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ANALISE FITOQUIMICA, ANTIOXIDANTE E FITOTOXICA DOS EXTRATOS DE FOLHAS
DE Salvia officinalis L. SOBRE Lycopersicon esculentum Mill., Panicum maximum
Jacq. E Salvia hispénica L.

RESUMO GERAL

Aleloquimicos sdo substancias presentes nos vegetais, liberadas no ambiente e influenciam
a comunidade ao redor, visto que, o potencial alelopatico de uma planta pode se manifestar
inibindo ou estimulando o desenvolvimento de outras. As plantas medicinais que
apresentam 0leos essenciais em sua composicdo, normalmente, téms e mostrado
promissoras no controle de plantas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
alelopatico de folhas secas, extratos e 6leo essencial de salvia sobre a germinacdo e o
desenvolvimento de tomate, capim mombaca e chia, em condi¢des de laboratério e casa de
vegetacdo bem como identificar a composicdo quimica e atividade antioxidante. Para os
testes de laboratorio, folhas de sélvia foram submetidas & extracdo com os solventes
hexano, acetato de etila, acetona e metanol que passaram por reacbes de caracterizacao
fitoquimica. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo e sua composi¢do foi
determinada usando cromatografia gasosa/espectrometria de massa. A atividade
antioxidante foi medida pela eliminagdo de radicais livres DPPH. Os testes alelopaticos
utilizaram extratos na concentracdo de 1% e o 6leo nas concentragBes: 0, 100, 200, 400,
600, 800, 1000 e 2000 mg L* (v/v). Nos testes em casa de vegetagdo, a massa seca de
salvia foi utilizada nas proporcdes de 3,75; 7,5 e 15 t ha?, além da testemunha. A andlise
fitoquimica indicou a presenca de taninos, saponinas, flavondides e triterpendides nos
extratos. Os extratos acetbnico e metandlico apresentaram maior atividade antioxidante.
Todos os extratos influenciaram negativamente os parametros germinativos do tomate e os
produzidos com hexano e acetato de etila reduziram o crescimento aéreo. O extrato
acetonico ndo influenciou os paradmetros germinativos de capim mombacga, enquanto 0s
demais extratos inibiram as respostas e o0 extrato hexanico reduziu o crescimento da
plantula. As sementes de chia tiveram a germinacdo inibida pelo extrato hexanico.
Entretanto, os demais parametros germinativos foram afetados pelos demais extratos, sem
efeito sobre o crescimento. No 6leo essencial, foram detectados 28 compostos (98,82% do
Oleo) e os majoritarios foram: canfora (27,59%), canfeno (23,70%), a-pineno (13,75%), B-
pineno (6,28%) e limoneno (5,38%). Monoterpendides foram predominantes no O6leo
essencial (68%). O 6leo apresentou 85,3% de capacidade de sequestro do radical DPPH e
ECso de 3,67 pg mL?, caracterizando-o como 6timo antioxidante. O percentual final de
germinacdo das trés espécies nao foi inibido pelo Oleo essencial nas concentracdes
testadas. Entretanto, os indices de velocidade, tempo e velocidade média de germinacao
foram influenciados de forma negativa na maioria das concentracfes testadas, para as
sementes de tomate e chia. O mesmo n&o foi observado para sementes de capim
mombaca. Em casa de vegetacdo, o teor de clorofila das plantas de tomate e capim
mombaca foi reduzido com 7,5 e 15 t ha' de salvia em cobertura. O comprimento da parte
aérea do tomate foi inibido em todas as proporcbes testadas e as plantas de capim
mombaca apresentaram reducéo do crescimento quando foram utilizados15 t ha'desalvia. A
massa seca das plantas de tomate reduziu com o uso de 15t ha! de salvia como cobertura
e a de capim mombaca com 7,5 e 15 t hal. De forma geral, os extratos apresentaram
melhores respostas alelopaticas para o0s pardmetros germinativos do que para o
crescimento das plantulas. O efeito variou em funcdo da espécie alvo e do solvente utilizado
para preparo do extrato. A sélvia em cobertura reduziu as variaveis avaliadas em tomate e
capim mombacga. Assim, a semeadura em sequéncia ou muito préxima deve ser evitada.
Entretanto, ndo apresentou efeito nas plantas de chia. Ao passo que o 6leo essencial nao
influenciou o capim mombaga. Deve ser destacado que as espécies botanicas respondem
de forma diferenciada e muitas vezes o efeito alelopatico ndo esta sobre o percentual de
germinagao.

PALAVRAS-CHAVE: alelopatia, cobertura vegetal, compostos volateis, fitoquimica,
fitotoxicidade.



PHYTOCHEMICAL, ANTIOXIDANT AND PHYTOTOXIC ANALYSES OF LEAVES
EXTRACTS FROM Salvia officinalis L. ON Lycopersicon esculentum Mill., Panicum
maximum Jacq. E Salvia hispanica L.

ABSTRACT

Allelochemicalare substances present in plants, released into the environment that influence
on the community, since the allelopathic potential of one plant can inhibit the development of
others. Medicinal plants that have essential oils in their composition have typically been
promising in weed control. Thus, this study evaluated the phytotoxic potential of dried leaves,
extracts and essential oil of sage on germination and growth of tomato, guinea grass and
chia plants, under laboratory conditions and at greenhouse as well as identified the chemical
composition and antioxidant activity. For the bioassays in laboratory, dried leaves were
soaked using hexane, ethyl acetate, acetone and methanol solvents and extracts were
submitted to reactions for phytochemical characterization. The essential oil was obtained by
hydro-distillation of leaves and its composition was determined by gas chromatography
coupled to mass spectrometry. Antioxidant activity was measured by free radicals as DPPH.
Allelopathic tests used extracts at 1% concentration and essential oil at concentrations of 0,
100, 200, 400, 600, 800, 1,000 and 2,000 mg L* (v/v). In greenhouse, dry mass of sage was
tested at 3.75; 7.5 and 15 t ha rates and the control (no mass). Phytochemical analysis
revealed the occurrence of tannins, flavonoids, saponins and triterpenoids on extracts.
Acetone and methanolic extracts have registered some high antioxidant activity. All extracts
reduced tomato germination parameters and the extracts produced with hexane and ethyl
acetate also reduced tomato shoot growth. The acetone extract had no effect on germination
of guinea grass, while other extracts tested inhibited the answers and hexane extract
decreased seedling growth of this specie. Hexane extract reduced the germination of chia
seeds. However, the other parameters of germination were affected by the other extracts
without any effect on growth. Twenty-eight compounds were recorded (corresponding to
98.82% essential oil) and the highest were: camphor (27.59%), camphene (23.70%), a-
pinene (13.75%), B-pinene (6.28%) and limonene (5.38%). Monoterpenes (68%) have been
prevalent in essential oil. The essential oil showed 85.3% of DPPH radical seizing activity
and a 3.67 pug mL1ICsovalue characterizing it as a great antioxidant. The final germination
percentage of the three species was not inhibited by the essential oil at the tested
concentrations. However, germination speed, time indices and average speed of germination
rates were adversely affected in most tested concentrations for tomato and chia seeds. The
same behavior was not observed for guinea grass seeds. In greenhouse, chlorophyll
contents of tomato and guinea grass plants were reduced with 7.5 and 15 t ha! sage as
cover crop. Tomato shoot length was inhibited in all tested rates, and guinea grass plants
showed some growth decrease when using 15 t ha' sage mass. The dry mass of tomato
plants was reduced when 15 t ha! sage and 7.5 and 15t ha? guinea grass were used as
cover crops. In general, the extracts showed better phytotoxic activity to parameters of
germination than the seedling growth. The effect varied due to the target specie and solvent
used to prepare the extract. Sage as cover crop reduced the evaluated variables in tomato
and guinea grass, but there was no effect on chia plants. It is suggested that planting in
sequence or too close must be avoided. On the other hand, the essential oil showed no
influence on guinea grass seeds. But, it is worth noting that botanical species respond
differently and, usually, there is no allelopathic effect on germination percentage.

KEYWORDS: allelopathy, coverage, volatile compounds, phytochemical, phytotoxicity.
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1. INTRODUCAO GERAL

A alelopatia caracteriza o estudo de como as plantas influenciam a germinacéo, o
crescimento e o desenvolvimento de outras plantas. Surgiu de observacdes no ambiente
natural, onde algumas plantas conseguem se desenvolver normalmente e outras ndo, na
presenca de algumas espécies. O padrdo de vegetacao disperso ou auséncia de vegetacao
ao redor de uma espécie em particular pode indicar que esta é alelopatica. No entanto, esse
efeito nem sempre € inibitério e o estimulo ao crescimento também é considerado alelopatia.
Ainda neste sentido, a interagdo com microrganismos do solo também pode influenciar o
efeito alelopatico.

Os compostos que apresentam efeito alelopéatico séo, na maior parte, produtos do
metabolismo secundério da planta, denominados aleloquimicos. A liberacdo desses para o
meio ambiente pode ocorrer de diversas formas: volatilizagdo, exsudacdo radicular,
lixiviacao, degradacdo do residuo vegetal, os quais podem atuar em sinergismo com outras
substancias ou sofrer modificagbes moleculares que alteram sua forma de acao.

Uma planta € um mini laboratorio, capaz de produzir diversas substancias em seus
diferentes 6rgaos. Assim, substancias alelopaticas podem ser encontradas em folhas,
caules, raizes, flores, frutos e sementes. Os efeitos variam em fun¢é@o da concentragéo e do
sinergismo entre as substancias. Diversos fatores end6genos e exdgenos influenciam
também a producdo do aleloquimico tais como: espécie, idade, 6rgdo, estadio de
desenvolvimento, condicbes ambientais (luz, temperatura, nutrientes, disponibilidade de
agua), condi¢cbes estressantes, dentre outros.

Atualmente, o foco do estudo alelopatico est4 no isolamento e purificacdo dos
compostos e no estudo da possivel acdo herbicida. A vantagem de um bioherbicida est4,
entre outros fatores, na reducdo da contaminacdo humana e poluicdo ambiental, em funcéo
da sua facil degradacdo. Assim, para que se tenham indicios sobre as propriedades
alelopaticas de uma planta, podem se iniciar os testes com extratos aquosos. A utilizagcéo de
solventes organicos também facilita a extracdo de determinados grupos quimicos; pode ser
um indicativo de quais grupos podem estar presentes no vegetal bem como qual pode atuar
como aleloquimico. Entretanto, para se considerar uma planta como alelopética, é
necessaria a identificacdo de um ou mais aleloquimicos produzidos pela planta que deve ser
convertido em fitotoxina no solo depois de ser liberado pela planta. Além disso, o composto
deve estar em quantidade suficiente no solo no qual a planta se desenvolve. O que é
complicado em funcdo das inUmeras interacdes (aditiva, antagbnica ou sinergistica). E
ainda, a competicdo pode influenciar a alelopatia e vice-versa, portanto, € dificil separar os

dois processos.
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Trabalhos prévios foram realizados com extratos aquosos de salvia, indicando seu
potencial alelopatico. Assim, para dar sequéncia ao estudo, foram realizados testes
utilizando a matéria seca das folhas de salvia, 0 que simula a decomposi¢cdo. Também
foram utilizados extratos produzidos com solventes de diferentes polaridades, que extraem
diferentes grupos quimicos, indicando qual extrato pode ser mais efetivo e testes com o 6leo
essencial extraido das folhas. A salvia € uma planta aromatica e se caracteriza como
produtora de dleos essenciais. E conhecida por sua a¢&o medicinal, que pode ser explorada
no sentido alelopético e, que também simula a lixiviacdo. Geralmente, um composto com
acdo medicinal, também pode apresentar outras atividades, como acdo antioxidante,
inseticida, herbicida, dentre outras.

Os efeitos visualizados no padréo germinativo e crescimento das plantas sdo uma
resposta secundaria aos efeitos que ocorrem nas moléculas e células do vegetal. As
espécies respondem de forma diferenciada aos aleloquimicos e existemespécies mais
sensiveis, consideradas espécies bioindicadoras, como alface, tomate e trigo. Por isso,é
necessario o uso de mais de uma espécie para avaliar o potencial alelopéatico da planta
doadora, para se ter um indicativo da real potencialidade. Além do que, se um composto vai
ser usado como bioherbicida, ele tem que inibir o desenvolvimento da planta invasora sem
afetar a cultura de interesse econdémico. Em funcéo disso, neste trabalho, foi utilizada uma
espécie considerada indicadora, a cultura do tomate; uma espécie monocotileddnea, o
capim mombaca e a chia, uma espécie que além de ser dicotiledénea é do mesmo género
da espécie doadora. As plantas podem co-evoluir em um mesmo ambiente e tolerar
situacdes que outras espécies ndo toleram. Além do que, espécies de uma mesma familia e
género podem apresentar produgdo de compostos semelhantes, e mesmo assim sofrerem
autotoxicidade.

A planta com suposta atividade alelopéatica € denominada planta doadora e as
espécies que podem ser afetadas sdo denominadas plantas receptoras. Por fim, a
confirmacdo do efeito alelopatico de algumas espécies sobre plantas infestantes

proporcionaria a reducao de custos e contaminacao.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Avaliar o potencial alelopético de folhas secas de sélvia por determinacao do efeito
de extratos e 6Oleo essencial (em laboratério) e da cobertura vegetal (em casa de vegetacao)

sobre a germinacdo e o crescimento inicial de tomate, capim mombaca e chia.

2.2. Objetivos especificos

- Extrair compostos quimicos das folhas secas de salvia por afinidade aos solventes
de diferentes polaridades (hexano, acetona, acetato de etila e metanol) e analisar sua
composicao quimica através de testes fitoquimicos preliminares;

- Extrair o 6leo essencial das folhas secas de sélvia por arraste a vapor e analisar a
composi¢ao quimica;

- Avaliar o potencial alelopéatico dos extratos de diferentes polaridades, de folhas
secas de sdlvia, sobre a germinacéo e crescimento inicial de sementes de tomate, capim
mombaca e chia, submetidas aos extratos, em condi¢des de laboratorio;

- Avaliar o potencial alelopatico do 6leo das folhas secas de salvia sobre a
germinagcdo de sementes de tomate, capim mombaca e chia, submetidas aos extratos, em
condicdes de laboratorio;

- Avaliar o potencial alelopatico de folhas secas de salvia em cobertura vegetal sobre
o teor de clorofila, massa seca, crescimento da parte aérea de plantulas de tomate, capim

mombaca e chia, em condi¢cfes de casa de vegetacéo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Alelopatia e aleloquimicos

A alelopatia é a capacidade que as plantas apresentam em produzir substancias
guimicas, as quais quando liberadas no ambiente, influenciam de forma favoravel ou
desfavoravel o desenvolvimento de outras plantas, incluindo microrganismos (RICE, 1984;
ALMEIDA, 1988; FERREIRA, 2004). Segundo Odum (1988), a alelopatia € um mecanismo
de interagdo bioquimica entre vegetais, em que uma planta produz substancia prejudicial a
outra planta competidora. Os efeitos negativos tendem a ser pequenos em termos
guantitativos, quando as plantas interativas tém uma histéria evolutiva comum em um
ecossistema estavel.

Distingue-se no metabolismo das plantas, o metabolismo primario e 0 secundarioO
metabolismo primério refere-se ao processo de producdo de compostos essenciais para a
sobrevivéncia e manutencdo do organismo, tais como fotossintese, respiragdo, transporte
de solutos, translocacao, sintese de proteinas, assimilacdo de nutrientes, diferenciacao e
sintese de carboidratos, lipideos e proteinas (TAIZ e ZEIGER, 2006). Os metabdlitos
secundarios, por outro lado, ndo séo essenciais a vida, mas definem a capacidade de
sobrevivéncia de cada espécie no ecossistema no qual se encontra.

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos por vias biossintéticas diferentes das
usadas na producdo dos metabdlitos primarios e estas vias estdo relacionadas com o
mecanismo de evolucdo das espécies (BRATT, 2000), as quais apresentam distribuicdo
restrita no reino vegetal. Os metabdlitos secundarios sdo especificos para uma espécie
vegetal ou para um grupo de espécies relacionadas, enquanto os metabdlitos primarios séo
encontrados em todo o reino vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2006). Muitos dos produtos
secundarios de organismos vivos evoluiram em resposta as interagcfes bibticas. Assim, eles
sdo mais propensos a terem algum tipo de atividade biol6gica em baixas concentracdes do
gue os compostos derivados a partir de programas de sintese quimica. Além disso, a
atividade bioldgica, muitas vezes, pode ser usada para outras atividades além daquelas que
foram alvo dos sitios moleculares no processo evolutivo (DUKE et al., 2000).

O custo metabdlico para a producdo de compostos do metabolismo secundéario é
relativamente grande, quando comparado ao custo para produzir compostos do
metabolismo primario (GERSHENZON, 1994). Segundo Waller (1999), na evolu¢do das
plantas, metabdlitos secundarios representaram alguma vantagem contra a acao de
patégenos ou predadores, seja inibindo a acdo desses ou estimulando o crescimento ou
desenvolvimento das plantas. Acredita-se que eles desempenhem funcdes importantes e

tragam beneficios ao organismo produtor, principalmente, as funcdes de atracéo de insetos
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polinizadores e de defesa contra insetos-praga, fungos, bactérias e nematoides
fitopatogénicos (BAKKALI et al., 2008).

