm até o
detector), a temperature de 25°C. As amostras e padrdes foram introduzidos no sistema por
inje¢do hidrodinamica (0,5 psi/5s). A tensdo aplicada para a separagdo foi de 20 kV e a
solucao de 20 mM de fosfato a pH 6,7 foi utilizada como eletrolito de corrida. As solugdes
estoque de fosfato de so6dio (100 mM) foram preparadas em 4gua deionizada e armazenadas
sob-refrigeracao.

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Os padrdes dos acidos
fenolicos foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e da Acros Organics (Acros
Organics, New Jersey, USA). A 4gua ultra-pura utilizada no preparo das solucdes foi
desionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). O eletrélito (tampao de
corrida) fosfato de sodio foi adquirido pelo Mallinkrodt (Paris, Kentucky, France).

2.4.2 Procedimentos analiticos para EC

No inicio de cada anélise, o capilar foi condicionado com solu¢do de NaOH 1 mol L-1
(5 min), seguido de agua deionizada (5 min) e eletrdlito (30 min). Entre cada corrida o capilar
foi recondicionado, geralmente por uma lavagem com a solucdo de eletrélito. Esse
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procedimento foi realizado sob alta pressao por 2 min seguido por lavagem com o eletrdlito
de corrida por 3 min.

2.4.3 Preparo das amostras para EC

As amostras foram previamente liofilizadas sendo conseguintemente solubilizadas em
5 mL de etanol 95%. As solu¢des foram processadas no ultrasom por 30 min. Apds isso,
foram adicionados mais 5 mL de dgua (5 mg/mL). As amostras foram filtradas em filtro
Milex de 0,22 micras em frascos tipo Falcon e guardadas sob refrigeracdo. No momento da
analise foram diluidas 1:1 em etanol.

2.5 Procedimentos de Fracionamento dos Extratos Brutos Metandlicos da Raiz e da
Parte Aérea de B. humidicola

Apo6s o processo de obtencao de cada extrato bruto, seguiu-se o fracionamento do
extrato metandlico tanto daquele obtido das folhas (BHFM) como do obtido das raizes
(BHRM). Para fracionamento dos extratos brutos foi utilizada a particdo liquido-liquido em
funil de separacdo. A partir do extrato metandlico da raiz e parte aérea, que foram
solubilizados em uma solu¢do de metanol 4gua 7:3, o fracionamento foi realizado com
solventes de menor polaridade como hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (A) e
butanol (B). O filtrado foi recolhido e posteriormente concentrado em rotavapor. Os
rendimentos das particdes estdo mostrados no fluxograma abaixo (Figura 3). Todas essas
fragdes foram avaliadas quanto ao seu efeito na germinag¢do das espécies Lactuca sativa,
Macrotyloma axillare e Calopogonium mucunoides.

Dentre todos os extratos brutos que foram avaliados em funcdo da germinabilidade das
sementes das espécies receptoras, optou-se pela exploragdo quimica do extrato metandlico.
Para tal, a escolha dessa amostra foi de acordo com os dados referente aos trabalhos com
braquidria, incluindo a B. humidicola, que indicam essa fracdo como a que mais contém
aleloquimicos. Além disso, a literatura indica a parte aérea (SOUZA-FILHO, 1995) e a raiz
(RAO, 1990) como as partes da planta que contém a maior quantidade de componentes
quimicos com agao alelopatica.
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Figura 3. Esquema de fracionamento com solventes orginicos com polaridades crescentes
dos extratos brutos metanolicos de raiz e parte aérea de B. humidicola.
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3473 g

2.6 Bioensaio de Atividade Alelopatica

A avaliagdo da atividade alelopatica de B. humidicola foi realizada em laboratorio com
experimentos de germinacdo, avaliando a capacidade de inibir ou estimular a germinagao de
sementes de espécies receptoras (SOUZA-FILHO et al., 2010).

2.6.1 Espécies receptoras

As espécies receptoras foram Lactuca sativa L. (alface), que ¢ comumente utilizada
como planta indicadora de atividade alelopatica, por ser sensivel aos metabolitos secundarios
(ALVES et al., 2004). As espécies forrageiras foram as leguminosas tropicais Stylosanthes
ssp. O. Swartz (S. macrocephala M. B. Ferreira & Sousa Costae S. capitata Vog),
Calopogonium mucunoides Desv., Macrotyloma axillare (E. Mey.) Verdc. e Desmodium
heterocarpon (L.) subsp. ovalifolium (Prain) H. Ohashi recomendadas para o uso em
consorcio com pastagens de gramineas. As sementes das leguminosas foram obtidas da
EMBRAPA Agrobiologia, em Seropédica no estado do Rio de Janeiro, Brasil. As sementes de
alface foram obtidas de empresa comercial idonea. Todas as sementes foram armazenadas em
camara fria a + 5°C até sua utilizacdo nos testes de germinagdo. A escolha das leguminosas
forrageiras testadas baseou-se principalmente no potencial forrageiro (FONSECA &
MARTUSCELLO, 2010).

2.6.2 Extratos brutos, fracoes e padroes para teste de atividade alelopatica

Foram realizados experimentos avaliando todos os extratos brutos de B. humidicola
sobre a germinacdo das espécies receptoras. As fragdes do extrato bruto metanolico de raiz e
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parte aérea foram avaliadas sobre L. sativa, M. axillare e C. mucunoides. Na figura 4 esta
apresentado o esquema das espécies receptoras e as respectivas solugdes avaliadas. Com base
na literatura, que confere aos fenodlicos uma alta atividade fitotoéxica (EINHELLIG, 1986;
SOUZA-FILHO et al., 2010; ALMAGHRABI, 2011), foram testados os derivados dos acido
cinamico (Figura 5) e benzoico (Figura 6) sobre L. sativa, M. axillare e D. ovalifolium. Todas
as substancias testadas foram com base na detec¢do de compostos similares nos extratos de B.
humidicola obtidos nesse trabalho ou com base na literautura. Os testes de germinacao foram
realizados sob a aplicagdo das solucdes:

1. Extratos brutos das partes (raiz, parte aérea e semente) de B. humidicola;
2. Fragdes do extrato bruto metanolico da parte aérea e de raiz;
3. Padrdes de 4cidos organicos, sendo eles os derivados do &cido cinamico (a forma trans

dos acidos cinamico, p-cumarico, ferulico, cafeico e sinapico) e do acido benzoico (acidos p-
hidroxibenzdico, galico, protocatequico e vanilico);

4. Mix de flavonoides (MF), sendo eles quercetina, rutina, canferol e canferol 3-a-
ranminosideo;

5. Mix de flavonoides (MF) mais 4cido trans-cinamico (ACT);

6. Acido trans-cinamico (ACT);

7. Saponina (S1) isolada a partir da fragdo 26 de BHRM-A (117-119);

8. Saponina (S2) isolada a partir da fracdo 26 de BHRM-A (120-124);

9. Hesperidina (flavonoide) puro.

De maneira indireta, as solugdes 4, 5 ¢ 6 foram testadas com o intuito de detectar a
ocorréncia de antagonismo ou sinergismo entre as substdncias contidas nos extratos de B.
humidicola com reflexo nas espécies receptoras (VOKOU et al., 2003). Tanto a hesperidina
como os outros flavondides (Figura 7) foram testados por apresentarem semelhanca ao
flavondide isolado a partir de extratos da parte aérea e da raiz de B. humidicola.

A partir da fragdo 26 obtida pelo fracionamento em acetato de etila do extrato
metanolico de raiz (Figura 3) foi isolada uma mistura de saponinas provindas da subfragdes
que vao de 117-119 (S1), e de 120-124 (S2). A atividade alelopatica de ambas as misturas de
saponinas contida em S1 e S2 foram testadas sobre as espécies receptoras L. sativa e M.
axillare.
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Figura 4. Esquema das espécies e solucdes testadas por espécie. Extrato Bruto de Raiz= R;
Parte Aérea= F; Sementes= S; Fracoes de Hexano=H; Diclorometano= D; Acetato de Etila=
A; Butanol= B e Residuo=R.

H -
P ‘ S, COOCH N r H
S H HCOOH
TRANS
CIS
R1
R COOH .
L X Posi¢do (R) (o
Acidos
| 1 2 3 4
S H H H H Ac. trans-cinamico
RS H H OH H Ac. p-cumarico
H OH OH H Ac. caféico
R4 H OMe OH H Ac. fertilico
H OMe OH OMe Ac. sinapico

Figura 5. Acido cinimico e seus derivados.
H= Hidrogénio; OH= Hidroxila; OMe= Metoxila.
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Posicao (R o
R2 OH 1 ) ¢ (3 ) 4 Acidos
H H H H Ac. benzoico
H H OH H Ac. p-hidroxibenzéico
R H H OH OH Ac. protocatequico
3 H OH OH OH Ac. galico
H OMe OH H Ac. vanilico
R4
Figura 6. Acido benzoico e seus derivados.
H= Hidrogénio; OH= Hidroxila; OMe= Metoxila.
&

3

Esqueleto Flavonoide
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R 5 6 . g 3 4 5 Flavonoide
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OH OH H OH H H OH OH Quercetina
OH OH H OH H H OH H Canferol
Ram OH H OH H H OH H Canferol 3-a-raminosideo
H OH H O-Gli-Gli H H OMe OH Hesperidina

Figura 7. Flavonoide e seus derivados. Gli= Glicose; Ram= Ramnose.
2.6.3 Bioensaio de germinacio

As sementes das espécies receptoras foram selecionadas e previamente esterilizadas
em solu¢do de hipoclorito de s6dio a 1%. Aquelas espécies com necessidade de ter sua
dorméncia quebrada passaram por processo de tratamento (Tabela 2), segundo as
recomendacdes da Regra para Analise de Sementes-RAS (BRASIL, 2009).

Para os extratos brutos foram utilizadas solugdes na concentragdo de 1%; ja para as
fracdes de extrato bruto metandlico de raiz e parte aérea, a concentragdo foi de 0,5%
(SOUZA-FILHO et al., 2005). Nos testes com os padrdes as solu¢des foram preparadas a
concentracdo de 5 mg L' (SANTOS et al., 2011). No caso dos testes da solugio contendo uma
mistura de quatro padrdes de flavonodides (rutina, quercetina, canferol e canferol 3-a-
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ramnosideo), a concentragio foi 1,25 mgL™" para cada substancia. Para o teste da solu¢do do
mix de flavondides mais o ac. trans-cinamico, foram adicionados 2,5 mgL'1 de cada um.

Todas as amostras foram solubilizadas em agua destilada e deionizada, exceto aquelas
obtidas a partir do hexano, que foi eluido com a mesma quantidade em diclometano, razao
pela qual foi utilizado controle para esse solvente. Para efeito de comparagdo da resposta
germinativa, para cada espécie foi utlizado um controle com a aplicagdo de dgua pura. No
caso dos testes das amostras soluveis em diclorometano foram utilizadas placas de petri de
vidro (9,0 cm de diametro), enquanto que as solubilizadas em 4gua foram adicionadas em
caixas plasticas transparentes (dimensodes 11 x11 x3 cm) denominadas gerbox.

Cada recipiente continha trés folhas autoclavadas (120° C) de papel filtro Whatman n°
06. O equivalente a 5 mL e 3 mL de solugdo foram adicionados em gerbox e placa de petri,
respectivamente. Apos o preparo de cada recipiente, 25 sementes por recipiente por repeticao
de cada espécie foram adicionadas, o que no caso das amostras em diclorometano foi feito
apods evaporacgdo do solvente. As quatro repeticdes de cada tratamento foram acondicionadas
em um saco plastico que e em seguida foram postas em camara de germinagdo (BOD) por um
periodo especifico a espécie alvo (item 2.6.1) (BRASIL, 2009). Essas especifica¢des, assim
como, as condigdes de temperatura e fotoperiodo adequados para cada espécie estdo
demonstradas na tabela 2.

Para o estudo da germinagdo sob a aplicacdo dos extratos brutos, as contagens foram
realizadas em duas épocas especificas a planta receptora (Tabela 2). Na figura 8 estdo
apresentados os resultados do teste de germinagdo com a adi¢do de agua (controle) e do
extrato bruto hexanico sobre as sementes de Lactuca sativa. Apds serem contabilizadas, as
plantulas normais foram retiradas do recipiente e os dados foram convertidos em porcentagem
(BRASIL, 2009).

Figura 8. Germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.) no terceiro dia de avalia¢do
(tratamento a esquerda controle e a direita BHSH).
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Tabela 2. M¢étodos de quebra de dorméncia, temperatura de incubacdo e duragdo do
fotoperiodo para os bioensaios de alelopatia com alface (L.sativa) e quatro leguminosas
tropicais, sob a aplicagdo de extratos brutos de B. humidicola.

Método de Temperatura de . . @ Leituras dias®”
. . ~ @) Fotoperiodo
Species quebra de incubacao b . .
dorméncia'’ °O) (h) 1 2
Lactuca sativa - 20 16 03 07
Macrotyloma axillare Remocao da 25 ] 04 10
cuticula

Calopogonio mucunoides - 25 0 03 10
Stylosanthes spp. Agua a 80°C 35 0 04 10
Desmodium ovalifolium Escarificagdo 25 8 07 21

@ 20 {ltimo dia de leitura.
0@ 3@ De acordo com Brasil (2009).

A germinagdo das espécies receptoras (Figura 4) que receberam a aplicacdo das
amostras: MF, MF+ATC, ATC, Hesperidina, Saponina (S1) e Saponina (S2), foi monitorada
em intervalos de 24 horas nos trés ou quatro primeiros dias apds a implantacdo do
experimento. Apos esse periodo, as leituras ocorreram ao final do tempo relativo a cada
espécie. As sementes foram consideradas germinadas quando houve a protrusdo de uma das
partes do embrido de dentro dos envoltérios (FERREIRA & BORGHETTI 2004).

