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RESUMO

As plantas produzem diferentes tipos e quantidades distintas de compostos secundarios
durante seu ciclo de vida, os quais podem apresentar efeitos alelopaticos. De acordo com
a forma com que esses compostos sdo extraidos, esses efeitos positivos ou negativos sdo
alterados, pois a técnica influencia quais compostos estardo disponiveis na solucdo, bem
como sua concentracdo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da técnica de
extracdo na acdo alelopatica de diferentes 6rgdos de Calotropis procera (Aiton) W.T.
Aiton (Apocynaceae), uma espécie exotica invasora. Para a producéo dos extratos foram
utilizadas amostras de raizes, caules, folhas, flores, frutos verdes e frutos secos,
totalizando seis tratamentos. Apds a secagem, as amostras foram trituradas e utilizadas
para a preparacdo dos extratos através de duas técnicas. No extrato bruto aquoso (EBA),
as amostras foram colocadas em &gua destilada na propor¢cdo de 1:10 (amostra
desidratada: volume de agua) e mantidas em temperatura de 25 °C, por 24 horas, com
posterior filtragem. Por sua vez, no extrato bruto aquoso ultrassonico (EBAU), as
amostras também foram colocadas em agua destilada na mesma proporg¢édo, mas mantidas
em ultrassom por 30 minutos, a 25 °C. As solucdes produzidas pelas duas técnicas de
extracdo foram testadas nas concentragdes de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 e 0%,
diluidas em agua destilada. A acéo alelopatica dessas solugdes foi avaliada na germinacgéo
das sementes de alface [Lactuca sativa L. (Asteraceae)], espécie modelo para estudos de
alelopatia. Todos os 6rgdos apresentaram acédo alelopatica influenciando negativamente
a germinacdo, mas o maior efeito alelopatico foi observado nas flores e os frutos verdes.
Os extratos produzidos a partir da técnica do ultrassom apresentaram menor efeito
alelopatico nos parametros germinativos. A formacgdo de plantulas foi afetada
negativamente pelos extratos dos 6rgaos, mas a técnica EBAU promoveu um maior efeito
alelopatico, quando comparado a técnica EBA, principalmente para os extratos realizados
a partir das estruturas reprodutivas da C. procera. Conclui-se que técnica de extracdo
influencia a acdo alelopatica dos diferentes 6rgdos de C. procera e 0s 6rgaos reprodutivos
dessa espécie apresentam maior acdo alelopatica.

Palavras-chave: Alelopatia, metabdlitos secundarios, extrato aquoso, ultrassom,
germinacao.



ABSTRACT

Plants produce different types and distinct amounts of secondary compounds during their
life cycle, which can have allelopathic effects. According to the way in which these
compounds are extracted, these positive or negative effects are changed, as the technique
influences which compounds will be available in the solution, as well as their
concentration. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of the extraction
technique on the allelopathic action of different organs of Calotropis procera (Aiton)
W.T. - Aiton (Apocynaceae), an invasive alien species For the production of the extracts,
samples of roots, stems, leaves, flowers, green fruits and dried fruits were used, totaling
six treatments. After drying, the samples were crushed and used for the preparation of the
extracts through two techniques. In the aqueous crude extract (EBA), the samples were
placed in distilled water in the ratio of 1:10 (dehydrated sample: volume of water) and
kept at a temperature of 25 °C for 24 hours, with subsequent filtering. In turn, in the
ultrasonic aqueous crude extract (EBAU), the samples were also placed in distilled water
in the same proportion, but kept in ultrasound for 30 minutes, at 25 °C. The solutions
produced by the two extraction techniques were tested at concentrations of 100, 90, 80,
70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 and 0%, diluted in distilled water. The allelopathic action of
these solutions was evaluated in the germination of lettuce seeds [Lactuca sativa L.
(Asteraceae)], a model species for allelopathy studies. All organs presented allelopathic
action negatively influencing germination, but the greatest allelopathic effect was
observed in flowers and green fruits. The extracts produced from the ultrasound technique
showed less allelopathic effect on the germinative parameters. The formation of seedlings
was negatively affected by the extracts of the organs, but the EBAU technique promoted
a greater allelopathic effect when compared to the EBA technique, especially for the
extracts made from the reproductive structures of C. procera. It is concluded that
extraction technique influences the allelopathic action of the different organs of C.
procera and the reproductive organs of this species have greater alleloptic action.

Keywords: Allelopathy, secondary metabolites, aqueous extract, ultrasound,

germination.
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1. INTRODUCAO

A alelopatia é compreendida como os efeitos diretos ou indiretos de uma planta sobre
aoutra (Khon et al., 2019) que, por sua vez, pode afetar a germinacao e o estabelecimento
de um individuo no ambiente, devido a liberagdo de compostos quimicos provenientes do
metabolismo secundario das plantas (Castro et al., 2017). Portanto, a alelopatia é um fator
quimico, que € adicionado ao ambiente por uma planta de forma estratégica, e a
quantidade de aleloquimicos diferem entre as espécies (Santore, 2013; Silva, 2021). De
acordo com Ferreira e Aquila (2001), sabe-se que as plantas produzem metabdlitos
secundarios, e estes podem variar em relacdo as espécies, ou até mesmo, nos diferentes

Orgaos da mesma planta.

A liberacdo de metabdlitos € uma das principais caracteristicas que as espécies
exoticas invasoras apresentam, invadindo os ecossistemas a partir da competicdo e da
liberacdo de metabolitos, nos quais induzem a alelopatia. Uma vez introduzida no
ambiente, espécies exéticas invasoras causam um desequilibrio ambiental, ja que alteram
0 nicho ecoldgico das espécies nativas causando um desequilibrio na comunidade
autoctone (Vila, 2017). Isso ocorre por se tratar de uma introducdo e um consequente
estabelecimento da planta exoética dentro de um novo ecossistema, sendo esta capaz de
desenvolver populagdes auto regenerantes, competir por recursos sem a presenca de
inimigos naturais e ainda produzir compostos quimicos com acao alelopatica que afetam

a fisiologia das espécies nativas (Moro et al., 2012).

No meio ambiente, as espécies competem por recursos e por espaco, diante disso, a
producdo e a liberacdo de compostos quimicos é uma estratégia adaptativa que interfere
no sucesso reprodutivo de outros organismos. De acordo com Carvalho (2013) as plantas
produzem metabdlitos secundarios e estes apresentam funcBes ecoldgicas do tipo:
protecdo contra herbivora, patdgenos, atracdo de dispersores e polinizadores e na

sucessao da espécie.

Ja é descrito na literatura que, nos diferentes 6rgaos das plantas, ha a produgéo de
metabolitos distintos nos quais podem apresentar efeito alelopatico ndo uniforme durante
0 processo germinativo (Castro et al., 2017). Além disso, existem varias técnicas de

extracdo de compostos aleloquimicos, que apresentam como foco avaliar a dose-resposta
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das diferentes concentracdes dos extratos entre as plantas doadoras versus receptoras,
para isso, sdo utilizados varios solventes organicos, tempos e temperaturas de extracdo
(Wandscheer et al., Ribeiro e Lima, 2011). As extra¢cGes dos compostos quimicos sdo
realizadas a partir de solventes com diferentes polaridades, a fim de extrair classes de
compostos distintos, sendo a &gua um dos solventes organicos responsaveis pela extracdo

de alcaloides e saponinas a depender do seu pH (Simdes et al., 2007).

