Efeito da microbiota do solo na atividade fitotoxica de extratos

foliares de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Estela Reis de Andrade, Sarah Christina Caldas Oliveira & Fabian Borghetti

!"Universidade de Brasilia, Laboratorio de Termobiologia, Campus Darcy Ribeiro, CEP 70910 - 970, Brasilia, DF, Brasil. borghetao@yahoo.com.br

Recebido em 23.V1.2012. Aceito em 10.X.2013

RESUMO - Foram avaliados efeitos da microbiota do solo na fitotoxicidade de extratos
foliares de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Extratos preparados com os
solventes hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, metanol e agua foram secos e os
precipitados resuspensos em agua para os experimentos. A esterilizagdo do solo foi feita por
autoclavagem. Plantulas de rabanete e de sorgo foram dispostas em solo autoclavado e nao
autoclavado, cada qual recebendo as solugdes teste. Para o rabanete, a inibicao do crescimento
radicular foi maior em solo autoclavado, sugerindo que a microbiota reduz a fitotoxicidade
dos extratos. Para o sorgo, resultados similares foram obtidos com extrato aquoso. Entretanto,
para os demais extratos, a autoclavagem do solo reduziu sua atividade inibitoria, sugerindo
que a microbiota potencializa a fitotoxicidade dos extratos. O crescimento radicular foi mais
afetado que o aéreo. A microbiota do solo reduz a atividade fitotdxica de extratos aquosos,
mas sua a¢ao depende da polaridade dos solventes e da espécie-alvo utilizada.
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ABSTRACT — The effects of soil microbiota on the phytotoxicity of Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville leaf extracts was evaluated. Leaf extracts were prepared with the
solvents hexane, dichloromethane, ethyl acetate, acetone, methanol, and water, evaporated,
and the precipitates were resuspended in water for the experiments. Soil samples were
sterilized by autoclaving. Seedlings of radish and sorghum were grown on sterilized and
non-sterilized soil, each one receiving the test solutions. For radish, the inhibition of root
growth was greater in sterilized than in non-sterilized soil, suggesting the soil microbiota
reduces phytotoxicity of the extracts. For sorghum, the inhibition of root growth was greater
in sterile than in non-sterile soil for seedlings incubated in aqueous extracts, however, it was
lower for seedlings incubated in extracts prepared with organic solvents. For both species
the soil microbiota reduced the phytotoxicity of aqueous extracts, but its effects on the
phytotoxicity of extracts prepared with organic solvents depends on solvent polarity and the
target-species used.
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INTRODUCAO

r

Alelopatia ¢ a ciéncia que investiga efeitos
causados por compostos quimicos produzidos por
organismos, denominados aleloquimicos, sobre
o desenvolvimento de outros organismos. Uma
vez produzidos e liberados, seja por plantas ou
microrganismos, os aleloquimicos podem causar
efeitos benéficos ou, na maioria das vezes, maléficos
ao organismo receptor, o que pode assim dificultar
ou facilitar o estabelecimento do organismo produtor
(Rice, 1984).
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Em condig0es naturais, a atividade alelopatica é
dependente de diversos fatores, como a quantidade
e atividade dos aleloquimicos liberados pela espécie
produtora, as condigdes climaticas e edaficas do
ambiente onde a interacao entre as espécies ocorre e
a sensibilidade da espécie receptora as substancias
absorvidas do meio. Neste processo, o solo ganha
particular importancia, por tratar-se do substrato em
que parte significativa das interagdes alelopaticas
entre plantas ocorre. Chen (1992) estabelece que,
uma vez no solo, os aleloquimicos podem ser
retidos, transformados pela biota e/ou transportados

IHERINGIA, Sér. Bot., Porto Alegre, v. 68, n. 2, p. 187-194, dezembro 2013

05/02/2014 13:07:59



188

ANDRADE, E. R. DE; OLIVEIRA, S. C. C. & BORGHETTI F.

para outros locais através da percolacdo promovida
pela chuva.

