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RESUMO: A alelopatia é uma estratégia da planta para sua defesa e delimitacao ter-
ritorial, muito comum em plantas daninhas. O gervao (Stachytarpheta cayennensis)
¢ uma espécie de planta daninha frequente em dreas de cultivo e urbanas na regido
amazonica do Brasil. Poucos trabalhos sobre alelopatia tém destacado as alteracoes
anatdomicas que os metabolitos secunddrios causam nas plantas afetadas. O objeti-
vo desse trabalho foi analisar a agdo alelopdtica de cinco concentracoes de extrato
alcodlico (0; 0,5; 1; 2; e 4%) de S. cayennensis a nivel de alteracdes anatdmicas em
plantulas de Cucumis sativus. Os resultados evidenciaram aumento de espessura
nas estruturas anatomicas dos 6rgaos analisados de pepino em extratos aquosos e al-
coolicos, demonstrando acentuado espessamento conforme o aumento das concen-
tracdes dos extratos da espécie em estudo. A confirmacio de que a liberagio dessas
substancias intervém no desenvolvimento de C. sativus serve como importantes in-
formacoes a serem utilizadas no desenvolvimento de estratégias alternativas ao uso
de herbicidas em outras culturas, visando o manejo ecoldgico de plantas daninhas.
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ALCOHOL EXTRACTS OF Stachytarpbeta cayennensis CAUSE
ANATOMIC CHANGES IN CUCUMBER SEEDLINGS

ABSTRACT: Allelopathy is a strategy of plants to defend and delimit their territory,
greatly common in weeds. The snakeweed (Stachytarpbeta cayennensis) is a type of
weed widely found in cultivation areas and in urban areas in the Brazilian Amazon.
Only few researches on allelopathy deal with anatomic changes that secondary me-
tabolites cause on the affected plants. Current paper analyzes the allelopathic activ-
ity of five concentrations of the alcoholic extract (0; 0,5; 1; 2; 4%) of S. cayennensis
at the level of anatomic changes in Cucumis sativus seedlings. Results evidence an
increase in thickness of anatomic structures of the organs in aqueous and alcoholic
extracts, revealing pronounced thickness as concentrations of the extract increase.
The release of compounds that interfere in the development of C. sativus is an im-
portant datum to be employed in the development of alternative strategies instead
of herbicides in other cultivations by an ecological management of weed.

KEY WORDS: Allelopathy; Anatomy; Weeds.
INTRODUCAO

Ao longo do tempo, tem-se comprovado que algumas espécies de plantas
produzem substincias quimicas com propriedades que afetam beneficamente ou
maleficamente outras espécies. A esta propriedade foi dado o nome de alelopatia.
Assim, esse efeito benéfico ou inibitorio de uma planta sobre outra, através da pro-
ducio de substincias quimicas provenientes do metabolismo secundirio, ¢ liberado
no ambiente e ocorre naturalmente em comunidades de plantas, podendo também
interferir no desenvolvimento dos cultivos agricolas (CHOU, 1999; WALLER, 1999;
REIGOSA et al., 2013).

Esses compostos se encontram distribuidos em concentracoes variadas nas
diferentes partes da planta, e ao longo do seu ciclo de vida, ou de seus estigios feno-
légicos, as concentragoes dos aleloquimicos podem sofrer incrementos ou reducoes
(GOLDFARB et al., 2009). Todas as partes das plantas podem conter compostos ale-
lopaticos, podendo ser encontrados nas folhas, caules aéreos, rizomas, raizes, flores,
frutos e sementes de diversas espécies, mas as folhas e as raizes sio as fontes mais
importantes de aleloquimicos (BLUM, 2011).
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A aleloquimica e os estudos relacionados tém sido intensamente pesquisa-
dos visto que podem ser a chave para a descoberta de substincias de origem vegetal
que propiciem o desenvolvimento de produtos e praticas alternativas para o cultivo
de espécies agricolas (BURG; MAYER, 2006; REZENDE et al., 2016). Teoricamente,
os metabdlitos secunddrios com atividades alelopdticas podem ser utilizados direta-
mente na formulagio de bioherbicidas ou serem modificadas, visando o aumento de
suas atividades bioldgicas (SOUZA FILHO; ALVES, 2002; INDERJIT; NIELSEN, 2003;
LIMA et al., 2010).