O método de turbolizacdo é o mais utilizado em laboratério, no qual consiste que o
material vegetal tenha suas particulas reduzidas em tamanhos menores, ao tempo que
ocorre a extracdo, havendo o rompimento celular e dissolucdo de substancias quimicas
ativas até a sua exaustdo (Branddo e Tamayose 2020). Em laboratério de pequena escala
sdo utilizados liquidificadores tendo sempre o destague ao solvente utilizado. Trata-se de
um método simples, rapido e eficiente permitindo utiliza-lo em pesquisas e trabalhos de
pequenas e médias escalas, no entanto, ha dificuldade em relacéo ao processo de filtracdo
do material, bem como, a necessidade do controle da temperatura e dos solventes volateis.
Além disso, esta técnica pode apresentar limitacGes quando se trata de matérias com

elevada dureza, como caules e raizes (Branddo e Tamayose, 2020; Santos, 2020).

Outra técnica bastante promissora na extracao de compostos aleloquimicos e através
da utilizacdo do Ultrassom. Esse método consiste na modificacao das estruturas celulares
por meio das vibracBes mecanicas, ocasionando ciclos de compressao e expansdo das
células vegetais, desse modo, as partes constituintes das células sdo misturadas com o
solvente com maior facilidade, aumentando a eficiéncia da extracdo (Branddo e
Tamayose, 2020).

Portanto, diferentes técnicas de extracdo e diferentes 6rgdos da planta, promovem
resultados diferenciados em relacdo ao efeito alelopatico na germinacgédo de sementes e no
estabelecimento de plantulas. A partir dai, surgem os seguintes questionamentos: existem
uma relacdo na protecdo dos diferentes orgdos de C. procera proporcionada por
compostos secundarios com efeito alelopatico? Além disso, diferentes técnicas de
extracdo influenciam a acéo alelopética dos extratos provenientes dos diversos 6rgaos de
C. procera com efeito alelopatico? Para responder a duas perguntas norteadoras deste
estudo foram propostas as seguintes hipoteses: (1) Devido a sua importancia para o
sucesso da invasdo biologica, os 6rgdos na fase reprodutiva de C. procera invasora

promovem maior efeito alelopatico; (2) Diferentes técnicas de extragdo promovem
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resultados diferenciados em relacdo ao efeito alelopatico na germinacao de sementes e
estabelecimento de plantulas; (3) A sobrevivéncia das plantulas é afetada negativamente
pelos extratos de C. procera.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o efeito das técnicas de
extracdo na acdo alelopatica de diferentes 6rgdos de Calotropis procera (Aiton) W.T.

Aiton (Apocynaceae), uma espécie exdtica invasora presente no Alto Sertdo Sergipano.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar qual técnica promove maior acdo alelopatica sobre a germinacdo das
sementes e o estabelecimento das plantulas;

e Comparar o efeito alelopatico dos diferentes 6rgdos de uma planta exoética invasora
durante o processo germinativo;

e Simular as concentracdes com Polietileno glicol 6000 a partir da condutividade
elétrica (uS.cm™) dos extratos dos diferentes 6rgdos da planta;

e Avaliar a sobrevivéncias das plantulas oriundas dos testes de germinacao.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Conceitos gerais de alelopatia

De acordo com Ferreira e Aquila (2000), a alelopatia € a condi¢do na qual ocorre
a adigdo de um elemento quimico ao meio ambiente em que a planta se encontra.
Possivelmente, essa adi¢do causa interferéncias na germinagéo e no estabelecimento de
outras plantas. Nesse sentido, a alelopatia pode ser caracterizada como qualquer efeito
nocivo direto ou indireto apresentado por uma planta (incluindo microrganismos). Ainda,
pode ser considerada como uma interacdo benéfica ou esta relacionado aos danos
causados por interagdes bioldgicas (Rice, 1979). Outras concepcdes de alelopatia foram
discutidas e colocadas em prética por Muller (1974) e Wardle (1987), os quais
classificaram a acgdo alelopatica como sendo uma producéo e liberacdo de toxinas pela
planta, a concentracdo da toxina no solo e sua posterior interferéncia em outras plantas,

desconsiderando qualquer outro fator que cause interferéncia no vegetal

O efeito alelopéatico pode estar atrelado ha alguns fatores abiéticos como, por
exemplo, a luz, os sais minerais e a agua, que irdo influenciar a disposi¢do desses
compostos alelopaticos no ambiente (Khon et al. 2019). Portanto, apenas 0s compostos

organicos podem ser vistos como agentes alelopaticos (Vila, 2017).

Em relagdo a determinacdo de interferéncias da planta com alelopatia no
ambiente, estas podem ser quantificadas desde o grau de reducdo de crescimento, a
identificacdo de substancias quimicas presente no vegetal, a obtencdo de toxidade e a
deteccdo da acdo alelopatica no receptor e na planta doadora (Putnam e Tang, 1986;
Ferreira e Aquila, 2001; Pires e Oliveira, 2011). Uma maneira de determinar a influéncia
da alelopatia é a utilizacdo e extratos de diferentes 6rgdos vegetais, que apresentam
metabolitos secundarios, os quais podem causar inibicdo ou mesmo interferindo no
desenvolvimento inicial de outras plantas (Neis e Cruz-Silva, 2003; Dolianitis et al.,
2022).

3.2. Técnicas de extracéo

Efeitos alelopaticos foram demonstrados experimentalmente pela aplicacdo de
extratos vegetais em sementes ou mudas de outras espécies. Existem varias técnicas para

extracdo de aleloquimicos, mas, na maioria dos casos, a extragdo é feita por trituracéo de
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partes da planta e contato com agua ou solventes organicos como alcool, acetona, éter,
cloroférmio. Independente do solvente organico utilizado para a preparacdo, 0 extrato
contendo compostos aleloquimicos é obtido apds filtragdo e eliminagdo do solvente,

sendo redissolvido em agua (Pires e Oliveira, 2011).

A maceracdo é um método de extracdo a frio comumente usado por sua
simplicidade e baixo custo. O processo consiste em deixar o material vegetal em contato
com um solvente a temperatura ambiente, com agitacdo ocasional, para facilitar a
extracdo e difusdo dos compostos. No entanto, a maceracdo pode ndo ser eficaz para

compostos pouco sollveis (AZMIR et al., 2013).

A turbolizacdo, ou turboextracao, € uma técnica que combina extracdo e reducéo
do tamanho das particulas através da aplicacdo de altas forcas de cisalhamento. Isso
perturba as células vegetais, permitindo a rapida dissolucdo de compostos ativos e quase
esgotamento do material vegetal. O método é eficiente, simples e versatil, mas pode ser
limitado pela dificuldade em separar a solucao extrativa por filtracao, possivel geracdo de
calor e limitagdo da técnica com materiais duros ou liquidos volateis. Alguns autores
sugerem o uso de liquidificador para pequenas quantidades, atentando-se para a
estabilidade da solucdo extrativa e controle de temperatura durante o procedimento.
(NAVARRO, 2005).