Os compostos do metabolismo secundario associados a alelopatia sdo denominados
aleloquimicos. A presenca de substancias quimicas como compostos fendélicos, cumarinas,
terpendides, flavondides, alcaldides, glicosideos, taninos e quinonas, encontrados como
metabdlitos secundarios dos vegetais, pode desencadear efeitos benéficos ou maléficos
sobre outros vegetais ou demais organismos. A grande variedade de compostos organicos,
produtos do metabolismo secundario tem importante funcdo no ecossistema como
substancias de sinal, reconhecimento, defesa, inibicdo ou como toxinas (LARCHER, 2000).
Os metabdlitos sdo frequentemente estocados no vacuolo ou nos espacos intercelulares
guando ndo sdo usados. Entretanto, os compostos podem ser prontamente liberados das
células ou superficies das folhas para defesa, atracdo ou como sinalizadores quimicos
(CHOU, 1999).

Segundo Ferreira e Aquila (2000), todas as plantas produzem metabolitos
secundarios, que variam em qualidade e quantidade, de espécie para espécie, até mesmo a
guantidade do metabdlito de um local de ocorrénciapara outro, ou ciclo de cultivo, pois sua
sintese pode serdesencadeada por eventuais vicissitudes a que as plantas estdo expostas.
Muitos compostos alelopaticos produzidos por plantas sdo regulados por fatores ambientais,
tais como o potencial de agua no ambiente, a temperatura, a qualidade e quantidade de luz,
a composicado do solo, os nutrientes, 0os microrganismos,dentre outros. A quantidade do
composto produzido é significativamente maior quando a planta cresce em condi¢des
estressantes quando comparado as condi¢des normais (CHOU, 1999).

Os metabdlitos podem ser liberados no ambienteporvolatilizagdo, lixiviagao,
decomposi¢do dos residuos das plantas no solo ou exsudacao pelas raizes e afetar positiva
ou negativamente tanto o crescimento como o desenvolvimento de outras espécies. A
alelopatia ndo é um fenbmeno isolado, e a presenca ou auséncia de alelopatia é
determinada pela interacdo de vérios fatores (REIGOSA, MOREIRAS SANCHEZ e
GONZALE, 1999). Uma vez introduzidos no ambiente, é necessario que se acumulem em
gquantidades suficientes para afetarem outras plantas, se mantenham por algum tempo, ou
seja, liberadas continuamente para que os efeitos sejam persistentes (ALMEIDA, 1988).

O composto téxico alelopatico, quando transportado de uma planta para outra, nao
estd em concentracdo suficiente para ter efeito na planta receptora. Mesmo se o
aleloguimico for encontrado nas quantidades suficientes na rizosfera do produtor e das
plantas receptoras, tem-se argumentado que a resisténcia a toxina teria co-evoluido em
ambas as plantas. Como consequéncia, pouco se sabe sobre 0os mecanismos biolégicos
através dos quais os aleloquimicos causam fitotoxicidade (FITTER, 2003).

As espécies de plantas respondem de forma diferente a presenca

de aleloquimicos, contribuindo assim para a seletividade da espécie (INDERJIT e DUKE,
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2003). Orcutt e Nilsen (2000) sugerem que as plantas possam tolerar aleloquimicos devido
acapacidade de reduzir a absorcdo de aleloquimicos na superficie radicular; a
compartimentalizacao de aleloquimicos e a desintoxicacéo de aleloquimicos.

Ha poucas informagfes sobre como as substancias alelopéaticas atuam nas plantas.
A dificuldade que se apresenta € que essas substancias afetam mais de uma funcéo e
provocam efeitos colaterais dificeis de se distinguirem dos principais (GOLDFARB;
PIMENTEL e PIMENTEL, 2009).

Depois de liberados, os aleloquimicos sédo envolvidos em uma variedade de
processos metabdlicos. Muitos fatores determinam a toxicidade tais como: concentracao,
taxa de fluxo, idade e estaddio metabdlico da planta, condicdes ambientais. A produc¢do varia
na qualidade e quantidade com a idade, cultivar, 6rgdo da planta e época do ano (SINGH,
BATISH e KOHLI, 2003), também com espécies, temperatura, intensidade luminosa,
disponibilidade de nutrientes, atividade microbiana da rizosfera e com a composicdo dos
solos em que se encontram as raizes (EINHELLIG e LEATHER, 1988). As condi¢Bes de
estresse, frequentemente, aumentam a producao de metabdlitos secundarios, aumentando
o potencial de interferéncia alelopéatica (EINHELLIG, 1995).

Segundo Souza Filho, Guilhon e Santos (2010), em comunidades de plantas, as
interferéncias atribuidas ao fator alelopatia sdo o resultado ndo apenas da agdo de um
Unico, mas de diferentes aleloquimicos, os quais sao liberados para o ambiente em
concentragdes, quantidades e épocas distintas. Considerando-se essas especificidades,
pode-se assumir que a atividade biolégica de dada mistura de aleloquimicos sera
determinada ndo apenas pela concentracdo de cada componente da mistura, como também
pela interacdo entre eles. Nos poucos trabalhos em que essa hipétese € testada, a
combinagdo entre os aleloquimicos envolve o uso de concentragfes fixas e as inferéncias
séo ditadas em funcao dos efeitos promovidos em relagdo as substancias isoladamente. Por
exemplo, se os efeitos promovidos pelas substancias, testadas juntas, for de maior
magnitude do que quando testadas isoladamente, pode-se afirmar que ha sinergismo entre
elas. Caso contrario, se os efeitos forem de menor intensidade, pode-se inferir pela
existéncia de antagonismo.

Reigosa, Moreiras Sanchez e Gonzalez (1999) afirmaram que é dificil sumarizar o
modo de acdo dos aleloquimicos, pois sdo moléculas diferentes, cujo efeito pode variar em
funcdo da concentracdo, de fatores ambientais, de caracteristicas da planta, que podem
afetar processos simultineos e cada processo pode ter uma resposta diferente para
concentracdo ou aleloquimico em particular. O efeito visivel dos aleloquimicos sobre as
plantas € somente uma sinalizagédo retardada de mudancas anteriores que ocorreram nas
moléculas e células. A diversidade dos compostos que causam alelopatia indica diferentes
mecanismos de acdo e, em muitos casos, sua fitotoxicidade pode originar-se mais do

rompimento celular generalizado do que de um mecanismo especifico (EINHELLIG, 1995).
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Podem afetar fungcbes como absorcdo de nutrientes, crescimento, fotossintese,
respiracdo, permeabilidade da membrana, sintese proteica e a atividade enzimatica. Uma
mesma substéncia pode afetar diversas funcdes fisioldgicas bem como varias substancias
podem afetar apenas uma func¢do no organismo (ALMEIDA, 1988; MALHEIROS e PERES,
2001).

No entanto, a maioria das pesquisas em alelopatia referem-se ao efeito aleloquimico
sobre a germinacdo e o crescimento da planta-teste, ndo consideram os efeitos celulares
relacionados as mudancas fisioldgicas do sistema da planta-teste (PRATES et al.,2001).

A inibicdo alelopética resulta da acdo conjunta de um grupo de aleloquimicos que,
coletivamente, interferem em varios processos fisiolégicos e dependem da extensdo dos
estresses bidticos e abidticos associados. A alelopatia estd estreitamente ligada a outros
estresses ambientais, incluindo temperaturas extremas, deficiéncias de nutrientes e de
umidade, radiacdo, insetos, doencas e herbicidas. Tais condicbes de estresse
frequentemente aumentam a producdo de aleloquimicos bem como o potencial de
interferéncia alelopatica (EINHELLIG, 1996).

3.2. Alelopatia e agricultura

O uso excessivo de fertilizantes, herbicidas, nematicidas e fungicidas, em préticas da
agricultura moderna, comprometem as propriedades fisico-quimicas do solo, além de
poluirem a agua e o solo em detrimento do ecossistema global. O uso indiscriminado desses
produtos tem despertado grande preocupacgéo por parte de diversos paises, devido a essas
consequéncias ambientais e também a contaminacéo dos alimentos (CHOU, 1999).

O uso de agrotoxicos pode acarretar diversos problemas, tais como: desequilibrios
biolégicos, favorecendo o aparecimento de novas pragas (insetos, acaros, nematdides,
fungos, plantas invasoras e outros) ou surto de pragas secundarias, além de efeitos
deletérios, por exemplo, em insetos polinizadores. Acarretam residuos em alimentos, pela
sua persisténcia, causando problemas de salde publica. Promovem resisténcia das pragas,
em geral, aos préprios agrotoxicos e exigem aplicacdes com maiores frequéncia e
concentracdo. Contaminam o ambiente, tanto local como em areas préximas ou mesmo
distantes, principalmente por deriva em aplicacdes aéreas ou terrestres. Acarretam aumento
na mortalidade de peixes, aves e outros, que, lamentavelmente, ndo foram o alvo visado,
acumulando-se nos organismos e na natureza, podendo ser transferidos, via bioldgica e
pelas cadeias troficas (MAIRESSE e COSTA, 2009). Os herbicidas tradicionais estdo cada
vez menos eficientes no combate as espécies invasoras, uma vez que seu uso vem sendo
selecionado ao longo dos anos pelo surgimento de variedades resistentes (GELMINI et al.,
2001; RIBEIRO e LIMA, 2011).
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A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao uso de herbicidas,
inseticidas e nematicidas (WALLER, 1999). Os estudos sobre alelopatia, em alguns casos,
permitem elaborar estratégias para maior sustentabilidade dos sistemas de producédo
agricola, com menor consumo de agroquimicos.

Segundo Duke et al. (2000), os compostos naturais apresentam uma série de
vantagens sobre 0os compostos sintéticos tradicionais, como maior solubilidade em agua,
menor toxicidade e menor meia vida. Muitos produtos secundarios dos organismos vivos
evoluiram em resposta as interacfes bibticas. Assim, eles sdo muito mais propensos a
terem algum tipo de atividade biol6gica em baixas concentracdes do que 0s compostos
derivados de sintese quimica. Além disso, a atividade biolégica muitas vezes pode ser
usada pelos sitios moleculares de outros organismos, além daqueles que foram alvo no
processo evolutivo.

Dias et al. (2005) relacionaram que a alelopatia propde area de pesquisa importante,
a qual permite buscar substancias de origem vegetal, com atividade herbicida para propiciar
alternativa ecologicamente benigna no cultivo de plantas para a industria de fitoterapicos. De
acordo com Pires e Oliveira (2001), uma vez que os aleloquimicos sdo comuns aos vegetais
e comprovadamente toxicos para as plantas, mas de acdo seletiva, admite-se a
possibilidade de, conhecida a estrutura quimica dos componentes ativos envolvidos, se
obter a partir desses produtos, herbicidas com vantagens ecolégicas dos produtos naturais.

A alelopatia € um fenémeno que ocorre largamente em comunidades de plantas; é o
mecanismo por meio do qual determinadas plantas interferem no desenvolvimento de
outras. Este comportamento pode se tornar, portanto, importante fator de manejo de
culturas, pelo uso de plantas que exercem controle sobre determinadas espécies
indesejadas, obtendo-se assim sistemas de cultivos mais produtivos (GOLDFARB,
PIMENTEL e PIMENTEL, 2009).

Segundo Kruse, Strandberg e Strandberg (2000), as culturas alelopaticas podem
serusadas paracontrolar as plantas invasoraspela aplicacdode residuose restos vegetais de
culturasalelopéaticas como coberturas e pelo uso de umaculturaalelopaticaem uma
sequénciarotativa, em que a cultura alelopatica pode funcionar ao sufocar as plantas ou
onde os residuos sao deixados a interferir com a populacdo de plantas invasoras da proxima
cultura.

A maior parte da area cultivada no Brasil utiliza o sistema plantio direto e isso facilita
0 manejo de plantas invasoras por meio da alelopatia, ja que um dos requisitos basicos para
0 sistema é a presenca de cobertura morta, na forma de residuos vegetais. A cobertura
morta funciona como camada isolante entre a atmosfera e o solo, alterando as condi¢des de
temperatura e umidade do solo e diminuindo suas amplitudes, além de liberar compostos

aleloguimicos que inibem a germinacao das sementes ou o desenvolvimento das plantulas
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de determinadas espécies, conforme a cultura que forma essa cobertura morta (ALMEIDA,
1991; THEISEN e VIDAL, 1999).

O potencial alelopético dos cultivos de cobertura vegetal depende, além do tipo de
residuo vegetal que permanece sobre o solo, das plantas invasoras que nele se
desenvolvem (WU et al.,, 1999). De acordo com Olibone et al. (2006), as substancias
guimicas liberadas pelos residuos vegetais deixados sobre a superficie do solo, como o que
ocorre no sistema de semeadura direta, tém comportamento diferenciado em relacdo ao que
ocorre pelo método de incorporacéo. Na incorporacao, essas substéncias ficam diluidas no
volume do solo correspondente a profundidade em que foram enterradas; ja na semeadura
direta, elas se ligam na camada superficial. Dessa forma, como a intensidade dos efeitos
alelopaticos depende da concentracdo dos aleloquimicos, sua acao é mais pronunciada na
semeaduradireta. Além disso, a liberacdo desses produtos da cobertura morta é mais lenta,
fazendo com que os efeitos perdurem por mais tempo (ALMEIDA, 1991).

Desta forma, sob o aspecto de controle das plantas invasoras, o importante nao é ter
grande volume de residuos, mas sim que esses apresentem aleloquimicos prejudiciais as
mesmas e que sejam liberados ao solo em concentracdes suficientes para inibir o
desenvolvimento das plantas invasoras (ALMEIDA, 1989).

Os residuos vegetais da semeadura direta apresentam influéncia sobre as plantas
invasoras (ERASMO et al., 2004; TREZZI e VIDAL, 2004; TOKURA e NOBREGA, 2006;
MORAES et al., 2010; MAULI et al., 2011). Com a decomposicdo da cobertura vegetal sdo
liberados compostos alelopaticos, que podem inibir o desenvolvimento das plantas

invasoras e culturas subsequentes (ALMEIDA, 1988).

3.3. Alelopatia e plantas medicinais

Carvalho et al. (1996) ressaltaram a importancia de estudos e da identificacdo de
plantas com propriedades alelopaticas, tanto na utilizacdo de cultivares agricolas capazes
de inibir plantas invasoras, quanto na determinacdo de praticas culturais e de manejos mais
adequados.

A importancia das plantas medicinais deve-se a contribuicdo dessas como fonte
natural de farmacos e por proporcionarem chances de se obter molécula protétipo devido a
diversidade de constituintes presentes (YUNES e CALIXTO, 2001). Entre a ampla variedade
de efeito bioldgico que esses compostos quimicos de origem natural podem oferecer, hd um
especial interesse focado nos metabdlitos secundarios, os quais apresentam importante
papel na comunicacdo quimica entre organismos (MACIAS et al., 2008). Muitos metabdlitos
secundarios tém sido descobertos, e grande numero tem sido avaliado quanto a sua

atividade fitotoxica com a finalidade do desenvolvimento de pesticidas biorracionais,
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considerada uma das areas da alelopatia mais promissoras (MACIAS et al., 2001;MANO,
2006).

Estudos que buscam avaliar a atividade alelopatica de plantas medicinais tém
apontado o potencial deespéciestais como: capim limdo (Cymbopogon citratus Stapf.) e
sabugueiro (Sambucus australis Cham & Schitdl.) que inibiram a germinacdo da guanxuma
(Sida rhombifolia L.) (PICCOLO et al., 2007), carqueja (Baccharis trimera (Less) D.C.) e
confrei (Symphytum officinale L.) proporcionaram menor porcentagem de emergéncia de
plantulas de tiririca (Cyperus rotundus L.) (GAZIRlI e CARVALHO, 2009), o falso-boldo
(Plectranthus barbatus Andrews) reduziu o desenvolvimento de sementes de picdo-preto
(Bidens pilosa L.) e alface (Lactuca sativa L.) (AZAMBUJA et al., 2010); enquanto o extrato
de leiteiro (Tabernaemontana catharinensisA. DC.) inibiu a porcentagem de germinacgéo de
B. pilosa (ALVES et al., 2011).

Para Saito (2004), as plantas medicinais que apresentam em sua composi¢cao 6leos
essenciais, normalmente, tém-se identificado como promissoras no controle de plantas
indesejadas. O potencial de controle de plantas por plantas medicinais com propriedades
alelopéticas ainda é pouco explorado. Para o aproveitamento dessa caracteristica, faz-se
necessario o conhecimento da especificidade das relacfes alelopéaticas entre amesmas,
sendo este um dos fatores que podem auxiliar como alternativa no controle das plantas
infestantes (MANO, 2006).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar sua presenca. Quando nao se dispbe de estudos quimicos
sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de
metabolitos secundarios relevantes na mesma (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2003).

A utilizagdo de ensaios biolégicos vegetais para o monitoramento da bioatividade de
extratos, fracdes e compostos isolados de plantastem sido frequentemente incorporada a
identificacdo e ao monitoramento de substéncias potencialmente toxicas. Indmeros
compostos quimicos como acidos fendlicos, cumarinas, terpendides, flavonéides, alcalbides,
glicidios, taninos e quinonas sdo encontrados na composicdo quimica dos vegetais.Esses
podem desencadear efeitos benéficos ou maléficos sobre outros vegetais ou demais
organismos (NOLDIN, MONACHE e YUNES,2003).