2.7 Analises Estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro repetigdes. Os
dados de germinagdo foram expressos em percentagem (%) e transformado em arco sen V% /
100 para assegurar a normalidade dos residuos (NETER et al., 1985). Depois de processado,
os dados foram analisados por procedimentos estatisticos do SAS - Sistema de Andlise
Estatistica (SAS, 2002). O GLM PROC foi utilizado para a anélise de variancia (ANOVA), o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, sendo as
médias dos dados foram comparadas pelo teste de Tukey (5%).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Identificacdo das Classes de Metabdlitos Especiais nos Extratos Brutos
3.1.1 Analise dos extratos brutos da parte aérea de B. humidicola

Embora existam trabalhos sobre o isolamento de substancias de plantas do género
Brachiaria assim como testes de alelopatia com extratos brutos e fracdes, com relacdo a
prospeccdo fitoquimica, ndo foram encontrados trabalhos para a comparagdo dos dados
obtidos neste trabalho. Os resultados do ensaio fitoquimico (qualitativo) referente a
prospecgao dos extratos brutos da parte aérea de B. humidicola sao apresentados na tabela 3.
Essa técnica foi utilizada com o intuito de detectar 10 grupos de metabolitos secundérios nas
amostras. Adicionalmente, para confirmar a presenca de algumas substincias foram
realizados os procedimentos fisicos utilizando-se analises de Ressonancia Magnética Nuclear
de hidrogénio (RMN 'H e/ou °C) (Tabela 3). As informacdes obtidas por esta RMN podem
ser consideradas de maior acuricia, uma vez que na prospec¢do fitoquimica podem ser
obtidos resultados com aspectos de dificil interpretacio ou mascarados pela coloragao.
Mesmo assim, a prospec¢ao ¢ muito utilizada preliminarmente como guia para o isolamento
de substancias, uma vez que fornece uma visdo geral, quanto a quimica das espécies vegetais.
Neste trabalho esta metodologia proporcionou uma informagdo geral do perfil quimico de
todas as partes de B. humidicola.

Embora em alguns casos a prospeccao indique a auséncia de determinados metabolitos
ndo significa que os mesmos ndo possam ser detectados utilizando-se outras técnicas
analiticas. Exemplo disso ¢ o caso dos flavonoide s e os alcaldides que foram detectados em
menor grau quando comparado com os outros compostos. No entanto, com o axilio de
analises de RMN foi possivel detectar a presenca de flavonoide s no extrato de BHFMA.
Dessa forma, a aplicagdo desta técnica se torna indispensavel ndo somente a determinagdo
estrutural, mas também para complementar métodos de prospeccdo. E interessante observar
que os flavonoides constituem uma importante classe de metabdlitos presentes, em plantas
superiores, agindo com varias funcdes ecoldgicas (CONN, 1981).

Na literatura, os compostos fenolicos, como os derivados do dcido cindmico, sdo tidos
como os principais responsaveis pelos efeitos alelopaticos (PROKSCH et al., 1985; WEIR et
al., 2004). Dentro da prospeccao fitoquimica, ndo ha um teste especifico para deteccdo dos
acidos cinamicos, porém como estes sdo acidos organicos, sua presenga fica implicita no
resultado desse grupo quimico. Na literatura foram encontrados apenas dois resultados que
apontam o ac. p-cumarico (Figura 5) como o grande aleloquimico isolado da parte a¢rea de B.
humidicola (PEREIRA, 2003; SOUZA-FILHO et al., 2005). Ambos foram isolados a partir
do extrato bruto hidrometanolico e identificados com o auxilio das anélises dos espectros de
RMN 'H e “C. Em se tratando do grupo quimico dos acidos organicos, ¢ interessante
observar que na amostra obtida por extracdo em hexano sua presenca somente foi confirmada
pela técnica de RMN. Entretanto esse resultado ndo ¢ garantido, uma vez que a fungdo fenol
aumenta a polaridade da substancia, podendo nao ser soluvel neste solvente.

No uso da ferramenta RMN os espectros revelaram sinais idénticos ao extrato BHRM,
tendo a mesma predominancia em carboidratos e afirmando primariamente a presenca de
sacarose.

De uma forma geral, os extratos dos extremos, ou seja, o mais apolar (BHFH) e mais
polar (BHFA) foram os que apresentaram resultados menos expressivos em termos de
confirmacgdo dos testes de prospecgdo fitoquimica, mas os espectros de RMN foram bem
informativos (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados dos ensaios qualitativos da Prospec¢do fitoquimica (Prosp) com o
auxilio da Ressonancia Magnética Nuclear 'H (RMN'H) dos extratos brutos da parte aérea (F)
de B. humidicola.

Extrato Bruto

gﬁfﬁ(‘l’;ﬁg BHFH BHFM BHFMA BHFA
Prosp  RMN'H Prosp RMNH Prosp RMNH Prosp RMNH

Acidos organicos - ++ ++ ++ -
Carboidratos - ++ ++ ++ ot ) .
Alcaloides - - + +
Esteroides - ++ ++ ++ + + -
e triterpenos
Flavonoides - - - ++ , ++
Saponinas - - ++ -+ ++ + ++
Taninos - - + + +
Aminoacidos - ++ 4+ + Tt

(+++) presenca grande; (++) presenga notavel; (+) presenga leve e (-) auséncia ou resultado
inconclusivo. BH= B. humidicola; F= Parte aérea; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol
agua e A= Agua.

3.1.2 Analise dos extratos brutos da raiz de B. humidicola

Para os extratos brutos obtidos das raizes de B. humidicola os resultados do ensaio
qualitativo de prospecgdo fitoquimica sdao apresentados na tabela 4. Assim como na
prospeccao fitoquimica da parte aérea, os alcaldides tiveram pouca participagdo nesse extrato,
sendo encontrados na amostra obtida pela extracdo com o solvente metanol. Da mesma forma
que nos extratos da parte aérea, os acidos organicos foram confirmados nos extratos hexanico,
metanolico e hidrometandlico de raiz.

Nao foram encontrados sinais sugestivos da presenca de catequinas, flavonoides,
heterosideos cianogénicos, quinonas, antraquinonas € cumarinas nos extratos brutos obtidos
da parte aérea de B. humidicola. Andlise de fragdes obtidas do fracionamento cromatograrico
do extrato obtido com acetato de etila desta parte da planta confirmou a presenga de derivados
do 4cido cindmico principalmente o 4cido cumarico (Anexo 7).

As saponinas, as quais possuem uma grande repercussdo em estudos relacionados a
fatores antinutricionais e toxicos para os animais de producdo (TOKARNIA et al., 2000;
SOUZA et al., 2010a), foram confirmadas nos extratos metanolico e hidrometanoélico de raiz,
o primeiro tendo sua confirmagao pela técnica de RMN.
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Tabela 4. Resultados dos ensaios qualitativos da Prospec¢do fitoquimica (Prosp) com o
auxilio da Ressonancia Magnética Nuclear 'H (RMN'H) dos extratos brutos da raiz (R) de B.

humidicola.

Metabolito BHRH BHRM BHRMA BHRA
Secundério Prosp RMN'H Prosp RMN'H Prosp RMN'H Prosp RMN'H
Acidos organicos + +++ ++ + -
Carboidratos - +++ +++ + +++ -
Alcaloides - + - -
Esteroides +++ ++ + - -

e triterpenos

Saponinas - -+ -+ HH -
Sesquiterpenos -+ + + - -

e outras lactonas

Taninos - - - ++
Aminodcidos - ++ ++ ++

(+++) presenca grande; (++) presen¢a notavel; (+) presenca leve e (-) auséncia ou resultado
inconclusivo. BH= B. humidicola; R= Raiz; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol agua e

A= Agua.

A presenga dos esterdides no extrato bruto hexanico foi confirmada pelas duas
técnicas e no extrato metanolico somente pela prospec¢do. Nessa amostra foram identificados
o sitosterol e o estigmasterol (Figura 9), em mistura com um acido graxo. Esses compostos
fazem parte dos grupos dos terpenos, considerado a maior classe de metabolitos oriundos do
metabolismo secundario das plantas. Dentro dessa classe se encontram moléculas com
elevada atividade alelopatica. Algumas delas sdo compostos volateis, podendo ser portanto,
perdidas por volatilizacdo. Ao contrario do resultado obtido no extrato da parte aérea, os
acidos organicos foram detectados via prova fitoquimica, na amostra hexanica.

HO

Figura 9. Estigmasterol A**?; sitosterol 22-23diidro detectados no extrato bruto hexanico
apos purificacao.

Nas fracdes obtidas a partir do extrato bruto metanolico das raizes que passaram pelos
solventes hexano e diclorometano, apds serem submetidas a analises de RMN—IH, BC e CG-
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EM. Os espectros de massas foram comparados com a espectroteca e permitiram propor a
presenca de varios constituintes, como uma mistura de acidos graxos, um triglicerideo e
outros triglicerideos insaturados, que através da analise por CG/EM sofreram degradacdo em
acidos graxos (fragdo hexénica). J4 na fracdo em diclorometano, além da presenca do
sitosterol e terpenos, o E-3-hidroxi-1-(3,4dihidroxifenil)-propeno foi detectado por RMN e
por CG/EM (Figura 10).

OH \

OH

HO

Figura 10. £-3-hidroxi-1-(3,4dihidroxifenil)-propeno identificado na fragdo de diclorometano
de extrato bruto metanolico da raiz.

Dentro da fracdo em acetato de etila foram detectados via RMN os flavonoide s e a
possivel presenga de outros compostos fendlicos. A analise dos exepctros de RMN 'He °C e
comparagdo com dados da literatura permitiu identificar uma mistura de saponinas, no
minimo de trés componentes, entre elas derivados da gitogenina. A comparagdo com os dados
obtidos nos espectros das saponinas encontradas na espécie Balanites aegyptica (PETTIT et
al., 1991) auxiliou na proposta de estruturas para as saponinas presentes nas raizes da B.
humidicola. Andlises adicionais estdo sendo feitas com separagdo com HPLC para posterior
analise com massas com sitema elétron spray para chegar nas estruturas destas saponinas. As
figuras 11 A e B mostram os esqueletos basicos destas substancias. Vale lembrar que na
identificagdo dos constituintes quimicos com o auxilio das analises de RMN 'H (Anexo 8)
pode-se considerar que se trata de componentes majoritarios. Portanto, os flavonoides
glicosilados e as saponinas sdo os constituintes majoritarios em raizes de B. humidicola. Essa
afirmativa vale para as outras substancias encontradas.

OR,
R = Glicosil (principalmente raminose);
R,=H e OH; Ry=H e CHj3; R4= H e Glicosil.

GliO

Gli= glicose + rhaminose Ry,R;=0 ¢ Ry/Ry= H/OH

Figura 11. Esqueletos bésicos de metabolitos identificados por RMN e em fragdes obtidas
com acetato de etila a partir do extrato metanolico da raiz de B. humidicola.
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Considerando a deteccdo das saponinas deve-se salientar que estes compostos
possuem diversas implicagdes, como a intoxicacdo em animais. Inicialmente, a toxicidade das
braquiarias foi associada a presenca de um fungo saproéfita (Pithomyces chartarum), mas foi
demonstrado que, pelo menos no Brasil, a intoxicagdo em ruminantes, ovinos, bubalinos e
equinos ¢ causada por saponinas presentes nas folhas das braquiarias (TOKARNIA et al.,
2000; BRUM et al., 2007, BRUM et al., 2009; SOUZA et al., 2010a). Além disso, se sabe que
estas substancias tem acdo alelopatica sobre uma gama de espécies (SOARES & VIEIRA,
2000; GRISI et al., 2011). No estudo realizado por Rodrigues (2002) as saponinas e taninos
foram sugeridos como aleloquimicos encontrados em extrato aquoso de folhas de Myrciaria
cuspidata.

3.1.3 Analise dos extratos brutos da semente de B. humidicola

Os resultados do ensaio qualitativo de prospec¢do fitoquimica dos extratos brutos
obtidos das sementes de B. humidicola sao apresentados na tabela 5.

Para esses extratos, ndo foram encontrados sinais sugestivos da presenca de alcaloides,
catequinas, flavonoides, heterosideos cianogénicos, quinonas, sesquiterpenos € outras
lactonas, além das cumarinas.

Apesar do numero reduzido de trabalhos quando comparado com pesquisas que
investigam a raiz ¢ a parte aérea das plantas, existem estudos que demonstram que as
sementes possuem elevado potencial alelopatico (SUMAN et al., 2002).

Como pode ser observado nas tabelas, 3, 4 ¢ 5 a maior diversidade e quantidade de
substancias detectadas estd presente na parte aérea e nas raizes da planta. Esse resultado
corrobora com a revisdo feita por SOUZA-FILHO et al. (2011), onde os aleloquimicos
isolados a partir de sementes sdo mais raros quando comparados com as folhas ou de plantas
inteiras. Resultados semelhantes também foram encontrados por outros autores (SOUZA
FILHO et al, 1997; SOUZA FILHO at al., 2005; SANTOS et al., 2008).

Tabela 5. Resultados dos ensaios qualitativos da Prospeccdo fitoquimica (Prosp) com o
auxilio da Ressondncia Magnética Nuclear 'H (RMN'H) dos extratos brutos da semente (S)
de B. humidicola.

Metabdlito BHSH* BHSM BHSMA BHSA
Secundario Prosp RMN'H Prosp RMN'H Prosp RMN'H Prosp RMN'H
Acidos organicos - ++ + ++ -
Carboidratos - - - + -

Esteroides +++ - - +++

e triterpenos

Saponinas - - + -

Taninos - - +++ -
Aminoacidos - ++ +++ -

(+++) presenca grande; (++) presenga notavel; (+) presenga leve e (-) auséncia ou resultado
inconclusivo. BH= B. humidicola; S= Semente; H= Hexano; M= Metanol, MA= Metanol
agua e A= Agua.*Principais componentes descritos acima.

A andlise por RMN permitiu identificar com seguranga uma mistura de acidos e
ésteres graxos, tendo triglicerideos com acidos insaturados como representados abaixo (Figura
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12), além da identificacdo da alantoina e aglcares nos extratos mais polares. A presenca
destes metabolitos ¢ confirmada pelos anexos 6 a e b.

R, R, R"

O 0 )n

Figura 12. Esqueletos basicos de metabolitos identificados por RMN no extrato de semente
de B. humidicola.

3.2 Estudo das Fracoes Obtidas do Extrato Bruto Metanolico da Parte Aérea

Ap0s os primeiros resultados da abordagem fitoquimica dos extratos brutos, fez-se a
op¢ao de realizar o fracionamento do extrato bruto da parte aérea, uma vez que ha
consideraveis evidéncias na literatura atribuindo a parte aérea das plantas, incluindo B.
humidicola, a maior quantidade de aleloquimicos presentes. Por esta razdo, foi realizada, sua
prospeccao fitoquimica e o teste de germinabilidade sobre algumas espécies receptoras.

Os resultados observados para o fracionamento do extrato bruto metandlico da parte
aérea sao apresentados na tabela 6. Em contraponto aos resultados da abordagem fitoquimica
dos extratos brutos da parte aérea, observou-se que apds a primeira etapa de purificagdo, a
presenca de flavonoides foi positiva. Ja os alcaloides tiveram essa proje¢do em menor
propor¢ao, porém sendo maiores que no BHFA.

Anélises de espectros de RMN 'H e C de fragdes do BHFM-A confirmaram a
presenga do flavonoide 5,7,3’,4’-tretrahidroxi-3-O-ramnopiranosil-flavona (Figura 13), em
mistura com outros flavonoides (Anexo 4) além de grande quantidade de carboidratos como
pode ser observado no anexo 3.
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Tabela 6. Resultados dos ensaios qualitativos da Prospec¢do fitoquimica (Prosp) com o
auxilio da Ressondncia Magnética Nuclear 1H (RMN'H) das fragdes obtidas a partir do
extrato bruto metandlico da parte aérea (F) de B. humidicola.