Na extracdo de compostos fendlicos, a técnica de extracdo com o ultrassom (US)
vem sendo utilizada em diversas matrizes vegetais. Dentre os beneficios do seu uso, estdo
a reducdo do uso de solventes organicos, melhoria no tempo e o consumo de energia,

além de otimizacdo da recuperacdo de compostos alvo (Vuong et al., 2015).

O US é uma onda sonora mecanica com frequéncia superior a 20 kHz. As ondas
do US se propagam em diversos meios (sélidos, liquidos ou gasosos) e estimulam o
deslocamento longitudinal das particulas presentes, promovendo compresséo e expansdo
da matéria. Com isso, séo criados pequenos vazios no meio de propagagéo (microbolhas
de cavitacdo), que sdo produzidas por este método. Ao implodir, as bolhas liberam

grandes quantidades de calor e pressdao no meio (O' Donell et al., 2010).

A extracdo por US é uma das técnicas de extracdo mais eficientes em comparacao

com métodos convencionais para extrair compostos biologicamente ativos de plantas
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(Vinatoru et al., 2017). O US acelera o processo em baixa temperatura com menos danos
as propriedades estruturais e moleculares dos compostos na matriz vegetal (Yuan et al.,
2015). Por isso, a técnica tem sido utilizada para acelerar o processo e reduzir o tempo de

extracdo (Reategui et al., 2014).

Para compostos bioativos, a eficiéncia do US para auxiliar a extragdo tem sido
relatada na literatura (Okur et al., 2021). Wen et al. (2019) analisaram o efeito da extracao
assistida por US usando &4gua e metanol-agua como solventes em amostras de filme de
prata e observaram que o uso desse equipamento melhorou significativamente o conteddo

fendlico e a atividade antioxidante do extrato em comparagdao com o controle.
3.3. Metabdlitos secundarios

A procura por plantas para 0 consumo humano, seja para alimentacao, alivio ou
cura de doencas, pode ter sido um ponto inicial para um levantamento e classificacdo das
plantas medicinais (Pereira e Cardoso, 2012). Com isso, surgem novos estudos sobre a
constituicdo quimica das plantas, permitindo um desenvolvimento acelerado nas
pesquisas para a compreensdo das substancias ativas nos vegetais, tendo um melhor
entendimento dos metabolitos secundarios (Pereira e Cardoso, 2012; Viegas Jr. et al.,
2006).Todas as plantas tém a capacidade de produzir metabdlitos secundarios e essa
caracteristica pode ser mais comum nas plantas selvagens, por desenvolverem meios de
adaptacédo para a competicdo com outras plantas no ambiente, bem como na producéo de
compostos quimicos para defesa contra a acdo de predadores e inimigos naturais (Souza
Filho e Alves, 2002; Pereira e Cardoso, 2012).

De acordo com Vizotto et al. (2010), a Fitoquimica é uma area da Ciéncia que
investiga diversos grupos de plantas, da estrutura molecular até as propriedades
bioldgicas de cada vegetal, o que permite um melhor entendimento e registro das partes
constituintes que séo, muitas delas, resultantes do metabolismo secundério, sendo isso
feito a partir do isolamento de suas estruturas moleculares. A existéncia desses
metabolitos secundarios que apresentam uma natureza quimica diversificada confere as
plantas estratégias de defesa que irdo protegé-las de outras plantas vizinhas dentro do
proprio ecossistema, como também de outros predadores e patdgenos (Vizzotto et al.,
2012; Croteau et al., 2000; Pinto et al., 2002).
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Para compreender a esséncia dos compostos alelopaticos € necessario que seja
feito o isolamento para posterior identificacdo. Esses compostos ja foram classificados
em grupos quimicos distintos como: terpendides, esteroides, alcaldides, acetogeninas e
fenilpropandides (Whittaker e Feeny, 1971), ou ainda os terpendides, policetonas,
poliacetilenos, fenilpropandides, flavonoides, aminoacidos ndo-protéicos, glucosinatos,
glucosidios cianogénicos, aminas e alcaldides (Alves e Santos, 2010; Wink e
Twardowski, 1992). J& Rice (1984) trouxe uma classificacdo mais abrangente desses
metabolitos secundarios, sendo: acidos organicos solUveis em agua, alcool de cadeia
linear, aldeidos e cetonas, flavondides, quinonas, fendis, acidos benzoicos, acidos
cindmicos, lactonas, purinas e nucleotideos, taninos, terpendides e esteroides, glicosideos,
amino&cidos e polipeptideo, alcaldides e cianodrinas. Esse agrupamento de compostos
em grupos quimicos distintos permite conhecer as respostas da acdo alelopatica que se
assemelham ou se diferem de acordo com a classe quimica do composto alelopético
(Alves e Santos, 2010).

3.4. Calotropis procera e seus metabdlitos secundarios

A espécie Calotropis procera ¢ nativa da Asia e da Africa e foi introduzida no Brasil
como planta ornamental, tornando-se invasora dentro dos diferentes ecossistemas
brasileiros (Parsons e Cuthbertson, 2001; Sobrinho et al., 2013; Wadhwani et al., 2021).
Trata-se de um arbusto perene, de 2 a 4 metros de comprimento, suas flores sdo
hermafroditas, com frutos do tipo foliculo (fruto seco e deiscente), suas sementes contém
fios de seda e coloragdo marrom (Figura 1). S&o polinizadas por abelhas e vespas
(melitofilia), e dispersas pelo vento (anemocoria) (Sobrinho et al., 2013; Varanda e
Barosela, 2020).



APOCYNACEAE

CALOTROPIS PROCERA (AITON) W.T.AITON
10°15’39.37"S 37°57'32.03"W

CONTATO: BIOS17@OUTLOOK.COM I

FRAGRA, R. S.; SATURNINO, G. A.; SANTOS, B. S.

Figura 1. Individuo de Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae) coletado em Canindé de Séo
Francisco, Sergipe. (A): parte aérea; (B): folha; (C): inflorescéncia; (D): flor; (E): pétalas; (F): fruto no
estagio I; (G): fruto no estéagio Il; (H): fruto no estagio Il1; (1): caule; (J): fruto no estagio 1V; (K): sementes
imaturas; (L): sementes maturas.
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Com relacdo aos metabolitos da espécie estudada ja esta comprovado que essa
planta apresenta acdo alelopatica devido a existéncia de metabdlitos secundarios em seus
6rgdos (Gulzar e Sidiqui, 2017; Wadhwani et al., 2021). Os diferentes metabdlitos
secundarios sdo sintetizados por rotas bioguimicas distintas, por exemplo, os alcaloides
sdo oriundos de aminoacidos alifaticos ndo proteicos, como pirrolizidinicos,
pirrolidinicos, e tropanicos e os derivados da lisina, como os indolizidinicos,

quinolizidinicos e piperidinicos.

