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RESUMO: A metodologia para a preparacdo de extratos utilizados em bioensaios para a
verificacdo da atividade alelopatica das plantas ainda carece de padronizacao. Este trabalho
testou a influéncia do estadio fenoldégico (vegetativo ou florescimento) e o método de
preparo de extratos aquosos de capim-annoni (com ou sem secagem do material vegetal)
sobre a germinacdo e o crescimento inicial de plantulas de trevo-branco. Para isso
desenvolveu-se um bioensaio que testou quatro tipos de extratos aquosos, resultantes da
combinacdo do estadio fenoldgico (vegetativo, V; florescimento pleno, FL) em que as
plantas foram colhidas e do preparo do material colhido (fresco, FR; seco, S), em
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. O estadio fenolégico das plantas e o
método de preparo dos extratos de capim-annoni influenciaram o indice de velocidade de
germinacéo (IVG), o comprimento da raiz e parte aérea de plantulas e a germinabilidade de
trevo-branco, sendo este Ultimo o parametro de maior contribuicdo para a divergéncia entre
os tratamentos demonstrando sua importancia em estudos alelopaticos. Além disso, a maior
atividade alelopatica foi observada em extratos de plantas colhidas em estadio vegetativo e
com secagem do material vegetal, 0 que mostra a importancia de se considerar o periodo de
colheita e 0 método de processamento para o preparo de extratos na formulagdo de

protocolos para estudos alelopéaticos.
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INTRODUCAO
A alelopatia, como ciéncia, ainda esta nos primérdios da sua existéncia, com
longo caminho a ser percorrido para a sua consolidacdo definitiva (SOUZA FILHO et al.,
2010). Avaliacdes da atividade alelopatica de plantas sdo comumente realizadas por meio
de bioensaios. No entanto, sdo escassas as publicacbes que buscam padronizar os
procedimentos experimentais nesse tipo de trabalho (MACIAS et al., 2000). Inderjit &
Dakshin (1995) destacam inUmeros cuidados para que o0s bioensaios dessa natureza

reduzam as diferencas entre os resultados laboratoriais e 0 que ocorre na natureza. A



obtencdo de extratos mediante distintos métodos de preparacdo podem resultar em
diferentes respostas, 0 que remete a necessidade da elaboracé@o de protocolos eficientes e
reproduziveis, que possam ser empregados rotineiramente em laboratorios que trabalhem
com efeitos de substancias alelopaticas, a fim de aperfeigcoar as condi¢cdes em que os testes
séo realizados (SIMOES et al., 2013).

A toxicidade dos aleloquimicos pode variar em func¢éo da concentracao, idade e
estadio fenoldégico da planta, clima, estacdo do ano e componentes quimicos, fisicos e
microbiologicos do solo (GNIAZDOWSKA & BOGATEK, 2005). Normalmente, a influéncia
dos fatores bidticos e abibticos sobre a concentragdo de aleloquimicos nas plantas ndo é
levada em consideracdo durante o processo de elaboracdo dos extratos. Os extratos podem
ser feitos com material vegetal fresco ou seco, colhidos em distintos estadios fenoldgicos
(vegetativo ou florescimento) e ainda utilizando-se de distintos meios extrativos como agua e
solventes. Isso ressalta a necessidade de uniformizar os procedimentos experimentais de
ensaios em alelopatia, visando melhorar a compreenséo dos resultados obtidos em estudos
desta natureza.

A alelopatia é apontada como uma das razdes da elevada infestagdo do capim-
annoni (Eragrostis plana Nees) em ecossistemas. Esta espécie é a principal invasora das
pastagens naturais do sul do Brasil, causando prejuizos a pecuaria do Estado e danos
irrecuperaveis a biodiversidade. Este trabalho teve como objetivo testar a influéncia do
estadio fenoldgico (vegetativo/florescimento) e 0 método de preparo de extratos aquosos de
capim-annoni (com ou sem secagem do material vegetal) sobre a germinacdo e o

crescimento inicial de plantulas de trevo-branco (Trifolium repens).

MATERIAL E METODOS

O bioensaio testou quatro tipos de extratos aquosos, resultantes da combinacgéo
do estadio fenolégico (vegetativo, V; florescimento pleno, FL) em que as plantas foram
colhidas e do preparo do material colhido (fresco, FR; seco, S), utilizando-se 4gua destilada
como tratamento-controle. O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro
repetices. Em ambos os estéadios fenoldgicos em que foi feita a colheita da parte aérea das
plantas de capim-annoni foi realizada a determinacdo da composicao botanica, em que o
material oriundo de plantas em estadio vegetativo era composto apenas por folhas, ao
passo que aquele obtido em plantas florescidas possuia proporc¢des distintas de folhas
(95%), colmos (3%) e inflorescéncias (2%). Em ambos o0s estadios fenoldgicos,
imediatamente apds a colheita, metade do material era colocado em estufa de ar forcado a
40°C durante 72 horas e a outra metade era imediatamente utilizada para a elaboragcédo do
extrato. Tanto o material fresco, como 0 material seco permaneceram imersos em agua

destilada durante 24 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A concentracao



utilizada foi de 0,15 g de material vegetal.mL™, utilizando-se o método de maceracio
estatica. As unidades experimentais foram caixas gerbox contendo papel Germitest
umedecido inicialmente com 5 mL do extrato ou do tratamento controle. Em cada caixa
foram dispostas de forma equidistante, cinquenta (50) sementes de trevo-branco. As caixas
permaneceram em camara de germinacdo a 20°C e fotoperiodo de 12 horas durante quinze
dias. A contagem das sementes germinadas foi realizada diariamente durante dez dias. A
partir da quantificagdo da germinacéo foram estimadas a germinabilidade (G), tempo médio
de germinacdo (TMG) e o indice de velocidade de germinacéo (IVG) (RANAL & SANTANA,
2006). Ap6s quinze dias, cinco plantulas de cada tratamento foram avaliadas quanto ao
comprimento da raiz e da parte aérea.