Segundo Inderjit (2005), os microrganismos do
solo podem atuar alterando ou degradando moléculas
organicas, modificando a concentragdo e/ou atividade
de tais substincias, afetando seus efeitos sobre as
espécies receptoras. Assim, a concentragdo e/ou
atividade bioldgica dos aleloquimicos pode sofrer
acdo da biota do solo antes que as substancias sejam
absorvidas pela planta receptora, consequentemente
afetando a interacdo alelopatica entre as espécies
envolvidas (Inderjit & Weston, 2000). Os solos do
Cerrado sdo peculiares por apresentarem alto teor de
aluminio, elevada acidez e baixa disponibilidade de
nutrientes (Haridasan, 2000). Em solos com elevada
concentracdes de ions como o Al**e H'e baixas
concentracdes de bases, a acidez ¢ alta, acentuando
a fitotoxicidade de acidos organicos protonados
(Blum, 2006), e denotando assim a importancia de
se considerar a influéncia do substrato em estudos de
alelopatia.

Aflora brasileira tem-se tornado alvo de crescente
interesse em estudos alelopaticos, e diversas espécies
tém mostrado algum tipo de atividade alelopatica,
como Andira humilis Mart. ex Benth. (Periotto et al.,
2004), Aristolochia esperanzae O. Kuntze (Gatti et
al., 2004), Campomanesia adamantinum Cambess.,
Qualea parviflora Mart., Trembleya parviflora
(D. Don) Cogn. (Borghetti et al., 2005), Solanum
lycocarpum St. Hil. (Oliveira et al., 2004), Eugenia
dysenterica DC. (Pina et al., 2009) e Sapindus
saponaria L. (Grisi et al., 2012). Embora a maioria
dos trabalhos faga uso de papel de filtro, alguns t€m
feito uso de solo como substrato (Aires et al., 2005,
Oliveira & Campos, 2006; Silva et al., 2006; Santana
et al., 2006; Souza et al., 2007, Pina et al., 2009).

Enquanto alguns autores encontraram que
os efeitos alelopaticos na germinagdo e/ou no
crescimento foram mais intensos em substrato solo
que em papel de filtro (Oliveira & Campos, 2006; Pina
et al., 2009), outros encontraram o contrario, ou seja,
os efeitos alelopaticos apresentaram-se mais intensos
em substrato papel de filtro que em solo (Hernandes-
Terrones et al., 2007). Investigando a alelopatia de
extratos de embatiba (Cecropia pachystachya Trec.) no
crescimento de capim-colonido (Panicum maximum
Jacq.), Hernandes-Terrones et al. (2007) concluiram
que microrganismos no solo provavelmente atuariam
absorvendo e decompondo compostos fitotoxicos
adicionados ao solo pela planta. Portanto, em um
estudo alelopatico deve-se considerar que este seja,
em algum momento da investigacdo, conduzido
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no mesmo substrato de ocorréncia das espécies
envolvidas, sejam estas aquaticas ou terrestres
(Indergit & Weston, 2000). Desta maneira, os efeitos
de natureza alelopatica observados em condigdes
controladas serdo mais proximos ao que pode vir a
ocorrer em condi¢des naturais.

A comparagdo dos efeitos de solo autoclavado
e ndo autoclavado na atividade fitotoxica ¢
interessante e promissora, pois permite quantificar
efeitos da microbiota do solo na estabilidade e
bioatividade de substancias presentes em extratos
de plantas e, consequentemente, separar os efeitos
biologicos da agdo fisica do solo propriamente dito
(Kaur et al, 2009). A esterilizagdo do solo pode
ser realizada por procedimento de autoclavagem.
Dentro desta perspectiva, Silva et al. (2006),
comparando efeitos de solo esterilizado com solo
ndo esterilizado na atividade alelopatica de extratos
foliares, encontraram que a acdo alelopatica das
quatro espécies estudadas ndo foi alterada em
ensaios realizados com terra estéril, o que permitiu
concluir que as substancias inibidoras ndo estariam
sendo degradadas pelos microrganismos ou pelas
condigoes fisicas do solo.

Resultados similares foram encontrados por
Oliveira & Campos (2006) que, utilizando como
substrato solo autoclavado e ndo autoclavado,
ndo encontraram diferencas significativas nos
efeitos inibitorios de extratos aquosos de Solanum
palinacanthum Dunal no crescimento do gergelim
(Sesamum indicum L.). Estes resultados contrastam
com outros estudos que descrevem efeitos mais
intensos de extratos de plantas em experimentos
que sdo conduzidos em substrato solo quando
comparados ao substrato papel de filtro (Pina et
al., 2009). Como alguns trabalhos foram realizados
com o uso de extratos aquosos (Aires et al., 2005;
Oliveira et al., 2006; Oliveira & Campos, 2006;
Pina et al., 2009), e outros com o uso de extratos
preparados com solventes de menor polaridade
(Hernandes-Terrones et al., 2007; Silva et al., 2009),
estes resultados sugerem que os efeitos da biota do
solo na atividade alelopatica pode ser dependente do
grau de polaridade das substincias obtidas a partir
dos extratos de plantas.