Os terpenos sdo sintetizados a partir da rota do acetato mevalonato e metileritritol
fosfato, sdo reagGes bioquimicas que ocorrem nos plastidios presentes nas raizes, caules
e flores, na C. procera foram encontrados nas raizes e flores (Tabela 1) (Figura 2 e 5)
(Varanda e Barosela, 2020; Santos, 2020; Wadhwani et al., 2021). Os flavonoides sdo
sintetizados a partir da via do acido chiquimico, e apresentam como principal
caracteristica a presenca de pelo menos um grupamento hidroxila (OH) ligado a ele. Esta
via € presente em microrganismos e plantas sendo ausente em animais (Santos, 2020). As
flavonas e flavondis funcionam como uma barreira de protecdo a radiacdo ultravioleta,
como co-pigmentos e guias de néctar; na C. procera foram encontrados flavonoides em
caule, folha, flores e frutos (Tabela 1) (Figura 3, 4, 5 e 6) (Varanda e Barosela, 2020;
Santos, 2020; Wadhwani et al., 2021).
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Tabela 1. Compostos quimicos isolados em diferentes drgaos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exdtica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton

(Apocynaceae).

Classe Composto Féormula Eluente Orgio
Esteroide Daucosterol C35Hs006 Etanol Raiz
Esteréide Calotropin C29H4009 Cloroférmio Raiz
Terpenos a-Amyrin acetate Cs2Hs202 Eter-cloroformio (1:9) Raiz
Terpenos Taraxasterol C30Hs00 n-Hexano-etil acetato Raiz

Glicosideos alifaticos Butanediol diglucuronoside C17H2209 Cloroférmio-metanol (4:1) Raiz

Outros Capryl glucoside Ci6 H3107 Cloroférmio-metanol (49:1) Raiz

Outros Methyl behenate C23H4602 Cloroférmio-metanol (99:1) Raiz

Outros N-Dotriacont-6-ene Cs2Hea Eter-cloroformio (3:1) Raiz

Outros Methyl myrisate Ci5H3002 Cloroférmio Raiz

Outros Stearylglucoside C24H4707 Cloroférmio-metanol (93:7) Raiz

Flavonoides Luteolin Ci15sH1006 n-Hexano-acetona (70:30) Caule
Flavonoides Epicatechin Ci15sH140¢6 n-Hexano-acetona (60:40) Caule
Esterdides Calotropagenin C23H3206 Hexano-di-etil éter (9:11) Caule
Terpenos Oleanolic acid C30H4s03 Benzeno-etil acetato (10:1-1:10) Caule
Esteroides Uzarin C35H54014 Cloroféormio-metanol (70:30) Caule
Flavonoides Isorhamnetin Ci6sH120 80% metanol Folha
Flavonoides Quercetin Ci5H1007 80% metanol Folha



Flavonoides
Flavonoides

Flavonoides

Acido
Acido

Outros

Outros

Outros

Outros

Outros
Esterdides
Esteroides
Terpenos

Terpenos

Glicosideos alifaticos

Outros

Isoquercitrin
Azaleatin

Quercetin-3-O-rutinoside

Methyl caffeate
Caffeic acid
2-Propenyl-2Z-hydroxyethyl
carbonate
6,10,14-Trimethyl-
pentadecanone-2
9-Octadecenoic acid
(6Z,97)-Pentadecadien-1-ol
Ergost-5-en-3-ol
Stigmasterol
B-Sitosterol
a-Amyrin
B-Amyrin
Methyl 4-O-B- D-
glucopyranosyl ferulate

Methyl ferulate

C21H20012
CisH1207
C27H30016

Ci10H1004
CoHgOq4

CisH3z6O

CisH340
CisH2s0
CasHas0
C29H430
C29H500
C30Hs500
C30Hs00
Ci17H2209

70% metanol
80% metanol
Etil acetato: agua: acido formico: acido acético
glacial
30-50% metanol aquoso

30-50% metanol aquoso

GC-MS analise

GC-MS andlise
GC-MS andlise
GC-MS andlise
Hexano-etil acetato
Hexano-etil acetato
Diclorometano-metanol (1:1)
Diclorometano-metanol (1:1)

Agua-metanol (1:1)

Cloroférmio-metanol (8,5:1,5)

Folha
Folha
Folha

Folha
Folha
Folha

Folha

Folha

Folha

Folha
Flor
Flor
Flor
Flor
Flor

Flor



Flavonoides Kaempferol-3-O-rutinoside C27H30015 Etil acetato: dgua: acido férmico: acido acético Fruto
glacial

Lignina Syringaresinol-4-O-glucoside ~ CasH36013 Agua-metanol (1:1) Fruto

Adaptado (Wadhwani et al., 2021)



28

Calotropin
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Figura 2. Compostos quimicos isolados da raiz da exdtica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton

(Apocynaceae) provenientes do metabolismo secundério. As moléculas foram construidas a partir do

programa ChemDraw®.
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Figura 3. Compostos quimicos isolados do caule da exdtica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T.
Aiton (Apocynaceae) provenientes do metabolismo secundério. As moléculas foram construidas a partir do

programa ChemDraw®.
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Figura 4. Compostos quimicos isolados da folha da exotica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T.
Aiton (Apocynaceae) provenientes do metabolismo secundario. As moléculas foram construidas a partir do

programa ChemDraw®.
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a-Amyrin

b-Sitosterol

OH o
Methyl 4-O-b- D-glucopyranosyl ferulate

(0]

b-Amyrin

(H /0 /

Methyl ferulate
Figura 5. Compostos quimicos isolados da flor da exdtica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton

(Apocynaceae) provenientes do metabolismo secundario. As moléculas foram construidas a partir do

programa ChemDraw®.
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OH

OH o
Kaempferol
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Syringaresinol

Figura 6. Compostos quimicos isolados do fruto da exdtica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T.
Aiton (Apocynaceae) provenientes do metabolismo secundério. As moléculas foram construidas a partir do

programa ChemDraw®.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Espécie estudada e local de coleta do material bioldgico

Calotropis procera é uma espécie exdtica invasora presente no Estado de Sergipe.
Por ser uma planta exoética invasora, esta espécie tem um alto potencial em se adaptar e
reproduzir-se, podendo até mesmo eliminar e substituir espécies nativas do ambiente
(Ziller, 2000), o que, de certa forma, altera 0 nicho ecoldgico. Para realizar este estudo
foram coletadas as estruturas vegetais da espécie em uma populacao localizadas em areas
de Caatinga do municipio de Canindé de S&o Francisco, no Alto Sertdo Sergipano, na
regido Nordeste do Brasil (Figura 7).

Na érea de coleta, foram selecionados 20 individuos adultos reprodutivos para a
obtencdo das amostras. De cada individuo foram coletadas amostras de raiz, caule, folhas,
flores, frutos verdes e frutos secos, totalizando seis tratamentos correspondentes aos
diferentes 6rgdos avaliados (Figura 8). As amostras foram acondicionadas em sacos de
papel e transportadas para o laboratorio, onde foram higienizadas em agua corrente e
descartadas partes contaminadas por microrganismos ou consumidas por insetos. Apos
esse procedimento, as amostras foram secas em estufa de circulacéo forcada de ar, a 60
°C, por 72 horas. Apos a secagem, o material foi triturado e utilizado para o preparo dos

extratos.
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Figura 7. Regido de Caatinga no municipio de Canindé de S&o Francisco, localizado no Alto Sertdo
Sergipano. Fonte: Santos, B. S.
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Figura 8. Coleta da espécie exdtica invasora [Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae)] no
municipio de Canindé de Sao Francisco, localizado no Alto Sertdo Sergipano. No qual (a) e (b) identificacdo

dos individuos e coleta das raizes, caules e folhas; (c) coleta das flores e (d) coleta dos frutos verdes e secos.