No entanto, a maioria das pesquisas em alelopatia refere-se ao efeito alelo-
quimico sobre a germinacdo € o crescimento da planta teste, ndo considerando os
efeitos celulares relacionados as mudancas fisioldgicas do sistema da planta-teste
(PRATES et al., 2001; TEERARAK et al., 2010).

Diante da resisténcia ou tolerancia de certas espécies aos metabolitos secun-
darios com fung¢do de aleloquimicos, foram padronizadas algumas espécies como
plantas indicadoras ou plantas-teste, como € o caso do pepineiro (Cucumis sativus
L.). Esta espécie caracteriza-se por apresentar germinacao rapida e uniforme e um
grau de sensibilidade com o qual se permitem expressar resultados a baixas con-
centracoes (FERREIRA; AQUILA, 2000). Além disso, permite cortes anatdmicos de
qualidade.

Na regido amazonica, especialmente no Norte do Estado do Mato Grosso,
uma espécie, da familia Verbenaceae, vem se destacando. Esta espécie, também co-
nhecida como gervao (Stachytarpheta cayennensis Rich. Vahl), que outrora era uti-
lizada apenas como planta medicinal, tem causado transtornos nos cultivos de espé-
cies anuais e perenes na regiao, especialmente em dreas onde se pratica a agricultura
familiar. E uma espécie tipica de dreas secas e recentemente foi considerada planta
daninha (LORENZI; MATOS, 2008). De acordo com Kremer et al. (2018), trata-se de
uma infestante de pastagens e dreas de cultivo, muito comum nas regioes Sudeste,
Norte e Centro-Oeste do Brasil.

Objetivou-se, na presente pesquisa, caracterizar anatomicamente raizes,
caules e folhas de plantulas de pepineiro submetidas a extratos alcéolicos de S.
cayennensis, procurando identificar possiveis alteragoes anatomicas ocasionadas
pelo efeito alelopdtico da espécie testada.
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2 MATERIAL E METODOS

Plantas adultas de Stachytarpheta cayennensis foram coletadas na zona pe-
ri-urbana do municipio de Alta Floresta, extremo Norte do Estado de Mato Grosso,
localizada na Latitude 09°52°32”S e Longitude 56°05°10”'W, e altitude de 280 m aci-
ma do nivel do mar. O clima da regido € do tipo Am, segundo a classificacio Koppen,
tropical chuvoso com nitida estagio seca (ALVARES et al., 2013).

Logo em seguida, o material foi levado para o laboratorio, sendo lavadas
em 4gua corrente. Estas foram separadas em raizes, caules e folhas e posteriormente
embaladas separadamente em sacos de papel kraft. Em seguida os materiais foram
levados para estufa de circulagio forcada de ar a temperatura de 50 °C por 120
horas, posteriormente triturados em moinho tipo Willey e acondicionadas em reci-
pientes pldsticos. Os recipientes com o material obtido foram mantidos em cimara
refrigerada a temperatura de 10 °C até o momento da sua utilizagdo.

Foi utilizado Cucumis sativus (pepino), variedade caipira, como planta
teste. As sementes de pepino, livres de tratamento quimico, foram adquiridas no
comércio local, sendo a germinacio testada previamente (98%).

O material vegetal da planta daninha em pé foi submetido a extracio da
seguinte maneira: separadamente, o pé de cada parte da planta foi macerado (1:25
pv'), sendo mantido submerso em etanol a 70%, durante sete dias. Apds esse perio-
do, os macerados foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo (modelo
801, Fisatom, Brasil), sob pressio reduzida (600 mmHg) e temperatura de 50 °C.

Os extratos brutos alcodlicos na forma de pé foram obtidos ap6s liofilizacio
(Liofilizador modelo LL 1500, Heto, Itilia). Nesse processo, a passagem do estado
liquido ocorreu diretamente para o estado solido, resultando a matéria seca que
posteriormente foi pesada e diluida nas concentragoes 0,5; 1; 2; e 4%. Além disso,
acrescentou-se o grupo controle (em dgua destilada), constituindo-se assim cinco
concentracoes.

O rendimento (R) do extrato bruto alcodlico de cada parte da planta foi
calculado, utilizando-se a seguinte equacio (DURLING et al., 2007).

Cada 10 mL de extrato hidroalcodlico correspondeu a 1,0 g de produto
extraido.
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R(%): [M]. 100 (01)
qm(g)

Onde: R = Rendimento; ps = peso seco; ge = quantidade de extrato obtido;
gp = quantidade de p4 utilizado.