O isolamento, a caracterizacdo e a quantificacdo de substancias com potencial
alelopatico sdo fundamentais para determinacdo de sua atividade biolégica individual ou em
conjunto com outras substancias (TREZZI et al., 2005). As técnicas de isolamento e
esclarecimento do modo de agdo dos aleloquimicos tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de herbicidas naturais (IQBAL et al., 2003).

Uma das técnicas mais empregadas nos estudos de alelopatia envolve o preparo de
extratos aquosos a partir de tecidos de plantas, observando a influéncia desses extratos na

germinacgdo e no crescimento das plantulas (INDERJIT e DAKSHINI, 1990). Para conhecer
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a composicdo dos extratos e associar os efeitos, € necessario isolar e identificar a(s)
substancia(s) que acarreta(m) tais efeitos (INDERJIT e DEL MORAL, 1997), além de
acompanhar as respostas durante as fases de extracdo, fracionamento, purificacdo e
identificacdo dos compostos (LEATHER e EINHELLIG, 1986).

A preparagdo dos extratos brutos das plantas é o ponto de partida dessa etapa do
isolamento e da purificagdo dos constituintes quimicos fixos das plantas. A escolha do
solvente para extracdo deve ser feita tendo-se em vista 0s objetivos do estudo e os
resultados da abordagem. Solventes pouco polares (como éter de petréleo, hexano,
benzeno) extraem da planta, mais facilmente, misturas de compostos de baixa polaridade e
compostos polares pouco hidrofilicos. Compostos mais polares e hidréfilos sdo mais
facilmente extraidos com etanol ou metanol (MATOS, 2009).

Segundo Sonaglio et al. (2003), a agua €, sem duavida, um dos liquidos extratores
mais importantes, a qual é utlizada na extracdo de substancias hidrofilicas, como
aminodcidos, acucares, alcal6ides na forma de sal, saponinas, heterosideos flavonoidicos e
mucilagens.

Quando ndo se conhece previamente o conteudo do material a ser analisado
costuma-se submeter o material vegetal a sucessivas extracdes, com solventes de
polaridade crescente, conseguindo-se uma extracdo fracionada, em que as diferentes
fracdes contém compostos de polaridade também crescentes (FALKENBERG, SANTOS e
SIMOES, 2003).

Oleos essenciais sio liquidos aromaticos que evaporam quando expostos ao ar. S&o0
obtidos de vérias partes vegetais, principalmente, por hidrodestilacdo. Constituem mistura
de substéncias, sdo encontrados especialmente nas familias Asteraceae, Lamiaceae,

Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae e Apiaceae (ALONSO, 1998).

3.4. Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae (Labiatae) apresenta cerca de 300 géneros e aproximadamente
7500 espécies. No Brasil, ocorrem 26 géneros e 350 espécies (SOUSA e LORENZI, 2005).
Séao, em geral, herbaceas ou arbustivas, suas folhas apresentam odor intenso; as flores sédo
bilabiadas, caracterizando a familia. Alguns géneros apresentam caracteristicas medicinais
e promovem seu uso na medicina popular, além de serem usadas também como
condimentos, ornamentais e para extracao de 6leos (JOLY, 2002).

Plantas da familia Lamiaceae séo cultivadas em todo o Planeta, principalmente para
uso como ervas aromaticas e medicinais e, sdo amplamente estudadas como fontes de
antioxidantes naturais, uma vez que s&o enriquecidas em polifendis. A sua potente

bioatividade e relativamente baixa toxicidade as tornaram ingredientes (teis
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paracomplementar a medicina alternativa e como suplementos nutricionais (KONTOGIANNI,
etal., 2013).

A familia Lamiaceae é utilizada também na culinaria. Na sua constituicdo quimica
podem ser encontradas importantes substéncias que lhe conferem inimeras atividades
biolégicas como antimicrobiana, anticarie e antiinflamatéria. Dentre essas classes de
compostos estao os taninos, triterpenos, diterpenos e 6leo essencial rico em cineol, tujona,
canfora e borneol (LORENZI; MATTOS, 2002), rosmarinico, flavondides, substancia
estrogénica e saponinas (SILVA et al., 1995; MARTINS et al., 2002).

A espécie cujo efeito alelopatico sera testado é a sélvia (Salvia officinalis L.), familia
Lamiaceae. E empregada na medicina popular para indigestdo, cicatrizante, salivacdo e
suor excessivo, feridas, piolhos, aftas e distirbios da menopausa (PANIZZA, 2000).

Em relacdo a composicdo quimica o género Salvia apresenta cumarinas (LEE et al.,
2011) polifendis (COISIN et al., 2012). Extratos etanélicos de S. officinalis apresentaram na
sua composicdo diterpenos, flavondides e triterpenos. Foi verificada nesta espécie um
elevado teor de compostos fendlicos, em maior quantidade &cido ursolinico e &cido
oleandlico (KONTOGIANNI, et al., 2013). Coisin et al. (2012) identificaram flavondidese
compostosfendlicos em extratos metandlicos de nove espécies de Salvia, em que o
composto dominante foi o acido rosmarinico com valor mais alto para S. officinalis com
728,68 mg%, apresentando para esta espécie o teor mais alto também de compostos
polifendlicos (Acido caféico) com 1,785 g% de massa seca. Os autores concluiram que a
salvia € a espécie maisvaliosaem termos de teor deprincipiosbiologicamente ativosem
comparagcao com as outrasespécies estudadas.

Segundo Cuvelier, Richard e Berset (1996), os solventes de extracdomais
utilizadosrelatados parasalviasdo agua, metanol, etanole acetona. A analise por HPLC
revelou aproximadamente 50 compostos, divididos em trés grupos principais: acidos
fenolicos, diterpenoides e flavonoides, resultando em extratos com &cido carndésico e
rosmanol como componentes principais. Extratos aquosos de folhas secas de salvia obtidos
por infusdo apresentaram como componentes principais o acido rosmarinico e a luteolina-7-
O-glicosideo (ZIMMERMANN et al., 2011).

A composicdo do Oleo essencial da S. officinalis varia significativamente,
dependendo do gendtipo, idade do 6rgdo e fatores ambientais (fertilizacdo, intensidade
luminosa, condicdes climaticas, estacdes e local de cultivo (LAMIEN-MEDA et al., 2010).

Também é citada por seus efeitos alelopaticos em sementes e plantulas de alface
(Lactuca sativa L.) (VIECELLI; CRUZ-SILVA, 2009), milho (Zea mays L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.) e girassol (Helianthus annus L.) (SIMONETO; CRUZ-SILVA, 2010).
Observacbes de pesquisadores no Sul da Califérnia relataram que arbustos de varias
espécies de Salvialiberam substéncias quimicas para inibir o crescimento de plantas
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proximas. Suas touceiras encontram-se normalmente circundadas por areas nuas
separando-as das areas vizinhas gramadas (RICKLEFS, 2003).

A Salvia leucophylla, espécie do mesmo género, € uma erva do chaparral que
apresenta monoterpendides fitotoxicos, que séo liberados por volatilizagdo a partir das
folhas. Esses compostos podem suprimir o crescimento de plantas vizinhas, resultando em

areas nuas com inibicdo da zona de crescimento normal (CHOU, 1999).
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5. ARTIGOS

5.1. ARTIGO 1 — Analise fitoquimica, atividade antioxidante e fitotoxica de extratos

com polaridade crescente de folhas de Salvia officinalis L.

(Acta Scientiarum. Agronomy — Anexo ).

RESUMO

A composicao fitoquimica, atividade antioxidante e fitotdxica da sélvia, foi avaliada sobre a
germinacdo e o crescimento de tomate, capim mombaca e chia. As folhas secas foram
embebidas usando os solventes hexano, acetato de etila, acetona e metanol. Esses passaram
por reacOes de caracterizacdo fitoquimica. A atividade antioxidante foi medida pela
eliminacdo de radicais livres DPPH. Os testes fitotoxicos utilizaram extratos na concentracéo
de 1%. A andlise fitoquimica indicou a presenca de taninos, saponinas, flavonoides e
triterpendides nos extratos. Os extratos acetdnico e metandlico apresentaram maior atividade
antioxidante. Todos os extratos influenciaram negativamente os parametros germinativos do
tomate e os produzidos com hexano e acetato de etila reduziram o crescimento da parte aérea.
O extrato acetdnico ndo apresentou efeito sobre os pardmetros germinativos de capim
mombaca, enquanto os demais inibiram as respostas e, o0 extrato hexanico reduziu o
crescimento da plantula. As sementes de chia tiveram a germinacdo inibida pelo extrato
hexanico. Entretanto, os demais parametros germinativos foram afetados pelos demais
extratos, sem efeito sobre o crescimento. Os extratos apresentaram maior fitotoxicidade para
0s parametros germinativos do que para o crescimento das plantulas. O efeito variou em

funcdo da espécie alvo e do solvente utilizado para preparo do extrato.

Palavras-chave: alelopatia, crescimento, DPPH, germinacéo, fitotoxicidade, salvia.

Phytochemical analysis, antioxidant and phytotoxic activity of extracts with increasing

polarity of Salvia officinalis L. leaves

ABSTRACT

Phytochemical composition, antioxidant and phytotoxic activities of sage were evaluated on

germination and growth of tomato, guinea grass and chia plants. The dried leaves were soaked
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onhexane, ethyl acetate, acetone and methanol solvents.Extracts were submitted to reactions
of phytochemical characterization. Antioxidant activity was measured by free DPPH
radicalscavenging. Phytotoxic tests used extracts at 1% concentration. Phytochemical analysis
revealed the occurrence of tannins, flavonoids, saponins and triterpenoids on extracts.
Acetone and methanolic extracts exhibited high antioxidant activity. All extracts influenced
negatively germination parameters of tomato and the extracts produced with hexane and ethyl
acetate, consequently there was a reduction on tomato shoot growth. The acetone extract had
no effect on guinea grassgermination, while the others inhibited responses as well as hexane
extract reduced seedlings growth. Hexane extract inhibited the germination of chia seeds.
However, the other germination parameters were negatively affected by the other extracts
without any effect on growth. Extracts showed better phytotoxicity to germination parameters
when compared to theseedling growth. The effect varied according to the target specie and the
solvent used to prepare the extract.

Keywords: allelopathy, DPPH scavenging, germination, growth, phytotoxicity, sage.

Introducéo

A alelopatia € a capacidade que as plantas apresentam em produzir substancias
quimicas, as quais, quando liberadas no ambiente, influenciam de forma favoravel ou
desfavoravel o desenvolvimento de outras plantas, incluindo microrganismos (Rice, 1984). Os
compostos quimicos sdo metabolitos secundarios denominados aleloquimicos e sdo capazes
de agir como pesticidas naturais. Podem resolver problemas associados a resisténciaem
biotipos de pragas ea poluigdo do solo e do meio ambiente, causada pelo uso indiscriminado
dos agroquimicos sintéticos. Esses podem ser explorados de forma rentavel em diferentes
aspectos, como plantas de cobertura, residuos vegetais, consércios ou adubos verdes ou em
sequéncias de rotacdo. Podem combater estresses bidticos como infestacdo de plantas
invasoras, insetos pragas e patdgenos e, em adicdo, aumentar a fertilidade e matéria organica
do solo, por conseguinte, reduzem a erosdo do solo e melhoram o cultivo (Farooq et al, 2011).

Todas as plantas produzem metabdlitos secundarios, que variam em qualidade e
quantidade de espécie para espécie, até mesmo a quantidade do metabdlito de um local de
ocorréncia, ou ciclo de cultivo para outro. As espécies de plantas respondem de forma
diferente a presenca de aleloguimicos, assim contribuem para a seletividade da espécie

(Inderjit & Duke, 2003; Ferreira & Aquila, 2000). A produgdo, o armazenamento e a
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liberacdo de aleloquimicos sdomecanismos-chave que influenciam as plantas. Tipos de
estresse, abioticos e bidticos podem alterar a producdo e a liberacao de aleloquimicos durante
o ciclo vital das plantas. Seca, irradiacdo, temperatura, limitacdo de nutrientes, competicéo,
doengas e danos causados por insetos tém sido apontados como fatores que podem causar
aumento da liberacdo de aleloquimicos de plantas alelopaticas. Em condicdes naturais, o
efeito alelopatico pode resultar de efeitos interativos entre varios compostos e agir aditiva ou
sinergisticamente para inibir o crescimento (Albuquerque et al., 2011 & Inderjit et al., 2011).

Segundo Souza Filho, Guilhon e Santos (2010), um dos aspectos que mais exercem
influéncia nos resultados dos bioensaios de alelopatia é a planta receptora. Os autores
relataram que geralmente se utiliza uma Unica espécie, 0 que pode induzir a erros, pois pode
levar a superestimar a atividade fitotdxica. O uso de mais de uma espécie permite melhor
dimensionar as reais potencialidades alelopéticas das espécies doadoras, do que simplesmente
utilizar uma Unica espécie, além de possibilitar inferéncias mais amplas e mais proximas da
realidade.

Plantas medicinais contribuem como fonte natural de farmacospor causa da
diversidade de constituintes em sua composi¢do. Muitas substancias quimicas presentes nas
plantas medicinais podem levar ao surgimento de efeito alelopatico. Estudos buscam avaliar a
atividade alelopatica de extratos de plantas medicinais sobre o desenvolvimento de plantas
invasoras e tém apontado o potencial no controle dessas plantas (Piccolo et al., 2007;
Azambuja et al., 2010 & Alves et al., 2011). Muitos herbicidas sintéticos sdo usados para
controlar espécies de plantas invasoras na agricultura moderna. Entretanto, o uso consecutivo
do mesmo herbicida pode causar resisténcia a planta, danos a diversos ecossistemas e a0 meio
ambiente (Choi et al., 2012).

O género Salvia, com aproximadamente 900 espécies, € um dos mais difundidos
membros da familia Lamiaceae. Apresenta amplo nimero de metabdlitos secundarios, com
VArios grupos quimicos, tais como: Oleos essenciais, terpendides e compostos fendlicos
(Cadirci et al., 2012). No Brasil, 0 género apresenta 68 espécies, distribuidas nas regides Sul,
Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste. A Salvia officinalis € uma espécie cultivada (Santos,
2014).

As atividades bioldgicas presentes nesse género incluem: antisséptica, antibacteriana,
antiinflamatdria, antioxidante, antidiarreica. Citada por prevenir e curar doengas como:
obesidade, diabetes, depressao, deméncia, IUpus, autismo, doencas cardiacas, cancer e alivio
de sintomas da menopausa, com maior parte dos estudos para Salvia officinalis L.
(Hamidpour et al., 2014). Segundo Haghighat, Alizadeh e Nouroznejadfard (2012), essa
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diferenca de atividades biologicas pode ser de certa forma explicada pela variagdo na sua
composicao quimica.

Extratos aquosos de Salvia officinalis foram citados como efetivos no tratamento de
sementes de tomate, reduzindo totalmente a bactéria Xanthomonas perforans em bioensaios in
vitro. Também inibiram os sintomas e a incidéncia da mancha bacteriana em plantulas de
tomate, sem afetar o crescimento das mesmas (Mbega et al., 2012).

Assim, o presente estudo buscou avaliar a composicdo fitoquimica, a atividade
antioxidante e o potencial alelopatico de folhas secas de sélvia (Salvia officinalis L.) sobre a
germinacdo e o0 crescimento de tomate cereja (Lycopersicon esculentum Mill. var.
Cerasiforme Alef.), capim mombaca (Panicum maximum Jacg. var. Mombaca) e chia (Salvia

hispanica L.).

Material e Métodos

Coleta do material e preparo do extrato

As folhas de salvia foram adquiridas no comércio, em Cascavel, Parana, Brasil, ja
secas, sendo trituradas em moinho tipo Willey, produzindo um pé que foi acondicionado em
embalagem plastica até sua utilizacdo. O material moido (1 kg) foi embebido em temperatura
ambiente usando solventes de polaridade crescente. Aproximadamente 4 L de hexano, acetato
de etila, acetona e metanol, sequencialmente, os quais permaneceram48 horas em cada

solvente, seguida de filtragem a vacuo utilizando-se rota-vapor Buchi e depois secas.

Andlise fitoquimica

Os extratos foram submetidos a uma série de reagdes de caracterizacdo fitoquimica.
Os principais compostos do metabolismo secundario foram detectados de acordo com a
metodologia desenvolvida por Matos (2009). Foram eles: taninos, alcaldides, cumarinas,
saponinas, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, triterpenoides e esterdides. A presenca
ou auséncia dos grupos quimicos e de alguns compostos foi verificada a partir da observagédo

da reacdo caracteristica esperada, cujo resultado positivo indicou a presenca ou auséncia.

Atividade antioxidante
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A mensuragdo da atividade de eliminacdo de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) foi avaliada como descrito por Scherer e Godoy (2009) e Rufino et al. (2007),
com modificagBes. Para a anélise, 0,1 mL dos extratos diluidos (100 mg mL?) foi adicionado
em tubos de ensaio que continham 3,9 mL do radical DPPH (0,2 mM) diluido em metanol e
homogeneizados em agitador de tubos. Para o controle, foi utilizado 0,1 mL de solucéo
controle (&lcool metilico, acetona e dgua) com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizados.
Como branco, foi utilizado alcool metilico, a fim de calibrar o espectrofotdmetro (UV mini-
1240, Shimadzu Co.). As misturas foram incubadas na auséncia de luz, a temperatura
ambiente, até a medigcdo. Subsequentemente, as absorbancias foram medidas com
espectrofotdmetro a 515 nm e monitoradas a cada 30 minutos, até a estabilizacéo.