Fonte: Santos, B. S.
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4.2. Técnicas de extragdo
4.3. Extrato bruto aquoso (EBA)

As amostras desidratadas e trituradas referentes a cada 6rgdo foram adicionadas
em um béquer de 200 mL contendo &gua destilada, respeitando a proporcéo de 1:10
(amostra desidratada: volume de agua destilada). Os béqueres foram vedados com
parafilme e papel aluminio e foram mantidos em repouso por 24 horas, em temperatura
de 25°C, com posterior filtragem. As amostras produzidas apos a filtragem foram
consideradas como sendo 0s extratos brutos aquosos de cada 6rgdo avaliado (EBA100%).
Posteriormente, foram produzidos extratos em diferentes dilui¢des, sendo 0 EBA1o0% de
cada orgdo diluido em agua destilada nas seguintes concentragdes: 100, 90, 80, 70, 60,
50, 40, 30, 20, 10 e 0%. A ultima concentracdo mencionada foi considerada como
controle, contendo apenas &gua destilada, totalizando 11 tratamentos de concentracdes
distintas, todos produzidos a partir dos EBA100% de cada um dos seis 6rgdos avaliado
(Santos et al., 2019).

4.4. Extrato bruto aquoso ultrassénico (EBAU)

Para a realizacdo da técnica do extrato aquoso combinado com o ultrassom, as
estruturas vegetais (6rgdos), apos serem trituradas para o preparo das amostras, foram
colocadas em um béquer de 100 mL contendo agua destilada na propor¢do de 1:10
(amostra desidratada: volume de &gua destilada) e, em seguida, foram mantidas em
ultrassom por 30 minutos, em uma temperatura de 25 °C e frequéncia de 40 kHz. Apds
esse procedimento, as amostras de cada érgdo foram filtradas, sendo considerados como
extratos brutos aquosos ultrassénicos (EBAU100%) € utilizados para a realizagdo das
diluigdes nas mesmas concentragdes dos EBA1o0%: 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10
e 0%. As diluicdes dos EBAU100% de todos os seis orgdos também foram realizadas

utilizando-se agua destilada.

4.5. Montagem dos experimentos

Para testar o efeito alelopatico dos extratos provenientes de ambas as técnicas de
extracdo foram separadas placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo duas folhas de
papel filtro umedecidas com 8 mL da solugdo correspondente & concentra¢do de cada

tratamento. Apos preparo das placas com a solucédo, foram distribuidas 20 sementes de
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alface, totalizando um nimero de cinco repeti¢des por cada tratamento. Ap6s montagem
do experimento, as placas foram mantidas na sala de crescimento do Laboratdrio de
Fisiologia de Sementes, da Universidade Federal de Sergipe, a uma temperatura ambiente
de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. O experimento foi avaliado diariamente por um
periodo de 21 dias, sendo os 14 dias iniciais para avaliar a germinacdo e os sete Ultimos

dias para observar a sobrevivéncia das plantulas a partir desta germinagéo.

Para avaliar o efeito que o potencial osmotico dos diferentes extratos tem sobre a
germinagdo das sementes de alface, foram calculados os potenciais osmaticos dos
EBA100% € EBAU100% produzidos a partir de todos os 6rgdos da planta invasora avaliados
neste estudo. Para a realizacdo desses célculos, foram obtidos dados de condutividade
elétrica dos extratos, sendo os valores convertidos de puS.cm™ para mega pascal (MPa),
de acordo com Goma et al. (2014). Também foram obtidos dados de pH de todos os
extratos avaliados e, com essas duas informacdes, foram produzidas solugdes de
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) com osmolaridade e pH iguais aos dos EBA1oo% €
EBAU100%, para excluir a possibilidade de uma interferéncia osmotica no efeito

alelopatico dos extratos avaliados (Villela et al., 1991).
4.6. Parametros calculados e analises estatisticas

Com os dados diérios de germinacdo e utilizando-se o programa GerminaQuant
(Marques et al., 2015), foram calculados a germinabilidade (G = (N/100)100, onde N
= nlmero de sementes germinadas ao final do teste. Unidade: %), o tempo médio de
germinacdo [(t = X% n;t;/ ¥¥ ,.n;, onde t; é o periodo desde o inicio do experimento
até a enésima observacdo, n; € o nimero de sementes germinadas no tempo ; (ndo o
namero acumulado, mas o nimero correspondente a enésima observacao) e k o ultimo
tempo de germinacdo. Unidade: semanas], a velocidade média de germinacdo (VMG =
%onde: t = tempo médio de germinagdo. Unidade: dias?) e a sincronia (Z) (Z =
2.Chiz/ CY niz; sendo Cp;» = n;(n; -1)/2; onde C,;, € a combinacdo de sementes
germinadas na enésima observacdo, dois por dois, e n; € 0 numero de sementes

germinadas na enésima observacdo) (Ranal e Santana, 2006).

A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram verificadas

através dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
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Os resultados foram submetidos a um Modelo Linear Generalizado (GLM) com
trés fatores categodricos (6rgdo vegetal, técnica de extragdo e concentracdo, sendo a Ultimo
aninhado a técnica de extracdo). Todas as analises foram realizadas no programa

STATISTICA 13 com a = 5% (Statsoft, 2021).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao observar os valores de germinabilidade percebe-se que este parametro sofreu
influéncia das técnicas de extracdo, bem como das diferentes concentragGes, sendo
perceptivel que houve diferencas significativas entre todos os 6rgdos avaliados (Tabela
2). E notavel que as técnicas EBA e EBAU interferem na germinabilidade das sementes,
quando estas sdo expostas as concentracdes nos diferentes extratos realizados a partir dos
diferentes 6rgdos da C. procera. No entanto, quando comparadas, a técnica EBA
influenciou de forma negativa a germinabilidade em relacdo ao EBAU (Figura 9).
Portanto, os seguintes resultados corroboram com a hipdtese: Diferentes técnicas de
extracdo promovem resultados diferenciados em relacdo ao efeito alelopatico na
germinacdo de sementes e estabelecimento de plantulas.

Com relacdo as técnicas de extracdo para a realizacdo de bioensaios de
germinagdo, sdo utilizados solventes organicos de vérias polaridades combinados com
técnicas de processamento do material, os quais sdo responsaveis por extrair classes de
metabolitos secundarios distintos do material vegetal (Piovesan, 2016). No presente
trabalho foi utilizado como solvente de extracdo a dgua para as técnicas EBA e EBAU
devido ao tamanho diminuto de sua molécula e a sua polaridade, tendo a capacidade de
neutralizar cargas de moléculas, facilitando as interagdes entre liquido-solido (Brandao e
Tamayose, 2020). Apesar da extracdo por banho ultrassbnico apresentar vantagens
relacionadas com a rapidez e o baixo custo esta nao foi a que conseguiu extrair de forma

mais eficiente os metabolitos produzidos pela C. procera.

