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RESUMO

Spondias é conhecido no Brasil principalmente por espécies frutiferas as quais rednem estudos sobre
diferentes biopotenciais e aplicacbes dos seus fitoconstituintes. Este estudo teve como objetivo investigar
o0 potencial alelopatico do extrato aquoso Spondias purpurea utilizando o modelo experimental de Lactuca
sativa (alface). Para caracterizagdo quimica foi realizada prospec¢do por meio de técnicas cléssicas de
farmacognosia. Para o bioensaio foi preparado um extrato aquoso a 0,1g/mL. Um total de 20 sementes de
L. sativa foi exposto a dilui¢do de 1000 a 10 ug/mL. As sementes foram observadas por cinco dias € os
individuos germinados foram contabilizados diariamente. A presenca de compostos fendlicos como
flavonoides e taninos. O extrato aquoso das folhas de S. purpurea foi eficiente em impedir a germinacao
das sementes de L. sativa, bem como reduzir em aproximadamente 90% no crescimento radicular e do
hipocétilo. Esses resultados sugerem que o extrato aquoso de S. purpurea tem potencial alelopatico
promissor.

Palavras-chave: Fitotoxicidade. Germinacdo de sementes. Seriguela.

Allelopathic potential of Spondias purpurea L.
(Anacardiaceae) leaf extract on Lactuca sativa seed
germination

ABSTRACT

Spondias is known in Brazil mainly for fruit species which have been studied on different biopotentials and
applications of their phytoconstituents. This study aimed to investigate the allelopathic potential of the
aqueous extract of Spondias purpurea using the experimental model of Lactuca sativa (lettuce). For
chemical characterization, prospecting was performed using classical pharmacognosy techniques. For the
bioassay, an aqueous extract at 0.1 g/mL was prepared. A total of 20 L. sativa seeds were exposed to a
dilution of 1000 to 10 pg/mL. The seeds were observed for five days and the germinated individuals were
counted daily. The presence of phenolic compounds such as flavonoids and tannins. The aqueous extract
of the leaves of S. purpurea was efficient in preventing the germination of L. sativa seeds, as well as
reducing root and hypocotyl growth by approximately 90%. These results suggest that the aqueous extract
of S. purpurea has promising allelopathic potential.
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INTRODUCAO

A familia Anacardiaceae é formada por espécies arboreas, arbustivas e
subarbustivas, sendo composta por aproximadamente 81 géneros e 800 espécies
encontrados em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, dentre esses, cerca de
32 géneros sdo encontrados nas Ameéricas (SILVA-LUZ et al., 2022a). A familia possui
diversas espécies com potencial bioativo, como exemplo podemos citar, efeito inseticida
da Pisticia lentiscus (lentisco) contra Lobesia botrana (traca-das-videiras) (LOANNA et
al., 2022), atividade larvicida e repelente da Schinus terebinthifolius (pimenta rosa) contra
Aedes aegypti (PACHECO et al., 2021; NENAAH et al., 2022) e atividade antiflngica da
Sclerocarya birrea (marula) (KINGSLEY et al., 2022). Além disso, diversas espécies sao
utilizadas para fins alimenticios, por exemplo Mangifera indica (manga) e Spondias
dulcis (caja-manga), como plantas ornamentais, a saber, S. terebinthifolius, Schinus molle
(aroeira-salsa) e Rhus succedanea (chardo), dentre outras (SILVA-LUZ et al., 2022a).

Dos géneros de Anacardiaceae, 0 género Spondias possui cerca de 18 espécies,
das quais dez sdo encontradas em regides neotropicais. Alguns frutos das espécies do
género sdo conhecidos popularmente no Brasil como, Spondias mombin (caja), S. dulcis,
Spondias tuberosa (umbu), Spondias purpurea (seriguela), entre outros (SILVA-LUZ et
al., 2022b). Tais frutos sdo utilizados prioritariamente para fins alimenticios, entretanto,
diversas pesquisas revelaram outros biopotenciais como, atividade anti helmintica,
antiviral, anti-inflamatdria, antimicrobiana e antioxidante dos extratos de S. mombin
(BOADU et al., 2021; CRISTOFOLI et al., 2019; OGENDENGBE-OLOWOFOYEKU
et al., 2021; SILVA et al., 2020), atividade anti-Salmonella para extratos de S. dulcis
(ZOFOU et al., 2019) e atividade antioxidante, antimicrobiana e inibidor de oc-amilase
para os extratos de S. tuberosa (RIBEIRO et al., 2022).