O indice DPPH foi calculado a partirda equacdo Atividade antioxidante (%) = [(Abso -
Abs;) /Absg] x 100, em que Abso é a absorbancia do branco, e Abs; € a absorbancia da
amostra.

As concentracdes dos extratos responsaveis pela diminuicdo de 50% da atividade
inicial do radical livre de DPPH (ECso) foram calculadas a partir de uma equacéo de reta

obtida por regresséo linear para a atividade antioxidante (Figura 1.1).

,0337x + 0,0943
R?=0,9917

Absorbancia (515nm)

é Concentragao DPPH pM

Figura 1.1. Curva padrdo do DPPH.

Bioensaios de germinagéao

Bioensaios de germinacdo foram conduzidos com o tomate, capim mombaca e chia,
como espécies-alvo, para avaliar os extratos obtidos das folhas secas de séalvia. Os tratamentos
incluiram extratos hexanico, acetato de etila, aceténico e metandlico na concentracdo de 1%.
Como controle negativo foram utilizados solventes para extracdo e diluicdo dos extratos e

como controle positivo, agua destilada.



164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197

24

Quatro repeticdes de 25 sementes para cada espécie foram semeadas em placa de Petri
(9,0 cm de diametro) contendo duas folhas de papel filtro. As sementes foram umedecidas
com 3 mL dos extratos ou controles somente uma vez, em seguida, aguardou-se a evaporagao
completa do solvente. Apds evaporacdo, foi adicionado o mesmo volume de solucdo de
nistatina a 2% (antifungico). As placas foram acondicionadas em camara de germinacdo a
25 °C, com fotoperiodo de 24 horas de luz.

O indice de velocidade de germinacdo (IVG), tempo médio (TM) e velocidade média
(VM) de germinacdo foram determinados por contagens diarias do ndmero de sementes
germinadas. Foram consideradas sementes germinadas aquelas que apresentaram protrusao
radicular de 2 mm de comprimento. O percentual de sementes germinadas foi calculado apds

sete dias de cultivo.

Bioensaios de crescimento

No bioensaio de crescimento, sementes de tomate, capim mombaca e chia foram
semeadas nas mesmas condicOes adotadas para o teste de germinacdo. Cinco sementes pré-
germinadas ha trés dias foram colocadas em placas de Petri forradas com duas folhas de papel
filtro. Foram acrescidos 3 mL dos extratos avaliados, nas mesmas concentragdes do bioensaio
de germinacdo, sendo adicionados de uma sé vez, aguardando a evaporacdo completa do
solvente, com adicdo de solucéo de nistatina a 2%. O tempo de crescimento foi de 10 dias, e
0s comprimentos das partes aérea e radicular foram ao final (adaptado de Souza-Filho et al.,
2009). O comprimento estabelecido da parte aérea foi a regido de transicdo da raiz até a
insercdo dos cotilédones, e, 0 comprimento da raiz: regido de transicdo da parte aérea até o

apice da raiz, medidos em centimetros (Viecelli & Cruz-Silva, 2009).

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro extratos
(hexano, acetona, acetato de etila e metanol) a 1% de concentra¢do, um controle positivo
(4gua) e os controles negativos (hexano, acetato de etila, acetona e metanol). Os dados foram
previamente submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade
(Bartlett) para analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o software R (R Development Core Team, 2014).
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Resultados e Discussao

Analise fitoquimica e atividade antioxidante

Os quatro extratos de salvia avaliados ndo apresentaram resultados positivos para
alcaléides, cumarinas, antocianinas, antocianidinas e esterdides (Tabela 1.1). O extrato
hexanico apresentou triterpendides na sua composicao. O extrato obtido com acetado de etila
apresentou saponinas e triterpendides. Os extratos acetonico e metanolico foram semelhantes
e 0S que apresentaram maior nimero de classes de substancias, com taninos, saponinas,
flavonoides e triterpendides. A quantidade de saponinas foi maior no extrato metanolico
quando comparado aos demais extratos.

De maneira geral, a presenca dos metabolitos secundarios encontrada na analise
fitoquimica esta de acordo com Hamidpour et al. (2014), os quas descreveram que classes de
compostos constituintes da Salvia officinalis sdo taninos, triterpenos, diterpenos e 0Oleo
essencial, flavondides, substancia estrogénica e saponinas.

Kontogianni et al. (2013) encontraram o &cido ursolinico e o acido oleanoldico em
elevadas concentragbes em extratos de sélvia usando hexano e acetato de etila como
solventes. Esses sdo classificados como triterpendides, compostos que apresentaram reacao
positiva para todos os extratos analisados neste trabalho, com maior concentracdo no extrato
hexanico. Os autores também relataram alto teor de compostos fenolicos e flavonoides,

entretanto, o conteudo de flavondides foi menor quando comparado aos compostos fenolicos.

Tabela 1.1. Analise fitoquimica dos extratos de folhas de Salvia officinalis L.

Extratos

Metabolitos Hexano Acetato de Etila Acetona Metanol
Taninos - - + ¥
Alcal6odes - - - -
Cumarinas - - - -
Saponinas - + ++ 4
Antocianinas - - - -
Antocianidinas - - - -
Flavondides - - + +
Triterpendides ++ + + +

Esteroides - - - -

-: auséncia; +: concentracdo baixa,++: concentragdo moderada; +++: concentragdo elevada
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Diferente do observado neste trabalho, que acusou auséncia de cumarinas nos extratos,
Lee et al. (2011) relataram elevada quantidade de cumarinas em extratos de trés acessos de
séalvia, utilizando acetona 70% como solvente e ap0s evaporacao ressuspensos em DMSO
10%. Os autores destacaram, a partir da analise fitoquimica, que essas espécies se mostraram
ricas em compostos fendlicos e cumarinas, mas que solventes de polaridades diferentes
podem influenciar o teor de polifendis.

Os extratos de acetona e metanol apresentaram forte atividade antioxidante (84,42%)
em relacdo a capacidade de sequestro do radical DPPH, com diferenca estatistica significativa
quando comparado aos extratos obtidos com acetato de etila (66,76%) e hexano (5,53%). A
atividade oxidante ndo foi detectada para o extrato hexanico, o qual também diferiu do extrato
de acetato de etila (Tabela 1.2). Ambos os extratos, com atividade antioxidante, apresentaram
flavonoides na analise fitoquimica, composto classificado como polifenol. Segundo Trabelsi
et al. (2010), sistemas de extracdo de solvente com polaridades diferentes diferem
significativamente quanto acapacidade de extracdo e seletividade para conteudo de compostos
fenolicos e atividade antioxidante.Concluindo-se que, extratos obtidos com solventes mais
polares sdo mais eficazes que os menos polares. A adicdo de 20% de agua em metanol,
acetona ou etanol pode aumentar o poder de extracdo e atividade antioxidante estimada
especialmente para acetona. Portanto, acetona / agua (8: 2) parece ser o solvente mais
recomendado para extracdo de compostos fendlicos bem como a valorizacdo da atividade de

antioxidante.

Tabela 1.2. indice de DPPH (% sequestro) e ECsodos extratos de polaridade crescente de Salvia officinalis.

Extratos % sequestro DPPH ECsopug mL*
Hexano 5,53¢c 38,77a
Acetato de etila 66,76b 11,83b
Acetona 84,42a 4,06c
Metanol 84,42a 4,06c

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

O resultado expresso em ECsg corresponde a quantidade necessaria para diminuir a
concentracéo inicial de DPPH em 50%. Os resultados variaram de 4,06 a 38,77 pg mL? e
apresentaram o mesmo padrdo observado para o sequestro de DPPH, com melhores resultados
para 0s extratos acetonico e metandlico (4,06 pug mL™?), seguidos do acetato de etila

(11,83 pg mL1), sem atividade para o extrato hexanico (38,77 pug mL™).Quanto maior o
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consumo de DPPH por uma amostra, menor a sua ECso. Os extratos utilizando acetona e
metanol como solvente apresentaram elevada atividade oxidante, quando se compara ao BHT
(butil hidroxi tolueno), que é um antioxidante sintético por exceléncia em testes semelhantes,
com os seguintes valores para ECso 5,37; 9,27; 9,5; 11,5 e porcentagens de sequestro de
DPPH de 83,16 e 95,85% (Cansian et al., 2010; Sa et al., 2012; Weber et al., 2014; Pandini et
al., 2015).

Kosar, Dorman e Hiltunen (2005) verificaram que extratos hidrometanolicos de S.
officinalis foi um dos mais efetivos em sequestrar o radical DPPH, com ECso similar ao BHT.
Grzegorczyk, Matkowski e Wysokinska (2007) testaram a agdo antioxidante de extratos
acetdnicos e metandlicos de sélvia e observaram que o extrato aceténico foi mais efetivo no
sequestro do radical DPPH do que o metanolico, com percentual de 81 e 72% para parte aérea
“in vivo” e “in vitro”, respectivamente, do extrato metandlico. Diferente do observado neste
trabalho, em que a capacidade de sequestro do radical DPPH foi a mesma e a mais eficiente
para ambos 0s extratos. Na analise fitoquimica, esses extratos apresentaram o maior nimero
de classes, entre elas, terpenos e flavondides. Roman Junior et al. (2015) relataram que o
acido rosmarinico, juntamente com flavondides e polifendis presentes no extrato aquoso de S.
officinalis, apresentam atividade antiulcerogénica que, provavelmente, resulta da atividade
antioxidante. Tais moléculas sdo capazes de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes
como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, quelar ions ferro e
cobre, inibir a reacdo de Fenton; interferir no transporte de elétrons e nas reagdes de
oxirreducdo bem como reduzirem os radicais lipidicos.

Testes com extratos de sélvia obtidos com acetato de etila, acetona e metanol
mostraram percentual de sequestro de DPPH semelhantes, 91,7; 92,6 e 92,3%,
respectivamente (Miliauskasa, Venskutonisa & Van Beekb, 2004). Valores esses mais
elevados que os encontrados neste trabalho e sem diferenca para o extrato obtido com acetato
de etila.

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacéo, a partirde um
ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e complexacdo de metais, que sdo
fatores que, em excesso, causam danos aos tecidos (Duarte-Almeida et al., 2006). Plantas que
apresentam atividade antioxidante sdo de grande interesse, pois a presenca de radicais livres
esta associada a diversos fatores como mutacdo do DNA, oxidacao de proteina e peroxidacdo
lipidica (Santos et al., 2010). Assim, pode-se correlacionar a presenca de flavonoides nos
extratos aceténico e metandlico de folhas de salvia com a atividade antioxidante e sequestro
do radical DPPH.
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Bioensaios de germinacao e crescimento

Ao longo de sete dias de cultivo, verifica-se que todos os parametros germinativos, das
trés espécies utilizadas no bioensaio, foram influenciados pelos extratos de polaridade
crescente obtidos de folhas secas de salvia (Tabelas 1.3, 1.4 e 1.5). Os solventes utilizados
como controle negativo ndo influenciaram as variaveis analisadas nas espécies estudadas.

Todos os extratos influenciaram o percentual de germinacdo do tomate e diferiram
significativamente dos controles. Na analise fitoquimica, todos os extratos apresentaram
triterpendides na sua composi¢do, com maior quantidade evidenciada no extrato hexanico. Os
extratos hexano 1% e metanol 1% apresentaram maior percentual de inibi¢do da germinacéo e
reduziram em 46 e 58%, respectivamente, quando comparados ao controle positivo (agua).
Esses também diferiram de forma significativa dos extratos acetato de etila e acetona, que
reduziram a germinagédo em 20 e 24%, respectivamente (Tabela 1.3).

Tabela 1.3. Pardmetros germinativos de Lycopersicon esculentum Mill. var. Cerasiforme submetidos a extratos

de polaridade crescente de Salvia officinalis L.

Lycopersicon esculentum

Tratamentos %G IVG ™ VM CR CPA
Controle 93a Ta 3,57c 0,30a 1,35a 1,85a
Hexano 0% 93a 8a 3,35¢C 0,31a 1,14a 1,63ab
Acetato 0% 92a Ta 3,66¢ 0,29a 1,31a 1,72a
Acetona 0% 88a 6a 3,97bc 0,26ab 1,40a 1,89a
Metanol 0% 92a Ta 3,40c 0,30a 1,15a 1,62ab
Hexano 1% 50c 2,4bc 5,44a 0,19c 0,97a 1,14c
Acetato 1% 74b 4b 4,72ab 0,21bc 1,15a 1,19bc
Acetona 1% 71b 3,7bc 4,99ab 0,26ab 1,14a 1,47abc
Metanol 1% 39c 2c 5,15a 0,20c 1,11a 1,71a
Média 77 5 4,25 0,25 1,19 1,58
Desvio padréo 21 2 1,04 0,06 0,21 0,30
CV% 27,71 45,29 24,57 25,75 17,66 19,32

G: Porcentagem de germinacdo; IVG: indice de velocidade de germinagdo; TM: tempo médio; VM: média de
velocidade de germinacdo, CR: crescimento da raiz (cm) e CPA: crescimento da parte aérea (cm). CV%:
coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica significativa
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os demais parametros germinativos seguiram a mesma tendéncia, em que todos foram
influenciados negativamente pelos extratos comparados aos controles. O efeito mais

acentuado foi para as sementes de tomate, tratadas com o0s extratos hexanico e metandlico. Os
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IVGs foram de 2,4; 4; 3,7 e 2 sementes germinadas por dia para as sementes de tomate
submetidas aos extratos de hexano, acetato de etila, acetona e metanol, respectivamente,
quando comparados as sete sementes germinadas quando utilizado a agua. O tempo médio
(TM) de germinacédo foi aumentado para as sementes tratadas com os extratos com média de
5,1 dias, enquanto para os controles o tempo manteve-se com 3,6 dias. A velocidade média de
germinacao foi reduzida, evidenciando novamente o efeito negativo dos extratos.

O crescimento das raizes de plantulas de tomate nao foi influenciado pelos extratos de
polaridade crescente de folhas de salviaguando comparados aos tratamentos controle. Os
extratos utilizando hexano e acetato de etila como solventes inibiram o desenvolvimento da
parte aérea quando comparado a agua e ao extrato metanolico.

Extratos obtidos de folhas de salvia reduziram a germinacéo e crescimento de tomate,
principalmente na concentracdo mais elevada. Viecelli e Cruz-Silva (2009) observaram que
extratos aquosos de folhas de sélvia, preparados sob diversas formas (com excecédo a infusao)
inibiram o crescimento da parte aérea de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) na
concentracdo mais elevada (30%), de acordo com a maioria das estacdes do ano.

Semelhantes ao observado neste trabalho, extratos aquosos de sélvia reduziram o
percentual final e a taxa de germinacdo de beldroega (Portulaca oleracea L.) nas
concentracOes de 10, 15 e 20%. O indice de germinacao também foi influenciado nas maiores
concentracbes (15 e 20%) (Pirzad et al., 2010). Os autores relataram também reducdo do
crescimento da raiz, sem efeito sobre o desenvolvimento da parte aérea. Neste caso, com
resultado contréario ao observado neste trabalho, em que os extratos reduziram o crescimento
da parte aérea e ndo influenciaram a raiz.

Esse diferencial, com relacéo a inibir o desenvolvimento de um érgdo e ndo apresentar
efeito sobre outro, ou ainda, de ser contrario, foi relatado por Pelegrini e Cruz-Silva (2012),
no qual extratos aquosos de falso-boldo (Coleus barbatus) estimularam o desenvolvimento da
parte aérea e inibiram o crescimento radicular de alface (Lactuca sativa),na maior parte dos
extratos testados.

Os extratos hexanico, acetato de etila e metanolico inibiram a germinacao final de
sementes de capim mombaca, em 68, 35 e 39%, respectivamente, comparado as sementes

mantidas em agua, diferindo significativamente dos controles (Tabela 1.4).
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Tabela 1.4. Pardmetros germinativos de Panicum maximum Jacq. var. Mombaga submetidos a extratos de

polaridade crescente de Salvia officinalis L.

Panicum maximum

Tratamentos %G VG ™ VM CR CPA
Controle 9la 10a 2,26¢d 0,44a 3,2a 3,37ab
Hexano 0% 89%a 10a 2,31bcd 0,44a 2,87ab 3,13ab
Acetato 0% 87a 10a 2,23cd 0,45a 2,44ab 2,98ab
Acetona 0% 88a 10a 2,30bcd 0,44a 2,89ab 3,24ab
Metanol 0% 90a 10a 2,20d 0,46a 2,45ab 3,38ab
Hexano 1% 29d 2,6¢ 3,01abc 0,33b 1,85b 2,43b
Acetato 1% 59bc 5,4bc 3,482 0,31b 2,68ab 2,81ab
Acetona 1% 85ab 7,8ab 3,10ab 0,35b 2,99a 3,35ab
Metanol 1% 55¢ 4,6¢c 3,60° 0,29b 2,84ab 3,48a
Média 74 8 2,72 0,39 2,69 3,13
Desvio padréo 26 3 0,75 0,08 0,55 0,49
CV% 35,43 43,35 27,54 21,14 20,33 15,67

%G: Porcentagem de germinacdo; IVG: indice de velocidade de germinagéo; TM: tempo médio; VM: média de
velocidade de germinacgdo; CR: crescimento da raiz (cm) e CPA: crescimento da parte aérea (cm). CV%:
coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica significativa
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o IVG, as diferengas estatisticas se mantiveram no mesmo padrdo, em que 0
extrato utilizando hexano, acetato de etila e metanol, como solvente, e promoveram 2,6; 5,4 e
4,6 plantulas germinadas por dia, valor abaixo da média dos solventes que foi de dez
plantulas. O tempo médio de germinacdo foi maior para as sementes tratadas com os extratos,
inclusive para as submetidas ao extrato acetdénico bem como a velocidade média de
germinacdo, a qual foi menor para todos os extratos com diferenca significativa quando
comparada aos controles.