Posteriormente, foram distribuidas as 25 sementes de pepino em caixas de
acrilico transparente tipo gerbox, forradas com duas folhas de papel germitest, le-
vadas e distribuidas em camara de germinagio tipo BOD em delineamento inteira-
mente casualizado, com quatro repeticoes, em esquema fatorial 3 x 5 (trés partes da
planta e cinco concentragoes).

Para a andlise anatomica, foram escolhidas oito plantulas que representaram
a média da interferéncia alelopatica em funcio dos extratos alcodlicos testados. Es-
tas posteriormente passaram pelo processo de fixacdo em FAA, | (formaldeido, dcido
acético glacial e etanol 50% 5:5:90, v v*'), sendo mantidas por 48 horas e posterior-
mente estocadas em dlcool etilico a 70% (JOHANSEN, 1940).

Seccoes transversais na regido do terco médio das raizes, caules e folhas
foram obtidas a mao livre, com lamina bisturi, descoradas com utilizacdo de hipo-
clorito de sodio a 2%, submetidas ao processo de dupla coloracio, azul de Astra e
fucsina bésica (ROESER, 1962) e montadas em laminas histoldgicas permanentes.
Para as andlises anatomicas foram utilizadas seccoes de duas raizes, dois caules e
duas folhas por repeticao.

As varidveis analisadas para as seccoes transversais de raiz e caule foram:
espessura de epiderme, espessura de cortex e espessura de cilindro vascular.

Nas folhas, foram mensurados a espessura da nervura central e do meséfilo
e tamanho dos feixes vasculares principais e feixes vasculares secundirios, que fo-
ram estimadas medindo-se esses parimetros em seis campos de cada material em
estudo, com o auxilio do programa Anati Quanti 2® UFV (AGUIAR et al., 2007).

As laminas foram analisadas em fotomicroscopio Leica ICC50 (Objetivas: 4x,
10x, 40x, 100x) acoplado a computador e analisadas no software LAZ® EZ versio
1.7.0. (EZ PLATFORM, 2018). A caracterizacdo anatomica dos individuos estudados
foi elencada e mostrada em pranchas confeccionadas a partir das fotomicrografias,
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demonstrando padrdes anatomicos gerais e buscando identificar possiveis altera-
coes teciduais.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia pelo teste F e as médias
do fator qualitativo (extrato) foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), para
o fator quantitativo foi realizado o estudo de regressao polinomial com auxilio do
software Sisvar (FERREIRA, 2011). Os grificos de regressao polinomial foram con-
feccionados com auxilio do software SigmaPlot® (SIGMAPLOT, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A raiz de Cucumis sativus, sem intervencao dos extratos alcodlicos (grupo
controle), apresenta epiderme uniestratificada, cdrtex constituido por camadas de
células parenquimdticas e o cilindro vascular triarco (Figura 1A-C). O caule possui
epiderme uniestratificada, recoberta por cuticula, além de estomatos e tricomas tec-
tores. A regido do cortex ¢ homogenea, sendo que nas primeiras camadas é compos-
ta por tecido parenquimadtico fotossintetizante (Figura 1D-F).
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Figura 1. Aspectos anatomicos da raiz (A-C); caule (D-F) e folha (G-L) de Cucumis sativus L. em
seccoes transversais. A - Aspecto geral de raiz (0%). B (20%) e C (40%). D-Aspecto geral de caule
(0%). E (20%) e F (40%). G- Aspecto geral da folha (0%). H (20%) e I (40%). J- Aspecto geral da
folha (0%). K (20%) e L (40%). CT: Cortex; EP: Epiderme; CV: Cilindro Vascular; FV: Feixe Vascular;
MS: Mesofilo; NC: Nervura Central; NCS: nervura Secundaria.

As folhas do grupo controle de C. sativus sio anfiestomdticas, com
predomindncia de estomatos na face abaxial. A epiderme ¢é uniestratificada, com
células da face adaxial geralmente maiores do que da abaxial, paredes delgadas e
cuticula delgada. Possuem numerosos tricomas tectores e glandulares. O mesofilo é
formado por uma a duas camadas de parénquima pali¢idico com células compridas
e alongadas e de quatro a sete camadas de parénquima lacunoso. O feixe vascular é
bicolateral, com a presenca de trés feixes vasculares (Figura 1A-D).