Para S. purpurea é possivel encontrar na literatura estudos relatando propriedades
como, atividade antioxidante, antigenotoxica, antimutagénica, citoprotetora em estresse
oxidativo associado a obesidade e antiulcerosa (ANTUNES et al., 2022; BRITO et al.,
2022; DE ALMEIDA et al., 2017). Um estudo sobre uso do extrato microencapsulado de
S. purpurea avaliou a atividade antioxidante com os radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) e ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (AGUILERA-CHAVEZ
et al., 2022), e outro estudo avaliou a atividade antioxidade de filmes a base do amido de
seus frutos (RODRIGUES et al., 2019).
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Dentre os estudos com produtos naturais, € possivel destacar o uso de plantas
como herbicidas naturais, a importancia desses estudos se deve ao fato que através de
interacdes alelopaticas, é possivel controlar o desenvolvimento de ervas daninhas. O
amplo uso de herbicidas na agricultura tem incrementado a lista de espécies vegetais
resistentes. Em todo mundo ja se somam mais de 250 espécies resistentes, além dos casos
especificos para determinadas areas (HEAP et al., 2020). O uso de produtos naturais com
finalidade fitotoxica pode ser uma alternativa para a reducdo do emprego de herbicidas
sintéticos, 0s quais apresentam impacto negativo sobre o meio ambiente e a saude
humana, além de apresentarem melhor custo-beneficio (BALBINOT-BALBINOT-
JUNIOR, 2004; ALSHAREKH et al., 2022). Quanto aos Anacardiaceae, 0s estudos ainda
sd0 escassos, apenas dois estudos relatam atividade alelopatica de Anacardium
occidentale e Anacardium humile (MATIAS et al., 2017; PEREIRA et al., 2019). Dessa
forma, o presente estudo propde investigar o potencial alelopatico do seu extrato aquoso

utilizando como modelo experimental a espécie Lactuca sativa.

MATERIAL E METODOS

As amostras de S. purpurea foram coletadas na zona urbana do municipio de
Ipord-GO (16°27°03” S e 51°06°55” O). A identificagdo da espécie foi realizada pela
bidloga Dra. Camila A. Romano. Uma amostra foi coletada e depositada no herbario da
Universidade Federal de Goias, sob registro UFG 32694, a fim de servir como material
testemunha do estudo. No laboratério, as folhas foram higienizadas e desidratadas em
estufa com circulacdo de ar a 37°C por trés dias. A amostra desidratada foi triturada e
armazenada sob refrigeracdo até caracterizacdo quimica e preparo dos extratos.

As amostras foram submetidas a caracterizacdo dos metabolitos secundarios mais
relevantes, com o uso das técnicas descritas por MATOS (2009) e COSTA (2001). Os
ensaios realizados foram:

a) taninos: Extrato obtido da fervura de 2 g de p6 em 50 mL de &gua e
posteriormente distribuido em tubos de ensaio, seguido da adi¢édo de 5 gotas dos seguintes
reagentes: cloreto férrico 2%, acetato de cobre 10%, solugéo de gelatina 2,5%, hidréxido
de sodio 20% e sulfato de quinino 1%.

b) alcaloides: Extracdo a quente de 2 g de p6 em 20 mL de acido sulfdrico 5%,
posteriormente distribuido em tubos de ensaio, seguido da adi¢do de 3 gotas dos seguintes

reagentes: Bouchardat, Hager, Dragendorff, Bertrand e Mayer;
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c) flavonoides: O extrato alcodlico de 7 g de p6 em 60 mL de solugéo de etanol
70% foi submetido as reacdes: (1) de Shinoda, (2) Oxalo-bdrica, (3) com &cido sulfarico,
(4) com hidroxidos alcalinos, (5) com cloreto de aluminio e (6) com cloreto férrico. As
classes de flavonoides apresentam-se em diferentes tonalidades como previamente
descritas na literatura supracitada.

d) saponinas: Um extrato aquoso a 20% de cada amostra obtido sob fervura por
30 min, foi transferido para tubos de ensaio em concentracdes progressivas de 10 a 100%.
Os tubos foram agitados intensamente por 15 segundos. Apds 15 minutos de repouso foi
observada a presenca de espuma persistente.