Metabélito BHFM-H 1 BHFM-D 1 BHFM-A 1 BHFM-B 1

L . Prosp RMN Prosp RMN Pros RMN Prosp RMN
Secundario

H H p H H

Acidos organicos 0 ++ 0 ++ + + +
Carboidratos - - ++ 0 o+ ++
Alcaloides 0 0 0 4
Esteroides - 0 + 0 ++ 0
e triterpenos
Flavonoides + 0 ++ + + T+ T+
Saponinas 0 - + =+ ++
Taninos 0 0 ++ - 4+
Amino4cidos + + ++ + +++

(+++) presenca grande; (++) presen¢a notavel; (+) presenca leve e (-) auséncia ou resultado
inconclusivo. BHFM= Extrato metanélico da parte aérea de B. humidicola; M= Fra¢do em
Metanol; H= Fracdo em Hexano; D= Fracdo em Diclorometano; A= Fracdo em Acetato de
etila ¢ B= Fragdo em Butanol.

Ap0s o fracionamento dos extratos da parte aérea de B. humidicola, foi identificado o
flavonoide glicosilado em mistura com algumas impurezas a partir da fracdo em acetato de
etila (Figura 13, Anexo 4 e 5).

Figura 13. 5, 7, 3°, 4’-tretrahidroxi-3-O-ramnopiranosil-flavona detectado e determinado por
RMN a partir das subfragdes de acetato de etila oriundo do extrato metandlico da parte aérea
de B. humidicola, Anexos 4 e 5.

3.3 Eletroforese Capilar

Todas as amostras analisadas pela prospeccao fitoquimica, assistida por analise com
RMN, foram também avaliadas pela técnica de Eletroforese Capilar (EC) para a pesquisa de
compostos fendlicos (Figuras 5 e 6). Como visto anteriormente, os compostos fenolicos tém
sido amplamente relacionados a atividade alelopatica em um grande nimero de espécies
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(JACOB & SARADA, 2012; MITROVIC et al., 2012). Entretanto, pela analise de RMN nao
foram observados sinais, pelo menos com intensidade significativa, que comprovassem a
presenca desses constituintes. Um exemplo seriam os dubletos (H-o/H3) com constante de
acoplamento em torno de 15 Hz, tipicos de sistema trans-cinamicos. Considerando que, os
componentes minoritarios podem ndo apresentar sinal no espectro de RMN 'H e que a anlise
cromatografica ¢ mais sensivel, sendo capaz de detectar constituintes minoritarios, fez-se a
analise com EC, resolveu-se fazer esta anélise para certificar a possivel presenca desta classe
de metabolito. Nao sendo descartada a presenca de outros metabolitos com atividade
alelopética, como visto a seguir.

Os principais resultados obtidos em eletroforese capilar sao apresentados nas figuras
14, 15 e 16, sendo que os demais eletroferogramas sdo apresentados no item “anexo” deste
capitulo.

Dada sua grande importancia em pesquisas com alelopatia, esta técnica somente foi
utilizada para investigar os compostos fenolicos (JACOB & SARADA, 2012). No protocolo
para a detecgdo das substancias fenolicas, os compostos secunddrios utilizados foram
escolhidos com base na participagdo destes em fendmenos alelopaticos descritos na literatura.
Baseado nos trabalhos de Santos et al. (2011), a identificagdo dos compostos secundérios nas
amostras fez-se mediante a comparacao dos tempos de migracdo com um padrao apropriado,
por comparacgao dos espectros em UV/Vis dos picos obtidos nas amostras com os espectros
dos padrodes, e por fim, adicdo de padrdo nas amostras a fim de se confirmar a presenca e a
identidade dos compostos.

Embora em estudos preliminares, os acidos cindmicos e seus derivados ndo puderam
ser confirmados precisamente pela prospecc¢ao fitoquimica e por RMN, mas nas analises com
a EC essas substancias foram detectadas. Nas amostras BHFM (Figura 14) e na sua fragdo
BHFM-Ac (Figura 16) esses acidos foram confirmadas com sinais intensos.
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Figura 14. Eletroferogramas dos extratos brutos de parte aérea de B. humidicola. Mix
Fenodlicos= mistura de padrdes fenolicos (ac. cafeico, fertilico, o-benzodico, vanilico e
clorogénico); brach= extrato bruto da parte aérea; 4= Metanol/Agua; 5= Metanol e 9= Agua.
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Figura 15. Eletroferogramas dos extratos brutos hexanicos de B. humidicola. Mix Fenolicos=
mistura de padrdes fendlicos (4c. cafeico, ferulico, o-benzdico, vanilico e clorogénico); BH=
Extrato bruto de B. humidicola; R= Raiz; F= Parte Aérea; S= semente ¢ H= Hexano. O
circulo vermelho destaca os sinais dos padores (fenolicos) e os sinais similares nas amostras
de B. humidicola.
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Figura 16. Eletroferogramas das fragdes obtidas do extrato bruto metanolico da parte aérea de
B. humidicola. Mix Fenolicos= mistura de padrdes fenolicos (4c. cafeico, ferulico, o-
benzoico, vanilico e clorogénico); BHFM= Extrato da parte aérea de B. humidicola Fracao
Metanolica; Ac= Acetato de etila; H= Hexano e B= Butanol. O circulo vermelho destaca os
sinais dos padores (fenolicos) e os sinais similares nas amostras de B. humidicola.

46



Mesmo sendo detectado com baixa intensidade pelos métodos de prospeccao e RMN
(Tabela 3 e 6), na fragdo BHFM-A foi possivel isolar um flavonoide (Figura 13). A detec¢ao
pouco intensa desse flavonoide deu-se, possivelmente devido a sua baixa concentragdo na
amostra avaliada. Na fra¢do obtida em butanol (BHFM-B), os fendlicos ndo foram detectados
por EC (Figura 16) concordando parcialmente com os resultados obtidos na prospecgao
auxiliada por RMN (Tabela 6). E interessante observar que, apesar da baixa intensidade dos
cinamicos na fracdo butanolica, houve a presenca acentuada de flavonoides (Tabela 6) sob
técnicas de prospec¢do e confirmada por RMN. Na interpretacdo desses resultados pode-se
discorrer sobre a hipdtese de que a baixa intensidade dos cindmicos tenha sido uma
consequéncia da sua utlizagdo para a biossintese de flavonoides, tendo em vista que os
fenolicos sdo precursores dos flavonoides. A presenga dos compostos fenolicos e flavonoides
no metabolismo vegetal ¢ dindmica, podendo a planta, em certos momentos (como no
florescimento), ou por necessidade de defesa quimica, direcionar seu metabolismo para
sintese de flavonoides a fim de promover a atragdo de insetos polinizadores. Neste momento
fisiologico, € possivel que os niveis de acidos fenolicos estejam bastante reduzidos, podendo
ndo ser detectados dependendo da técnica utilizada. Isso explicaria essas variagdes na
presenca dos flavonoide s opostamente aos cinamicos. Tais afirmativas justificam, sempre que
possivel, a utilizacdo destas praticas/técnicas em conjunto. Entretanto, ndo se pode deixar de
considerar a atividade biologica, que neste caso esta associada a inibi¢do da germinagao.

Na analise com EC as menores concentragdes de acidos fenolicos foram encontradas
no extrato de sementes, enquanto que a maior concentragdo foi encontrada nos extratos da
parte aérea. Provavelmente a maior participagdo de fendlicos na parte aérea ocorra devido a
sua maior exposicao, tanto a agressao de patogenos bem como a realizada pelos herbivoros.
Vale ressaltar ainda que essas substancias protegem as células contra as espécies reativas de
oxigénio produzidas pela radiacdo ultravioleta necessaria para o processo fotossintético. Esses
resultados corroboram a maior atividade alelopatica dos extratos foliares observada na
literatura (SOUZA-FILHO, 1995).

No espectro de RMN (Figura 17) € possivel observar os sinais caracteristicos da
presenca de flavonoides na fragdo butandlica do extrato metanodlico da parte érea de B.
humidicola. O anexo 5 mostra espectro que confirma esta classe de substidncia em outras
fracdes desta partes da planta.
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Figura 17. Espectro de RMN demonstrando os sinais caracteristicos da presenga de
flavonoide s na fragao butanolica do extrato metanolico da parte érea de B. humidicola.
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3.4 Bioensaios de Atividade Alelopatica de Extratos Brutos de B. humidicola
3.4.1 Extrato bruto da parte aérea

Quanto a avaliacdo da atividade alelopatica, os testes sobre L. sativa sdo apresentados na
figura 18. E possivel observar que todos os extratos brutos apresentaram efeito inibitério na
germinagdo de alface. Essa elevada inibi¢do obtida para esta espécie, tida como padrdo em
testes alelopaticos, demonstra que a B. humidicola apresenta substancias bioativas. Quando
comparados ao controle, todos os extratos brutos obtiveram diferenga significativa (p<0,05)
na porcentagem de germinagdo. Para os extratos, somente ndo foi observada diferenca
estatistica (p>0,05) entre os extratos BHFM e BHFMA, provavelmente devido a similaridade
entre as classes de metabolitos presentes em ambos, o que pode ser confirmado nos resultados
de prospecgdo fitoquimica (Tabela 3). Para o extrato BHFA houve um elevado efeito
alelopético, sendo observada a inibi¢do total (100%) da germinagdo das sementes de L. sativa.
Esses resultados corroboram com os encontrados em literatura, demonstrando que extratos
brutos aquosos podem ter um elevado potencial alelopatico, principalmente, se esses
contiverem 4cidos fendlicos soluveis (INOUE et al., 2009; SOUZA-FILHO et al., 2010).
Curiosamente, pode-se observar no eletroferograma (brach 9 agua) da EC (Figura 14) que,
apesar da presencga pouco pronunciada de compostos fendlicos, esses estdo presentes, o que
pode justificar a forca de inibi¢do deste composto sobre alface.
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Figura 18. Atividade alelopatica de extratos brutos de parte aérea de Brachiaria humidicola
sobre sementes de Lactuca sativa (alface). BH= B. humidicola; F= Parte aérea; H= Hexano;
M= Metanol; MA= Metanol/Agua; A= Agua. Letras iguais nio diferem entre si pelo teste de
Tukey (p> 0,05).

Na figura 19 estdo apresentados os resultados obtidos nos testes de germinagdo das
sementes das leguminosas tropicais Stylosanthes spp. (A), Macrotyloma axillare (B),
Calopogonio mucunoides (C) e Desmodium ovalifolium (D), sob aplicagdo dos extratos brutos
da parte aérea de B. humidicola.

48



A ¢q- A
807 Biooy
. Se0- L 807
4 =IN
e = B <
xa @ < m60'
2 2 404 g8
=S 40 £5
O < 201 R
4 20
e N
<O \
co ¥ ?’Q
_ A
Croq s D 1004 4
~ 80 i
o X @80
c % g
2 S 60 3 560
ElS S
£ H
E § 407 E S 40
g 3 2
Q G oS D
20_ D Q 20_ I
R R S Ry 0- N SPC S
<© N \3 N \; (o $ < W $
R R P L R R
Extrato bruto da Parte Aérea de Extrato bruto da Parte Aérea de

Brachiaria humidicola Brachiaria humidicola

Figura 19. Atividade alelopatica de extratos brutos de parte aérea de B. humidicola sobre
sementes de leguminosas tropicais utilizadas em consorcios de pastagens. A) Stylosanthes
spp.; B) Macrotyloma axillare; C) Calopogonio mucunoides e em D) Desmodium
ovalifolium. BH= B. humidicola; F= Parte aérea; H= Hexano; M= Metanol, MA=
Metanol/Agua; A= Agua. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

A aplicagdo desses extratos sobre as espécies receptoras reduziu a germinagdo em
relacdo ao controle (Figura 19). Em relagdo aos seus respectivos controles, essa resposta nao
foi significativa (P>0,05) entre o extrato BHFH de M. axilare, C. mucunoides e D.
ovalifolium. Esse resultado ¢ bastante interessante, uma vez que se trata de um extrato que
contétm moléculas com perfil apolar. Pela prospeccdo fitoquimica, nesse extrato foram
encontrados esterdides, triterpenos e glicosideos com bastante intensidade, sendo os dois
ultimos confirmados por RMN (Tabela 3). J& para os acidos organicos, classe onde os acidos
fenolicos podem estar contidos, a prospec¢do ndo foi capaz de detecta-los (Tabela 3). No
entanto, atraveés de andlises por RMN foram confirmados a presenca de acidos, ndo garantindo
se tratar de cindmicos. Por outro lado, nas andlises com a EC esses compostos ndo foram
identificados (Figura 15). Essa pode ser a razdo pelo qual ndo houve nenhuma diferenca na
porcentagem de germinagdo das leguminosas receptoras M. axillare, C. mucunoides e D.
ovalifolium em relagdo ao controle (Figura 19), uma vez que os fenolicos, principalmente os
cinamicos, sdo responsaveis pelo efeito inibitorio da germinacdo de varias espécies. Mesmo
no caso de alface, a reducdo da germinagdo observada para esse extrato foi relativamente
menor do que os outros, quando comparado ao controle (Figura 18).

A redugdo mais proeminente pode ser observada nos resultados com BHFA, onde as
espécies M. axillare e C. mucunoides apresentaram as menores porcentagens de germinacao
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entre os extratos, sendo que para M. axillare e C. mucunoides a inibi¢ao foi de 58% e 79% em
relacdo ao controle, assemelhando-se aos resultados obtidos com L. sativa, onde houve a
inibi¢do total (100%) da germinacdo (Figura 19 B, C e 18, respectivamente). Esse resultado
demonstra a elevada sensibilidade dessas espécies ao extrato aquoso de B. humidicola, em
ambiente controlado. Um extrato aquoso obtido da parte aérea de B. humidicola reduziu em
quase 50% o alongamento da radicula da planta invasora Desmodium adscendens (SOUZA-
FILHO et al., 1997).

Os extratos aquosos sdo os que melhor representam as condi¢des na natureza (SINGH
et al., 1989), uma vez que em condi¢des de campo, onde a parte aérea e a liteira estdo mais
expostas as intempéries como as chuvas, ¢ de se esperar que as substincias polares sejam
liberadas mais facilmente. Por conter moléculas com alta polaridade, o extrato aquoso possui
uma vasta diversidade de grupos quimicos, como as saponinas, que segundo Grisi et al.,
(2011) ocasionam danos em raizes de alface. Assim como observado por Grisi et al., (2011), a
presenca de saponinas e taninos (Tabela 3) também pode estar associada a atividade
alelopatica da parte aérea.