Os resultados das estruturas anatomicas de didmetro e espessura das plan-
tulas em extratos alcodlicos de . cayenensis evidenciaram significincia para o fator
isolado extratos apenas em espessura de feixe vascular nas folhas de C. sativus.
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Quanto a dose, a significincia dos resultados apontou para espessura da epiderme e
feixe vascular de caule e na espessura do feixe vascular da folha. Quanto a interacio
entre extratos e doses, os resultados nio se apresentaram significativos para nenhu-
ma varidvel testada (Tabela 1).

Tabela 1. Quadrado médio para espessura da epiderme (EEp), didmetro do cértex (DCo)
e didmetro do feixe vascular (DFV) de raiz; espessura epiderme (EEp); feixe vascular (EFV)
de caule; espessura do mesdfilo (EMe), nervura central principal (ENC), nervura central se-
cundaria (ENCS) e feixe vascular (EFV) de folha de Cucumis sativus cultivado em substrato
umedecido com concentragoes de extratos alcodlicos de diferentes partes vegetativas de
Stachytarpheta cayenensis

Raiz Caule Folha
EEp | DCo DFV | EEp | EFV EMe ENC | ENCS | EFV
Extrato(E) | 1232™ | 6023,2% | 2675,2% | 20,7* | 169,7 | 43,7® | 737™ | 1084™ | 1306,8*
Dose(D) | 188,1™ | 635,6™ | 2791,9™ | 48,1% | 1095,0¢ | 3331,7™ | 6236,8™ | 1031™ | 10828+
(E)x(D) | 1268 | 2051 | 3754,2™ | 59% | 3445™ | 13768 | 2096,9™ | 448,0 | 2178"
Residuo | 1482 | 3392,1 | 35474 | 66 | 3750 | 44547 | 41388 | 4360 | 317,0

CV(%) 590 | 154 11,8 | 142 5,7 9,6 8,7 10,5 7,1
% e * significativo a 1 e a 5% de probabilidade respectivamente pelo Teste F.
ns: nio significativo.

Fv

De maneira geral, foi observada (Tabela 1) auséncia de efeitos significativos
(p > 0,05) entre “parte x concentracio” para as estruturas anatomicas avaliadas.
Isoladamente em “doses” ocorreu significincia dos dados analisados apenas para
espessura da epiderme de caule.

O feixe vascular de folhas de C. sativus sofreu aumento de espessura nos
concentrados até 1%, conforme o aumento das doses e chegando a 4% (Figura 2A
e B). Esse engrossamento foi maior nos concentrados de folha de S. cayenensis
(Figura 2A).
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Figura 2. Espessura do feixe vascular da folha de Cucumis sativus em funcao de extratos alcodlicos
obtidos de raiz, caule e folha de Stachytarpbeta cayennensis (A), espessura do feixe vascular da
folha (B), espessura da epiderme (C) e diametro do cilindro vascular do caule (D) de C. sativus em

fungio de diferentes concentracoes de extratos de S. cayennensis.

Na epiderme do caule de C. sativus (Figura 3A) foi observado um acentuado
aumento quando submetidas aos concentrados. Conforme as doses destes extratos

eram mais concentradas, maior foi o espessamento desta estrutura anatomica

avaliada.

Entretanto, o didmetro do cilindro vascular do caule quando submetido

aos extratos alcodlicos de S. cayenensis sofreu reducdo até 2%, e um aumento nos

concentrados a 4% (Figura 3B).
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Figura 3. Aspectos anatomicos da raiz (A-C); e folha (D-F) de Cucumis sativus em secgoes transver-
sais. A - Aspecto geral de raiz (0%). B (2%) e C (4%). D- Aspecto geral da folha (0%). e (2%) e f (4%).
FV: Feixe Vascular; EP: Epiderme.

Foram observados aumentos na espessura das estruturas anatomicas ao
testar extratos alcodlicos das folhas. Muitos aleloquimicos inibem o crescimento das
estruturas anatomicas das plantas e seu desenvolvimento por afetarem diretamente
a divisdo celular (HESS, 1987).

O metabolismo secundirio de plantas pode variar consideravelmente
dependendo de virios fatores, sendo que a constancia de concentracoes de
metabolitos secunddrios € praticamente uma excecio (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

No entanto, um dos diversos efeitos dos aleloquimicos nas plantas € o
controle da producio e acumulacio de espécies reativas de oxigénio (EROs),
que se acumulam nas células em respostas aos aleloquimicos, sendo desta forma
responsaveis por danificar as células podendo, inclusive, causar a sua morte (TESTA,
1995; BARBOSA et al., 2014). Essas informacoes estao de acordo com os resultados
obtidos pela presente pesquisa onde foi possivel observar deformidades relacionadas
principalmente a0 aumento de maneira desordenada das estruturas mensuradas, as
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células parenquimaticas de preenchimento também sofreram acentuado aumento.