O extrato hexanico de sélvia inibiu o crescimento da raiz do capim Mombaca quando
comparado ao controle, e o crescimento da parte aérea quando comparado ao extrato
metandlico. Hassannejad & Ghafarbi (2013) verificaram que extratos aquosos de salvia
inibiram a germinacéo e o crescimento de plantulas de cuscuta (Cuscuta campestris Yunck.).
Entretanto, diferente do observado para as espécies avaliadas neste trabalho, os autores
relataram que o crescimento das plantulas foi mais sensivel do que a germinacdo. Bajalan,
Zand e Rezaee (2013) e Bajalan et al. (2013) também observaram inibi¢do da germinacdo, do
crescimento radicular e caulinar de plantulas de cevada (Hordeum vulgare L.), beldroega

(Portulaca oleracea L.), trigo (Triticum aestivum L.) e caruru (Amaranthus retroflexus L.)
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qguando expostas aos extratos aquosos de salvia. Essas variaveis também foram inibidas pelo
extrato aquoso de salvia em tomate (Silva et al., 2015).

Para as sementes de chia, espécie do mesmo género da planta doadora, apenas o
extrato hexanico influenciou o percentual de germinacdo, com diferenca significativa quando
comparado aos controles e aos demais extratos, com excegdo ao extrato acetato de etila. O
extrato produzido com hexano promoveu a reducdo da germinacdo de sementes de chia em
47% quando comparado a agua (Tabela 1.5).

Embora o percentual de germinagdo tenha sido influenciado apenas pelo extrato
hexanico, os demais parametros germinativos foram afetados pelos demais extratos. O IVG
apresentou reducdo em todos os extratos quando comparado aos tratamentos controle, com 5,
9,14 e 10 plantulas desenvolvidas por dia para as sementes submetidas aos extratos hexanico,
acetato de etila, acetona e metanol, respectivamente. As sementes germinadas em &gua
apresentaram I\VVG de vinte (20) plantulas por dia.

O tempo médio de germinacdo foi aumentado para sementes germinadas nos extratos
de hexano, acetato de etila e metanol quando comparados com o controle, em 3,49; 2,35 e
2,39 dias, respectivamente. A velocidade de germinacdo foi menor também para esses

extratos, a qual diferiu significativamente dos controles.

Tabela 1.5. Pardmetros germinativos de Salvia hispanica L.submetidos a extratos de polaridade crescente de
Salvia officinalis L.

Salvia hispanica

Tratamento %G IVG ™ VM CR CPA
Controle 89%a 20a 1,32d 0,77ab 4,25a 3,08a
Hexano 0% 76a 16ab 1,43bcd 0,71ab 3,89 2,87a
Acetato 0% 88a 19a 1,37cd 0,74ab 4,493 3,07a
Acetona 0% 85a 17ab 1,49bcd 0,69ab 3,45a 3,15a
Metanol 0% 90a 20a 1,29d 0,79 4,40a 2,56a
Hexano 1% 47h 5d 3,49a 0,34d 3,45a 2,41a
Acetato 1% 70ab 9cd 2,35bc 0,37d 4,07a 2,46a
Acetona 1% 84a 14bc 1,77bcd 0,58bc 3,89a 2,80a
Metanol 1% 8la 10c 2,390 0,45cd 3,93a 3,22a
Média 78 15 1,88 0,61 3,98 3,85

Desvio padréo 21 6 0,98 0,21 0,65 0,47

CV% 26,33 41,95 52,70 34,56 16,49 16,68

G: Porcentagem de germinacédo; 1VG: indice de velocidade de germinagdo; TM: tempo médio; VM: média de
velocidade de germinacdo; CR: crescimento da raiz (cm) e CPA: crescimento da parte aérea (cm). CV%:
coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenga estatistica significativa
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Ferreira e Aquila (2000) relataram que, muitas vezes, o efeito alelopatico nio atua
sobre a germinabilidade (porcentagem final de germinacao), mas sobre o indice de velocidade
de germinacdo e/ou sobre o desenvolvimento das plantas, como observado neste trabalho para
sementes de chia, no qual o IVG e demais pardmetros germinativos apresentaram-se mais
sensiveis quando comparados a porcentagem de germinacdo desta espécie.

Kadioglu e Yanar (2004) testaram os extratos metandélicos de plantas e verificaram que
a sélvia inibiu a germinacéo de sete de nove espécies de plantas testadas. Os efeitos variaram
em intensidade de acordo com a espécie alvo, sendo mais acentuado em Abutilon theophrastii
Medik e Rumex crispus L., com reducdo de 92 e 90% da germinagdo, respectivamente. Para
Trifolium repens L., Amaranthus retroflexus L., Lolium perene L., Conium maculatum L. e
Avena sterilis L., as respostas referentes a inibicdo foram de 67, 42, 38, 29 e 17%,
respectivamente, quando comparadas ao tratamento controle. Das 22 espécies testadas como
doadoras, a S. officinalis foi a que promoveu maior reducdo da germinacdo de L. perene. Nao
apresentou efeito para sementes de Lepidium sativum L. e estimulou a germinagdo em 67% de
sementes de Descurania sophia (L.) Webb. Ex Prant.

O desenvolvimento das plantulas de chia ndo foi influenciado pelos extratos de sélvia,
sem diferenca significativa com os tratamentos controle. Desta forma, a chia se mostrou
indiferente a presenca dos extratos quando comparada as plantulas de tomate e capim
mombaca, que foram influenciadas ao menos por um dos tipos de extrato, no
desenvolvimento da raiz e ou da parte aérea.

Estudos com extratoaquoso de folhas de sélvia resultaram em inibicdo da germinacao
de tomate, reducgéo do crescimento da raiz de tomate, milho (Zea mays (L.) Merril) e girassol
(Helianthus annus L.) e reducdo do comprimento da parte aérea de plantulas de girassole de
tomate, sem efeito para o milho (Simoneto e Cruz-Silva, 2010). Semelhante ao observado
neste trabalho, em que os extratos apresentaram padrao diferenciado de acordo com a espécie
e o solvente utilizado para preparo do extrato.

Matysiak, Kaczmarek e Kierzek (2014) também verificaram resposta diferenciada ao
efeito da matéria seca de salvia sobre a emergéncia e massa fresca de quatro espécies. A
salvia reduziu o namero de sementes germinadas e a massa fresca de plantas da espécie
Brassica napus var. oleifera (L.) cultivar maximus, sem influéncia para as espécies
Fagopyrum esculentum (Moench), Papaver somniferum (L.) e Brassica napus var. oleifera
(L.) cultivar californium, esta Gltima da mesma espécie. Isso evidencia que as espécies

respondem de forma diferente a planta doadora testada.
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Ao se relacionar o efeito dos extratos sobre as trés espécies estudadas, evidencia-se
que os parametros germinativos foram influenciados nas trés espécies, em todas as variaveis
avaliadas, sendo mais suscetiveis aos extratos quando comparados ao crescimento da raiz e a
parte aérea. Os extratos obtidos com hexano e metanol apresentaram maior reducdo do
percentual de germinagédo e IVG quando testados sobre tomate e capim mombaca, sendo o
extrato hexanico o unico que inibiu a germinacdo de chia, espécie do mesmo género da salvia.

Comparativamente, todos 0s extratos apresentaram triterpendides na analise
fitoquimica. Os extratos acetbnico e metandlico apresentaram 0S mesmos grupos quimicos,
entretanto, o extrato metandlico mostrou efeito mais acentuado. 1sso pode estar relacionado a
maior quantidade de saponinas identificadas na prospeccdo fitoquimica inicial. Segundo Wink
(2003), saponinas sdo compostos hidrofébicos que interagem fortemente com biomembranas.
Elas podem formar poros nas membranas e promover vazamento nas células; um amplo efeito
citotdxico ou antimicrobiano é geralmente a consequéncia.

Associados a diversidade de grupos encontrados nos extratos acetoénico e metandlico,
0s autores citados acima relataram que metabolitos secundarios, geralmente, contém mais do
que um grupo funcional. Portanto, muitas vezes apresentam mudltiplas funcionalidades e
bioatividades. Além disso, uma vez que estdo presentes em metabolitos secundarios misturas
complexas, que consistem em Varios tipos estruturais, tais estratégias garantem interferéncia
com mais de um alvo molecular e podem, assim, proteger contra uma grande variedade de
inimigos. Mesmo que a interagdo individual de determinado metabolito possa ser ndo
especifica e fraca, a soma de todas as interacfes leva a um efeito substancial. Os compostos
presentes em determinada planta s@o importantes para a aptiddo da planta de produzi-los
como defesa ou como sinal da presenga de compostos, sendo considerados como
caracteristicas adaptativas que foram moldadas e modificados pela selecdo natural durante a

evolucéo.

Concluséao

A analise fitoquimica indicou a presenca de taninos, saponinas, flavondides e
triterpendides nos extratos. Os extratos acetdnico e metandlico apresentaram melhor atividade
antioxidante equivalente ao antioxidante sintético BHT. De forma geral, os extratos
apresentaram melhores respostas alelopaticas para 0s parametros germinativos do que para o

crescimento das plantulas. O efeito variou em funcao da espécie e do solvente utilizado para
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preparo do extrato, cujo tomate é a espécie mais sensivel e a chia a mais resistente ao efeito

dos extratos.
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RESUMO

A composicéo quimica, atividade antioxidante e o efeito alelopatico do 6leo essencial de folhas de
Salvia officinalis L foram avaliados neste trabalho. O 6leo foi obtido por hidrodestilacdo de folhas de
sdlvia e a composicdo foi determinada por cromatografia gasosa/espectrometria de massa. A
atividade antioxidante foi medida pela eliminacdo de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil). O dleo essencial foi testado nas concentragfes: 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 e
2000 mg Lt (v/v), para avaliar o efeito alelopatico na germinacdo de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.), capim mombaga (Panicum maximum Jacq.) e chia (Salvia hispanica L.). Foram
detectados vinte e oito (28) compostos (que corresponderam a 98,82% do 6leo) e os majoritarios
foram: canfora (27,59%), canfeno (23,70%), a-pineno (13,75%), B-pineno (6,28%) e limoneno
(5,38%). Monoterpendides foram predominantes no éleo essencial (68%). O dleo apresentou 85,3%
de capacidade de sequestro do radical DPPH e ECso de 3,67 pg mL™, caracterizando-o como um
6timo antioxidante. O percentual final de germinacdo das trés espécies ndo foi inibido pelo 6leo
essencial de salvia, nas concentragbes testadas. Entretanto, o indice de velocidade, tempo e
velocidade média de germinagdo foram influenciados de forma negativa na maioria das
concentracOes testadas, com diferenca significativa quando comparados ao tratamento controle, para
as sementes de tomate e chia. O mesmo comportamento ndo foi observado para sementes de capim
mombaca. Deve ser destacado que as espécies botanicas respondem de forma diferenciada e muitas
vezes o efeito alelopatico ndo esta sobre o percentual de germinacao.

Palavras-chave: alelopatia, compostos volateis, DPPH, germinacéo, salvia.
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Chemical composition, antioxidant and allelophatic activities of Salvia officinalis L. essential oil

ABSTRACT

Thisstudy evaluated the chemical composition, antioxidant and allelopathic activities of essential oil
of Salvia officinalis L. The essential oil was obtainedby hydrodistillation of leaves and its
composition was determined using gas chromatography coupled to mass spectrometry. The
antioxidant activity was measured using DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging
activity. The essential oil was tested at concentrations of 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1,000, and 2,000
mg L (v/v) to evaluate the allelopathic effect on germination of tomato (Lycopersicum esculentum
Mill.), guinea grass (Panicum maximum Jacg.), and chia (Salvia hispanica L.). Twenty-eight
compounds were registered (corresponding to 98.82% essential oil).The majority of themwere:
camphor (27.59%), camphene (23.70%), o-pinene (13.75%), B-pinene (6.28%), and limonene
(5.38%). While, monoterpenes (68%) were predominant in this essential oil. There were85.3% of
DPPH radical scavenging activity and the 1Cso value was 3.67 pg/mLlin the essential oil
composition, which characterizedit as a great antioxidant. The final germination percentage of those
three species was not inhibited by sage essential oil at tested concentrations. However, the
germination speed index, time, and germination rate were adversely affected in most tested
concentrations, with a significant difference in comparison with the control treatment for tomato and
chia seeds. The same behavior was not observed for guinea grass seeds. It is worth noting that
botanical species respond differently and many times there is no allelopathic effect on germination
percentage.

Keywords: allelopathy, volatile compounds, DPPH scavenging, germination, sage.

INTRODUCAO

Oleos essenciais sdo liquidos volateis que se caracterizam por forte odor formado a partir do
metabolismo secundario de plantas aromaticas. Sdo misturas complexas naturais, geralmente obtidas
por hidrodestilagdo que podem conter de 20 a 60 compostos, nas mais variadas concentracdes
(BAKKALLI et al., 2008). Oleos essenciais sdo encontrados especialmente nas plantas das familias
Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae e Apiaceae (ALONSO, 1998).

O mudltiplo mecanismo de acdo dos dleos essenciais, combinado com seu amplo espectro de
atividade, fazem dos metabolitos secundarios e das plantas aromaticas que os produzem material
apropriado para ser utilizado no melhoramento do solo e controle de pragas comoplantas invasoras,
insetos, fungos, bactérias. O uso destas plantas e dos seus metabolitos na agricultura pode oferecer

vantagens em funcdo da sua origem natural. Esses sdo menos prejudiciais do que as substancias



40
quimicas sintéticas; sua volatilidade implica menos residuo na producdo ou no ambiente depois da
aplicacdo e o composto natural apresentam Vvarios mecanismos de acdo que previnem o0
desenvolvimento de resisténcia a patdgenos para todos os compostos presentes (CHALKOS et al.,
2010). Geralmente apresentam baixa toxicidade, baixo custo e rapida degradacdo (MIRANDA et al.,
2015).

A familia Lamiaceae (Labiatae) apresenta cerca de 300 géneros e aproximadamente 7500
espécies (SOUSA e LORENZI, 2005). Em geral sdo herbaceas ou arbustivas e as folhas apresentam
odor intenso, flores bilabiadas que caracterizam a familia. Alguns géneros apresentam caracteristicas
medicinais e promovem seu uso na medicina popular. S8o usadas também como condimentos,
ornamentais e para extracdo de 6leos (JOLY, 2002), além de amplamente estudadas como fontes de
antioxidantes naturais, uma vez que sdo ricas em polifendis (KONTOGIANNI, et al., 2013).

Alguns representantes da familia Lamiaceae foram citados pelo seu potencial alelopatico,
entre eles: a horteld (Mentha x villosa Huds) inibiu a emergéncia da alface (Lactuca sativa L.)
(MAIA et al., 2011) ecinco espécies desta familia reduziram a germinagdo de cuscuta (Cuscuta
campestris Yunck.) (HASSANNEJAD e GHAFARBI, 2013). Pesquisadores no Sul da Califérnia
relataram que arbustos de varias espécies de Salvia liberam substancias quimicas para inibir o
crescimento de plantas proximas (RICKLEFS, 2003).

O género Salvia L., com aproximadamente 900 espécies, € um dos mais difundidos membros
da familia Lamiaceae (CADIRCI et al., 2012). No Brasil, 0 género apresenta 68 espécies, distribuidas
nas regides Sul, Sudeste, Centro-oeste e Nordeste. A Salvia officinalis L. (sage) é uma espécie
cultivada (SANTOS, 2014).

Extratos de S. officinalis, principalmente o éleo essencial, s&do amplamente usados na industria
de medicamentos, bebidas, cosméticos e fragrancias (DARWISH, 2014). Existem muitos compostos
quimicos como flavonoides, terpendides e leo essencial. Os 6leos essenciais apresentam atividade
anticancerigena, antimicrobiana e antioxidante (HAMIDPOUR et al., 2013; MIRANDA et al., 2015)

e apresentaram agdo inseticida em Thrips tabaci Lindeman (KOSCHIER e SEDY, 2003), Sitophilus
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oryzae L. (POPOVICA et al., 2006), Tetranychus urticae Konch (LABORDA et al., 2013), Aedes
aegypti L. e Anopheles quadrimaculatus Say (ALI et al., 2015).

A S. officinalis é citada por seus efeitos alelopaticos em sementes e plantulas de alface
(Lactuca sativa L.) (VIECELLI e CRUZ-SILVA, 2009). Seu 06leo essencial inibiu a germinacao e o
crescimento radicular nas espécies agrido de jardim (Lepidium sativum L.), rabanete (Raphanus
sativus L.) e alface (ALMEIDA et al., 2010).

