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RESUMO - Objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial alelopatico do extrato metandlico e da fragdo hexana, cloroformio, acetato de etila
e fragdo hidrometanolica das folhas de Stryphnodendron adstringens, conhecida como barbatimao, na germinagao e crescimento inicial de picao-
preto, assim como também o teor de flavondides e fendis. As sementes de picdo-preto foram distribuidas sobre papel germitest, umedecido com 2 mL dos
extratos, em placas de petri e estas mantidas em camara do tipo B.O.D. regulada a temperatura de 25 °C e luz branca constante. As avaliagdes consistiram de:
porcentagem de germinagdo, comprimento de raiz primaria e de hipocétilo das plantulas. O extrato metanélico apresentou efeito supressivo mais efetivo
sobre a germinagao e o crescimento de plantulas de picao-preto, indicando que somente o efeito sinérgico dos compostos das folhas de barbatimao
pode ser capaz de inibir o estabelecimento do picao-preto. O extrato apresentou alto teor de fenois e flavonoides.

Palavras-chave: Bidens pilosa, efeito inibitorio, planta medicinal

ABSTRACT - Allelophaty potential of Stryphnodendron adstringens (Mart). Coville on seed germination and initial growth of hairy
beggartick. We assessesed the allelopathic potential of the methanol extracts and hexane, chloroform, ethyl acetate and hydromethanic fractions
from Stryphnodendron adstringens leaves, known as barbatimao, on seed germination and initial seedling growth on hairy beggartick, as well as
the content of flavonoids and phenols. Hairy beggartick seeds were distributed on germitest paper, moistened in 2ml of extract in petri dishes, and
stored in a B.O.D germinator at 25 °C with constant white light. The evaluations consisted of percent germination, primary root length and hypocotyl
of seedlings (cm). The methanolic extract presented a more effective suppressive effect on the germination and growth of seedlings, indicating that
only the synergistic effect of the barbatimon leaf compounds may be able to inhibit the establishment of the hairy beggartick. The extract had high

content of phenols and flavonoids.

Keywords: Bidens pilosa, inhibitory effect, medicinal plant

INTRODUCAO

As agoes antropicas frequentemente modificam a
paisagem natural e auxiliam a invasdo e proliferacdo de
espécies vegetais exoticas, que competem por nutrientes,
agua e luz e podem causar sérios prejuizos a flora nativa
e a produtividade das culturas (Vicente ef al. 2014).
Em alguns biomas brasileiros, como o Cerrado, onde a
ocupacgao por espécies invasoras aumentou intensamente,
houve diminuigdo da densidade de plantas que compdem
a fitofisionomia nativa (Almeida Neto et al. 2010).

Diante da necessidade de conciliar o controle de plantas
indesejaveis com a manutencao da satide animal e vegetal,
aprospecc¢ao da atividade alelopatica de espécies vegetais
pode ser uma contribuicdo aos métodos tradicionais de
controle de plantas daninhas, desde que os compostos
liberados ndo prejudiquem o estabelecimento da cultura de
interesse agrondmico. Dentre as plantas de dificil controle,
destaca-se o picdo-preto (Bidens pilosa L. - Asteraceae)
que ¢ uma planta herbacea originaria da América do
Sul, mas que atualmente encontra-se distribuida em
areas tropicais e subtropicais em todo o mundo (Xuan

& Khanh 2016). No Brasil, esta presente em quase todo
territdrio, porém, concentra-se nas areas agricolas das
regides Sul e Centro-Oeste, na qual constitui em uma das
mais importantes plantas daninhas de culturas anuais e
perenes, sendo apontada como tal em mais de 40 paises.
Bidens pilosa ¢ uma invasora bastante agressiva, cuja
reprodugdo ocorre via sementes, possui crescimento rapido
e pode ser encontrada durante todo o ano, mas as maiores
infestacdes ocorrem durante a primavera e verao. Estudos
recentes tém demonstrado que os efeitos prejudiciais de
B. pilosa ocorrem com a liberagdo de aleloquimicos das
folhas, parte aérea, exsudacao pelas raizes e emissao de
compostos volateis para a rizosfera, os quais impedem a
germinagao e o estabelecimento de plantulas de outras
espécies (Zhang et al. 2016).