Embora os ensaios tenham sido realizados em condicoes de laboratorio, os resultados
preliminares indicam que a espécie D. ovalifolium (Figura 19 D) pode ter vantagem
competitiva quando em consércio com a B. humidicola, visto que apresentou menor
sensibilidade ao extrato BHFA que as demais espécies, pois, conforme dito antes, sabe-se que,
de todos os extratos o que mais se aproxima da realidade encontrada nos ecossistemas de
pastagens € o extrato aquoso. Esses resultados concordam com os obtidos por Ribeiro (2006)
em ambiente de pastagem estabelecida de B. humidicola, onde sob as mesmas condicdes, 0
consorcio com D. ovalivolium prosperou e o de estilosantes teve sua germinagao inibida.

Para a leguminosa receptora estilosantes houve diferenga significativa (p<0,05) entre
0s extratos € o seu respectivo controle (Figura 19 A), mas ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os diferentes extratos.

3.4.2 Extrato bruto da raiz

Em relacdo aos testes sobre a espécie padrao (L. sativa), os resultados dos extratos
brutos obtidos das raizes est4 apresentado na figura 20.
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Figura 20. Atividade alelopatica de extratos brutos de raizes de Brachiaria humidicola sobre
sementes de L. sativa (alface). BH= B. humidicola; R= Raiz; H= Hexano; M= Metanol; MA=
Metanol/Agua; A= Agua. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

De maneira inversa ao observado para o extrato bruto da parte aérea, no de raiz se
observou uma acentuada diminui¢do na inibicao de L. sativa a medida de houve aumento da
polaridade (Figura 20). Aparentemente, nesses extratos parece predominar a presenga de
aleloquimicos principalmente nas por¢des hexanica e metanolica. Redugdes significativas na
germinagdo (0%) de L. sativa foram encontradas em resposta aos extratos BHRH ¢ BHRM.
No outro extremo, na aplicagdo do extrato BHRA a inibigdo da germinagdo foi estimulada que
completamente (p<0,05) em relacdo ao controle. Conforme Jacob & Sarada (2012) o conceito
de alelopatia envolve tanto a inibigdo quanto a estimulacdo da germinagdo. Isso em parte pode
ser explicado pela baixa concentracdo de substancias quimicas detectadas nesse extrato
(Tabela 4). Nesse caso pode-se observar a presenca notavel de aminoacidos e taninos, os
quais podem ter inclusive favorecido a germinacdo (PINHEIRO, et al., 2001).

Os resultados do teste de alelopatia realizado sobre as espécies de leguminosas sdo
apresentados a seguir na figura 21.
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Figura 21. Atividade alelopética de extratos brutos de raizes de B. humidicola sobre sementes
de leguminosas tropicais utilizadas em consorcios de pastagens. A) Stylosanthes spp.; B)
Macrotyloma axillare; C) Calopogonio mucunoides e em D) Desmodium ovalifolium. BH= B.
humidicola; R= Raiz; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol/Agua; A= Agua. Letras iguais
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Os resultados obtidos sobre as espécies de leguminosas mostraram que os extratos
brutos das raizes de B. humidicola influenciaram negativamente a germinac¢ao das espécies C.
mucunoides e Stylosanthes spp., havendo inclusive a inibi¢ao total com os extratos BHRMA
sobre C. mucunoides e do extrato BHRH sobre Stylosanthes (Figura 21 A e C). Para as
leguminosas M. axillare e D. ovalifolium, apesar da existéncia de diferengas significativas, as
inibicoes observadas foram bastante suaves. Estes resultados sugerem que as espécies M.
axillare e D. ovalifolium podem apresentar resisténcia ao aleloquimico presente nas raizes de
B. humidicola.

3.4.3 Extrato bruto da Semente
Os testes de atividade alelopatica sobre L. sativa utilizando o extrato bruto obtido das
sementes revelaram inibicdo maxima para o extrato hexanico. Inversamente acompanhado

pelo aumento da polaridade dos extratos foi a inibicdo da germinagdo dessa espécie receptora
(Figura 22).
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Figura 22. Atividade alelopatica de extratos brutos das sementes de Brachiaria humidicola
sobre sementes de L. sativa (alface). BH= B. humidicola; S= Semente; H= Hexano; M=
Metanol; MA= Metanol/Agua; A= Agua. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p> 0,05).

Como pode ser observado na tabela 5 e na figura 15, a presenga confirmada de
compostos fenolicos pode estar associada as respostas inibitorias por parte da aplicagdo do
extrato BHSH.

Os resultados frente as espécies de leguminosas tropicais sdo apresentados a seguir na
figura 23.
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Figura 23. Atividade alelopatica de extratos brutos das sementes de B. humidicola sobre
leguminosas tropicais utilizadas em consorcios de pastagens. A) Stylosanthes spp.; B)
Macrotyloma axillare; C) Calopogonio mucunoides € em D) Desmodium ovalifolium. BH= B.
humidicola; S= Semente; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol/Agua; A= Agua. Letras
iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

As leguminosas avaliadas ndo apresentaram uma tendéncia de resposta definida em
relacdo a aplicag¢do do extrato bruto de sementes. O extrato que resultou em maior inibi¢ao foi
o extrato BHSMA quando avaliado sobre D. ovalifolium, espécie que apresentou boa
tolerancia aos demais extratos. Assim como ocorreu com o extrato BHSH em L. sativa, o
extrato BHSMA também apresentou acidos organicos na prospec¢ao fitoquimica (Tabela 5) e
sinais no eletroferograma (Anexo 1).

Considerando a busca por espécies mais tolerantes e adaptadas ao ambiente de consorcio com
B. humidicola, a espécie M. axillare se destacou sob todos os extratos, possivelmente por
apresentar boa resisténcia aos aleloquimicos de B. humidicola.

3.5 Fracoes do Extrato Bruto Metandlico da Parte Aérea e da Raiz

Deste ponto em diante, para focar nesse objetivo, os resultados serdo apresentados
sobre as espécies que se apresentaram mais promissoras ao ambiente de consorcio.

Na figura 24 podem ser observados os resultados do ensaio de atividade alelopatica
das plantas receptoras L. sativa, D. ovalifolium e M. axillare, sob a aplicagdo das fragdes
obtidas a partir do extrato metanolico da parte aérea de B. humidicola.
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Figura 24. Atividade alelopatica de cinco fracdes obtidas do extrato bruto metandlico da
parte aérea de B. humidicola sobre sementes de L. sativa e duas leguminosas forrageiras.
BHFM= extrato bruto em metanol da parte aérea; Fragdo H= Hexano, D= Diclorometano, A=
Acetato de etila, B= Butanol ¢ R= Residuo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

A espécie L. sativa foi 100% inibida por todas as fracdes, exceto o residuo que
também teve uma inibicdo significativa em rela¢do ao controle. Possivelmente, tais resultados
ocorreram principalmente porque a L. sativa ¢ uma planta de alta sensibilidade (ALVES, at
al., 2004).

Diferentemente do observado com L. sativa, as espécies de leguminosas pré-
selecionadas durante a avaliacdo dos extratos brutos tiveram inibi¢gdes menos efetivas. Em
relacdo ao desmodio pode-se observar que houve queda na porcentagem de germinagdo em
funcdo da diminuicao da polaridade dos extratos, exceto pelas fracdes butandlica e hexanica.
Na tabela 6, onde estdo os dados da prospecgdo assistida com RMN, e na figura 16
(eletroferogramas BHFM-B, BHFM-H e BHFM-Ac) ¢ possivel observar uma leve tendéncia
inversa a presenca de acidos organicos (compostos fendlicos) e a presenca de flavonoides. Em
geral, quando aumentamos a presenca de compostos fendlicos nos extratos os dados de
germinacdo tendem a apresentar valores mais baixos. O oposto ¢ observado na analise da
presenca de flavonoides, sendo que quando a presenga é maior a porcentagem de germinacao
também aumenta.
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A mesma tendéncia no aumento da inibi¢do em funcdo da menor polaridade dos
extratos foi observada para L. sativa e C. mucunoides nos ensaios que envolveram avaliacao
das fragdes obtidas do extrato bruto metandlico das raizes de B. humidicola (Figura 25). Para
M. axillare e D. ovalifolium essa tendéncia foi inversa, onde esta ultima teve a taxa de
germinacdo inferior a primeira que, continua sendo a espécie mais tolerante ao extrato de B.
humidicola.
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Figura 25. Atividade alelopatica de cinco fragcdes obtidas do extrato bruto metanolico da raiz
de B. humidicola sobre sementes de L. sativa e duas leguminosas forrageiras. BHFM= extrato
bruto em metanol da parte aérea; Fragcio H= Hexano, D= Diclorometano, A= Acetato de etila,
B= Butanol e R= Residuo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

3.6 Substancias Puras

Em vista dos resultados da avaliagdo dos extratos brutos e das fragdes de B.
humidicola, foram realizados ensaios com substancias puras indicadas como alelopaticas além
daquelas na qual fazem parte dos grupos quimicos detecatdos nessas amostras. Foram elas: 1)
um composto fenodlico, o acido trans-cinamico (ATC); i1) um mix de quatro flavonoide s (MF:
Rutina, Canferol, Canferol 3-a-ranminosideo e Quercetina) e iii)) MF+ATC. Esse esquema foi
montado devido & grande quantidade de informagdes a respeito da atividade bioldgica de
fenolicos e flavonoide s (JACOB & SARADA, 2012; MITROVIC et al., 2012). Além disso,
esse grupo de compostos foi confirmado em parte dos extratos avaliados.
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Na figura 26 estdo apresentados os dados referentes a germinacao das sementes de L.
sativa e da leguminosa forrageira M. axilare sob aplicagdo das solu¢des supracitadas.
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Figura 26. Atividade alelopatica das solugdes: i) um composto fendlico, o acido trans-
cindmico (ATC); ii) um mix de quatro flavonoides (MF: Rutina, Canferol, Canferol 3’-a-
ranminosideo e Quercetina) e iii) MF+ATC, sobre L. sativa e na leguminosa M. axilare.
Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Os resultados sobre L. sativa revelaram inibicao total para a solucdo ATC. Ja para a
aplicacdo do MF, apesar de pouca diferenca (13%) teve inibi¢do significativamente distinta
relativo ao controle.

Para M. axillare houve intensa reducdo nos valores de germinagdo sob o tratamento
ATC (17,5%). Entretanto, para o tratamento MF ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) em
relagdo ao seu controle. Uma resposta intrigante e a0 mesmo tempo interessante foi a obtida
na aplicacdo da solucdo contendo os dois tratamentos (MF+ATC), na qual se observou a
ocorréncia de antagonismo entre as substancias. J&4 que para este tratamento os percentuais de
germinacdo foram intermediarios e significativamente inferiores ao controle. Sobre esse
aspecto, Souza-Filho et al. (2010) cita que, a atividade biologica de uma dada mistura de
aleloquimicos ndo se da apenas pela concentragdo de cada componente da mistura, mas
também pela interagdo entre eles. Neste caso especificamente, pelo fato da mistura de
flavonoides ter apresentado resposta semelhante ao respectivo controle sua func¢do se deu na
forma de um “anti aleloquimico” ja que foi utilizada a mesma concentracdo da solugdo
contendo o ATC exclusivo. Essa tendéncia na resposta da planta pode ter interpretacdes e
implicagdes diversas dentro das diferentes areas da pesquisa. Sabe-se que os flavonoides
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atuam, dentre outras, na protegdo e preservacao celular (SAMANTA et al., 2011).
Considerando os resultados observados neste trabalho, presume-se que os flavonoide s podem
favorecer a germinagao ou diminuir os efeitos fitotoxicos do ATC. Entretanto, o seu papel nos
mecanismos de defesa antioxidantes contra aleloquimicos requerem mais estudos, uma vez
que podem atuar tanto como antioxidantes quanto pro-oxidantes, podendo promover inclusive
mais prejuizos que beneficios (BEHLING et al., 2004).

No intuito de identificar quais sdo os compostos fenolicos que apresentam maior
atividade alelopatica sobre as espécies receptoras M. axilare e L. sativa foram realizados
ensaios com nove compostos fendlicos com padrdo analiticos. Estes resultados sao
apresentados na figura 27.
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Figura 27. Atividade alelopatica de derivados dos acidos cinamicos (a forma trans do ac.
cindmico, ac. p-cumadrico, ac. fertlico, 4c. cafeico e 4c. sinapico) e dos acidos benzoicos (ac.
p-hidroxibenzoico, ac. galico, 4c. protocatequico, ac.vanilico) sobre as espécies receptoras L.
sativa e M. axilare. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Para L. sativa a ordem crescente de sensibilidade aos acidos fenolicos foi: ac. cafeico,
ac. sindpico, ac. trans-cinamico, ac. feralico, ac. p-hidroxibenzobico, &c. protocatequico, ac.
vanilico, 4c. gélico e 4c. p-cumarico (Figuras 5, 6 e 27).

Em cada espécie o ac. p-cumarico proporcionou as maiores inibigdes. Mesmo sendo,
dentre as espécies avaliadas, a mais resistente aos extratos de B. humidicola, a M. axillare
também foi sensivel ao ac. p-cumadrico. Dessa forma, essa espécie deve ser avaliada em
condi¢des de campo em consorcio com a B. humidicola, uma vez que Souza-Filho at al.
(2005) isolaram da parte aérea dessa graminea esse derivado do &c. cinamico.

Embora o isolamento de metabolitos especiais de B. humidicola ndo tenha sido o
principal foco do trabalho, estudos concomitantes seguiram neste sentido, e apos o
fracionamento da fracdo metandlica da parte aérea como acetato de etila (BHRM-A/26) foi
possivel isolar uma mistura de saponinas. No entanto, como mencionado na descri¢do da
metodologia, a determinagdo estrutural esta em andamento.

Para efeito de comparagdo com as repostas de S1 e S2 (ambas as misturas de
saponinas) foi testado o flavonoide hesperidina (Figura 7). As espécies submetidas a essas
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substancias foram L. sativa e M. axillare (Figura 28). Adicionalmente, as respostas das trés
espécies avaliadas (L. sativa, M. axillare e C. mucunoides), sobre a aplicagdo do BHRM-A
(Figura 25), fracao na qual foram isoladas saponinas foi bastante proeminente, o que denota a
responsabilidade na inibi¢do da germinagdo dessas espécies.
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Figura 28. Atividade alelopatica de L. sativa e M. axillare sobre a aplicacao das amostras: S1
e S2, dois conjuntos de misturas de saponinas obtidas a partir da fragdo em acetato de etila do
extrato metanolico de raizes de B. humidicola e a hesperidina , flavonoide analitico. Letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Houve diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras avaliadas e o respectivo
controle de L. sativa. As amostras contendo as saponinas ndo diferiram significativamente
entre si (p>0,05), e responderam com as inibigdes mais elevadas, reforcando a sugestdo de
apresentarem efeito fitotdxico sobre as duas espécies avaliadas. Apesar de menos intenso que
as saponinas, o flavonoide hesperidina influenciou negativamente na germinagdo das
sementes de alface. Ja para a leguminosa M. axillare apesar da resposta frente as saponinas ter
sido muito semelhante aquela observada em L. sativa o flavonoide hesperidina resultou em
uma resposta similar a observada pela o mix de flavonoides (Figura 26), ndo diferindo
significativamente do seu respectivo controle (p<0,05).