e) cumarinas: Um filtrado de 2g de amostra em 30mL de agua quente e posterior
acidificacdo até pH 1 com acido cloridrico 1N. O filtrado foi extraido com éter, reduzido
e gotejado sobre papel filtro, apds isso foi adicionado 1 gota de hidroxido de sodio 1N.
Foi observado na luz UV a presenca de fluorescéncia verde.

f) antraquinonas: Um extrato obtido da fervura de 1g da droga vegetal em 30 mL
de alcool 75%. O filtrado foi dividido em 2 béqueres contendo 10 mL em cada, com
posterior adicdo de 0,5 mL de acido cloridrico SR em um dos béqueres e apds, ambos
foram fervidos por 2 minutos. As amostras foram transferidas para tubos de ensaio e em
ambos foram adicionados 10 mL de hexano, e apds foram separadas amostras de 5 mL
em 2 tubos distintos seguidos da adi¢cdo de 4 mL de amdnia SR em cada, e a reacdo foi
deixada em repouso por 5 minutos e foi observado se houve a formacdo de coloracédo
rosea.

g) Cianogenéticos: Triturado de 10 gramas da folha fresca, e aquecido em
Erlenmeyer com papel reativo de Guignard. Foi observado se houve mudanca na
coloracéo do papel.

h) digitalicos: Extracdo de 2,5 g da droga em 25 mL de Alcool a 50% e 10 mL de
acetato de chumbo a 10%. Adicdo de 15 mL de cloroférmio para separacdo da fase
cloroférmica. O liquido extraido foi submetido as seguintes reacfes: (1) Liebermann-
Buchard; (2) Pesez; (3) Keller-Kiliani e (4) Kedde.

Influéncia do extrato sobre o crescimento das plantulas
Para avaliar a fitotoxicidade do extrato sobre as plantulas, sementes de L. sativa
foram expostas ao extrato aquoso de S. purpurea preparado na Clsg a fim de obter alguns

exemplares germinados. As sementes foram cultivadas por sete dias e posteriormente
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removidas do substrato e mensuradas com auxilio de paquimetro. Foram consideradas as
medidas do comprimento da raiz e hipoc6tilo. Como controle negativo foram utilizadas
plantulas germinadas apenas em agua.

A avaliacdo do efeito alelopéatico de extratos de S. purpurea sobre a germinagéo
de sementes de L. sativa sera realizada em placas de Petri forradas com papel de filtro e
algodao hidréfilo embebido com extratos em diluigdes seriadas de 1000 a 100 pg/mL
conforme descrito por Mondal et al., (2020) com modificacdes. As placas serdo incubadas
a 25°C+2°C por quatro dias e observacéo diaria das sementes. Os eventos de germinagéo
foram quantificados para célculo da taxa de germinacdo (G) (Equacdo 1), indice de
velocidade de germinacdo (IVG) (Equacdo 2), tempo médio de germinacdo (TMG)
(Equacédo 3) e velocidade média de germinacdo (VMG) (Equacdo 4) (CETNARSKI-
FILHO; CARVALHO, 2009).

G = (N/A) x 100 (1)

10nde: N = nimero de sementes germinadas; A = niimero de sementes na amostra

IVG = ¥, (niti) (2)
20Onde: ni = nimero de sementes que germinaram no tempo “i”’; ti = tempo apos

instalacdo do teste;

TMG =((Tniti))/( i) (3)

30nde: ni = nimero de sementes germinadas/dia; ti = tempo de incubagio;

VMG = 1/t (4)

40Onde: t = tempo médio de germinagao.

A germinacdo foi observada durante 5 dias. Como controle negativo foi
empregada agua destilada (OLIVEIRA et al., 2020). Sementes que ndo germinaram
durante os cinco dias de tratamento foram transferidas para cultivo sem extrato e
observadas por mais trés dias. Posteriormente as sementes foram avaliadas, a nédo
germinacdo prediz morte das sementes (MIRMOSTAFAEE et al., 2020; MONDAL et
al., 2020). A estimativa de concentracdo inibidora de germinacdo foi calculada por

regress@o nao linear (Probit).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela prospecgdo fitoquimica foi possivel identificar a presenca de heterosideos
flavonoides, sendo positivas as reacGes para flavonas, flavanonas, chalconas e
isoflavonas. As reacdes para taninos e heterosideos cumarinicos também foram positivas,
porém a expressdo foi menor. Os heterosideos saponinicos apresentaram indice
espumigeno (IE) igual a 500. N&o foi detectada a presenca de alcaloides, heterosideos
digitalicos, heterosideos cianogenéticos e heterosideos antraquindnicos (Tabela 1).
Positividade apenas na reacdo de Liebermann-Buchard indica a presenca de substancias

com esqueletos terpénicos na amostra.