Estudos conduzidos com extratos aquosos de
folhas de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, espécie nativa do Cerrado e conhecida como
barbatimao, mostraram que a atividade fitotoxica
de extratos foliares no crescimento do gergelim foi
menor em substrato solo quando comparada com
substrato papel de filtro (Guimaraes et al., 2009).
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Estes resultados sugerem que o solo esta de alguma
maneira interferindo na atividade bioldgica dos
extratos aquosos adicionados a este substrato.

Face ao exposto, o propoésito do presente trabalho
foi avaliar efeitos da biota do solo na atividade
fitotoxica de extratos de folhas Stryphnodendron
adstringens, e verificar se tais efeitos dependem do
grau de polaridade das substancias obtidas a partir de
extratos foliares desta planta em duas espécies alvo.

MATERIAL E METODOS
Preparo dos extratos

Para esse estudo foram coletadas folhas maduras
de Stryphnodendron adstringens em julho de 2009
na reserva de Cerrado sentido restrito localizada
no Laboratério de Termobiologia (15°46°13"" S ¢
46°52°07"" W) da Universidade de Brasilia. As folhas
selecionadas foram secas a 50°C/24 horas e trituradas
para preparo dos extratos. Os seguintes solventes
organicos foram utilizados em ordem crescente de
polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etilo,
acetona e metanol. De maneira sequencial e respeitando
a ordem de polaridade dos solventes, as folhas foram
solubilizadas na propor¢cdo de 1:10 (matéria seca /
solvente) primeiramente em hexano, sendo conduzidas
duas extra¢des de umahora cada em banho de ultrassom,
com renovagao do solvente. Posteriormente, a solugdo
foi filtrada em papel de filtro (Whatman qualitativo),
e o material vegetal foi solubilizado no solvente
seguinte, repetindo-se assim a mesma propor¢ao € o
mesmo procedimento de extragdo para cada solvente.
Para o preparo do extrato aquoso foram utilizadas
amostras diferentes daquelas utilizadas para extracao
em solventes organicos, entretanto, provenientes da
mesma coleta e das mesmas matrizes.

As solugdes obtidas com cada solvente foram
secas em rotavapor (Marconi MA 206) até a obtencao
de um extrato seco. Posteriormente, os extratos secos
obtidos com acetato de etila, acetona, metanol e 4gua
foram ressuspensos em agua destilada e DMSO (5
pL/mL) nas concentragdes de 800, 400 e 200 ppm.
Extratos obtidos com hexano e diclorometano nao
foram utilizados devido a sua baixa solubilidade em
agua. As solugdes aquosas preparadas foram entdo
utilizadas para os bioensaios de crescimento.

Bioensaios de crescimento

Os bioensaios de crescimento inicial foram
conduzidos em latossolo vermelho coletado em area
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natural de Cerrado, préximo ao local de ocorréncia
dos individuos de barbatimao. Este solo foi peneirado
para remocdo de pedras e residuos vegetais,
homogeneizado e utilizado como substrato para os
experimentos de crescimento. Para o experimento
com solo esterilizado foi realizada autoclavagem em
trés ciclos de 30 minutos a 120°C. Solo autoclavado
e ndo autoclavado foram distribuidos em recipientes
com capacidade de 20g de substrato e em cada um foi
adicionado o volume de extrato correspondente a 80%
da capacidade de campo (previamente determinada).

Asespécies-alvo utilizadas foram sorgo (Sorghum
bicolorL.)erabanete (Raphanus sativus L.). Sementes
obtidas comercialmente foram dispostas para
germinar em agua destilada, a 30°C com fotoperiodo
de 12 horas. Sementes germinadas, cuja radicula
tivesse aproximadamente 2 mm em comprimento,
foram selecionadas para os experimentos visando
estudar o efeito dos extratos apenas no crescimento
das espécies alvo. Duas sementes de cada espécie
foram dispostas separadamente nos recipientes com
solo e extrato a serem testados. Cada extrato consistiu
em um tratamento, cada qual com trés diluigdes
(200, 400 e 800 ppm) e sete repeticdes, tanto para
solo autoclavado como para ndo autoclavado,
para cada espécie-alvo. Como controle positivo
foi usado o herbicida ndo seletivo Glifosato® nas
mesmas concentra¢des dos extratos, e como controle
negativo, agua destilada.