Muitas plantas medicinais apresentam efeito alelopatico,
e este pode ser direto ou indireto, danoso ou benéfico,
que uma planta exerce sobre outra pela producdo de
compostos quimicos liberados no ambiente. A atividade
dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao
uso de herbicidas, inseticidas ¢ nematicidas, cujo uso
intensivo e indiscriminado pode representar implicagdes
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negativas ao ambiente, a saide humana e animal, além
de representar uma parcela significativa dos custos de
producdo e da selecdo de bidtipos tolerantes e resistentes
(Inoue et al. 2009). A maioria destas substancias provém
do metabolismo secundario, porque, na evolugdo das
plantas, representaram alguma vantagem contra a a¢ao
de microrganismos, virus, insetos e outros patégenos ou
predadores, seja inibindo a acdo destes ou estimulando o
crescimento ou desenvolvimento das plantas (Ferreira &
Aquila 2000).

Ha diversos registros com o objetivo de identificar e
caracterizar a influéncia alelopatica de plantas medicinais
sobre o estabelecimento de plantas daninhas, como foi
relatado o efeito inibitdrio do 6leo essencial de manjericao
branco (Ocimum americanum L. ¢ O. canum Sims) (Souza
Filho et al. 2009) e de extratos a partir da casca, folhas
e galhos de Copaifera duckei Desf., C. martii Desf. e
C. reticulata Desf. sobre a germinagdo e o crescimento
inicial de malicia (Mimosa pudica L.) e mato-pasto [Senna
obtusifolia (L.) Irwin] (Souza Filho et al. 2010); o extrato
aquoso das raizes e folhas de Crinum americanum L.
reduziu a germinagdo e aumentou o tempo médio de
germinagdo de picdo-preto (Bidens pilosa L.), capim-
arroz Echinochloa crusgalli (L.) P. Beauv. e corda-de-
viola Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell (Ribeiro
et al. 2009).

Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville
(Leguminosae), conhecida como barbatimao, ¢ uma
arvore nativa do Cerrado do Brasil Central (Lorenzi 2008,
Corréa et al. 2012). A espécie apresenta casca rica em
tanino, com ag¢do antiinflamatoria e cicatrizante, sendo
utilizada combate de hemorragias uterinas e afeccoes
vaginais (Lisboa et al. 2006, Lorenzi 2008). Silva et al.
(2006) relataram que os extratos de folhas de barbatimao
inibiram a germinag@o de sementes de picdo-preto e ndo
apresentaram efeito alelopatico sobre sementes de cultura
de interesse como feijado e milho. Os autores concluiram
que a espécie apresenta potencial alelopatico e que os
compostos inibidores da espécie sdo objeto de estudo para
futuras pesquisas.

Diante da importancia da espécie e da agdo alelopatica
jé descrita, objetivou-se avaliar o potencial alelopatico do
extrato metanolico das folhas e de fragdes resultantes do
particionamento destas, na germinagao e crescimento inicial
de picao-preto, assim como avaliar o teor de flavondides
e fendis.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Folhas de barbatimao foram coletadas de nove matrizes
adultas e sadias, localizadas na fazenda Santa Madalena (S
22°08°25” W 55°08°17”) em Mato Grosso do Sul, Brasil,
durante o verao (margo de 2014). O clima na regido, segundo
a classificagdo de Koppen (1948) ¢ do tipo Cwa (mesotérmico
umido), precipitacdo média anual de 1510 mm e a temperatura
média anual é de 22,4°C. A identificagdo da espécie foi

realizada ¢ uma exsicata foi depositada no Herbario da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) sob o
ntimero DDMS152. Apds a coleta e identificagdo, o material
vegetal foi levado ao Laboratorio de Plantas Medicinais da
UFGD onde foram realizadas as extragoes.

Obtencao do extrato e fracoes

O material vegetal (613 g) foi desidratado em estufa
de ar circulante em temperatura de 45 £ 5 °C por 48 horas e,
posteriormente, triturado em moinho de faca tipo Willey e
submetido a extrag¢ao exaustiva a frio em metanol absoluto
1: 8 (material seco: metanol). O material foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida
a temperatura de aproximadamente 39 °C, obtendo-se
o extrato metandlico (55 g). Parte do extrato (23,85 g)
foi dissolvido em uma mistura de MeOH/H,O 1:1 (200
mL) e extraida sucessivamente com hexano (3x50 mL),
cloroféormio (3x50 mL) e acetato de etila (3x50 mL),
fornecendo, ap6s evaporagao dos solventes em evaporador
rotativo, as fragdes hexanica (FH), cloroformica (FCI),
acetato de etila (FAc) e hidroalcodlica (FHi).O extrato
e/ou fragdo com maior potencial de inibi¢do de picdo-preto
foi caracterizado pelo espectro de absorc¢do na regido do
infravermelho (IV) em espectrofotémetro BOMEN, modelo
MB-séries, em pastilhas de KBr, na regido de 400 a 4000 cm
I (Silverstein & Webster 2000) e submetido a analise para
determinac@o de teor de fenois e flavondides.