Para o caule, percebe-se que houve diferenca significativa entre as técnicas de
extracdo, nas quais os valores de germinabilidade foram de até 50% para a técnica de
extracdo com ultrassom na concentracdo de 60%. Os valores maximos de germinabilidade
observados quando as sementes foram submetidas ao EBA foi de 40% na concentragédo

de 10%. A medida que foram aumentando as concentragdes dos extratos preparados com
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o caule, houve um declinio no percentual de germinacdo, indicando que este 6rgao

exerceu maior efeito alelopatico quando comparado com a raiz (Figura 9).

Nos extratos preparados com as folhas foi observada a germinacdo até a
concentracdo de 80% para ambas as técnicas. Menos de 20% de germinabilidade das
sementes foi observada no EBA, enquanto o EBAU proporcionou uma germinabilidade
méaxima de 50%, tendo este 6rgao um efeito alelopatico como os dois 6rgdos mencionados

anteriormente (Figura 9).

Os compostos alelopaticos existentes nas folhas de C. procera desempenham um
papel de inibicdo no crescimento e producdo de outras espécies. A germinacdo e 0
desenvolvimento de plantulas sofreram alteracGes nas concentragcbes mais baixas dos
extratos produzidos com amostras dessa espécie, 0 que indica a presenca de aleloquimicos
nas folhas de C. procera. Seus aleloquimicos liberados no ambiente se tornam uma
estratégia de interferéncia competitiva, que pode conferir a espécies com essa capacidade,
vantagens sobre outras espécies (Fabricante et al., 2013). Extratos produzidos com a
planta C. procera tém efeito inibitorio na taxa de germinacao e comprimento de plantulas
de varias espécies testadas (Al-Rowaily et al., 2020).

Para os extratos produzidos com frutos verdes, foi observado que, a partir da
concentracdo de 70%, houve um declinio na germinacéo das sementes, chegando a ser
nula. Porém, € importante ressaltar que, mesmo em baixas concentracdes de 10% a 20%,
houve maior germinabilidade na técnica do ultrassom quando comparada com o EBA
(Figura 9). Nos extratos produzidos com os frutos secos, € notavel que houve germinacgao
em todas as concentragBes nas duas técnicas avaliadas. As sementes germinaram em
elevadas concentracBes dos extratos em ambas as técnicas de extracdo, sendo que para a
técnica do ultrassom houve maior germinabilidade (Figura 9). Sendo assim, todos 0s
Orgdos da espécie estudada apresentam efeito alelopaticos, sendo estes reduzidos nos

frutos nas técnicas estudadas.

Além da germinacdo, os compostos aleloquimicos podem atuar na pos-
germinacao por diversos meios para ocasionar um efeito negativo durante a formacéo da
plantula. Tais meios podem ter alteragdes na divisdo, alongamento e estrutura das células,

mudancas na permeabilidade da membrana, producéo de horménios de crescimento,
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absorcdo de &gua e nutrientes, respiracdo, fotossintese, inducéo ao estresse oxidativo,
sintese de proteinas e acidos nucléicos (Rice, 2012; Yan et al., 2015).

A presenca de triterpenoides pentaciclicos influenciam o crescimento de plantas
daninhas vizinhas por inibir a germinagdo de sementes, o crescimento da radicula e o
funcionamento do fotossistema Il (Wang et al., 2014). Na C. procera foi identificado
terpenoides nas raizes, caule, folhas e flores, como acido olinoleico responsavel por
bloquear reacdes bioguimicas no embrido das sementes (Wadhwani et al., 2021).
Portanto, a baixa germinabilidade encontrada em nossos resultados mostram que essa
classe de compostos encontradas nos diferentes 6rgdos da planta sdo responsaveis por

exercer um efeito alelopatico.
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Figura 9. Germinabilidade (%) de sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae) submetidas a extratos de
diferentes 6rgdos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exética invasora Calotropis procera
(Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de extracdo (extrato aquoso e
ultrassom) e com diferentes concentra¢@es (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 e 0%). Dados expressos

em média e desvio padrdo.

Para o parametro de Tempo Médio de Germinacdo (TMG-dias) as sementes
submetidas aos diferentes extratos produzidos sofreram influéncia significativa de todos
os fatores avaliados (Tabela 2). Ao se observar a germinacdo das sementes sob a
influéncia dos extratos produzidos com a raiz, percebe-se que o tempo de germinacao das
sementes foram em torno de trés a cinco dias para ambas as técnicas de extracdo. Vale
ressaltar que nos tratamentos dos EBA em altas concentragdes, as sementes levaram mais
tempo para germinar, sendo o EBAU a técnica que proporcionou um menor tempo

necessario para a germinagdo quando as técnicas foram comparadas (Figura 10).

Tabela 2. Valor de F (F), graus de liberdade (gl) e nivel de significancia (p) observados nos resultados dos
Modelos Lineares Generalizados (GLM), realizado no software STATISTICA 13.0 com os parametros:
Germinabilidade (%), Tempo Médio de Germinagdo (TMG — dias), Velocidade Média de Germinagdo
(VMG - dias™) e Sincronia (Z) da germinacdo de sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae) submetidas
a extratos de diferentes orgdos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exotica invasora
Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de extragdo

(extrato aquoso e ultrassom) e com diferentes concentragdes (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 e 0%).

Germinabilidade (%o) F gl P
Orgéo 11,918 5 < 0,0001
Técnica de Extracdo 154,722 1 < 0,0001
Concentracdo (Técnica de Extracao) 54,186 20 < 0,0001
Orgdo*Técnica de Extracdo 12.351 5 < 0,0001

Tempo Médio de Germinagéo (dias) F gl P
Orgéo 3,271 5 0,0063
Técnica de Extracao 32,734 1 < 0,0001
Concentracdo (Técnica de Extracao) 11,370 20 < 0,0001
Orgao*Técnica de Extraco 2,332 5 0,0410

Velocidade Média de Germinagcéo (dias™) F gl P
Orgéo 19,338 5 < 0,0001
Técnica de Extracao 231,621 1 < 0,0001
Concentracédo (Técnica de Extracao) 19,382 20 <0,0001

Org&o*Técnica de Extraco 10,904 5 < 0,0001



Sincronia F gl P

Orgao 5,8131 5 0,0001
Técnica de Extracao 0,2205 1 0,6388
Concentracdo (Técnica de Extracao) 2,5781 20 0,0002
Orgao*Técnica de Extracéo 1,1481 5 0,3336

Quando se observa o extrato do caule, é notavel que a germinacdo levou um
periodo maior para ocorrer no EBA, principalmente, nas maiores concentra¢des. Quando
se avalia 0 TMG para as sementes que germinaram sobre a influéncia do EBAU, percebe-
se que as sementes tiveram um mesmo tempo de germinacdo, independente das
concentragOes as quais foram submetidas (Figura 10). J& para a folha, percebe-se uma
diferenca consideravel no tempo de germinacao das sementes quando comparadas com
as técnicas de extracdo, pois 0 TMG das sementes submetidas ao EBA foi muito maior,
principalmente nas concentracdes de 50% a 80% (Figura 10).