O experimento foi conduzido em cdmara de
crescimento (Precision Scientific®) por cinco dias, a
30°C e fotoperiodo de 12 horas, mantendo-se 80%
da capacidade de campo do solo nos recipientes
com regas didrias. Apos cinco dias, foram medidos
os comprimentos das partes aérea ¢ radicular. Estas
medidas foram transformadas em porcentagem
de inibicdo em relagdo ao controle negativo. O
experimento foi feito em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e os dados foram analisados
usando por ANOVA (Analise de Variancia) seguido
do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo encontrou-se que a microbiota do
solo reduz o efeito inibitorio dos extratos aquosos de
folhas do barbatimao, visto que em solo autoclavado
os extratos aquosos foram mais inibitorios do
crescimento das plantulas de sorgo e de rabanete que
em solo nao autoclavado (Figs. 1, 2).

Os efeitos inibitorios tornam-se mais evidentes
quando se compara o crescimento radicular das
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plantulas em teste. Estes resultados sugerem que
a microbiota do solo atua absorvendo, degradando
ou inativando moléculas bioativas presentes nos
extratos. O uso de agua como solvente promove a
extracdo de moléculas de natureza mais polar, além
de carboidratos, proteinas e compostos glicosilados.

Natural

N

~

Considerando que este procedimento mais se
aproxima ao processo de lixiviagdo de moléculas
polares por efeito das chuvas, a agdo da microbiota
neste caso estaria sendo provavelmente facilitada em
condigOes naturais, interferindo significativamente
na acdo fitotoxica de tais moléculas quando liberadas
ao solo.
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Fig. 1. Porcentagem de inibi¢ao do crescimento inicial das partes aérea e radicular de Sorghum bicolor L. crescidas durante cinco dias
sob influéncia de extratos de folhas de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville de diferentes polaridades em substrato solo nao
autoclavado (natural) e autoclavado. * Indica diferengas significativas em relagdo ao controle. Tamanho médio (+ desvio padrao) das
plantulas crescidas em agua destilada: parte aérea: 3,60 + 0,4 cm; parte radicular: 7,30 + 1,22 cm.
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Fig. 2. Porcentagem de inibigdo do crescimento inicial das partes aérea e radicular das plantulas de Raphanus sativus L. crescidas
durante cinco dias, sob influéncia dos extratos de folhas de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville de diferentes polaridades em
substrato solo ndo autoclavado (natural) e autoclavado. * Indica diferengas significativas em relagdo ao controle. Tamanho médio (+
desvio padrdo) das plantulas crescidas em agua destilada: parte aérea: 3,51 + 0,43 cm; parte radicular: 2,70 = 0,26 cm.

Emrelagao aos extratos preparados com solventes
de menor polaridade (acetato de etila, acetona e
metanol), os resultados dependeram da espécie-
alvo utilizada. No caso do sorgo, a microbiota do
solo aparentemente potencializa a fitotoxicidade dos
extratos, visto que a autoclavagem do solo, na maior
parte dos tratamentos e concentragdes, reduziu a
atividade inibitéria dos extratos em comparagdo aos
tratamentos conduzidos com solo ndo autoclavado
(Fig. 1). Estes efeitos sd3o mais evidentes no
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crescimento radicular que no crescimento aéreo das
plantulas em teste, um padrao de interferéncia no
crescimento frequentemente relatado em estudos de
natureza alelopatica (Ferreira, 2004).

No caso do rabanete, de uma maneira geral a
autoclavagem do solo aumentou a ag@o inibitoria dos
extratos foliares de barbatimado sobre o crescimento
inicial desta dicotiledonea, principalmente no que
se refere a parte radicular (Fig. 2), sugerindo que a
microbiota do solo atua reduzindo o efeito inibitorio
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dos extratos foliares de barbatimao no crescimento do
rabanete, efeito este similar ao observado com o uso
de extratos aquosos. A maior inibi¢do do crescimento
radicular dessa espécie em solo autoclavado pode
ter sido responsavel pelo estimulo (indireto) do
crescimento da parte aérea das plantulas em teste.
Observou-se que, na maior parte dos casos, as
plantulas tratadas com os extratos de barbatimao em
solo autoclavado apresentaram maior crescimento
aéreo em comparacao ao controle em agua destilada
(Fig. 2).