No relativo ao desenvolvimento das plantulas (comprimento do hipocétilo e radicula),
foi possivel observar que o contato com as amostras de saponinas e do flavonoide
promoveram mudangas no desenvolvimento das espécies avaliadas (Figura 29). Essa
discussdo ¢ de grande valia, uma vez que as variagdes no desenvolvimento inicial da planta
proporcionam prioridade na utilizacdo dos recursos do meio e, por isso, geralmente levam

59



vantagem na utilizacdo dos mesmos (HAUGLAND & TAWFUQ, 2001; SANDERSON &
ELWINGER, 2002; GUSTAFSON et al., 2004).

Em relacao ao desenvolvimento da radicula (Figura 29 A), a intensidade na reducao do
comprimento observada apresentou pouca variacdo em se tratando das amostras S1 e S2 sobre
alface. Muito provavelmente isso se deu em virtude da desuniformidade de resposta das
plantulas. Contudo, para M. axillare essa diferenga pode ser observada entre todas as amostras
avaliadas (p<0,05), com destaque para os efeitos na redug¢do da radicula na aplicagdo das
amostras de saponinas oriundas da mistura de subfra¢des 120-124 (S2).

Comparativamente, para hesperidina , o desenvolvimento radicular de M. axillare foi
menor do que aquele obtido pelo controle.

Outro fator a se considerar ¢ o desenvolvimento do hipocotilo (Figura 29 B), que no
caso de M. axillare foi influenciado por todas as amostras, quando comparado ao
desenvolvimento do seu controle. Todavia, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nas
respostas para as duas amostras de saponinas.
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Figura 29. Efeito no desenvolvimento (comprimeto de radicula e hipocétilo) de L. sativa e M.
axillare sobre a aplicagdo das amostras: S1 e S2, dois conjuntos de misturas de saponinas
obtidas a partir da fracdo em acetato de etila do extrato metandlico de raizes de B. humidicola
e a hesperidina , flavonoide analitico. A) Comprimento de radicula (cm) e B) Comprimento
do hipocétilo (cm). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).
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Quando observamos os resultados de peso seco das plantulas normais de cada
tratamento observamos que com as saponinas houve um baixo desenvolvimento das plantulas
normais, o que resultou em menores valores de massa seca (Figura 30).
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Figura 30. Massa seca (g) de plantulas normais L. sativa e M. axillare sobre a aplicagdo das
amostras: S1 e S2, dois conjuntos de misturas de saponinas obtidas a partir da fracdo em
acetato de etila do extrato metandlico de raizes de B. humidicola e a hesperidina , flavonoide
analitico. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Para L. sativa houve diferenca significativa entre todas as amostras em relagdo ao seu
controle. Entre as amostras de saponinas ndo foi observada diferen¢a nas respostas de massa
seca de plantulas de alface. No caso de M. axillare o flavonoide nao resultou em diferenca
significativa da para o controle, sugerindo que esta espécie seja relativamente tolerante aos
possiveis efeitos negativos destas moléculas. J4& em relacdo a resposta observada pela
aplicacdo das saponinas, houve intensa inibicdo na conversdao de massa seca de M. axillare
causada pela amostra S2, revelando se tratar de substincias bastante potente. Um pouco
menos intensa foi a resposta resultante da utiliza¢do da outra amostra de saponinas (S1) que se
diferenciou significativamente da amostra de hesperidina e do tratamento controle. Entre o
controle e a amostra de hesperidina ndo foi observada diferenca significativa na massa seca
de plantulas normais.
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4 CONCLUSOES

Apesar da prospec¢do quimica ser apenas um indicativo das classes de metabdlitos
presente no material, o auxilio de métodos fisicos como a RMN 'H e "°C, permite confirmar a
presenca de determinados metabolitos na prospec¢do. A proposta da presenga de determinada
classe de metabolito pode auxiliar na interpretacdo dos resultados obtidos nos bioensaios de
germinagdo. Embora os 4cidos cindmicos e seus derivados nao tenham sido identificados com
precisdo nas técnicas de prospec¢do e RMN, ¢ provavel que os efeitos inibitorios observados
estejam associados a eles. Entretanto ndo descartamos a atuagdo de outros metabdlitos nesta
atividade como o caso das saponinas.

De acordo com os resultados da eletroforese capilar as menores concentragdes de
compostos fendlicos foram detectadas no extrato aquoso de semente, enquanto que a maior
concentragdo foi encontrada no extrato metanolico da parte aérea. Esta técnica foi bastante
eficaz na deteccdo dos compostos fenolicos.

Em relagdo a espécie padrao L. sativa teve sua maior inibicao sob os efeitos dos
extratos brutos em hexano da raiz e semente, e sob as fragdes mais apolares. A B. humidicola
mostrou efeito alelopatico sobre as leguminosas avaliadas.

Para os extratos brutos da parte aérea, da raiz e das sementes, as leguminosas mais
sensiveis foram Stylosanthes spp. € C. mucunoides; as espécies mais tolerantes foram M.
axillare e D. ovalifolium.

Os extratos brutos que resultaram em maior efeito fitotoxico sdo, em ordem crescente
de intensidade, Metanol e Metanol/Agua para parte aérea, Hexano e Metanol Agua para raiz e
Hexano e Metanol Agua para semente.

Houve uma resposta de germinacdo semelhante entre o controle e as amostras de
flavonoide s. Foi observada uma taxa de germinacao de M. axillare tipicamente relacionada a
antagonismo e sinergismo, em resposta a aplica¢ao de solugdes contendo flavonoide s, acidos
cindmicos em separado e uma mistura dos dois.

Os acidos fenodlicos que geraram maior inibi¢ao foram: p-cumarico, vanilico, galico e
feralico.

As amostras de saponinas obtidas das raizes de B. humidicola apresentaram elevada
capacidade inibidora.

A resposta positiva dos flavonoide s frente a germinagdo de L sativa e M. axillare
mostra a tendéncia que estudos de melhoramento devem priorizar sobre gramineas que
favorecam a biossintese desse metabolito, uma vez que este processo consome os derivados
cinamico.

Trabalhos adicionais, principalmente de campo, sdo necessarios para confirmar as
conclusdes deste estudo.
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Anexo 1. Eletroferogramas dos extratos brutos de semente de B. humidicola. Mix Fenolicos=
mistura de padrdes fenolicos (ac. cafeico, feralico, o-benzoico, vanilico e clorogénico); BH=
Extrato bruto de B. humidicola; H= Hexano; M= Metanol; MA= Metanol Agua e A= Agua.

- 2anm ,"1
Raiz

0.020 0.020

brach 13 e
iy e | P e —

e S O S

PO brach 12 MeOH/agua ORI
2 % 2
0.005+ k{h\f\/
brach 11 MeOH %—«h\ﬂ”‘f&\_ H
™ . L ]

0.000+ 0.000

0.005

mix fenolicos 10mga/l

-0.005 - -0.008

Anexo 2. Eletroferogramas dos extratos brutos de Raiz de B. humidicola. Mix Fenolicos=
mistura de padrdes fenolicos (ac. cafeico, feralico, o-benzoico, vanilico e clorogénico); BH=
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Aanexo 3. Espectro de extrato metandlico da parte aérea de Brachiaria humidicola.
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Anexo 7. Espectro da fragdo acetato de etila de raizes de Brachiaria humidicola
confirmando derivados do acido cinamico (ac. cumarico) em raizes da planta.
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Anexo 8. Espectro da fragdo acetato de etila da particdo do

extrato metanodlico de

etila de raizes de Brachiaria humidicola confirmando a presenca de saponinas (S1

e S2) na planta.
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CAPITULO II

AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA DA AGUA DE
DECOCCAO E HIDROLATO DE Brachiaria humidicola SOBRE A
GERMINACAO DE QUATRO ESPECIES DE LEGUMINOSAS
TROPICAIS

ALLELOPATHIC ACTIVITY OF THE HYDROLATE AND
WATER OF DECOCTION OF Brachiaria humidicola PLANT PARTS ON
THE GERMINATION OF FOUR TROPICAL LEGUMINOUS SPECIES
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RESUMO

O conhecimento das interagdes alelopaticas entre gramineas e leguminosas podem contribuir
para o €xito de pastagens tropicais consorciadas no Brasil. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito alelopatico da agua de decocgdo e hidrolato de partes da planta (raiz, parte
aérea e sementes) de Brachiaria humidicola (Rendle) sobre quatro leguminosas forrageiras
tropicais Stylosanthes spp., Macrotyloma axillare, Calopogonium mucunoides, Desmodium
ovalifolium e em alface (Lactuca sativa L.), esta ultima espécie, utilizada como padriao de
sensibilidade em bioensaios alelopaticos. Os resultados obtidos para raizes e parte aérea
mostrou, no caso de hidrolato, o maior efeito inibitério sobre a germinacdo das espécies
receptoras, enquanto hidrolato de semente teve um efeito estimulante dependendo das espécie
de leguminosa. Em contraste, os extratos de dgua de decoc¢do apresentaram os maiores
efeitos inibitorios sobre a raiz e fragao de sementes, € menor na fragdo da parte aérea. Em
relagdo as espécies receptoras, a leguminosa M. axillare apresentou maiores porcentagens de
germinagdo, ou seja, uma maior tolerancia aos efeitos inibitorios dos extratos aquosos de B.
humidicola, enquanto D. ovalifolium apresentou a maior sensibilidade.

Palavras-chave: Calopogonium mucunoides. Desmodium ovalifolium. Hidrodestilagao.
Macrotyloma axillare. Pastagens consorciadas tropicais. Stylosanthes spp.
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ABSTRACT

Knowledge of allelopathic interactions between grasses and legumes can contribute for the
successful establishment of mixed tropical pastures in Brazil. The purpose of this work was to
evaluate the allelopathic effect of the hydrolate and water of decoction of Brachiaria
humidicola (Rendle) plant parts (root, shoot and seeds) on four tropical forage legumes
Stylosanthes spp., Macrotyloma axillare, Calopogonium mucunoides, Desmodium ovalifolium
and on lettuce (Lactuca sativa L.), this last species used as a sensitivity standard in
allelopathic bioassays. The results obtained for roots and shoots showed, in the case of
hydrolate, the highest inhibitory effect on germination rates of the receiving species, while
seed hydrolates had a stimulating effect depending on the legume species. In contrast, water
of decoction extracts had the highest inhibitory effects on root and seed fraction, and the
lowest on the shoot fraction. Regarding the receiving species, germination percentages of M.
axillare showed higher tolerance to inhibitory effects of the aqueous extracts of B.
humidicola, while D. ovalifolium showed the highest sensitivity.

Keywords:  Calopogonium  mucunoides. — Desmodium  Ovalifolium.  Hydrodistillation,
Macrotyloma axillare. Mixed tropical pastures. Stylosanthes spp.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o rebanho bovino brasileiro ¢ considerado o segundo maior do mundo
com aproximadamente 209,5 milhdes de cabegas (IBGE, 2010). O pais ¢ constituido por uma
area aproximada de 220 milhdes de hectares de pastagens nativas e cultivadas, sendo estas a
base da alimentacdo desse rebanho. Principalmente no Brasil central, as pastagens cultivadas
sao dominadas pelas gramineas africanas do género Brachiaria (MACEDO et al., 2010).

A espécie B. humidicola (Rendle) Schweick, tem tido uma grande expansdo ao longo
dos anos (BRITO et al., 2004). Esta espécie ¢ tolerante a solos de baixa fertilidade e outros
estresses ambientais, como secas intensas que ocorrem na regido. Além disso, estudos
desenvolvidos por Subbarao et al. (2007) sugerem que as raizes desta planta produzem
metabolismo secundéario produtor de substincias bastante interessantes para a pesquisa
cientifica. Além disso, estudos desenvolvidos por Subbarao et al. (2007) sugerem que as
raizes desta planta liberam no meio ambiente produtos do seu metabolismo secundario que
sdo interessantes para a pesquisa cientifica.

A introdugd@o de leguminosas forrageiras em monoculturas de gramineas pode ser uma
alternativa bastante interessante para melhorar a fertilidade dos solos tropicais (ALENCAR et
al., 2012), e enriquecer a dieta dos animais e consequentemente, aumentar a produtividade das
pastagens (MACEDO et al., 2010). No entanto, o uso de leguminosas, sob a forma de
pastagens consorciadas no Brasil ainda continua insignificante (BARCELLOS et al., 2008).
Embora o uso de pastagens consorciadas de gramineas e leguminosas possua muitos atrativos
econdmicos e ambientais, o baixo uso dessa tecnologia ¢ principalmente devido dificuldades
no estabelecimento e a baixa persisténcia na pastagem das leguminosas ao longo do tempo
(BARCELLOS et al., 2008).

Além das tradicionais diferencas morfo-fisiologicas observadas entre gramineas e
leguminosas (RAO, et al., 1995), existem ainda outros fatores que também podem afetar o
estabelecimento e persisténcia das leguminosas, como o fendmeno conhecido como alelopatia
(RICE, 1984; SMITH, 1989). Os aleloquimicos sao produzidos pelas plantas e liberados no
meio ambiente, principalmente através de processos como a exsudagdo, lixiviagdo e
volatilizagao (KHANH, et al.,2005; XUAN, et al., 2005; WESTON et al., 2012).

A demanda de estudos acerca dos metabolitos especiais das plantas vem aumentando
nos ultimos anos, principalmente em funcao das pesquisas com herbicidas naturais ou na sua
utilizagdo como protdtipos de herbicidas sintéticos. Além desse foco de estudo, o
conhecimento das potencialidades alelopaticas ¢ essencial para permitir o sucesso dos
sistemas de consorciacdo de gramineas e leguminosas.

Nesse contexto, apesar de existir pesquisas confirmando que a forrageira B.
humidicola possua atividade alelopatica (SOUZA-FILHO et al., 2006), ndo existem relatos de
estudos envolvendo avaliagdo da atividade alelopatica de fracdes com substancias mais
volateis desta planta, como o hidrolato e a 4gua de decoccdo de B. humidicola sobre
leguminosas forrageiras normalmente utilizadas em consoércios de pastagens no Brasil.