Para as sementes submetidas ao extrato da flor, observa-se, nesse tratamento, um
maior tempo médio de germinacdo, tendo o extrato preparado com a flor o maior efeito
alelopatico quando comparado com os demais Orgdos, independente da técnica de
extracdo. Em relacdo as técnicas, 0 EBA proporcionou maior tempo médio de germinacao
quando comparado com o EBAU. No tratamento do 6rgéo fruto verde, os dados de TMG
foram afetados pelas técnicas de extracdo e, quando houve um aumento nas concentragdes
para ambas as técnicas, a partir da concentracdo de 70%, foi necessario um tempo maior
para a germinacéo das sementes de alface. Mesmo assim, ainda prevalece um maior TMG
para as sementes submetidas ao EBA. Ja no tratamento fruto seco, percebe-se um TMG
semelhante para as duas técnicas, em uma média de quatro dias. Apenas no EBA foi
observada uma germinacao acima de cinco dias nas concentracfes mais elevadas de 90 e
100% (Figura 10).

Os dados de Velocidade Média de Germinagdo (VMG-dias?) também foram
significativamente afetados por todos os fatores avaliados (Tabela 2). Nas sementes que
germinaram no tratamento controle, observou-se que a VMG foi de 0,1 dias™?, sendo
consideravelmente rapido este processo. Por sua vez, as sementes submetidas aos extratos
produzidos com a raiz, foi observado que houve uma velocidade média maior para a
técnica do EBAU, com excegdo dos valores nas concentracdes de 10 e 20%. No
tratamento caule, houve maior velocidade para todas as concentragdes para a técnica do

ultrassom. J& no EBA, as sementes tiveram uma velocidade de germinag¢do maior.
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Para a folha, observando-se a técnica do EBA, percebe-se que houve uma rapida
germinagdo em baixas concentragdes. Para a técnica do EBAU, foi observada uma
velocidade maior de germinagdo comparada com a outra técnica. Porem, a medida que

aumentaram as concentracdes, essa velocidade foi sendo reduzida (Figura 11).
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Figura 10. Tempo Médio de Germinacdo (TMG - dias) de sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae)
submetidas a extratos de diferentes érgdos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exoética
invasora Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de
extragdo (extrato aquoso e ultrassom) e com diferentes concentragdes (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20,

10 e 0%). Dados expressos em média e desvio padréo.

No tratamento fruto verde, nota-se que para a técnica do ultrassom houve maior

velocidade e, somente na concentracdo de 100% foi observado um declinio na VMG.
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Para a técnica do EBA, foi observada uma reducdo na VMG com o aumento na

concentracdo das solugdes. Ja para o fruto seco, percebe-se que h&d uma semelhanca na

VMG das sementes que foram submetidas as diferentes concentragdes. Ja em relacéo as

técnicas de extracdo, foi observada uma diminuicdo da VMG a medida que aumentaram

as concentracgdes das solucdes (Figura 11).
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Figura 11. Velocidade Média de Germinagdo (VMG — dias?) de sementes de Lactuca sativa L.

(Asteraceae) submetidas a extratos de diferentes érgdos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da

exdtica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas

técnicas de extracao (extrato aquoso e ultrassom) e com diferentes concentragdes (100, 90, 80, 70, 60, 50,

40, 30, 20, 10 e 0%). Dados expressos em média e desvio padréo.

Os valores de sincronia apresentaram influéncia significativa somente pelos

Orgdos e as concentracles (Tabela 2). Independente da técnica de extracdo utilizada para

a preparagéo dos extratos, foi observada uma reducédo da sincronia com o aumento da
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concentracdo dos extratos. Os 6rgdos que apresentaram maior sincronia na germinagdo

das sementes foram a raiz, o caule e o fruto seco, indicando menor efeito alelopatico

desses 6rgdos no que diz respeito a sincronia do processo germinativo (Figura 12).
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Figura 12. Sincronia (Z) da germinacdo de sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae) submetidas a

extratos de diferentes 6rgdos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exética invasora Calotropis

procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de extragdo (extrato
aquoso e ultrassom) e com diferentes concentrag¢fes (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 e 0%). Dados

expressos em média e desvio padréo.

No presente estudo, um dos maiores efeitos alelopaticos observados foram dos

extratos da flor e do fruto verde, o que difere de outras espécies da Caatinga. Nos trabalhos

com as espécies Pityrocarpa moniliformis (Benth.) Luckow & R. W. Jobson e Ziziphus

joazeiro Mart. — Rhamnaceae o extrato dos frutos ndo afetava a germinacao das espécies
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estudadas, mas sim o desenvolvimento inicial (Oliveira et al., 2009; Pacheco et al., 2017).
Os extratos de flores de Erythrina velutina ndo apresentaram efeitos na porcentagem de
germinacdo, mas causaram reducdo da velocidade de germinacdo e o promoveu 0
crescimento de plantulas com anormalidades (Olivera et al., 2012).

Ao observar a formacdo de plantulas, pode-se destacar que a técnica EBAU
promoveu um maior efeito alelopatico, quando comparado a técnica EBA, principalmente
para os extratos realizados a partir das estruturas reprodutivas da C. procera. Portanto, as
sementes de L. sativa, conseguem germinar mesmo em baixas quantidades nas diferentes
concentracOes, realizadas a partir dos diferentes extratos com os 6rgdos vegetais da C.
procera. No entanto, as sementes germinadas ndo conseguem se desenvolver e formar

plantulas (Figura 13 e Tabela 3).
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Figura 13. Numero de plantulas de Lactuca sativa L. (Asteraceae) submetidas a extratos de diferentes
o6rgdos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exética invasora Calotropis procera (Aiton)

W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de extracao [extrato aquoso (EBA) e
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ultrassom (EBAU)] e com diferentes concentra¢des (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 e 0%). Dados

expressos em média e desvio padréo.

Os resultados desse trabalho mostraram que o extrato EBA nas diferentes
concentracdes influenciou negativamente durante o processo germinativo, quando
comparados com os extratos de EBAU. Uma das possiveis respostas para que isso tenha
acontecido é que a técnica de EBA foi realizada deixando o material durante 24 horas
imerso no solvente, uma vez que, longos tempos extracdo aumentam a possibilidade de
oxidacdo dos compostos (Piovesan, 2016). No entanto, os extratos realizados a partir da
técnica de EBAU proporcionaram uma maior mortalidade de plantulas, quando
comparados com a técnica de extracdo EBA.

A protruséo radicular é o inicio do processo germinativo, sendo o primeiro estadio
do ciclo de vida de uma planta, a qual esta frequentemente sujeita a exposicdo a fatores
estressantes (Jain et al., 2019). Fatores estes, que podem ser compostos aleloquimicos,
pois, € nas raizes que apresentam os pelos radiculares responsaveis pela absorcédo de dgua
e solutos organicos e inorganicos presentes no substrato, nesse sentido, a presenca de
metabolitos secundarios pode prejudicar as atividades metabdlicas das raizes e a divisao
celular no meristema apical da raiz. Portanto, nesse estudo o que justifica o ndo
estabelecimento das plantulas de alface foi a presenca de diversos metabdlitos os quais
promoveram alteracdes nos padrdes germinativos devido a alteragdes fisiologicas que
retardaram o andamento de processos fisiologicos, e consequentemente culminaram em
déficit no desenvolvimento inicial das mesmas (Fioresi et al., 2021).