Em se tratando dos mecanismos de acio dos aleloquimicos, estes estio
relacionados a processos fisiologicos na planta. Entretanto, os efeitos desses
compostos ainda nao estio completamente esclarecidos. O efeito visivel dos
aleloquimicos sobre as plantas é somente uma sinalizacao retardada de mudangas
anteriores que ocorreram a nivel molecular e celular (DA SILVA et al., 2014).

Os resultados apontados no presente estudo evidenciaram o espessamento
da cuticula bem como aumento de espessura nas demais estruturas mensuradas.
Alguns dos constituintes quimicos presentes nos extratos de plantas podem
responder majoritariamente pela atividade bioldgica, embora sua forma de acio seja
normalmente conjugada a determinada bioatividade (XUAN et al., 2003).

A grande diversidade dos compostos que causam alelopatia indica diferentes
mecanismos de acdo e, em muitos casos, sua fitotoxicidade pode originar-se mais
de um rompimento celular generalizado do que de um mecanismo especifico
(BARROSO, 2014). Mas, de acordo com esses mesmos autores, pelo fato dessas
substincias serem liberadas em pequenas quantidades em condigoes naturais, em
geral, esses aleloquimicos nio sio capazes de causar grandes danos sobre a planta-
alvo quando sozinhos. Dessa maneira, é possivel que efeitos como o espessamento
de cuticula, como observado no presente estudo, possa indicar uma agio destes
compostos, mas nao o suficiente para causar-lhes a morte.

De principio, a maioria dessas substincias nio € responsavel por qualquer
atividade considerada vital para a planta, tais como desenvolvimento e reproducio,
mas sim relacionadas a adaptacio ao ambiente e a defesa contra predadores (LI
et al., 2010). Estudos como este, a nivel anatdbmico, podem contribuir para um
melhor detalhamento sobre a atividade toxica que S. cayenensis pode causar em
plantas testes. Esses resultados podem contribuir para o desenvolvimento de novas
ferramentas de manejo de plantas daninhas. Além disso, efeitos visiveis observados
em muitos estudos de alelopatia, como os observados nas estruturas anatomicas
de C. sativus, indicam sinais secundarios de mudancas ocorridas ao nivel do DNA e
que podem ser identificados citogeneticamente, pois o desenvolvimento normal das
células depende diretamente de processos de mitose e este € um processo continuo
em regioes meristemdticas vegetais (ANDRADE et al., 2008; SILVA et al., 2018).
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Estudos mais aprofundados sobre S. cayennensis em outras vertentes da
botanica e da fitotecnia tornam-se importantes, pois podem elucidar e até aprofundar
o conhecimento sobre esta espécie (KREMER et al., 2018). As informagoes a nivel
citoldgico e fitotécnico podem proporcionar base para conhecimento suficiente para
o0 uso de extratos em maiores concentracoes (MAULI et al., 2009; REZENDE et al.,
2016), que podem prejudicar o desenvolvimento de outras plantas daninhas, como
tem-se demonstrado em alguns estudos com bioherbicidas oriundos de extratos
vegetais (MOMINUL-ISLAM; KATO-NOGUCHLI, 2014; LIMA et al., 2016).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Através dos cortes anatomicos de C. sativus quando submetidos em
extratos alcoolicos de S. cayennensis, € possivel constatar um aumento da espessura
anatomica nas estruturas de caule e folha. Assim, para essa espécie, 0s extratos
causam alteracoes anatomicas.

O uso de produtos naturais de plantas como S. cayennensis, que apresentam
potencial uso como bioherbicidas, tem-se tornado objeto de estudo, sobretudo em
condicoes de agricultura familiar e com interesse em producio agroecoldgica, seja
para o uso direto ou como base para o desenvolvimento de novas moléculas ou até
em priticas de manejo que reduzam ou eliminem o uso de herbicidas quimicos.

O estudo aprofundado das potencialidades dessas plantas, especialmente
daquelas que compoem a flora brasileira, torna-se uma importante estratégia
economicamente para o futuro da agricultura podendo até contribuir para a
sustentabilidade na agricultura do pais.
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