Avaliagao do efeito alelopatico

Para avaliar o efeito alelopatico do extrato metandlico
e posteriormente das fracdes, foram utilizadas sementes
de picao-preto coletadas no Horto de Plantas Medicinais
(HPM). Inicialmente, as sementes foram desinfestadas com
solugdo de hipoclorito de sodio, a 10%, durante 20 minutos
e em seguida, foram lavadas em 4gua corrente durante 3
minutos. Os bioensaios foram realizados em placas de Petri
(9,0 cm de diametro) previamente esterilizadas e revestidas
com duas folhas de papel Germitest, utilizando-se trés
repeticoes de 25 sementes, sendo em seguida acondicionadas
em camara de germinagdo do tipo Biochemical Oxygen
Demand (B.0.D.) sob temperatura de 25 °C e luz branca
constante (Brasil 2009). Em cada placa foram adicionados
2 mL das amostras (1%), diluidos em solvente (metanol) e,
apos a sua evaporacao foram adicionados 2 mL de Tween
80 (100mg mL") em cada placa. O tratamento controle
foi realizado utilizando somente solugdo de Tween 80.

O potencial alelopatico foi avaliado pela contagem
de germinagdo ao quatro (primeira contagem) e sete dias
(contagem final) apds a semeadura, sendo consideradas
germinadas as sementes com 2 mm de protrusdo radicular.
Para a avaliagdo do comprimento da raiz primaria ¢
de hipocoétilo (cm) de plantulas, dez sementes foram
posicionadas na por¢do mediana em trés placas de Petri
contendo os extratos citados anteriormente e ao final de
sete dias, as medidas foram tomadas com auxilio de régua
graduada em milimetros. O delineamento experimental foi
o inteiramente casualizado. A normalidade dos residuos
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e a homogeneidade entre as variancias foram testadas,
e os dados submetidos a analise de variancia e, quando
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

Determinagao de fendlicos totais - a concentragdo em
fenolicos totais da amostra foi determinada pelo Método
Folin-Ciocalteu’s (Singlenton & Rossi 1965). Para os
testes, a cada 100 mL de amostra adicionou-se 1,5 mL
de solugdo aquosa de carbonato de so6dio 2%, 0,5 mL
de reagente Folin-Ciocalteau (1:10 v/v) e 1 mL de agua
destilada, com reago por 30 minutos. A leitura foi realizada
no espectrofotometro com comprimento de onda de 760
nm. O mesmo procedimento foi empregado na analise do
branco, sendo substituidos 100 mL de amostra por 100
mL de metanol (Djeridane et al. 2006). Para calcular a
concentragdo de fendis, uma curva analitica foi elaborada
(1,05 5,0; 10,05 15,0; 30,0 e 40,0 mg) empregando o acido
galico como padrao e as respectivas absorbancias foram
lidas. O procedimento experimental realizado com o padrao
foi 0o mesmo utilizado para as amostras. A regressao linear
foi realizada, a qual teve seus dados empregados no céalculo
das amostras reais. Todos os testes foram realizados em
triplicata.