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito alelopatico do hidrolato e da dgua de
decoccao obtida da parte aérea, raizes e sementes de B. humidicola sobre a germinacdo de
sementes de leguminosas forrageiras tropicais.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em Laboratérios do Instituto de Ciéncias Exatas e
de Agronomia localizados na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), em
Seropédica, RJ (Latitude: 22°46°59°” S, Longitude: 43°40°45°> W e altitude de 33 m).

A B. humidicola (planta doadora) foi coletada em uma pastagem estabelecida a mais
de 25 anos sobre um Planossolo Haplico, submetido a pastejos eventuais por caprinos e
bovinos (MAGIERO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007).

O solo da area experimental foi descrito por Ramos et al. (1973), sendo classificado
como Hidromorfico Cinzento Distréfico, a moderado, textura média, Série Ecologia, que no
atual Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 1999), corresponde ao
Planossolo Haplico. Tratam - se de solos que apresentam absoluto predominio de areias nos
primeiros 0,5-0,7 m do perfil (Areia grossa = 60-65%; Areia fina: 30-25%; e Argila total <
4%). A partir dessa profundidade ocorre um horizonte By de textura barro-argilo-arenosa, e
estrutura macica e dura quando seca, e fridvel quando umida (fragipd). Dadas tais
propriedades fisicas, a capacidade de retencdo de dgua nos horizontes superficiais € muito
baixa e a altura do lencgol freatico oscila sazonalmente (RAMOS et al., 1973).

O clima da regido ¢ caracterizado como quente € imido no verdo, sem invernos
pronunciados, ¢ muito secos. Este tipo climatico, embora ndo corresponda exatamente ao
clima de savanas, enquadra-se no tipo Aw da classificagdo de Koppen.

A amostragem foi feita na parte da manha (07:00 h) e o material vegetal foi
transportado para o laboratorio em caixa isotérmica. As sementes foram coletadas em janeiro
de 2010, durante o periodo de floracdo da graminea, e postas para secar a sombra em
temperatura ambiente.

Raiz e parte aérea foram cortadas em fragmentos de aproximadamente 5 cm para o
posterior processamento analitico. Apos isso, 0,5 kg de cada fragdo foram colocados num
baldo de fundo redondo de 5 litros com dois tergos de agua destilada e deionizada. O baldo foi
acoplado a um sistema do tipo Clevenger para realizar a destilacio a vapor. O mesmo
procedimento foi seguido para as sementes, exceto por sua trituracdo prévia num
liquidificador. O material vegetal permaneceu em contato com a agua em ebuligdo durante um
periodo de 4 h, a fim de extrair o 6leo essencial de B. humidicola. No entanto, nenhum oleo
foi obtido, provavelmente devido a sua baixa concentracao. O produto de evaporacdo e da
subsequente condensacdo foi considerado como sendo o hidrolato das respectivas fragdes.
Enquanto a agua que permaneceu no baldo constituiu a agua de decocgdo. Para se obter
quantidades suficientes de ambas as fragdes, foi necessario executar quatro ciclos sucessivos
de hidrodestilagao.

A susceptibilidade alelopaticas das espécies receptoras foi avaliada através de testes de
germinagdo (SOUZA-FILHO et al., 2006; SENARATHNE et al., 2010; MUBARAK et al.
2011). Sementes de Stylosanthes spp., Calopogonium mucunoides, Macrotyloma axillare cv.
Java e Desmodium ovalifolium cv. Itabela foram obtidos do banco de sementes da Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. A espécie alface (Lactuca sativa L.)
veio de fonte comercial. Esta espécie foi escolhida porque é considerada um padrio de
sensibilidade em bioensaios de atividade alelopatica (ALVES et al., 2004; SOUZA-FILHO et
al., 2010). Quando necessario, a quebra de dorméncia das sementes das espécies das
leguminosas, foi realizada seguindo as especificagdes das Regras para Andlise de Sementes
Brasil (2009), conforme indicado na Tabela 1.

Aliquotas de 5 ml de cada hidrodestilado (hidrolato) e da 4gua de decoc¢ao residual
foram aplicados sobre a superficie de trés folhas de papel Germitest™ autoclavado (120°C) em
recipientes do tipo gerbox, e, em seguida, 25 sementes de cada espécie foram colocadas sobre
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o papel umedecido. No tratamento controle, o papel Germitest® foi umedecido com agua
deionizada. Os recipientes gerbox foram incubadas em camaras do tipo BOD sob condig¢des
variaveis de luz e temperatura, especifico a cada espécie (Tabela 1).

Tabela 1. M¢étodos de quebra de dorméncia, temperatura de incubacdo e duragdo do
fotoperiodo para os bioensaios de alelopatia em alface (L. sativa) e quatro leguminosas
forrageiras tropicais.

Espécies Meétodos de Temperatura"” Duragdo do
quebra de (°O) fotoperiodo(3 )
dorméncia” (h)

Lactuca sativa - 20 16

Macrotyloma axillare Remocao do 25 2
tegumento

Calopogonio mucunoides - 25 0

Stylosanthes spp. Agua a 80°C 35 0

Desmodium ovalifolium Escarificagdo 25 8

M- @) De acordo com Brasil (2009).

Os célculos das taxas de germinagdo das sementes foram realizados segundo
especificagdes brasileiras. Assim, a germinagdo de sementes correspondeu a propor¢do de
sementes que produziram plantulas classificadas como normais, ou seja, aquelas que tiveram
a raiz primaria e a parte aérea bem desenvolvida Brasil (2009). Os dados de germinagdo
foram expressos em porcentagem (%) e transformado em arco sen V% / 100 para assegurar a
normalidade dos residuos (NETER et al., 1985). Os dados foram analisados pelos
procedimentos estatisticos do software SAS-—Statistical Analysis System (SAS, 2002). O
PROC GLM foi utilizado para realizar a anélise de variancia (ANOVA).
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3 RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 Atividade Alelopatica da Parte Aérea

Os resultados dos bioensaios mostraram diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre as espécies receptoras, tanto para o hidrolato como para agua de decocgdo de
parte aérea de B. humidicola, quando comparado com seus respectivos controles (Figura 1A e
B). A parte aérea do hidrolato inibiu completamente a germinagdo de alface (ALVES et al.,
2004), e também teve efeito supressor sobre a leguminosa D. ovalifolium. Do mesmo modo,
Stylosanthes spp. foi severamente afetado com uma redugdo absoluta de 66%, ou 54%
considerando a sua porcentagem de germinagdo em agua deionizada (controle). Em contraste,
a aplicacdo do hidrolato ndo teve nenhum efeito sobre as taxas de germinacdo absolutas ou
relativas de C. mucunoides, enquanto para M. axillare a reducdo foi relativamente pequena
(16%), porém estatisticamente significativa (Figura 1A). Em rela¢do a agua de decoccao da
parte aérea, os seus efeitos inibitorios foram menores em comparacdo aos extratos de
hidrolato, evidenciado pelo fato de que ndo houve total inibi¢do de germina¢do em nenhuma
das espécies estudadas (Figura 1B). De fato, ndo houve diferenga significativa entre M.
axillare e C. mucunoides quando comparados a seus controles. Por outro lado, as taxas de
germinagdo de Stylosanthes e Desmodium em resposta a aplica¢ao de agua de decocgdo foram
menores do que para a alface, espécie que foi razoavelmente imune, apesar de ser considerado
um padrao de sensibilidade.

Coletivamente, estes resultados sugerem que os agentes aleloquimicos estdo presentes
em concentragdes mais elevadas no hidrolato.
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Figura 1. Porcentagem de germinagdo de cinco espécies receptoras em resposta a aplicacao
dos extratos preparados a partir da parte aérea de B. humidicola, o hidrolato (A) ou dgua de
decoccdo (B), em relacdo aos seus respectivos controles (apenas dgua deionizada). Letras
maiusculas na parte superior das barras indicam diferencas estatisticas (p<0,05) das médias
entre as espécies receptores. Letras minusculas mostram a diferenga de cada espécie e seu
controle.

3.2 Atividade Alelopatica de Raiz

Considerando os efeitos alelopaticos atribuiveis aos constituintes do hidrolato ou dgua
de decocgdo, os extratos de raiz tiveram uma maior capacidade inibitdria do que extratos da
parte aérea (Figuras 1 e 2). Inibicdo completa (alface e Desmodium) ou reducdo acentuada
(Stylosanthes) das porcentagens de germinacdo foram observadas quando as sementes foram
tratadas com hidrolatos de raiz (Figura 2A). Mesmo as espécies mais tolerantes M. axillare e
C. mucunoides apresentaram uma redugdo significativa nas taxas de germinagdo em relacdo
aos tratamentos controle (Figura 2A). Além disso, em oposicdo ao comportamento da parte
aérea, a agua de decocgdo das raizes mostrou uma elevada atividade biologica (Figuras 1B e
2B). De fato, a inibi¢do total de D. ovalifolium e C. mucunoides foi observada, sendo este
ultimo um resultado inesperado. Além disso, as porcentagens de germinagdo de sementes de
Stylosanthes spp. e L. sativa ndo diferiram significativamente (Figura 2 B).

A melhor resposta em termos de resisténcia foi expressa por M. axillare, com 96% de
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germinagdo para o tratamento controle em comparacdo a 49% para agua de decoc¢do, um
desempenho significativamente maior (p<0,05) do que as demais espécies estudadas. Assim,
os dados sugerem que, para as raizes de Brachiaria humidicola, a atividade alelopatica esta
associada a moléculas ndo-volateis que, provavelmente, estdo concentradas na fracdo dgua de

decocgao.
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Figura 2. Porcentagem de germinagdo de cinco espécies receptoras em resposta a aplicagao
dos extratos preparados a partir da raiz de B. humidicola, o hidrolato (A) ou 4gua de decocgao
(B), em relagdo aos seus respectivos controles (apenas agua deionizada). Letras maitsculas na
parte superior das barras indicam diferencas estatisticas (p<0,05) das médias entre as espécies
de receptores. Letras minusculas mostram a diferenca de cada espécie e seu controle.

3.3 Atividade Alelopatica de Semente

A figura 3 (A e B) mostra a porcentagem de germinagdo de sementes das espécies
receptoras, quando tratadas com extratos obtidos a partir de hidrolatos ou 4gua de decocgdo de
sementes de B. humidicola. Em relagdo ao hidrolato, os efeitos inibitorios dos agentes
aleloquimicos foram brandos, para M. axillare, ou totalmente ausente, como no caso de
Stylosanthes spp., ou mesmo expresso como um efeito estimulatorio significativo (p<0,05) em
C. mucunoides. Mais uma vez, os dados confirmaram a maior sensibilidade de D. ovalifolium
em relagdo as outras espécies, sua resposta inibitdria igualou-se ao da alface (Figura 3A). Em
contraste ao potencial inibitoério limitado de hidrolato de semente, a dgua de decocgdo
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mostrou uma atividade alelopatica elevada, envolvendo a inibicdo completa da germinacao de
sementes de C. mucunoides e L. sativa, uma resposta muito semelhante a observada para os
extratos de agua de decocgdo de raiz (Figuras 2B e 3B). Igualmente, as respostas de
Stylosanthes spp. e M. axillare a aplicacdo da dgua de decoccdo das sementes teve efeito
paralelo ao da raiz (Figuras 2B e 3B).

Tomados em conjunto, estes resultados indicam que hidrolatos de raiz e parte aérea,
tiveram o maior efeito inibitério sobre a germinacao das espécies forrageiras leguminosas
estudadas. Hidrolatos de sementes tiveram um efeito inibitorio brando, incluindo agado
estimulante sobre a taxa de germinagdo de sementes de C. mucunoides. Em contraste, os
extratos de agua de decocgdo apresentaram os maiores efeitos inibitorios sobre as fracdes de
raiz e semente e, os menores na fracdo da parte aérea. Em relagdo as espécies receptoras, a
alta porcentagem de germinacdo de M. axillare mostrou maior tolerancia aos efeitos
inibitorios dos extratos aquosos de B. humidicola, enquanto o D. ovalifolium apresentou a
maior sensibilidade.
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Figura 3. Porcentagem de germinagdo de cinco espécies receptoras em resposta a aplicacao
dos extratos preparados a partir da semente de B. humidicola, o hidrolato (A) ou agua de
decoccdo (B), em relacdo aos seus respectivos controles (apenas dgua deionizada). Letras
maitsculas na parte superior das barras indicam diferencas estatisticas (p<0,05) das médias
entre as espécies de receptores. Letras minusculas mostram a diferenga de cada espécie e seu
controle.
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4 CONCLUSOES

O hidrolato e a agua de decocgdo de partes de B. humidicola (raiz, parte aérea e
semente) mostraram efeito inibitorio sobre as espécies receptoras, L. sativa, Stylosanthes spp,
C. mucunoides e D. ovalifolium.

Macrotyloma axillare apresentou as maiores taxas de germinacao sob a aplicagdo dos
extratos de B. humidicola, enquanto o D. ovalifolium apresentou a maior sensibilidade.

Agua de decocgio, principalmente, obtido a partir da raiz, resultou em maior efeito
inibitorio. Em contraste, o hidrolato de semente mostrou menor atividade alelopatica.

Em rela¢do as partes de B. humidicola, os extratos da parte aérea mostraram um
resultado mais brando na inibi¢dao da germinagao das espécies receptoras.
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CAPITULO III

INFLUE}\ICIA DA PALHA DE Brachiaria humidicola NAS RESPOSTAS
FISIOLOGICAS, ESTRUTURAIS E PRODUTIVAS DE Cajanus cajan E
Stylosanthes spp.

INFLUENCE OF Brachiaria humidicola STRAW ON PHYSIOLOGICAL,
STRUCTURAL AND PRODUCTIVE RESPONSES OF Cajanus cajan
AND Stylosanthes spp.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da adi¢ao de niveis crescentes de palha de
Brachiaria humidicola sobre caracteristicas fisioldgicas, estruturais e produtivas das
leguminosas Cajanus cajan e Stylosanthes spp. O experimento foi desenvolvido em casa de
vegetacdo instalada na area experimental de Zootecnia do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso — IFMT Campus Confresa. A area esta localizada na
regido nordeste do estado de Mato Grosso (10°38°38°’S, 43°42°26°W), com altitude de 240
m e precipitagdo média anual de 1.800 mm/ano. O solo de cultivo ¢ predominante na regiao e
se caracteriza como um Argissolo Vermelho Amarelo textura franco arenosa. Foram
avaliados os efeitos de quatro niveis (0, 5, 10, 20% p/p) de adi¢ao da palha de B. humidicola
ao solo. O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, sendo cada
unidade experimental um vaso com capacidade de 8 L. Cada vaso recebeu quatro plantulas
de leguminosa pré-germinadas (3-5 cm). Foram realizadas leituras com um clorofildometro
portatil, altura de plantas, registro do nimero de folhas por planta e de mortalidade de plantas
e ao final do ciclo, foi quantificada a producdo de massa fresca e seca das leguminosas em
cada tratamento. Os resultados evidenciaram que as leituras de clorofila sdo parametros
bastante sensiveis ao efeito inibitdrio ocasionado pela presenca da palha de B. humidicola. Em
particular, a relagdo clorofila a/b, pode ser utilizada como importante indice do efeito
alelopatico exercido pelo capim B. humidicola sobre a leguminosa C. cajan. Ambas
leguminosas, C. cajan e Stylosanthes spp. tiveram suas caracteristicas estruturais e produtivas
fortemente influenciadas pela inclusdo da palha de B. humidicola no substrato de cultivo.