Tabela 1 - Principais classes de metabdlitos secundarios pesquisados para amostras de folhas de Spondias

purpurea.
Classe Resultado*
Flavonoides +++
Taninos +
Alcaloides -
Saponinas +++
Cumarinicos +

Antraquinbnicos -
Cianogénicos -
Terpenos +

*Qs sinais: “+” reagdo positiva; “-” reacdo negativa. A presenca de sinais repetidos indica a quéo expressiva foi a reagéo.
Fonte: os autores.

Os compostos fendlicos sdo responsaveis por caracteristicas como, coloragéo,
odor, sabor e atividade antioxidante, em diversos vegetais, alguns fendis sdo utilizados
nas inddstrias alimenticias. As cumarinas sdo responsaveis por odor e atividade
antibacteriana, anticoagulante, imunossupressora, hipolipidémica e hipotensora de
algumas plantas, séo utilizadas em inddstrias cosméticas e de produtos de limpeza e em
indUstrias farmacéuticas. Os heterosideos flavonoides sdo conferem atividades como,
antiinflamatdria, antioxidante, antiviral, antitumoral, antiespasmddica, antimicrobiana,
antimutagénica, antialérgica e estrogénica a uma série de plantas, sendo bastante
utilizados em especialidades farmacéuticas. As saponinas, sdo substancias que possuem
estruturas anfifilicas capazes diminuir a tensdo superficial da agua, alteragdo de
permeabilidade de membranas celulares ou destruicdo, acdo detergente e emulsificante,
além disso, possuem atividade antiinflamatéria, hipocolesterolemiante, anticancerigena e

antioxidante, sendo assim, aproveitadas tanto como insumos farmacéuticos como de
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sanitizantes (SIMOES et al., 2004; KIM; KIM, 2017; NARAYANAN et al., 2021;
BRINDHADEVI et al., 2022).

A prospeccéo fitoquimica de amostras de S. purpurea coletadas nos estados de
Yucatan e Quintana Roo, foi realizada com extratos obtidos sob trés condi¢des diferentes,
a saber, metanol, hexano e acetato etilico, os compostos encontrados em cada extrato
foram: Glicosideos cardiacos, taninos e esteroides em metanol; esteroides e terpenos em
hexano, e esteroides e flavondides em acetato etilico (UC-CACHON et al., 2021). Em um
estudo utilizando extrato metanolico com amostras obtidas em mercados locais de Minas
Gerais, foi observado apenas a presenca de flavondides e taninos (ALCANTARA et al.,
2021). Outro estudo realizado com amostras coletadas na cidade de Alhandra, Paraiba,
apresentou apenas flavonoides nos extratos de hexano, acetato etilico e etanol (DE
ALMEIDA et al., 2017).

O potencial alelopéatico do extrato aquoso de S. purpurea sobre a germinacao e
crescimento de L. sativa foi observado especialmente nas maiores concentracdes (Tabela
2). O efeito inibidor sobre a taxa de germinacdo foi mais pronunciado do que sobre a
velocidade de crescimento. As concentrac@es inibitorias (Cl) de 50 e 90% foram 125
pg/mL (£ 4 ng/mL) e 188 pg/mL (+ 10 pg/mL). Além disso, foram observados sinais de
interacdo fitotoxica nas radiculas oriundas das sementes germinadas no teste. Radiculas
com escurecimento da coifa e cuticula com aspecto desgastado (observacdo em
estereomicroscopio) sdo ocorréncias que caracterizam toxicidade ao tecido vegetal.

Tabela 2 - Avaliagdo do efeito alelopético de extratos de Spondias purpurea sobre a germinagdo de
sementes de Lactuca sativa.

Concentragcdo ~ G! VG2 TMG® VMG*
(ug/mL) (%) (dias) (dia™)
60 66,7 52 1300 0,77
80 100,0 535 0,891 1,12
100 78,3 305 0,648 154
120 68,3 315 0,768 1,30
140 21,7 17 0,850 1,18
Controle 100,0 585 0,975 1,03
Pearson” -0,67 -093 -066 0,56

1 _ Taxa de germinacéo; 2 — indice de velocidade de germinagéo; ° — tempo médio de germinagéo; * — velocidade média de
germinacéo. * - valores intragrupo. Fonte: os autores.