Teste de flavonoides

Para o teste de flavonoides, a cada 500 mL das amostras
adicionaram-se 1,50 mL de alcool etilico 95%, 0,1 mL
de cloreto de aluminio 10% (AICL,.6H,0), 0,10 mL de
acetato de sodio (NaC,H,0,.3H,0) (1 mol L") € 2,80 mL
de 4gua destilada, com posterior reagdo a temperatura
ambiente por 40 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotometro com comprimento de onda de 415
nm. O mesmo procedimento foi empregado na analise do
branco (Lin & Tang, 2007). Para calcular a concentragao
de flavonoides uma curva analitica foi elaborada (2,5; 5,0;
10,0; 20,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 125,0 mg) empregando a
quercetina como padréo e as respectivas absorbancias foram
lidas. A regressao linear foi realizada, a qual teve seus
dados empregados no calculo das amostras reais. Todos
os testes foram realizados em triplicata. Os resultados
obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e quando
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato metanolico e as fragdes resultantes do
particionamento de folhas de barbatimao influenciaram
significativamente a germinag@o das sementes de picdo-
preto (Fig. 1A). Os resultados de primeira contagem
demonstram efeito supressor do extrato metanélico sobre
a germinacao das sementes de picao-preto sendo que ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre as demais
fragdes utilizadas e o controle.

O efeito supressivo sobre a germinagdo das sementes
de picdo-preto foi observada principalmente ao final

da avaliagdo, pelo efeito do extrato metanoélico e pela
fragdo cloroformio, que apresentaram efeito supressivo
de 65 ¢ 35%, respectivamente, quando comparados ao
controle que apresentou 98% de germinagao, ndo diferindo
significativamente das fragdes hexano, acetato de etila e
hidrometanolica. Silva et al. (2006) também observaram
inibi¢do de 100%de germinacado de sementes de picao-preto
submetidas ao fracionamento de folhas de barbatiméo,
sendo verificada reagdo positiva para terpenoides e negativa
para alcaloides, flavonodides e compostos fenolicos.
As fragdes em hexano e n-butanol praticamente ndo
apresentaram atividade supressiva sobre a germinagdo. Os
autores concluiram que os compostos inibidores estavam
presentes nas fragdes cloroformio e acetato de etila.

De acordo com Ribeiro (2011), os pardmetros utilizados
para inferir sobre o efeito alelopatico nao podem ser aplicados
isoladamente para explicar a alelopatia, mas a analise conjunta
das caracteristicas e de suas alteragdes pode apresentar o
impacto das substancias na redu¢do do crescimento ou na
sobrevivéncia da planta. Possivelmente, os efeitos alelopaticos
das folhas de barbatimdo sobre a germinagdo de sementes
de picao-preto podem ser atribuidos as interferéncias que
paralisaram ou retardaram os processos metabolicos que
culminam com a protrusdo radicular. De acordo com Ferreira
(2004), as alteragdes no padrio de germinagdo podem
resultar de efeitos sobre a permeabilidade de membranas,
a transcrigdo ¢ tradugdo de DNA; do funcionamento de
mensageiros secundarios; da respiragdo, por sequestro de
oxigénio; da conformacdo de enzimas ¢ de receptores, ou
ainda, da combinagdo desses fatores.

O efeito supressivo do extrato metanolico das folhas
sobre as sementes de picao-preto foi confirmado pela
analise de comprimento de radicula (Fig. 1B), o qual
proporcionou comprimento radicular inferior a 1,1 cm.
Para esta caracteristica, nao foram observadas diferengas
significativas entre as demais fragdes utilizadas e o controle,
que apresentou comprimento médio acima de 2,7 cm. Esses
resultados permitem inferir que a supressao do crescimento
radicular seja um aspecto ecologico importante, uma vez
que, ocorre reducdo na pressdo competitiva da planta,
o que favorece as espécies vizinhas, que podem assim
estabelecer aspectos de dominancia.

Resultados semelhantes foram encontrados para
o crescimento de hipocétilo, evidenciando o potencial
alelopatico do extrato metanolico das folhas sobre a parte
aérea de plantulas de picao-preto (Fig. 1C). De acordo com
Ferreira (2004) o efeito morfologico dos aleloquimicos
sobre as plantas é somente uma sinalizagdo secundaria de
mudangas anteriores, em niveis moleculares e celulares.
Deve-se salientar que a emergéncia da plantula e o seu
crescimento sdo as fases mais sensiveis na ontogénese
do individuo e que a parte aérea futuramente determinara
a formagao do orgdo fotossintetizante da planta, que
consequentemente, estara apta para a sobrevivéncia de
acordo com as condi¢des fisicas ambientais.