Palavras-chave: Adubacdo verde. Alelopatia. Clorofila. Consoércio de pastagem. Feijao
Guandu.
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the influence levels increasing of Brachiaria
humidicola straw on productive, structural and physiological characteristics of Cajanus cajan
and Stylosanthes spp. legumes. Experiment was carried in a greenhouse installed in the
experimental area of Animal Science, Federal Institute of Education, Science and Technology
of Mato Grosso-IFMT Confresa Campus. The area is located in the northeastern state Mato
Grosso (10° 38'38"S 43° 42'26"W), with an altitude of 240 m and average annual rainfall of
1.800 mm/year. Soil cultivation was the predominant in the region that is characterized as a
red yellow podzolic sandy loam texture. The effects of four levels (0, 5, 10, 20% w/w)
including B. humidicola straw mixed with soil. The design was completely randomized with
four replications, each experimental unit was a container with a capacity of eight liter to
receive four legume seedlings already pre-detached (3-5 cm). Readings were taken with
equipment portable chlorophyll, plant height, counting the number of leaves per plant, plant
mortality record and the end of the cycle was quantified the production of fresh and dry
legumes in each treatment. The results showed that the readings chlorophyll content is
parameters very sensitive to the inhibitory effect caused by the inclusion of B. humidicola. In
particular, the chlorophyll a / b can be used as an important index of allelopathic effect
exerted by the grass B. humidicola on legume C. cajan. Both legumes C. cajan and
Stylosanthes spp. had their structural characteristics and productive strongly influenced by the
inclusion of straw B. humidicola the culture substrate.

Key words: Allelopathy. Chlorophyll. Mixed pasture. Green manuring. Pigeonpea.
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1 INTRODUCAO

O consorcio entre as familias Poaceae e Fabaceae envolve espécies com caracteristicas
morfofisiologicas e com taxas de crescimento diferenciadas. Como ¢ usual no caso onde duas
ou mais espécies sdo cultivadas num mesmo agroecossistema, relacdes de competicdo, se
estabelecem entre os componentes, em um prazo mais ou menos curto, € a persisténcia de
cada espécie dependera da sua habilidade competitiva (MATTOS & PEDREIRA, 1984;
MESQUITA et a., 2002; BARCELLOS et al., 2008).

A espécie Brachiaria humidicola (Rendle) Schweick ¢ uma das principais forrageiras
perenes tropicais utilizadas na formacdo de pastagens para bovinos no Brasil (BRITO et al.,
2004). Apesar da sua elevada adaptacdo a solos de baixa fertilidade, mal drenados ou
encharcados, esta espécie possui algumas limitacdes nutricionais relativas a baixa
digestibilidade e baixos teores de N proteico (FONSECA & MARTUSCELLO, 2010).

Uma das formas de melhorar a fertilidade dos solos tropicais, melhorar a produtividade
da pastagem e enriquecer a dieta dos animais ¢ através da consorciacdo entre gramineas e
leguminosas forrageiras. Todavia, esses beneficios, que apontam na dire¢do do aumento da
rentabilidade e sustentabilidade das pastagens consorciadas, poucas vezes sdo efetivamente
realizados, uma vez que a utilizagdo de leguminosas nas pastagens brasileiras continua baixa
(BARCELLOS et al., 2008). Vérias razdes podem justificar esse fato, incluindo as tentativas
fracassadas no passado, mas atualmente, a visdo predominante ¢ que a ndo adogdo dessa
tecnologia ¢ devida, principalmente, a baixa persisténcia das leguminosas tropicais nas
pastagens (PEREIRA, 2002; BARCELLOS et al., 2008). Durante muito tempo, a
instabilidade verificada nos ecossistemas de pastagens consorciadas de gramineas e
leguminosas foi atribuida as diferencas fisiologicas observadas entre as espécies e aos fatores
de competicdo como agua, luz e nutrientes (MESQUITA et al., 2002). Entretanto, se sabe que
uma planta pode interferir direta ou indiretamente no desenvolvimento de outra planta na sua
imediacdo, processo chamado de alelopatia (RICE, 1984). Isso ocorre através da producado e
liberacao de compostos quimicos (aleloquimicos) pela espécie chamada doadora. A liberagao
desses compostos para o meio ambiente pode ser feita através de exsudag¢do do sistema
radicular, volatilizagdo ou lavagem pelas dguas das chuvas ou orvalho. Outra forma de
ocorréncia ¢ através da decomposigdo de residuos vegetais nos solos, na qual leva a formagao
de substancias organicas, que podem interferir em processos metabdlicos das plantas vizinhas
ou receptoras (RICE 1984; ZHANG et al., 2010).

Sob o ponto de vista de manejo de pastagens consorciadas, o conhecimento sobre os
fatores relacionados a alelopatia das forrageiras envolvidas no consorcio serve para selecionar
espécies que possam compor pastagens equilibradas, com reflexos extremamente favoraveis
na sua produtividade e longevidade (WARDLE, 1987; BARCELLOS et al., 2008). Dessa
forma, sdao indispensaveis pesquisas que apontem as espécies mais adequadas para o sucesso
de pastagens consorciadas. Além disso, possibilitam a identificacdo de espécies forrageiras
que podem exercer certo nivel de controle sobre espécies indesejadas. Como consequéncia,
poderdo prover estruturas ou modelos que servem de base para o desenvolvimento de novos
herbicidas sintéticos.

Dentre as espécies que tem merecido maior destaque por parte da pesquisa cientifica
estao as leguminosas C. cajan e Sthylosanthes.

A espécie Cajanus cajan (L.) Millsp € considerada de origem indiana e atualmente ¢
cultivada em mais de 50 paises. No Brasil essa espécie vem apresentando valorizagao
crescente, principalmente devido sua forma variada de utilizagdo. Prova disso ¢ que,
principalmente na regido nordeste, ela ¢ empregada tanto na alimentacdo animal como na
alimentacdo humana, em vista de seus altos teores de proteina no grao (20 a 22%) (WERNER,
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1979; GODOY et al., 2004). Nas regioes sudeste e sul do pais essa espécie tem sido bastante
utilizada como adubo verde para recuperagdo de solos degradados, gragas a sua elevada
rusticidade e boa produ¢do de massa (FONSECA & MARTUSCELLO, 2010).

Outras forrageiras de destaque sdo as do género Stylosanthes, que conta com 48
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do continente americano. Segundo
Costa (2010) das 48 espécies conhecidas, 13 existem exclusivamente no Brasil. Isso justifica a
grande adaptacdo deste género as condicOes edafoclimaticas brasileiras. Atualmente trés
espécies de estilosantes tem concentrado a atencdo dos pesquisadores brasileiros: S. capitata
Vogel, S. macrocephala M.B.Ferreira & Sousa Costa e S. guianensis (Aubl.) Sw. (KARIA, et
al., 2010). O estilosantes Campo Grande foi desenvolvido pela EMBRAPA e ¢ formado pela
mistura fisica de sementes das duas primeiras espécies. Essa leguminosa forrageira tem sido
recomendada para o uso em consoércios de pastagens e apresenta produtividade em torno de
14 toneladas ha™ ano de MS e proteina bruta entre 12-18% (KARIA, et al., 2010).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta fisioldgica, estrutural
e produtiva de C. cajan e Stylosanthes spp. quando cultivados na presenca de niveis
crescentes de palha da parte aérea de B. humidicola no substrato de cultivo.

91



2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacao, localizada no setor de Zootecnia do
Instituto Federal de Mato Grosso IFMT - Campus Confresa durante o periodo de margo a
maio de 2012. A 4rea estd localizada na regido nordeste do estado de Mato Grosso
(10°38°38” S, 43°42°26°°W), com altitude de 240m e precipitagdo média anual de 1.800
mm/ano (Figura 1). O clima da regido ¢ classificado como tropical com estacdo seca bem
definida - Aw na classificacdo de Koppen.

Tabapors CanaBrava do Norte
udia

FelizNatal  Alto Boa Vista
Bom Jesus do Araguaia

Ribeir 3o Cascalheira

Guiratinga

Bario de Melgaco  alig Garcas

Alto Araguaia

Figura 1. Mapa indicando a localizagdo da cidade de Confresa, na regido nordeste do
estado do Mato Grosso.. Fonte: Confederagao Nacional de Municipios, 2011.

O solo de cultivo predominante na regido se caracteriza como um Argissolo Vermelho
Amarelo de textura franco arenosa. O solo coletado para o experimento foi retirado em
pastagem cultivada com a graminea B. humidicola ja estabelecida, localizado na estagdo
experimental de zootecnia do IFMT Campus Confresa. Em setembro de 2011, durante a
coleta do solo, realizada na camada superficial do terreno 0-0,2m, foi realizada uma
amostragem para caracterizacdo de suas propriedades quimicas, que em virtude da auséncia
de estrutura para realizacdo destas andlises no IFMT campus Confresa foi enviada para o
Laboratorio de Analise de Solos, Plantas e Residuos da UFRRJ, onde a analise foi realizada
segundo as rotinas analiticas daquele laboratorio.

Com base nos resultados da analise do solo (Tabela 1), foi realizada uma aplicagdo
basal de nutrientes (NPK) em todos os tratamentos para permitir o pleno desenvolvimento das
leguminosas receptoras C. cajan e Stylosanthes spp.

Tabela 1. Resultados da analise da fertilidade do solo utilizado como substrato de
crescimento durante o experimento. Amostragem em Setembro de 2011.

pH
Prof. Ca’* Mg ** K" H+tAl VvV P9 MO."Y 4gua
(m) (cmol/dm®) (cmoly/dm®) (cmol/dm®) (cmol/dm®) (%) (mg/L) (g/kg)

(1:2.,5)
0,0-
02 1,0 0,5 0,13 0,7 70 5 10,15 52

® P disponivel (Mehlich-1) " C organico (Walkey-Black) x 1,72.

A parte aérea de B. humidicola foi coletada na mesma pastagem onde foi coletado o
solo. As plantas de B. humidicola foram cortadas rente ao solo e apos secagem em estufa de

92



circulacao for¢ada a 40° C, por 72 horas, o material foi triturado em moinho tipo Wiley,
acondicionado em sacos plésticos e guardados em refrigerador até o momento do uso.

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetagdo com ambiente semi-controlado,
sendo ajustado como temperatura maxima 27°C e umidade relativa do ar 60% dentro da casa
de vegetacao.

Os tratamentos foram caracterizados por niveis crescentes de inclusdo de palha da
parte aérea (folhas e colmos) de B. humidicola, que foi adicionada ao substrato de cada vaso
nas proporgdes de 0; 5; 10 e 20% p/p, totalizando quatro tratamentos com quatro repeti¢cdes
(n=16) para cada espécie de leguminosa avaliada. Os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado. Cada vaso, com capacidade para 8 L, recebeu 5 dm’
de substrato. Para homogeneizagao de cada amostra de solo com a palha de B. humidicola,
referente a cada tratamento foi utilizado um saco plastico com capacidade para 50 litros, onde
cada amostra foi misturada por dois minutos.

Nao foram realizados drenos no fundo dos vasos para evitar ndo somente eventuais
perdas dos nutrientes aplicados, como também das substincias provenientes da planta
doadora. As sementes de C. cajan e Stylosanthes spp. foram pré-germinadas em bandejas de
células de isopor e transplantadas para os vasos quando apresentavam entre 3-5 cm de altura.
Cada vaso recebeu um total de quatro plantas, sendo considerado cada vaso uma unidade
experimental (parcela). Os vasos foram irrigados diariamente, de forma a manter o teor de
umidade do substrato em 70% da capacidade de campo, que foi determinada através da
saturacao e pesagem dos vasos durante a calibracdo inicial do experimento.

A avaliagdo do efeito dos diferentes tratamentos sobre as caracteristicas fisioldgicas e
estruturais de C. cajan e Stylosanthes spp. foi realizado através de leituras dos teores de
clorofila a, b e total (a+b) nas folhas da planta receptora. As leituras de clorofila foliar foram
realizadas sempre no foliolo central (médio) da primeira ou segunda folha do apice para a
base, utilizando-se um medidor eletronico portatil marca ClorofiLOG modelo CFL 1030
(Falker- Automacao Agricola), que fornece valores de clorofila a, b e total (a+b). O aparelho
emite feixes de luz em trés comprimentos de onda. O primeiro feixe situa-se no pico de
absor¢ado da clorofila @, em 660nm, um segundo no pico da clorofila b em 635nm e o terceiro
feixe no infravermelho proximo (880nm), e serve para compensar diferencas na espessura
foliar e conteudo de agua.

A avaliagdo de caracteristicas estruturais foi acompanhada por medi¢des de altura de
plantas, realizada com auxilio de régua milimetrada, da contagem do numero de folhas por
planta e da mortalidade de plantas. As avaliagcdes foram realizadas a cada quatro dias.

A producdo de massa seca dos componentes da planta foi avaliada 72 dias apds o
inicio do experimento. Os vasos foram levados ao laboratorio, onde as plantas de cada
unidade experimental foram cuidadosamente extraidas para realizagdo da pesagem da massa
fresca e, em seguida o material vegetal de cada tratamento foi posto a secar em estufa de
circulagdo forgada de ar a temperatura de 65+5°C até massa constante.

Cada uma das leguminosas avaliadas deu origem a um experimento, ndo havendo
compara¢do entre elas em virtude de se tratarem de espécies com habitos de
crescimento/desenvolvimento distintos (Feijao guandu= arbustivo e Stylosanthes= herbaceo) e
por normalmente apresentarem utilizagdes distintas (feijado guandu= adubagdo verde e
Stylosanthes= pastejo direto). Desta forma, os tratamentos consistiram da avaliacdo da
resposta de cada espécie de leguminosa a quatro niveis de adi¢do de palha de B. humidicola
no substrato de cultivo. Cada tratamento contou com quatro repeticdes em um delineamento
inteiramente casualizado.