Metabolitos secundarios sdo produzidos, em especial, como sistema defesa
vegetal contra herbivoria e na competicdo interespecifica com outros vegetais, podendo
interferir na germinacao de sementes ou inibir o crescimento de plantas de outras espécies
vegetais (MONDAL et al., 2020; SERAG et al., 2020). Compostos fenolicos, alcaloides,
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lactonas e terpenos podem interagir com diferentes grupos de organismos como bactérias,
fungos, insetos além de outras espécies de plantas inibindo a germinagdo ou controlando
o0 crescimento em condicdo de competicdo (MIRMOSTAFAEE et al., 2020; MONDAL
et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; SERAG et al., 2020).

O percentual de germinacéo (G) variou de 21,7 a 100%, tendo como tempo medio
de germinacdo (TMG) entre 0,768 e 1,3 dias, e velocidade média de germinacdo (VMG)
de 0,77 a 1,54 dia?, o indice de velocidade de germinagdo (IVG) variou de 17 a 53,5. Um
estudo que avaliou o efeito alelopatico do extrato aquoso das folhas de A. humile sobre a
germinacéo L. sativa em concentragdes de 25 a 200 mg.mL™, apresentou percentual de
germinacdo de 62% e 3,3 de IGV para a maior concentracéo testada (Pereira et al., 2019).
Estudo semelhante foi conduzido por Matias et al. (2017) com o liquido da castanha de
A. occidentale, o qual reduziu para 43% a taxa de germinacdo e aumentou 0 TMG em 6,1
dias.

A influéncia do extrato sobre o crescimento das plantulas expostas a solucgéo teste
na Clso foi avaliada pela comparacéo entre as médias atingidas pelas plantulas cultivadas
em teste e as plantulas no controle. Plantulas originadas no controle negativo mostraram
comprimento médio de 2,27 mm de radicula e 2,33 mm de hipocétilo, enquanto as
tratadas mostraram 0,25 e 0,16 mm de radicula e hipocétilo respectivamente. Esses
resultados apontam uma reducdo de 88,9 e 92,9% em relacdo ao crescimento radicular e
do hipocotilo das plantas controle. Além da reducdo no crescimento das plantulas, foi
possivel observar o escurecimento das radiculas. Escurecimento radicular pode estar
associado a eventos necroéticos e pode ser indicativo de fitotoxicidade (GUO et al., 2022).

Um estudo avaliou a atividade fitotoxica do glifosato em sementes de L. sativa,
tal composto demonstrou uma taxa de inibi¢do de crescimento da raiz de 62,62%, na
concentracdo de 20 mg L, entretanto, é possivel destacar que o uso do glifosato esta
associado a diversos danos a satide humana, como estresse oxidativo, danos hepaticos e
renais (PRIMO et al., 2020). Outro estudo no qual foi analisado o impacto de
nanoparticulas de 6xido de cobre, mostrou que em concentracdes de 450 mg L™, as raizes
sdo afetadas negativamente, apresentando deformidades, oxidagdo, escurecimento e
reducdo de 70% da biomassa, além disso, nessas condi¢des, foi observado o aumento da
concentracdo de peroxido (H202) e o superoxido (O2¢) em 151,4% e 76,1%,
respectivamente (GUO et al., 2022). Um ensaio com o objetivo de analisar o efeito do

6leo essencial de Eucalyptus globulus, obteve inibi¢do de 94,1% do crescimento radicular
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na concentragio de 20uL.mL*?, se mostrando um promissor bioherbicida (FLORES-
MACIAS et al., 2021).

CONCLUSAO

A presenca de compostos fenolicos, especialmente flavonoides, foi confirmada na
prospeccdo fitoquimica. A presenca de compostos fendlicos pode estar associada a
existéncia de efeito alelopéatico. O extrato aquoso produzido exibiu tanto efeito inibidor
da germinacdo de L. sativa, como do crescimento da raiz e hipocotilo, além da presenca
de sinais de interacdo fitotdxica entre o extrato e as plantulas. O potencial alelopatico
mostrou resultado satisfatorio, especialmente sobre o crescimento das plantulas. Contudo,
mais estudos sdo necessarios para mensurar o potencial herbicida, bem como a presenca
de capacidade moduladora de crescimento. Além disso, testes para investigar a toxicidade
do extrato para organismos nao alvo também precisam ser realizados. Esses resultados
sdo Uteis para elucidacdo de novos potenciais para o aproveitamento da biodiversidade

vegetal brasileira.
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