As simulagcdes com os bioensaios de germinacdo realizados a partir das solugdes
de PEG 6000, mostraram que ndo houve diferencas significativas em relacdo as técnicas
de extracdo, bem como nos diferentes drgdos nos parametros de germinabilidade, TMG-
dias, VMG-dias™ e Sincronia (Figura 14 e Tabela 4). Portanto, pode-se compreender que
as solucdes com os extratos realizados com os diferentes 6rgdos da C. procera nédo
causaram estresse por osmolaridade, e sim por meio da presenga de compostos
aleloguimicos, o0s quais influenciaram negativamente a germinabilidade e

estabelecimento das sementes.
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Tabela 3. Valor de F (F), graus de liberdade (gl) e nivel de significancia (p) observados nos resultados da
Analise de Variancia com os fatores Orgdo e Técnica de Extragdo, realizado no software STATISTICA 13.0
com o parametro nimero de plantulas de Lactuca sativa L. (Asteraceae) submetidas a extratos de diferentes
orgaos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exotica invasora Calotropis procera (Aiton) W.T.
Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de extragdo [extrato aquoso (EBA) e ultrassom

(EBAU)] e com diferentes concentra¢des (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 ¢ 0%).

Numero de Plantulas F gl P
Orgéo 0.21439 5 0.956418
Técnica de Extracdo 1.42201 1 0.233511
Org&o*Técnica de Extraco 0.04970 5 0.998493

Pires e Oliveira (2011) indicaram que as plantas interagem quimicamente no
ambiente e gque essa interacdo pode ocorrer de forma positiva, negativa ou até mesmo
neutra. Os autores ainda acrescentaram que essa caracteristica pode interferir desde a
emergéncia ao estabelecimento da planta. Ja € relatado na literatura que a espécie C.
procera apresenta acdo alelopatica. Essa caracteristica também pode ser observada em
outros ambientes como a Restinga (Rangel e Nascimento, 2011). Isso caracteriza uma
grande ameagca a biodiversidade dos diferentes ecossistemas (Williamson, 1996; Meffe e
Carroll, 1997), devido a eficiéncia na competicdo por recursos (Daehler, 2003; Pires e
Oliveira, 2011), podendo ser um fator determinante para o seu estabelecimento e
causando interferéncia no estabelecimento de outras plantas que interagem com ela no
ambiente.

Além disso, a planta é resistente a seca e tolerante a diferentes concentracoes de
salinidade, sendo capaz de sobreviver ha uma variedade de tipos de solos, sendo estes
alcalinos a salinos. A espécie cresce abundantemente em regides aridas e semiaridas sem
irrigacdo, fertilizantes quimicos, pesticidas ou outras praticas agrondmicas, tendo
preferéncia principalmente em regides de solos arenosos (Sharma et al., 2012). Portanto,
a C. procera atualmente ja invade o ecossistema da Caatinga, localizado na regido
Nordeste do Brasil, isso porque a espécie naturalmente suporta as diferentes condi¢oes de
solos salinos, altas temperaturas e baixas condi¢cdes de déficit hidrico impostas pelas
variagOes espaco-temporal do referido ecossistema (Fabricante et al., 2013). Um estudo
realizado por Fabricante (2003) demonstrou efeitos de acéo alelopéatica desta espécie, bem
como indicou que essa espécie exotica apresenta uma facil propagacdo e rapido

estabelecimento na Caatinga.
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Diante disso, a espécie pode ser facilmente encontrada, pois dissemina-se com
facilidade em areas abertas, beiras de estradas ou outro lugar que ela possa adaptar-se e
invadir areas com diferentes variacdes edafoclimaticas (Silva, 2018). Espécies exaticas
invasoras possuem como principal caracteristica a inibicdo da germinacdo de outras
sementes através da liberacdo de compostos aleloquimicos, promovendo um efeito
alelopético (Castro et al., 2018). Ja é relatado na literatura que extratos aquosos de varias
concentracdes de folha, flor e frutos de C. procera inibiram a germinacdo de sementes de

Brassica nigra (Brassicaceae).
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Figura 14. Germinabilidade (%), Tempo Médio de Germinagdo (TMG - dias), Velocidade Média de
Germinagdo (VMG - dias™) e Sincronia (Z) da germinacéo de sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae)
submetidas as solucdes de polietileno glicol 6000 preparadas a partir da condutividade elétrica dos extratos
de diferentes 6rgéos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exética invasora Calotropis procera
(Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de [extrato aquoso (EBA) e

ultrassom (EBAU)]. Dados expressos em média e desvio padréo.
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Tabela 4. Valor de F (F), graus de liberdade (gl) e nivel de significancia (p) observados nos resultados da
Analise de Variancia com os fatores Orgdo e Técnica de Extragdo, realizado no software STATISTICA 13.0
com os parametros: Germinabilidade (%), Tempo Médio de Germinagdo (TMG — dias), Velocidade Média
de Germinag¢do (VMG - dias™) e Sincronia (Z) da germina¢do de sementes de Lactuca sativa L.
(Asteraceae) submetidas as solugdes de polietileno glicol 6000 preparadas a partir da condutividade elétrica
dos extratos de diferentes orgdos (raiz, caule, folha, flor, fruto verde e fruto seco) da exotica invasora
Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae), preparados através de duas técnicas de extrag@o

[extrato aquoso (EBA) e ultrassom (EBAU)].

Germinabilidade (%) F al p
Orgéo 2,210 5 0,1428
Técnica de Extracao 0,1721 1 0,9833
Orgao*Técnica de Extracdo 0,9420 5 0,4727

Tempo Médio de Germinacao (dias) F gl p
Orgéo 3,018 5 0,9887
Técnica de Extracdo 0,4611 1 0,0526
Org&o*Técnica de Extraco 0,1483 5 0,4999

Velocidade Média de Germinacao (dias™) F gl p
Orgéo 4,479 5 0,06327
Técnica de Extracao 0,2205 1 0,8999
Orgéo*Técnica de Extracio 1,1481 5 0,9999

Sincronia F al p
Orgéo 2,111 5 0,0662
Técnica de Extracao 1,386 1 0,2441
Orgao*Técnica de Extraco 0,4818 5 0,8191
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6. CONCLUSOES

Independentemente da técnica de extragdo utilizada na preparacdo, 0s extratos
produzidos com as flores e os frutos verdes foram aqueles que provocaram as maiores
reducdo dos parametros germinativos. Esses resultados indicam que a primeira hipdtese
deste estudo foi corroborada. Além disso, acreditava-se que as diferentes técnicas de
extracdo promoveriam resultados diferenciados em relacdo ao efeito alelopatico na
germinacdo de sementes e no estabelecimento de plantulas. Isso de fato aconteceu com
os dados de germinacdo das sementes, corroborando a segunda hipotese desta pesquisa.
Ao avaliar os efeitos alelopaticos na formacdo de plantulas normais e a interferéncia
osmatica no efeito alelopatico dos extratos avaliados através da producgéo das solugdes de
PEG 6000 com osmolaridade e pH semelhantes dos EBA100% € EBAU100%, as sementes
germinaram ao serem submetidas as solu¢bes de PEG, comprovando que nao foi um

efeito osmotico dos extratos, e sim, um efeito alelopatico.
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