Trabalhos indicam ampla variacdo na composicdo do 6leo essencial da salvia (PORTE et al.,
2013; ALIZADEH e SAABANI, 2012; LAMIEN-MEDA et al., 2010; TOUNEKTI et al., 2010;
BAYRAK e AKGUL, 1987). A variacdo na composicdo do 6leo das espécies é algo comum, que é
influenciada, principalmente, por trés fatores: variabilidade genética individual; variacdo entre
diferentes partes da planta e os diferentes estddios do desenvolvimento e modificacdes devido as
condicdes ambientais (LAKUSIC et al., 2013).

Saito (2004) relatou que as plantas medicinais que apresentam em sua composi¢do 0Oleos
essenciais, normalmente tém se identificado como promissoras, pois inibem o desenvolvimento de
plantas invasoras. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢cdo quimica do o6leo

essencial de Salvia officinalis L. bem como as atividades antioxidante e alelopatica.

MATERIAL E METODOS
As folhas secas de Salvia officinalis foram adquiridas no comércio, em Cascavel, Parana,
Brasil e trituradas em moinho tipo Willey. O pd obtido foi acondicionadoao abrigo da luz, em

temperatura ambiente, até sua utilizacdo para extracdo do 6leo.

Extracdo do dleo essencial (EO)
Cerca de 70 g de folhas secas de S. officinalis foram colocadas em 750 mL de agua destilada e

submetidos a metodologia padrdo de arraste por vapor d’agua durante trés horas utilizando-se o



42
equipamento tipo Clevenger. O 6leo foi recolhido diretamente sem a adi¢do de qualquer solvente e

armazenado em ependorf a 4 °C em refrigerador.

Analise da composic¢édo quimica
Os constituintes do 6leo essencial foram identificados via cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) e pela determinacdo de seus indices de retencdo de

Kovats (1K).

Cromatografia gasosa/Espectrometria de massa

A analise do 6leo da S. officinalis foi realizada ao se empregar um sistema GC/MS Thermo-
Finigan composto por um cromatografo em fase gasosa FOCUS GC (Thermo Electron), acoplado a
um espectrometro de massas DSQ Il (Thermo Electron) e um injetor automatico Triplus (Thermo
Electron). A separacdo cromatogréfica foi realizada em coluna capilar de silica fundida HP-5ms
(30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de fase estacionaria; composicdo de
5% fenil e 95% dimetilpolissiloxano).

A temperatura do injetor foi de 250 °C, as amostras e os padrdes dos alcanos foram injetados
no modo split com razéo de 1:25. A programacao de temperatura empregada foi de 50 °C e mantida
por dos minutos, com aumento da temperatura para 180 °C a razdo de 2 °C min, seguida de aumento
para 290 °C a razdo de 5 °C min. A interface entre 0 CG e 0 EM foi mantida em 270 °C e a
temperatura da fonte de ionizacdo do espectrometro de massas foi de 250 °C. A identificacdo dos
componentes foi feita por comparacdo de seus tempos de retencdo com 0s tempos de retencdo obtidos

(Adams, 2007) para os mesmos compostos analisados pelos indices de retengéo de Kovats.

Atividade antioxidante
A mensuragdo da atividade de eliminacdo de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazil) foi avaliada como descrito por Scherer e Godoy (2009) e Rufino et al. (2007), com
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modificacOes. Para a analise, 0,1 mL do 6leo puro foi adicionado em tubos de ensaio que continham
3,9 mL do radical DPPH (0,2 mM) diluidos em metanol e homogeneizados em agitador de tubos.
Para o controle, foi utilizado 0,1 mL de solucdo controle (alcool metilico, acetona e agua) com 3,9
mL do radical DPPH e homogeneizados. Como branco, foi utilizado alcool metilico, a fim de calibrar
o0 espectrofotdmetro (UV mini-1240, Shimadzu Co.). As misturas foram incubadas na auséncia de luz
a temperatura ambiente até medicdo. Subsequentemente, a absorbancia foi medida usando um
espectrofotdbmetro a 515 nm e foram monitoradas a cada 30 minutos até a estabilizacao.

O indice DPPH foi calculado a partirda equacao Atividade antioxidante:

(%) = [(Abso -Abs1) /Abso] x 100

Em que: Abso € a absorbancia do branco, e Abs; é a absorbancia da amostra.

As concentracBes dos extratos responsaveis pela diminuicdo de 50% da atividade inicial do
radical livre de DPPH (ECso) foram calculadas a partir de uma equacao de reta obtida por regressao

linear para a atividade antioxidante (Figura 2.1).

,0337x + 0,0943
R?=0,9917

Absorbancia (515nm)

Concentragcdao DPPH uM

Figura 2.1 — Curva padrdo do DPPH.

Bioensaios de germinacgao
A avaliacdo do oleo essencial de S. officinalis L. foi obtida a partir de bioensaios conduzidos
com tomate cereja (Lycopersicon esculentum Mill. var. cerasiforme Alef.), capim mombaca

(Panicum maximum Jacq. var. mombaca) e chia (Salvia hispanica L.) como espécies-alvo. Os
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tratamentos incluiram o controle (agua destilada com DMSO 1%) e as concentragcdes de 100, 200,
400, 600, 800, 1000 e 2000 mg Lt (=pg mL?) (v/v) (SOUZA-FILHO, 2009).

O bioensaio de germinacdo foi realizado em placa de Petri (9,0 cm de diametro) contendo
papel filtro como substrato, ambos previamente autoclavados a 120 °C por 20 minutos. Foram
distribuidas 25 sementes de tomate, capim mombaca ou chia por placa, com quatro repeticdes por
tratamento. O volume do 6leo por placa de Petri foi de 3 mL, sendo adicionados de uma Unica vez.
As placas foram acondicionadas em camara de germinacdo (BOD), com fotoperiodo de 24 horas de
luz e temperatura de 25 °C.

A contagem para avaliar o indice de velocidade de germinacdo, o tempo médio de germinacao
(=velocidade de germinacdo) e a velocidade média da germinacdo foi realizada diariamente
contando-se o numero de sementes germinadas (MAGUIRE, 1962), tendo como critério a protrusdo
radicular com no minimo 2 mm de comprimento (BORGHETTI e FERREIRA, 2004). Opercentual

de sementes germinadas foi calculado apds sete dias de cultivo.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com oito concentragdes do
Oleo essencial de sélvia, testados em trés espécies de plantas. Os dados foram previamente
submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Bartlett) para analise de
variancia (ANOVA). Foi utilizada a analise de regressdo linear para verificar o comportamento das
variaveis em funcdo da dose do 6leo essencial. As analises estatisticas foram realizadas empregando-

se o0 software R (R Development Core Team, 2014) e Excel (LAPPONI, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O oleo essencial obtido de folhas secas de Salvia officinalis L. apresentou coloragdo
amarelada, com odor forte e foram detectados vinte e oito compostos, 0s quais corresponderam a

98,82% do Oleo (Tabela 2.1). Os componentes majoritarios foram: a canfora (27,59%), canfeno
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(23,70%), a-pineno (13,75%), B-pineno (6,28%) seguido por limoneno (5,38%), borneol (3,58%),
1,8-cineol (3,54%) e Oxido de cariofileno (2,24%). Outros compostos estavam presentes em
quantidades menores que 2%. A presenca predominante de terpendides foi observada com 68% de
monoterpendides que, quantitativamente, também foram maiores, correspondendo a 93% do 0leo
essencial. Os outros 32% se caracterizam como sesquiterpendides, compondo 7% do 6leo.

LAKUSIC et al. (2013) estudaram os 0leos essenciais de salvia e relataram que para folhas
jovens, os sesquiterpendides foram dominantes (50,7-57,0%), todavia, com o desenvolvimento das
folhas aumentou a quantidade de monoterpendides (55,4-88,4%). Por outro lado, folhas de uma
mesma planta, em diferentes fases de desenvolvimento, formaram 6leos com diferentes composicéo.

Diferente do observado, ALIZADEH e SAABANI (2012) encontraram namero maior de
compostos (42 compostos) e constituicdo diferente no 6leo de S. officinalis. Sendo os majoritarios -
tujona (41,48%), borneol (8,33%), 1,8-cineol (7,94%), B-tujona (6, 75%), viridiflorol (5,85%). Os
demais componentes encontrados apresentaram teores abaixo de 4%. TOUNEKTI et al. (2010)
também encontraram 42 componentes no 6leo desta espécie, entretanto, os componentes diferiram
dos encontrados neste trabalho e dos autores citados acima. Os majoritarios (acima de 4%) foram:
viridiflorol (30,32%), acidos graxos (24,24%), manool (14,43%), acido hexadecandico (12,46%) e
acido hexadecanoico metil éster (7,11%) e verificaram que a alteracdo nas concentracfes de sais
influencia a composi¢do do 6leo essencial.

PORTE et al. (2013) identificaram 47 componentes no 6leo de salvia provenientes do Rio de
Janeiro, Brasil, onde o principal foi a-tujona (40,90%), seguido da cénfora (26,12%). O ultimo foi o
encontrado em maior quantidade no 6leo essencial estudado neste trabalho. BAYRAK e AKGUL
(1987) também encontraram a canfora como componente principal, compondo 22,9% do 6leo de S.
officinalis, entre 0s 22 compostos identificados, seguida da a-tujona (20,60%), componente que ndo
apareceu no 0leo analisado neste trabalho.

Os principais monoterpendides da sélvia (1,8-cineol, canfora e o e PB-thujona) mostram

pronunciada dindmica durante o ciclo vegetativo. O 1,8-cineol diminui continuamente durante o
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crescimento, porém, ocorre aumento de canfora no meio do periodo vegetativo, e as tujonas
aumentam de forma constante durante o crescimento (GRAUSGRUBER-GROGERA et al., 2012).

Tabela 2.1 - Composi¢do quimica do 6leo essencial da Salvia officinalis L.

TR Composto Area(%) IK IK*
12,44 Triciclano 0,92 918 920 (9)
13,11 a-Pineno 13,75 929 930 (9)
14,07 Canfeno 23,70 944 946 (9)
15,57 B - Sabineno 0,39 968 970 (9)
15,80 B - Pineno 6,28 972 974 (9)
16,80 B -Mirceno 1,73 988 988 (9)
18,48 a -Terpineno 0,38 1013 1016 (9)
19,00 p-Cymeno 1,39 1021 1022 (9)
19,31 Limoneno 5,38 1025 1024 (9)
19,48 1,8 cineol 3,54 1028 1033 (9)
21,34 - Terpineno 0,95 1054 1055 (9)
23,18 Terpinolone 0,25 1081 1086 (9)
27,44 Canfora 27,59 1141 1143 (9)
29,21 Borneol 3,58 1166 1165 (9)
29,84  4-Terpineol 0,53 1175 1175 (9)
30,91 a -Terpineol 0,15 1191 1189 (9)
36,98 Bornil acetato 1,29 1281 1283 (9)
37,08  Anetole 0,29 1283 1283 (5)
38,01 Carvacrol 0,16 1297 1298 (5)
45,44 p -Caryophyleno 1,19 1410 1416 (9)
47,65 a —Humuleno 0,81 1446 1450 (9)
50,36 a—Zingibereno 0,22 1490 1495 (5)
51,59 y-Cadineno 0,15 1510 1509 (9)
54,86 Spatulenol 0,71 1566 1563 (1)
55,10 Cariofileno oxido 2,24 1570 1580 (9)
55,84 Globulol 0,45 1583 1585 (3)
56,70 1,2-Epoxide-humuleno 0,71 1597 1606 (5)
59,35 a—Cadinol 0,24 1645 1642 (1)

TR: tempo de retencéo; IK: indice de retencio por Kovats
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Segundo Funk et al. (1992), a canfora atinge maxima concentracdo nas folhas maduras de
plantas de salvia e, durante a floracdo, o contetdo diminui em cerca de 50% ao longo de vérias
semanas.

SANTOS-GOMES e FERNANDES-FERREIRA (2001) analisaram o 6leo essencial obtido
de folhas, caules e flores de salvia e verificaram que a canfora apresentou maior percentual no 6leo
proveniente de folhas. No mesmo trabalho, os autores analisaram o 6leo da parte aérea em coletas ao
longo de um ano e, relataram que a canfora, apds atingir sua concentracdo maxima, decaiu
drasticamente (variacao de 4,69 a 22,86%), sendo inversamente proporcional aos niveis de tujona.

Por estes relatos, observa-se que existe variacdo na composicdo do 6leo essencial da salvia.
Segundo LAMIEN-MEDA et al. (2010), a composicdo do 6leo essencial da S. officinalis varia
significativamente, dependendo do gendtipo, idade do o6rgdo e fatores ambientais (fertilizagéo,
intensidade luminosa, condi¢bes climaticas, estacdes e local de cultivo). Estes autores analisaram 19
quimiotipos de S. officinalis e, verificaram que a composi¢do varia, sendo que a maior parte dos
acessos apresentaram altos niveis de tujona. Dois acessos da Roménia representaram um grupo
geneticamente distinto, com quantidades menores de tujonas e maiores de viridiflorol, sendo
considerados ideais para 0 uso em bebidas e refeigdes, visto que, as tujonas sdo neurotoxicas.

MOSSI et al. (2011) analisaram a composi¢do do 6leo de espécies de sélvia, entre estas, trés
individuos de S. officinalis. Verificaram que a composi¢do foi semelhante, mas com diferenca no
contetdo, cujo componente principal variou entre canfora e a-tujona. HAGHIGHAT et al. (2012)
relataram a variagdo na composicdo de diferentes amostras do 6leo essencial de Salvia mirzayanii
Rech. & Esfand. Assim, evidencia-se mais uma vez a varia¢do na constituicdo dos 6leos essenciais de
uma mesma espécie.

RUSSO et al. (2013) enfatizaram que as condi¢Ges ambientais e edaficlimaticas influenciam o
rendimento e a composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais de plantas de sélvia. A variacdo na
composic¢do do 6leo esta relacionada tanto aproporcdo relativa dos componentes quanto a presenca ou

auséncia de um componente em particular.
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O oleo essencial de salvia analisado neste trabalho apresentou 85,3% de capacidade de
sequestro do radical DPPH e ECso de 3,67 pug mL™. O resultado expresso com ECsocorresponde a
quantidade necessaria para diminuir a concentracao inicial de DPPH em 50%. O 6leo apresentou o
mesmo padrdo observado para o BHT (butil hidroxi tolueno), que é um antioxidante sintético por
exceléncia, em testes semelhantes, com os seguintes valores para ECso 5,37; 9,27 e 9,5ug mL?e
porcentagens de sequestro de DPPH de 83,16 e 95,85% (CANSIAN et al., 2010; SA et al., 2012;
PANDINI et al., 2015).

BOZIN et al. (2007) verificaram que o Oleo essencial de salvia apresentou 100% de
capacidade de sequestro do radical DPPH e ECso, 1,78 g mL™, assim, obteve resultados melhores
que 0 BHT (74% e 5,37ug mL™, respectivamente).

O percentual final de germinacdo das espécies avaliadas ndo foi influenciado pelo 6leo
essencial de salvia, nas concentracOes testadas neste trabalho (Figuras 2.2A, 2.3A, e 2.4A).
Entretanto, os demais parametros germinativos apresentaram efeito negativopara as sementes de
alface e chia. FERREIRA (2004) também relatou que muitas vezes o efeito alelopatico ndo atua
sobre a germinabilidade (porcentagem final de germinacdo), mas sobre o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e/ou sobre o desenvolvimento das plantas, como observado neste trabalho.

ALTINDAL e ALTINDAL (2011) observaram que Oleo de sélvia ndo influenciou
negativamente a germinacdo, os danos nem a perda de peso em sementes de feijdo-caupi (Vigna
nisensis L.), sendo indicadas para armazenamento desta espécie.

O indice de velocidade, tempo e velocidade média de germinacdo das sementes de tomate
foram influenciados pelas concentragfes dooleo essencial de salvia. Houve decréscimo linear no IVG
e na velocidade média de germinacgdo de sementes de tomate a partir das concentragdes de 600 e 100
mg L?, respectivamente. O indice de velocidade de germinacdo foi reduzido em 42% na
concentragio de 800 mg L?, com 3,44 plantulas emergidas por dia, quando comparado com o
controle, com 5,91 plantulas. As sementes de tomate demoraram mais para germinar nesta

concentracdo, com 28% de atraso no tempo médio de germinagdo, que apresentou aumento linear
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para esta variavel. A velocidade média de germinacao foi menor para todas as concentragdes do 6leo

comparadas ao tratamento controle.
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Figura 2.2- A-Porcentagem de germinaco, B-indice de velocidade de germinacio (IVG), C-Tempo
médio de germinacdo e D-Velocidade média de germinacdo de Lycopersicon esculentum Mill. var.
Cerasiforme submetidos ao 6leo essencial de folhas de Salvia officinalis L. *Significativo a 5% de

probabilidade. **Significativo a 1% de probabilidade.

As varidveis podem responder de forma diferenciada e nem sempre todas sdo influenciadas
pelo extrato. Testes com extratos aquosos de sdlvia demonstraram alteracdo no padréo de resposta do
percentual de germinacdo e IVG de sementes de alface, com diferencas de acordo com a
concentracdo, forma de obtencdo do extrato e época de coleta das folhas (VIECELLI e CRUZ-
SILVA, 2009).