Os dados foram analisados usando os procedimentos estatisticos do “Statistical
Analysis System” (SAS). O PROC GLM com medidas repetidas no tempo foi utilizado para a
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analise de variancia (ANOVA). Os dados médios de altura, nimero de folhas por planta,
indice de clorofilas, mortalidade de plantas e de producdo de massa fresca e seca de cada
espécie de leguminosa nos tratamentos propostos foram comparados pelo teste de Tukey
(5%). Para a variavel quantitativa, quando pertinente procedeu-se a analise de regressdao
linear, sendo os dados foram plotados em func¢ao do tempo de cultivo, para visualizagao de
possiveis padrdes de variacdo ao longo dos dias. A parametrizacdo dessas tendéncias foi feita
com auxilio dos modelos disponiveis no programa GraphPad Prism versao 5.0 for Windows
(MOTULSKY & CHRISTOPOULOS, 2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A inclusdo de niveis crescentes de palha da parte aérea de B. humidicola promoveu a
reducdo no desenvolvimento de C. cajan (Figura 2). Independentemente da quantidade, a
incorporac¢ao de matéria seca de B. humidicola reduziu drasticamente a altura e o tamanho das
folhas. E interessante observar que houve também a presenga de clorose foliar, referenciada
como um dos sintomas causados pela interacao de aleloquimicos entre plantas (SOUZA et al.,
1993). Embora existam poucas informag¢des sobre a interagdo alelopatica entre B. humidicola
e leguminosas forrageiras em pastagens de ambientes tropicais, hd evidéncias de efeito
alelopatico de plantas desse género (SOUZA-FILHO et al., 2005; BARBOSA et al., 2008).
Portanto, em vista desses resultados pode-se concluir que possivelmente a palha de B.
humidicola teve efeito fitotoxico sobre C. cajan.

Controle 5% 10% 20%
Figura 2. Aspecto geral do desenvolvimento inicial da leguminosa Cajanus cajan nos
diferentes tratamentos de inclusdo da palha da parte aérea (%) de B. humidicola. Imagens
obtidas aos 42 dias apds o transplante.

Em condi¢des de casa de vegetacdo, Souza et al. (1993) estudaram a ocorréncia de
efeito alelopatico de diversas espécies sobre Eucalyptus grandis. Os autores observaram
alteragdes importantes no desenvolvimento inicial das mudas, tais como a diminui¢cdo no
crescimento em altura, diminui¢do no didmetro do caule, na producdo de matéria seca e nos
teores de clorofila foliar.

Resultados semelhantes, ou até mesmo mais pronunciados foram observados na
leguminosa Stylosanthes spp. em resposta aos diferentes niveis de inclusdo de B. humidicola
(Figura 3).

Controle 5% o 10% 20%
Figura 3. Diferenca geral observadas no desenvolvimento inicial da leguminosa Stylosanthes
spp. nos diferentes tratamentos de inclusdo da palha da parte aérea (%) de B. humidicola.

Imagem obtida aos 42 dias apds o transplante.

Na figura 4 sdo apresentados os valores médios de altura de plantas de C. cajan e
Stylosanthes spp. para os diferentes tratamentos.
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Figura 4. Altura de plantas de C. cajan (A) e Stylosanthes spp. (B) em funcdo da idade e
porcentagem de inclusdo de B. humidicola.

E possivel observar que houve intensa redugio no crescimento das plantas submetidas
a palha de B. humidicola (p<0,05). Vale ressaltar que as medi¢des foram realizadas até a 11*
semana (72 dias). Durante esse periodo, tanto o crescimento de C. cajan como o de
Stylosanthes apresentou tendéncia linear (R2= 0,98 e 0,97 respectivamente) para o tratamento
controle, que ndo teve adicdo de palha de B. humidicola. J& para os demais tratamentos os
valores variaram de R*= 0,79 - 0,95 para feijao guandu e de 0,61 — 0,86 para estilosantes.

Além de apresentarem menor altura de plantas, as leguminosas submetidas aos
tratamentos com a presenga da palha de B. humidicola também apresentaram menor nimero
de folhas por planta (p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Numero de folhas por planta de C. cajan (A) e Stylosanthes spp. (B) em funcdo da
idade e porcentagem de inclusdo de B. humidicola.

O namero de folhas esta diretamente relacionado ao Indice de Area Foliar (IAF), que
representa a capacidade do dossel na interceptacdo da radiacdo fotossinteticamente ativa, em
condi¢des adequadas de cultivo. Além disso, diversos estudos ja evidenciaram que a oferta de
folhas verdes de leguminosas na pastagem constitui um parametro relevante no estudo do
comportamento de consumo animal e na taxa de ingestdo da pastagem pelos animais
(PRACHE et al. 1998; BARRET et al. 2001; REGO et al., 2006).

Quanto a quantificacdo de indice de clorofilas foliares, houve prejuizo nas
amostragens realizadas em Stylosanthes. Nesta cultivar, as avaliacdes ndo puderam ser
realizadas, em virtude da intensa inibi¢do que a leguminosa sofreu, sendo a area foliar
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remanescente, insuficiente para se proceder a essa determinagdo analitica. De qualquer forma,
foram quantificados os valores normais de: ICF T, ICF a, ICF b e da relagdo ICF a/ICF b para
as plantas controle (Figura 6).
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Figura 6. Teores de clorofila observados para a leguminosa Stylosanthes spp. cultivada sem a
inclusdo de palha de B. humidicola no substrato. Letras minusculas iguais nao diferem entre si
na mesma semana de cultivo. Letras maitsculas iguais ndo diferem entre si para a mesma
variavel entre épocas de amostragem (semanas).

Os valores padrdao de Clorofila total (a+b) nao diferiram significativamente ao longo
do tempo, assim como os valores de clorofila a. Para clorofila b, houve efeito de época, sendo
observado pequeno aumento com o desenvolvimento das plantas. A relacao clorofila a/b foi
significativamente maior no inicio do cultivo, havendo com o desenvolvimento das plantas
um incremento de clorofila b, em detrimento de clorofila a. Os valores observados para a
média da relagdo clorofila a/b em Stylosantes spp. estdo dentro da variacdo biologica esperada
de 3:1 (STREIT et al., 2005).

Para a leguminosa C. cajan, apesar da dificuldade devido ao tamanho das folhas, foi
possivel executar as leituras de clorofila. Na figura 7 sdo apresentados os valores médios de
leituras de clorofila total registrados no clorofildmetro portatil. Os resultados evidenciam que
as doses crescentes de B. humidicola no substrato causaram uma redugdo significativa nos
valores de clorofila total (a+b). Tais leituras foram realizadas em intervalos semanais, € se
encontram apresentadas na figura 6. Houve diferenca significativa (p<0,05) em relacao ao
controle (0% de inclusdo) em relagdo aos demais tratamentos.
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Figura 7. Valores médios e desvios padrao observados nas leituras de indice de clorofila total
(a+b) para a leguminosa C. cajan. Os dados foram obtidos a partir de avaliagdao nao destrutiva
através de um clorofildometro portatil na terceira e décima primeira semana apds o transplante.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Para os indices de clorofila a ¢ de clorofila » houve reducao nos valores de clorofila a
e b, sendo essa queda mais acentuada ao longo do tempo e significativamente mais intensa
para a clorofila b (Figura 8).
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Figura 8. Valores médios e desvios padrao observados nas leituras de indice de clorofila a
(A) e b (B) para a leguminosa C. cajan. Os dados foram obtidos a partir de avaliagdo nao
destrutiva através de um clorofildmetro portatil na terceira e décima primeira semana apos o
transplante. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

A queda mais acentuada nos valores de clorofila b, em relagdo a registrada na clorofila
a promoveu um aumento significativo na relacdo de clorofilas a/b (Clor a/b, Figura 9). A
relagdo Clor a/b tem sido usada como um indicador metabolico/fisioldgico sensivel a varios
estresses ambientais, incluindo variacdes na luminosidade, temperatura e salinidade (COSTA
et al., 2010; VIEIRA et al., 2011). Neste sentido, segundo os resultados obtidos, a inclusdo
dos niveis crescentes da palha de B. humidicola afetou fortemente essa relagdo. A redugdo do
indice de clorofila a (29 e 41%) foi acompanhada de intensa reducdo do indice de clorofila b
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(57 € 70%) para a terceira e décima primeira semana respectivamente, 0 que proporcionou um
aumento significativo (P<0,05) na relacio Clor a/b. Esses resultados sugerem que
aleloquimicos liberados pela palha da parte aérea de B. humidicola possam ter interferido no
processo de biossintese ou entdo na degradacdo das clorofilas na leguminosa C. cajan. Esse
fato pode implicar no comprometimento dos processos fotossintéticos, com a consequente
reducdo no crescimento do vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2009).
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Figura 9. Variacdo na relacdo clorofila a/b para a leguminosa C. cgjan. em fungao das
diferentes inclusdes de palha de B. humidicola. Os dados foram obtidos a partir de avaliagao
ndo destrutiva através de um clorofilometro portétil na terceira e décima primeira semana
apos o transplante. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Tais efeitos merecem ser melhor investigados, pois podem revelar um importante
mecanismo de competicao entre plantas. Nesse sentido, o clorofildmetro pode se constituir em
importante ferramenta de estudo dentro das pesquisas em alelopatia (SILVA et al., 2012).

Nos tratamentos com adi¢do da palha de B. humidicola, além do baixo porte, folhas
com tamanho reduzido e descoloridas, foi observado uma elevada mortalidade das
leguminosas (Figura 10).
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Figura 10. Mortalidade média da leguminosa C. cajan (A) e Stylosanthes spp. (B). observada
ao final do periodo experimental. Letras Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p> 0,05).



No tratamento controle ndo foi registrada nenhuma morte de planta em ambas as
espécies. Entretanto, nos demais tratamentos (5, 10 e 20% de inclusdo) a mortalidade foi
elevada para ambas as espécies, sendo: 31, 56 e 50 % para C. cajan e 19, 62 e 87%,
Stylosanthes .

O efeito inibitorio de substancias presentes na palha de B. humidicola influenciou a
producdo de massa das leguminosas. Na figura 11 sdo apresentados os valores de massa fresca
de C. cajan e Stylosanthes spp. submetidos aos diferentes niveis de inclusao de palha de B.
humidicola apds o final do periodo das avaliagdes, que ocorreu apos 72 dias do transplante
das mudas.
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Figura 11. Produgdo de Massa fresca de C. cajan (A) e Stylosanthes (B) submetido a niveis
de inclusao de B. humidicola. Amostragem realizada ap6s 72 dias de cultivo. Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Quanto a andlise estatistica, houve diferenca significativa (p<0,05) apenas entre o
tratamento controle com os respectivos niveis de inclusdo de B. humidicola. Nao foi
observada diferenca entre os niveis de inclusdo de palha de B. humidicola em ambas as
espécies de leguminosa. Estes resultados evidenciam que mesmo a menor dose de inclusdo de
palha de B. humidicola promoveu intensa redu¢do no desenvolvimento das plantas. Desta
forma, adquirem importancia especial, estudos que avaliem o efeito de métodos de
introdugdo, ja& que conforme a quantidade de massa de B. humidicula acumulada na pastagem,
a escolha de métodos que incluem a incorporagdo desta graminea ao solo, como por exemplo
a gradagem, pode resultar em baixo nivel de desenvolvimento inicial durante o
estabelecimento e consequentemente baixa persisténcia, conforme resultados observados por
Ribeiro (2006) com a espécie Stylosanthes cv Campo Grande.

O bom desempenho animal em pastagens consorciadas esta diretamente relacionado a
participagdo da leguminosa na composi¢do do pasto (PEREIRA, 2002; RIBEIRO, 2006).
Desta forma ¢ importante que a leguminosa apresente grande producdo de massa fresca e
seca.

Na figura 12 sdo apresentados os valores de massa seca de ambas leguminosas para os
diferentes tratamentos.
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Figura 12. Producdo de Massa seca de C. cajan (A) e Stylosanthes (B) submetido a niveis de
inclusdo de B. humidicola. Amostragem realizada apds 72 dias de cultivo. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

Neste aspecto, € interessante observar que mesmo o menor nivel de inclusao (5%) de
B. humidicola no substrato de cultivo resultou em uma produg¢do 13 vezes inferior ao
observado para o controle de C. cajan. Da mesma forma, em Stylosanthes spp. a redugdo
comparativa média do tratamento de menor inclusdo em relagdo ao controle foi de 10 vezes
menos. Esses resultados demonstram o potencial fitotéxico destas gramineas e traduzem a
elevada agressividade com que estas plantas competem dentro do ambiente de pastagem,
resultando em elevada mortalidade de plantas, baixo desenvolvimento e consequentemente
menor produc¢do de massa.

Vale ressaltar que durante o experimento as plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo sob ambiente semi-controlado, ndo havendo registro de pragas e deficiéncia
hidrica. Portanto, as plantas se desenvolveram em ambiente livre dos fatores de comuns de
competicdo, geralmente encontrados em condi¢des de consorcio de pastagem. Desta forma,
em ambientes livres de competicdo por fatores abioticos (agua, luz e nutrientes) e com
elevadas quantidades de massa de B. humidicola incorporada na camada superficial do solo, a
leguminosa terd menor chance de se estabelecer devido a fitotoxicidade dos residuos da
graminea. Provavelmente o efeito em conjunto dos fatores abioticos e biodticos (alelopatia) sao
os grandes responsaveis pela dificuldade no estabelecimento e na persisténcia de leguminosas
tropicais em consorcios com B. humidicola (RIBEIRO, 2006; BARCELLOS et al., 2008;
VALENTIM, 2010).

Apesar do baixo desenvolvimento das leguminosas estarem relacionados aos efeitos
alelopaticos da B. humidicola, deve-se ressaltar o efeito inibitorio da nitrificagdo do
nitrogénio por parte de substincias liberadas por esta graminea. Este evento pode ter
provocado a maior concentracdo dos teores de amonio no solo, o que pode ter levado ao
resultado negativo no desenvolvimento dessas leguminosas, diante da toxicidade desta
molécula para as leguminosas. Outra hipétese que ndo deve ser descartada, embora menos
provavel, pois houve a adubagao nitrogenda, ¢ a imobilizacdo do N durante a decomposi¢ao
da matéria seca pelos microorganismos, o que pode ter indisponibilizado este nutriente para o
desenvolvimento das plantas em cultivo.
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4 CONCLUSOES

A presenca de palha de B. humidicola no substrato de cultivo inibiu de modo intenso o
crescimento e a producdo de massa seca de C. cajan e Stylosanthes spp.

Leituras de clorofila traduzem claramente as diferengas visuais observadas na
coloracdo das laminas foliares da leguminosa C. cajan nos diferentes niveis de inclusdo da
palha de B. humidicola. Em particular, a relagdo clorofila a/b, pode ser utilizada como
importante indice do efeito alelopatico exercido pelo capim B. humidicola sobre a leguminosa
C. cajan.
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