Considerando que o crescimento inicial desta
dicotiledonea depende, em boa parte, dos recursos
provenientes dos cotilédones (reservas e atividade
fotossintética), € possivel que a inibi¢do do
crescimento radicular por parte dos extratos tenha
resultado na redugdo do transporte de solutos para
o sistema radicular e, consequentemente, maior
disponibilizagdo de recursos para a parte aérea, o que
promoveu o seu maior crescimento em relagdo ao
crescimento verificado no controle negativo (Fig. 2).

O wuso de extratos aquosos tem sido
recomendado em estudos alelopaticos. Trata-se
do procedimento que mais se aproxima de uma
situacdo natural, quando a chuva ou umidade
do ambiente remove dos tecidos das plantas
as substancias potencialmente alelopaticas
(Ferreira, 1998, 2004; Inderjit & Weston, 2000;
Inderjit & Callaway, 2003). No presente estudo
encontrou-se que a microbiota do solo atua
reduzindo o potencial fitotoxico de extratos
aquosos no crescimento inicial de sorgo e
rabanete, principalmente no que se refere ao
crescimento radicular.

O metanol, entre outros solventes organicos,
tem sido utilizado em estudos fitotdéxicos para
a extracdo de principios ativos (Souza Filho et
al., 2005, 2010). Se, por um lado, este tipo de
procedimento se afasta da alelopatia, por outro
facilita o processo de busca e identificacdo
de moléculas bioativas através de técnicas
cromatograficas (Borghetti et al., 2013). O uso
de solventes organicos, como o acetato de etilo,
diclorometano e hexano, possibilita a busca de
moléculas ativas em faixas de polaridade mais
amplas, procedimento classico de laboratdrios e
empresas que buscam por principios ativos em
plantas (Macias ef al., 2003).

Os resultados apresentados neste trabalho
enaltecem a importancia de se testar a atividade e
estabilidade de fragdes e moléculas bioativas de
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extratos de plantas tanto em substrato solo, como
sobre o desenvolvimento de diferentes espécies-
alvo. Fragoes ativas podem ser encontradas em
extratos preparados com cloroférmio, acetato de
etilo (Silva et al., 2006; Hernandes-Terrones et
al., 2007), diclorometano (Hernandes-Terrones
etal., 2007) e metanol (Souza-Filho et al., 2010).
Assim, identificar quais fracdes sdao menos
afetadas pelas condigdes de solo ¢ importante
para direcionar a busca por substancias que
sejam mais estdveis neste tipo de substrato,
otimizando a busca por moléculas bioativas de
maior estabilidade sob condigdes naturais.

Ousodeespécies que coexistam naturalmente
¢ outra premissa em estudos alelopaticos
(Ferreira, 2004; Inderjit & Weston, 2000; Inderjit
& Callaway, 2003). Entretanto, para bioensaios
fitotoxicos que avaliam a atividade biologica de
extratos, ou mesmo de moléculas, recomenda-se
optar por espécies-alvo de facil obtenc¢ao e pronto
uso, que tenham germinacdo e crescimento
rapido, e que produzam resultados répidos e
reproduziveis (Pennacchio et al., 2005). Macias
et al. (2000) obtiveram resultados satisfatérios
utilizando as espécies cultivadas Daucus carota
L., Lactuca sativa L., Lycopersicon esculentum
L., Allium cepa L., Triticum aestivum L. e Zea
mays L. O gergelim (Carvalho et al., 2001) e o
sorgo (Carmo et al., 2007), também atendem a
esses Critérios.

Neste estudo, encontrou-se 0 sorgo como uma
potencial alternativa para estudos fitotoxicos e
alelopaticos preliminares com monocotiledoneas.
Suas sementes sdo pequenas, de facil obtencdo no
mercado, apresentam germinagao rapida e uniforme,
e o crescimento inicial das mudas ¢ também rapido
¢ homogéneo. Além disto, conforme apresentado,
as plantulas sdo sensiveis aos extratos de diversas
polaridades, mostrando boa uniformidade nas
respostas aos extratos testados.
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