As sementes de capim mombaca ndo apresentaram alteracdo na maior parte dos parametros
germinativos quando submetidas ao 0leo essencial de salvia (Figura 2.3), diferente do observado para

sementes de tomate e chia. O tempo médio de germinagdo apresentou aumento linear com 5% de
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significancia. O potencial alelopatico do 6leo essencial de salvia também foi relatado por BOUAJAJ
et al. (2013), o qual exerceu efeito inibitdrio na geminacao e reduziu o crescimento da raiz de alface.

Neste contexto, as espécies podem responder de forma diferenciada ao composto quimico,
pois apresentam diferentes sensibilidades (BAJALAN et al., 2013). E, segundo Ferreira e Aquila
(2000), a resisténcia ou tolerancia aos aleloquimicos é mais ou menos especifica, existindo espécies

mais sensiveis que outras.
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Figura 2.3- A-Porcentagem de germinaco, B-indice de velocidade de germinacio (IVG), C-Tempo
médio de germinacdo e D-Velocidade media de germinacdo de Panicum maximum Jacq. var.
Mombaca submetidos ao 6leo essencial de folhas de Salvia officinalis L. *Significativo a 5% de
probabilidade. **Significativo a 1% de probabilidade.

Esse potencial de influéncia diferenciado de acordo com a espécie, foi evidenciado no

trabalho de AZIRAK e KARAMAN (2008). Os autores testaram o Gleo essencial de sélvia na
germinacdo de sete espécies invasoras e verificaram inibicdo diferenciada, de acordo com as

espécies, em 83, 74, 54, 36, 19, 17 e 5%, para Sinapis arvensis, Raphanus raphanistrum, Centraurea
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salsotitialis, Amaranthus retroflexus, Rumex nepalensis, Alcea pallida e Sonchus oleraceus,
respectivamente.

As sementes de chia, o indice de velocidade, o tempo médio e a velocidade meédia de
germinacao foram influenciados pelo 6leo de salvia (Figura 2.4). O indice de velocidade e a
velocidade média de germinacédo apresentaram decréscimo linear. Foi observada reducdo no IVG em
35% na concentracdo de 800 mg L%, com 10,12 plantulas emergidas por dia, quando comparado com
o controle, com 15,55 plantulas. O tempo médio de germinacdo apresentou aumento linear
significativo, com aumento de 37% para concentragdo mais alta (2000 mg L*), quando comparado as
sementes germinadas em agua.

Semelhante ao que ocorreu neste trabalho, ALMEIDA et al. (2010), utilizando 6leo essencial
de sélvia, cujos componentes principais foram tujona, canfora e borneol, verificaram que o mesmo
inibiu a germinacdo e o crescimento inicial da raiz de agrido, rabanete e alface, mas com niveis
diferentes de atividade. Isso enfatiza que a resposta de um mesmo composto, extrato ou éleo pode se
apresentar diferenciada de acordo com a espécie receptora.

A utilizacdo de Oleos essenciais obtidos das espécies Artemisia vulgaris L. (Asteraceae),
Mentha spicata L. subsp. spicata (Lamiaceae), Ocimum basilicum L. (Lamiaceae), Thymbra spicata
L. subsp. spicata (Lamiaceae) e entre elas, a Salvia officinalis L. (Lamiaceae) foi altamente fitotdxica
sobre a germinacéo e o crescimento de plantulas de oito espécies invasoras testadas por ONEN et al.
(2002). Os autores relataram que houve diferencas significativas nos efeitos dos 6leos e doses usadas,
em funcdo da diversidade de plantas, dos componentes e das misturas especificas de cada um. Mas,
de uma forma geral, os 6leos apresentaram forte efeito inibitorio. Os autores ainda sugerem que 6leos
essenciais sdo fontes potenciais para o desenvolvimento de novos bioherbicidas, cujos componentes
devem ter sua atividade testada individualmente ou em sinergismo.

O efeito do 0leo essencial da salvia pode estar associado a canfora, que foi o componente
majoritario encontrado nesta analise. Segundo CHEN et al. (2013), a canfora € um dos componentes

principais de muitas espécies de plantas aromaticas. Este composto apresenta muitas propriedades
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bioldgicas, tais como atividade inseticida, antimicrobiana, antiviral, anticancerigena, antitussigena,

anticoccidiana, antinociceptiva e utilizado como potencializador da permeabilidade da pele.
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Figura 2.4- A-Porcentagem de germinacdo, B-indice de velocidade de germinacio (IVG), C-Tempo
médio de germinacdo e D-Velocidade média de germinacdo de Chia hispanica submetidos ao 6leo
essencial de folhas de Salvia officinalis L. *Significativo a 5% de probabilidade. **Significativo a

1% de probabilidade.

De acordo com YOSHIMURA et al. (2011), os monoterpenos sdo 0s principais
componentes dos Gleos essenciais, e sdo metabolitos secundarios difundidos no reino vegetal.
InteracBes alelopaticas podem estar associadas a presenca de monoterpenos que sdo comuns na
natureza. Eles inibem a germinacao e o crescimento de plantas.

A atividade alelopética da canfora e de outros monoterpenos foi analisada na germinacdo de
rabanete e agrido de jardim por DE MARTINO et al. (2010). As sementes de rabanete foram mais
sensiveis aos monoterpenos do que as de agrido. Dos componentes presentes na analise quimica do

6leo essencial avaliado neste trabalho, os autores citaram que borneol, canfora, limoneno e a-terpinol
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inibiram a germinacéo de rabanete a 10> M e a canfora apresentou atividade antigerminativa a 10~
M, sem efeito a 10°° e 10°® M. A cénfora e o limoneno inibiram a germinagio também de agrido de
jardim. Monoterpenos como canfeno, a e B pineno, 1,8-cineol, presentes no d6leo analisado neste
trabalho, ndo apresentaram atividade antigerminativa para as sementes estudadas por esses autores,
bem como a e 3 tujona, que sdo componentes citados por estarem presente no dleo de salvia.

NISHIDA et al. (2005) analisaram o efeito de concentracBes de cinco monoterpendides
volateis na germinacdo de sementes de mostrada do campo (Brassica campestris L.). A canfora e 3-
pineno inibiram ligeiramente sua germinacdo a 400 mM. Quando analisado a 1300 mM, em adicéo, o
1,8-cineol também inibiu a germinagdo das sementes, sem efeito para a-pineno e canfeno em
quaisquer das concentracdes testadas. A atividade alelopéatica raramente é o resultado de um Unico
composto (MIRANDA et al., 2014).

Entretanto, LOIZZO et al. (2010) analisaram a composicdo e a atividade antiproliferativa de
células cancerigenas de duas espécies de Salvia e relataram que os resultados mostraram, para ambas
as espécies, que a atividade ndo poderia estar relacionada com os principais compostos presentes. Por
conseguinte, os componentes secundarios podem estar envolvidos em algum tipo de sinergismo com
0S outros compostos ativos.

VOKOU et al. (2003) enfatizaram que um 6leo essencial € uma mistura de muitos compostos
em diferentes proporcBes, e muitas vezes ndo € conhecido como eles podem interagir. Eles
analisaram 47 monoterpenos, isolados ou em conjunto, na germinagdo de alface e concluiram que,
em alguns casos, 0os compostos atuam de forma independente, enquanto em outros, eles agem
sinergicamente ou de forma antagdnica. No entanto, o carater da interacdo ndo pode, em geral, ser
previsto com base nos compostos individuais agindo sozinho.

Da mesma forma, ANGELINI et al. (2003) relataram que a inibicdo alelopatica resulta da
acdo combinada de grupos de aleloquimicos que interferem com vérias intera¢fes bioquimicas entre

as plantas, incluindo aquelas mediadas por microrganismos do solo.
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Segundo BAKKALI et al. (2008), na maioria dos casos, apenas 0s principais constituintes dos

Oleos essenciais sdo analisados. Geralmente, os componentes principais refletem bem as
caracteristicas biofisicas e biologicas dos 6leos a partir do qual foi isolado, e, a amplitude dos seus
efeitos sdo apenas dependente da sua concentracdo quando testados sozinhos ou com os demais
compostos do 6leo essencial. Assim, as funcdes sinérgicas das varias moléculas contidas no 6leo
essencial, em comparacdo com a acdo de um ou dois componentes principais do Gleo, parece
questionavel. No entanto, é possivel que a atividade dos principais componentes seja modulada por
outras moléculas presentes em menor quantidade. Assim, 0s autores sugerem que, para fins
bioldgicos, é mais informativo estudar um 6leo completo, ao invés de alguns dos seus componentes

porque o conceito de sinergismo parece ser mais significativo.

CONCLUSAO

A composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de S. officinalis L. é diversificada. Os
componentes majoritarios identificados foram canfora, canfeno, a e B-pineno e limoneno, com 68%
de monoterpendides, os quais compuseram 93% do total do 6leo essencial. O 6leo apresentou 85,3%
de capacidade de sequestro do radical DPPH e ECs de 3,67 pg mL™, valores que o caracterizam
como 6timo antioxidante. O percentual final de germinacdo das trés espécies testadas ndo foi
influenciado pelo 6leo de sélvia. Entretanto, o indice de velocidade, o tempo e a velocidade média de
germinacdo de sementes de tomate e chia foram afetados de forma negativa. O mesmo
comportamento ndo foi verificado em sementes de capim mombaga. Pode-se ainda ressaltar que as
espécies botanicas respondem de forma diferenciada e, nem sempre o efeito ocorre sobre o percentual

de germinacéo.
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5.2. ARTIGO 3 - Alelopatia da cobertura de salvia no desenvolvimento de plantas

(Revista Brasileira de Plantas Medicinais — Anexo lll)
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do Parana (UNIOESTE), Cascavel — Parana.
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RESUMO: As plantas medicinais que apresentam 6leos essenciais em sua composi¢ao
normalmente tém se mostrado promissoras no controle de plantas. A sélvia (Salvia
officinalis L.) é citada por seus efeitos alelopaticos. Assim, esse estudo avaliou o potencial
alelopatico de folhas secas de salvia em cobertura vegetal, no solo, sobre o
desenvolvimento das plantas de Lycopersicon esculentum Mill. (tomate), Panicum
maximum Jacq. (capim mombaca) e Salvia hispanica L. (chia). Trés plantulas foram
transplantadas, sete dias apds germinacao, para vasos plasticos de 1 kg, com terra, em
casa de vegetacdo. Sobre elas foi disposta a massa seca triturada de sélvia nas
proporcdes 3,75; 7,5 e 15 t hal, além da testemunha (sem massa). Apds 30 dias, o teor
de clorofila das plantas de tomate e capim mombaca foi inibido com 7,5 e 15 t ha' de
sélvia em cobertura. O comprimento da parte aérea do tomate foi inibido em todas as
propor¢cbes testadas e as plantas de capim mombaga apresentaram redugcdo do
crescimento quando se utilizaram 15 t ha' de salvia como cobertura. A massa seca das
plantas de tomate e capim mombaca reduziu com o uso de 15t ha'te, 7,5 e 15t ha'lde
sélvia como cobertura, respectivamente. Finalmente, pode-se concluir que houve efeito
da sélvia em cobertura sobre o solo em tomate e capim mombaca, mas nao houve efeito
da mesma sobre as plantas de chia.

PALAVRAS-CHAVE: potencial alelopatico, cobertura vegetal, crescimento,Salvia
officinalis L.

ABSTRACT: Allelopathy of sage as cover crop on plants development. Medicinal
plants with essential oils in their composition typically have been shown to be promising in
plants control. Sage (Salvia officinalis L.) is cited for its allelopathic effects. This study
evaluated the allelopathic potential of sage dried leaves, on soil as a cover crop on the
development of Lycopersicon esculentum Mill. (tomato), Panicum maximum Jacg. (guinea
grass) and Salvia hispanica L. (chia) plants. Three seedlings were transplanted seven
days after germination in 1 kg plastic containers with soil, in greenhouse. The grinded dry
mass of sage was put at 3.75; 7.5 and 15 t ha rates, and the control (no mass). After 30
days, the chlorophyll index of tomato and guinea grass plants were inhibited with 7.5 and
15t hat sage cover crop. Tomato shoot length was inhibited in all tested rates, and guinea
grass plants showed some reduction on growth when using the highest rate of sage mass
(15 t hal). The dry mass of tomato and guinea grass plants was reduced when used
15t hat, and 7.5 and 15 t ha' of sage as cover crop, respectively. Finally, it can be
concluded that there was some effect of sage cover crop on soil in tomato and guinea
grass plants, but there was no effect on chia plants.
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KEYWORDS: allelopathic potential, coverage, plant growth, Salvia officinalis.

INTRODUCAO

A alelopatia € a capacidade que as plantas apresentam em produzir substancias
guimicas que, ao serem liberadas no ambiente, influenciam de forma favoravel ou
desfavoravel o desenvolvimento de outras plantas, incluindo microrganismos (RICE,
1984).

A sustentabilidade agricola estd associada ao uso eficiente dos recursos
disponiveis, contando com o minimo de insumos adquiridos. Aleloquimicos (substancias
presentes nos organismos vegetais) podem ser usados como aditivo na agricultura, sendo
boa estratégia para aumentar a produtividade ou eliminar plantas invasoras. Interacfes
alelopéticas tém influéncia no desenvolvimento das plantas, e a decomposicdo de
residuos vegetais pode ser toxica para o crescimento de plantas invasoras e também
podem diminuir a produtividade da cultura subsequente (CHOU, 1999).

Segundo Ferreira e Aquila (2000), todas as plantas produzem metabdlitos
secundarios, os quais variam em qualidade e quantidade de espécie para espécie, até
mesmo a quantidade do metabdlito de um local de ocorréncia, ou ciclo de cultivo, para
outro, pois muitos tém sua sintese desencadeada por eventos a que as plantas estédo
expostas. Muitos compostos alelopaticos produzidos por plantas sédo regulados por
fatores ambientais, como potencial de agua no ambiente, temperatura, qualidade e
quantidade de luz, composicdo do solo, nutrientes, microrganismos, dentre outros. A
quantidade do composto produzido é significativamente maior se a planta cresce em
condicOes estressantes quando comparadaas condi¢cdes normais (CHOU, 1999).

Os compostos que causam alelopatia podem afetar funcées como absorcdo de
nutrientes, crescimento, fotossintese, respiracdo, permeabilidade da membrana, sintese

proteica e a atividade enzimatica. Uma mesma substancia pode afetar diversas funcdes
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fisiologicas bem como varias substancias podem afetar apenas uma funcdo no organismo
(ALMEIDA, 1988; MALHEIROS e PERES, 2001).

Estudos sobre alelopatia em culturas e plantas daninhas tém sido desenvolvidos
nas ultimas décadas e o uso de culturas alelopaticas em rotacdo de culturas, culturas de
cobertura, adubacédo verde, culturas intercalares tornou-s erealidade. No entanto, a
alelopatia deve ser reconhecida como um processo dinamico que envolve mais do que
apenas plantas doadoras e receptoras. Variacdes no tipo de solo, agua e disponibilidade
de nutrientes, culturas anteriores ou companheiras, condi¢cdes climaticas, etc, sdo
determinantes também para a ocorréncia de efetiva atividade alelopatica
(ALBUQUERQUE et al., 2011).

Os metabdlitos podem ser liberados no ambientepela volatilizacdo, lixiviacéo,
decomposicado dos residuos das plantas no solo ou exsudacéao pelas raizes (REIGOSA et
al., 1999). Assim, a cobertura pode liberar compostos aleloquimicos que inibem a
germinacdo das sementes ou o0 desenvolvimento das plantulas de determinadas
espécies. Também funciona como camada isolante entre a atmosfera e o solo, alterando
as condicbes de temperatura e umidade e diminuindo suas amplitudes (ALMEIDA, 1991),
além de proteger o solo contra a erosdo, melhorar a fertilidade, aumentar a populacédo da
micro e mesofauna (THEISEN e VIDAL, 1999).

Préticas agricolas, tais como rotacdo de culturas, adubacéo verde, plantio direto,
cobertura vegetal requeremconhecimento anterior por parte dos agricultores em relacao
as interacdes alelopéticas que podem ocorrer entre as espécies de plantas envolvidas
(SANGEETHA e BASKAR, 2015).

Muitas substancias quimicas presentes nas plantas medicinais podem levar ao
surgimento de efeito alelopéatico. Para SAITO (2004), as plantas medicinais que
apresentam em sua composicao 0leos essenciais, normalmente, témse identificado como

promissoras no controle de plantas invasoras.
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Plantas da familia Lamiaceae sao cultivadas em todos os lugares, principalmente
para serem usadas como ervas aromaticas e medicinais, e sdo amplamente estudadas
como fontes de antioxidantes naturais, uma vez que sao ricas em polifendis
(KONTOGIANNI, et al., 2013).

A salvia é citada por seus efeitos alelopaticos em sementes e plantulas de alface
(Lactuca sativa L.) (VIECELLI e CRUZ-SILVA, 2009; BOUAJAJ et al., 2013), milho (Zea
mays L.), tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) e girassol (Helianthus annus L.)
(SIMONETO e CRUZ-SILVA, 2010).

Assim, o presente estudo avaliou o potencial alelopatico de folhas secas de salvia
empregadas como cobertura vegetal sobre o indice de clorofila, crescimento da parte
aérea e massa seca de plantulas de tomate cereja (Lycopersicum esculentum Mill. var.
Cerasiforme Alef.), capim mombaca (Panicum maximum var. Mombaca) e chia (Salvia

hispanica L.).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes e Plantas (LASP) e casa
de vegetacédo, do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas da Universidade Estadual do
Oeste do Parana (UNIOESTE), Campus Cascavel — Parana.