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia para delineamento
inteiramente casualizado seguida da comparacdo de médias pelo teste de Duncan a 5% de
significancia. Posteriormente foi realizada a analise multivariada mediante o célculo da
distancia euclidiana média, contribuic&o relativa dos parémetros para divergéncia entre os
tratamentos. Finalmente foi gerado um dendrograma pelo método de Ward para ilustrar a
dissimilaridade entre os tratamentos. As analises estatisticas foram realizadas pelo
Programa Genes (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Anova mostrou efeito significativo dos tratamentos sobre os parametros de
germinabilidade, IVG, TMG e comprimento da raiz e parte aérea de plantulas de trevo-
branco (Tabela 1). O TMG néo foi influenciado significativamente pelos tratamentos.

Tabela 1. Germinabilidade, indice de velocidade de germinacdo (IVG), tempo médio de
germinacdo (TMG), comprimento da raiz e parte aérea de plantulas de trevo-
branco submetidas a extratos aquosos de capim-annoni colhido nos estadios
vegetativo (V) e florescimento (FL), preparados com material fresco (FR) ou seco

(S)
Parametros V-FR V-S FL-FR FL-S Controle
Germinabilidade (%) 33,5B 35D 87,0 A 175C 94,2 A
VG 11,1 C 0,5D 189B 20D 28,9 A
Raiz (mm) 29B 0,0B 7,6 A 2,7B 10,2 A
Parte aérea (mm) 51B 0,0C 99 A 6,8 AB 11,0 A
TMG 25A 32A 3,2A 4.8 A 22A

*Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem pelo teste de Duncan (P>0,01).

Para germinabilidade, comprimento da raiz e parte aérea, 0 extrato preparado
com material colhido no florescimento e sem secagem prévia a maceragdo (FL-FR) n&o
diferiu do controle, indicando auséncia de heterotoxicidade. Efeito contrario foi observado

para o extrato preparado com material colhido no estadio vegetativo e seco em estufa (V-S).



Destaca-se que, tanto para o material colhido no estadio vegetativo como aquele colhido no
florescimento, a secagem do material afetou drasticamente a germinacdo e o IVG. Esse
mesmo efeito foi observado por Peron et al. (2011) com extratos de tabaco (Nicotiana
tabaccum) em soja (Glycine max). Portanto, o processamento do material vegetal para a
formulacdo de extratos € um aspecto importante a ser considerado na formulagdo de
protocolos para estudos alelopéticos.

J4, a maior atividade alelopatica do material colhido no estadio vegetativo pode
estar relacionada ao fato de este ser composto apenas por folhas, que, sendo o 6rgédo da
planta mais ativo metabolicamente, apresente maior diversidade de aleloquimicos e,
consequentemente, maior efeito alelopético (RIBEIRO et al., 2009). Em estudo de Favaretto
(2014) foi verificado que as folhas de capim-annoni possuem maior quantidade dos
aleloquimicos catequina, epicatequina, acido cafeico, 4cido p-cumarico e acido vanilico em
relacdo as raizes.

Embora o material proveniente do florescimento foi constituido em sua maioria
por folhas (95%), deve-se considerar que a toxicidade dos aleloquimicos pode variar, dentre
outros fatores, com o estadio fenologico da planta (GNIAZDOWSKA & BOGATEK, 2005).
Ha que se considerar a possibilidade de que em estddios mais avancados do
desenvolvimento da planta ocorra a reducdo dos aleloquimicos nas folhas. A fim de
comprovar esta hip6tese, é necesséria a analise fitoquimica dos componentes do vegetal ao
longo do seu desenvolvimento.

Pela andlise multivariada, verificou-se que a germinabilidade foi o parametro que
mais contribuiu para elucidar a divergéncia entre os tratamentos (Tabela 2), demonstrando
sua importancia em estudos alelopéticos. Os tratamentos mais divergentes, pela distancia
euclidiana média (d), foram o extrato de folhas colhidas no estadio vegetativo e submetidas
a secagem (V-S) e o controle (d= 2,19), e os tratamentos com maior similaridade foram o
extrato com material fresco colhido no estadio de florescimento (FL-FR) e o controle (d=
0,63).

Tabela 2. Contribuicdo relativa (CR) dos pardmetros de germinabilidade e
crescimento inicial de plantulas de trevo-branco para divergéncia
entre os tratamentos

Parametro CR (%)
VG 7,56
TMG 0,05
Germinabilidade 90,46
Comprimento de raiz 0,90

Comprimento da parte aérea 1,02




CONCLUSOES
O potencial alelopatico dos extratos de capim-annoni é influenciado pelas diferentes
metodologias de preparo. Extrato preparado com material seco em estufa e composto
somente por folhas, colhidas de plantas em estadio vegetativo, mostra maior atividade
alelopética em relagdo ao extrato elaborado com material fresco e composto por mistura de
folhas, colmos e inflorescéncias, obtido em plantas em estadio de florescimento.
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