Assim, a presenca de substincias com efeito
alelopatico em folhas de barbatimao pode representar
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Figs. 1A-C. Germinagdo e crescimento inicial de picao-preto. A.
Germinacdo aos quatro dias e aos sete dias de sementes de Bidens pilosa
L.; B. Comprimento de radicula (cm); C. comprimento de hipocétilo (cm)
de plantulas de picao-preto submetidas ao extrato metandlico (EM), fragéo
hexano (FH), fragao cloroformio (FCl), fragdo acetato de etila (FAct) e
fragéo hidrometanolica (FHidro) de Stryphnodendron adstringens (Mart).
Coville (p > 0,05).

uma caracteristica de adaptacdo para a espécie. As
respostas morfofisioloégicas das plantas, como rapida
expansao da folha e desenvolvimento de compostos
secundarios, entre outros, sdo também consideradas
defesas contra a herbivoria (insetos e mamiferos). De
acordo com Melo ef al. (2004), as plantas de florestas
tropicais podem apresentar entre 5 e 20% do peso seco
das folhas formada por compostos secundarios, como
taninos, alcaldides e terpenos, o que significa que as
plantas investem uma grande parte de sua energia na
elaboracao desses compostos.

Por meio dos testes de germinacao e de crescimento de
plantulas de picao-preto verificou-se que a medida que se

aumentou a polaridade dos solventes, ou seja, foram sendo
extraidos os compostos mais polares, o efeito supressivo
ndo foi se acentuando. No entanto, vale ressaltar que
o extrato metanolico foi o mais efetivo em suprimir a
germinacdo e o crescimento de plantulas de picdo-preto,
0 que possibilita enfatizar que somente o efeito sinérgico
dos compostos da folha de barbatimao pode ser capaz de
inibir o estabelecimento do picao-preto.

Apos a determinagdo do efeito alelopatico de
barbatimao, efetuou-se a determinagao dos teores de fenodis
totais e de flavonodides. Os resultados de fenois foram
expressos como equivalentes ao acido galico (mg g de
extrato) e para flavonoides em mg equivalente de quercetina
(mg g'de extrato). No ensaio, os valores médios de teor
de fenolicos totais e de flavonodides no extrato metanolico
foram de 1034,90 ¢ de 846,17 mg g’', respectivamente.
A composic¢ao quimica de barbatimdo tem sido bastante
investigada, apresentando 3-flavanol, prodelphinidinas e
prorobinetinidinas (Mello et al. 1996a, 1996b).

A analise das absorg¢des no espectro no infravermelho
(Fig. 2) permite concluir que o extrato metanélico contém
substancias com grupos hidroxila, anel aromatico, grupos
alifaticos, grupos C=C e ligagdes C-O de alcoois, éteres
ou ésteres. O aproveitamento total destes fitoconstituintes
podera ser investigado por meio de estudos adicionais
dos parametros empregados no processo de extracdo
como razdo solvente: massa, tempo de extracdo e
numero de re-extragdes. Segundo Rice (1984), dentre os
compostos polares, os fenodlicos e derivados correspondem
a classe de metabolitos secundarios na qual se encontra a
maior parte dos compostos apontados como tendo atividade
alelopatica, compreendendo desde fenois simples até taninos
de estrutura complexa. Compostos fenélicos especificos
sdo correlacionados com alteragdes na atividade de
fitohormonios, divisdo celular, sintese organica, fluxo
de carbono, conteudo de clorofila, absor¢ao de dgua e
nutrientes. Acido feralico, acido benzbico, acido galico,
acido cinamico, cumarinas e alguns polifendis sdo citados
entre os mais importantes aleloquimicos (Einhellig 1995,
Chou ef al. 1998). Os favonoides representam uma
importante classe de polifendis com forte atividade
biologica, dentre elas, controle de agdo de hormodnios
vegetais, agentes alelopaticos e inibidores enzimaticos,
além de interferirem na sintese de ATP mitocondrial e
no transporte de elétrons nos cloroplastos (Moreland
& Novitzky 1987).

Contudo, ndo se pode afirmar que a presenga destes
compostos no extrato metanolico do barbatimao tenha
ocasionado o efeito alelopatico sobre as sementes de
picdo-preto, visto que ndo foram testadas substincias
isoladamente, podendo interagir sinergicamente ou
antagonicamente com outras substancias.

O extrato metanolico apresenta maior atividade
alelopatica inibitdria sobre a germinagao e o crescimento
inicial de plantulas de picao-preto, possivelmente pelo
efeito sinérgico dos compostos presentes.
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Fig. 2. Espectro de infravermelho (IV) do extrato metandlico (EM) das folhas de Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville.
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