As folhas de salvia foram adquiridas no comércio, jA secas; foramtrituradas em
moinho tipo Willey, reduzidas a pd, o qual foi acondicionado em recipiente plastico até sua
utilizacao.

Para o bioensaio em casa de vegetacdo, sementes de tomate, capim mombacga e
chia foram previamente colocadas em bandeja de germinacdo, com terra e substrato
Tropstrato HT® por sete dias, a 25 +3 °C.

Vasos plasticos com capacidade de aproximadamente um quilograma, preenchidos

com solo coletado em area agricultdvel no municipio de Catanduvas, na profundidade de
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0-20 cm, peneirado e seco ao ar (terra fina seca ao ar — TFSA), foram preparados para
receber trés plantulas, sete dias ap0s a germinagdo, com aproximadamente 5 cm de
comprimento, em cada vaso, sendo 10 vasos (repeticdes) por tratamento. Sobre elas foi
disposta a massa seca triturada de folhas de salvia nas proporcdes 3,75; 7,5 e 15,0 t hat,
além da testemunha (sem massa). Os vasos foram irrigados a cada dois dias para manter
a capacidade de campo,em casa de vegetacao.

Ao0s30 dias, asplantas de tomate cereja, capim mombaca e chia foram avaliadas
guanto ao indice de clorofila, crescimento da parte aérea e massa seca.O indice de
clorofila das folhas foi determinado utilizando-se o clorofiLog Falker®. Foi mensurada uma
planta por repeticdo, no periodo da manha, e o resultado expresso em indice de clorofila
Falker (ICF). Para a determinacdo da massa seca da parte aérea, as amostras colhidas
foram submetidas a secagem em estufa com ventilacdo forcada a 65 °C, durante 72
horas. Apds esse periodo, as amostras foram pesadas, para obtencdo da massa seca em
gramas por plantula.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
proporcdes de massa seca de salvia, incluindo o controle e dez repeticdes por tratamento.

Os dados foram previamente submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk)
e homocedasticidade (Bartlett) para analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o software R (R

Development Core Team, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds 30 dias verificou-se que a salvia utilizada como cobertura influenciou
negativamente o indice de clorofila das folhas de tomate cereja e capim mombaca,
quando utilizadas nas propor¢ées de 7,5 e 15,0 t ha',as quais diferiram estatisticamente

do tratamento controle (Tabela 3.1). As plantulas de chia ndo tiveram o indice de clorofila
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influenciado pelos tratamentos.

Tabela 3.1 — indice de clorofila, comprimento da parte aérea (CPA) e massa seca de

plantasde tomate cereja submetidos a salvia como cobertura vegetal.

Tomate cereja

Tratamentos Clorofila(ICF) CPA (cm) Massa seca (g)
Othat 12,72a 20,07a 0,56a
3,75that 10,12ab 14,81b 0,36ab
7,5that 8,27bc 13,64bc 0,36ab
15,0 t hat 5,95c¢ 8,71c 0,16b
Média 7,39 11,44 0,29
Capim Mombaca
Tratamentos Clorofila CPA (cm) Massa seca (g)
Othat 36,45a 45,18a 0,21a
3,75tha? 33,28ab 43,38a 0,18ab
7,5that 31,27b 38,84ab 0,12bc
15,0that 28,55b 32,12b 0,10c
Média 32,39 39,88 0,15
Chia
Tratamentos Clorofila ns CPA (cm) ns Massa seca (g) ns
Othat 33,65 15,50 0,18
3,75that 31,32 13,78 0,14
7,5that 32,78 16,28 0,18
15,0 t hat 33,06 14,21 0,13
Média 32,59 14,96 0,16

ICF: indice de clorofila Falker.Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferenca estatistica
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns.: ndo significativo

Em testes com extratos de plantas alelopaticas, comsorgo (Sorghum bicolor),
girassol (Helianthus annuus), brassicas (Brassica compestris), amoreira (Morris alba),
eucalipto (Eucalyptus camaldulensis) e cereja-de-inverno (Withania somnifera), sobre
plantas invasoras de arroz, das espécies (beldroega-cavalo (Trianthema portulacastrum),
arroz-selvagem (Echinochloa colona), capim (E. cruss-galli), tiririca-roxa (Cyperus
rotundus) e tiririca-arroz-plana (C. iria); KHALIQ et al. (2013) verificaram que oconteudo
total declorofiladas folhastratadas comos extratos aquosos diminuiu em comparacao ao
controle, e os niveis de variacbes das reducdes foram observados de acordo com a
espécie doadora e receptora. Semelhante ao observado neste trabalho, em que houve
resposta variada de acordo com a espécie receptora utilizada.

Segundo KONTOGIANNI et al. (2013), a S. officinalis apresenta alto teor de

compostos fendlicos. YANG et al. (2004) testaram o efeito de compostos fendlicos, em
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plantulas de arroz, eencontraram efeitos inibitérios, em graus diferentes, no acumulo de
clorofila e aumento na atividade das clorofilases a e b, que sdo enzimas associadas a
degradacéo da clorofila, levando a diminuicéo da eficiéncia fotossintética.

A inibicdo no teor de clorofila pode estar associada aos compostos encontrados na
séalvia. O 2-Benzoxazolinone (BOA) ¢é um aleloquimico presente em algumas
dicotileddneas incluindo a familia Lamiaceae (HUSSAIN e REIGOSA, 2011). O teor de
clorofila € a média da quantidade de clorofila presente em determinada area foliar.
Plantas de soja (Glycine max L. Merrill) expostas ao BOA apresentaram menor teor de
clorofila, cujo resultado foi a reducéo da taxa fotossintética (PARIZOTTO et al., 2011).

Segundo CHOU (1999), a fotossintese é afetada pelos aleloquimicos, pois esses
provocam mudancas no conteddo de clorofila das plantas receptoras. A reducdo da
clorofila pode ser atribuida a inibicdo da biossintese daquelas pelos compostos
alelopaticos (BORELLA et al., 2012).

Além disso, DAYAN et al. (2000) relacionaram que a resposta fenotipica as
fitotoxinas naturais pode ser um resultado de efeito secundario, ao invés de um
mecanismo de acdo primaria do composto. Exemplificaram ao relacionarem que a
reducdo do crescimento da raiz € um efeito secundario para a inibicdo do fotossistema II,
causado pelo aleloquimico sorgoleone.

O comprimento da parte aérea das plantas de tomate foi inibido em todas as
propor¢cdes de salvia usada como cobertura, com redugédo do crescimento em 26, 32 e
56% para as massas de 3,75; 7,5 e 15,0 t hal, respectivamente, de forma dose
dependente.

Diferente do observado, CHALKOS et al. (2010) utilizaram duas espécies da
familia Lamiaceae, Mentha spicata e Salvia fruticosa, com folhas incorporadas ao solo por
60 dias e verificaram que, em geral, o comprimento da parte aérea e a biomassa de

plantas de tomate, em solo incorporado, foi maior do que as do tratamento controle. Esse
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crescimento aumentou com o aumento da taxa do composto (2, 4 e 8%), mas néo de
forma proporcional. Esse também foi mais evidente no crescimento inicial, 20 dias ap0s
emergéncia, principalmente para as plantas com incorporacdo de M. spicata. Em solos
que foram incorporados M. spicata observou-se a reducdo do numero de plantas
invasoras que surgiram ao longo do experimento, quando comparado aos demais.

Semelhante ao observado para a variavel comprimento da parte aérea, a utilizacao
de extrato aquoso obtido por infusdo de folhas de salvia inibiu o crescimento da parte
aérea de plantulas de girassol (Helianthus annus L.) em todas as concentracdes testadas
(7,5 a 30%) e de tomate na concentracdo mais elevada (30%) (SIMONETO e CRUZ-
SILVA, 2010).

As plantas de capim mombaca tiveram seu crescimento reduzido quando se
utilizou a proporcdo mais elevada de massa seca (20g), com inibicdo de 29% do
comprimento comparado ao tratamento sem massa. Ao passo que, 0 crescimento das
plantas de chia nao foi influenciado pela presenca de folhas de salvia em cobertura, sem
apresentar autotoxicidade.

VIECELLI e CRUZ-SILVA (2009) observaram que extratos aquosos de folhas de
sélvia, preparados por decoccédo, estatico e triturado inibiram o crescimento da parte
aérea de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) na concentracdo de 30%, de acordo com
as estacfes do ano. Também, BOUAJAJ et al. (2013) relataram que seu 0Oleo essencial
inibiu a germinacao e o crescimento da raiz de alface.

A massa seca das plantas de tomate reduziu em 71% com o uso de 15,0 t halde
folhas secas de salvia por vaso e diferiu significativamente do tratamento controle.
Também houve reducdo na massa de plantas do capim mombaca quando foram
utilizados 7,5 e 15,0t ha'! de salvia em cobertura, na proporcdo de 43 e 52%,
respectivamente quando comparado ao tratamento controle. Nao foi observado efeito

para plantas de chia.
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KRUSE et al. (2000); PIRES e OLIVEIRA (2001) relacionam além da alface, o
tomate como uma espécie sensivel aos compostos aleloquimicos, as quaispodem ser
utilizadas como indicadoras da atividade alelopatica.

Ferreira e Aquila (2000) relataram que a resisténcia ou tolerancia aos metabdlitos
secundarios que funcionam como aleloquimicos € mais ou menos especifica, pois
existem espécies mais sensiveis que outras. O mesmo também foi observado neste
trabalho, pois as plantas de tomate sdo mais sensiveis a massa seca de salvia quando
comparadas as plantas de capim mombaca. As plantas de chia se mostraram tolerantes a
massa seca de sélvia, sem reducdo nas caracteristicas avaliadas.

Neste contexto, MATYSIAK et al. (2014) analisaram o efeito da massa seca de
plantas medicinais sobre a emergéncia e massa fresca de quatro espécies e verificaram
gue a salvia afeta distintamente, de acordo com a espécie receptora. A salvia reduziu a
germinacdo e a massa fresca de plantas da espécienabo forrageiro (Brassica napus var.
oleifera (L.) cultivar maximus), sem influenciar esses parametros para as demais
espécies, incluindo a B. napus var. oleifera (L.) cultivar californium, que é da mesma
espécie da planta que foi influenciada negativamente. Isso evidencia que as espécies
respondem de forma diferente a planta doadora testada.

Desta forma, o uso de mais de uma espécie permite melhor dimensionamento das
reais potencialidades alelopaticas das espécies doadoras do que simplesmente utilizar
uma unica espécie, além de possibilitar inferéncias mais amplas e mais proximas da
realidade. Segundo os autores, pode-se considerar que entre as espécies receptoras
esteja uma sensivel, outra medianamente sensivel e outra de baixa sensibilidade (SOUZA
FILHO, GUILHON e SANTOS, 2010).

Segundo PIRZAD et al. (2010), o uso de extrato aquoso de salvia influenciou
menos o crescimento da parte aérea do que da raiz em plantulas de beldroega (Portulaca

oleracea L.). O desenvolvimento do caule foi inibido utilizando extratos a 10%, enquanto o
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crescimento da raiz foi inibido em todas as concentragdes (5-20%) quando comparado ao
controle. O mesmo padrdo de inibicao foi verificado para a massa seca das plantulas de
beldroega que reduziram quando expostas as concentracdes de 10, 15 e 20% quando
comparadas as concentracdes de 0 e 5%.

BAJALAN et al. (2013) também observaram inibicdo do crescimento do caule, da
raiz e da massa seca de cevada (Hordeum vulgare L.) e beldroega quando expostas aos
extratos aquosos de salvia. E o efeito foi mais pronunciado quando se aumentava a
concentracdo do extrato (6 a 50%). Os autores sugerem usar as caracteristicas de Salvia
officinalis na producédo de herbicidas e pesticidas naturais.

Extratos de Salvia macrosiphon Boiss, do mesmo género da espécie estudada
neste trabalho, inibiu a germinacéo, o crescimento aéreo e radicular, a massa fresca e
seca de milho (Zea mays L.) com o aumento da concentracdo do extrato (ROWSHAN e
KARIMI, 2013).

De forma geral, nas condicBes de realizacdo deste experimento, a sélvia em
cobertura reduziu as varidveis avaliadas no desenvolvimento do tomate cereja e capim
mombaca, e isso indica que houve efeito alelopéatico. Pode-se sugerir entdo que a
semeadura em sequéncia, ou muito préxima, deve ser evitada. As plantas de chia nao

apresentaram sensibilidade a séalvia em cobertura.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A analise fitoquimica dos extratos, preparados a partir de folhas secas de S. officinalis
L., indicou a presenca de taninos, saponinas, flavondides e triterpendides. Os extratos
acetonico e metandlico apresentaram melhor atividade antioxidante, equivalente ao antioxidante
sintético BHT. Os extratos de sélvia apresentaram maior efeito fitotoxico para os parametros
germinativos do que para o crescimento das plantulas. Os resultados variaram de acordo com o
solvente utilizado para preparo do extrato, visto que 0s compostos apresentam diferente
afinidade de acordo com o grupo quimico ao qual pertencem os compostos fitotdxicos. O efeito
também variou em funcdo da espécie alvo, pois as espécies apresentam sensibilidade
diferenciada ao possivel aleloquimico. Assim, evidencia-se a importancia de se utilizar mais de
uma espécie como receptora em pesquisas semelhantes.

A composi¢cdo quimica do 6leo essencial de folhas de sélvia é diversificada. Os
componentes majoritarios identificados foram canfora, canfeno, a e $-pineno e limoneno, com
predominancia de monoterpendides. O 6leo também apresentou valores que o caracterizam
como 6timo antioxidante. O percentual final de germinacao das trés espécies testadas néo foi
influenciado pelo 6leo de sélvia. Entretanto, o indice de velocidade, tempo e velocidade média
de germinacédo de sementes de tomate e chia foram afetados de forma negativa na maior parte
das concentra¢cGes analisadas.O diferencial associado a espécie também foi observado para o
efeito do 6leo essencial e o capim mombaca apresentou menor sensibilidade.

A salvia em cobertura reduziu as variaveis avaliadas em tomate e capim mombaca.
Assim, a semeadura em sequéncia, ou muito préxima, deve ser evitada. Entretanto, nao
apresentou efeito nas plantas de chia. Sugerem-se estudos futuros com o potencial alelopatico
da salvia utilizada em campo, visando a reducéo de espécies invasoras.

Pode-se ressaltar que as espécies botanicas respondem de forma diferenciada e, nem
sempre o efeito ocorre sobre o percentual de germinacdo. O tomate foi a espécie mais sensivel,
pois foi influenciada por todas as formas utilizadas das folhas de salvia, seguido do capim
mombaga e por ultimo, da chia, a qual foi afetada negativamente quando se utilizou o dleo
essencial.

De forma geral, as folhas secas de salvia apresentaram potencial fitotéxico nas espécies
e na forma de isolamento avaliadas, o que a torna uma espécie de interesse para pesquisa
aleloguimica.

Os extratos hexanico e metandlico apresentaram maior potencial de inibi¢cdo, sendo as
fracOes promissoras que devem ser utilizadas para estudos futuros sobre fracionamento e

purificacdo de compostos, com possivel atividade alelopatica.
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artigos listados na base ISI Web of Knowledge, Scopus ou SCiELO com menos de 10 anos.
Recomenda-se dar preferéncia as citacbes de artigos internacionais. Ndo serdo aceitas nas
referéncias citacbes de monografias, dissertacdes e teses, anais, resumos, resumos expandidos,
jornais, magazines, boletins técnicos e documentos eletrénicos.

g) As citagdes deverdo seguir os exemplos abaixo, que se baseiam na norma da American
Psychological Association (APA). Para citagdo no texto, usar o sobrenome e ano: Lopes (2005)
ou (Lopes, 2005); para dois autores: Souza e Scapim (2005) ou (Souza & Scapim, 2005); para
trés a cinco autores (1.2 citacdo): Venturieri, Venturieri e Leopoldo (2013) ou (Venturieri,
Venturieri & Leopoldo, 2013) e, nas citagbes subsequentes, Venturieri et al. (2013) ou
(Venturieri et al., 2013); para seis ou mais autores, citar apenas o primeiro seguido de et al.:
Wayner et al. (2007) ou (Wayner et al., 2007).

MODELOS DE REFERENCIAS

Deverdo ser organizadas em ordem alfabética, alinhamento justificado, conforme os exemplos
seguintes, que se baseiam na norma da American Psychological Association (APA). Listar todos
os autores do trabalho. Os titulos dos periddicos deverdo ser completos e ndo abreviados e em

italico, sem o local de publicac&o.
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Artigos

Um autor

Oerke, E. C. (2006). Crop losses to pests. Journal of Agricultural Science, 144(1), 31-43.

Dois a sete autores (devem-se indicar todos os autores separados por virgula, exceto o ultimo
que deve ser separado por virgula seguido de &)

Caporusso, N. B., & Rolim, G. S. (2015). Reference evapotranspiration models using different
time scales in the Jaboticabal region of Sdo Paulo, Brazil. Acta Scientiarum. Agronomy, 37(1), 1-
9. doi: 10.4025/actasciagron.v37i1.18277

Achten, W. M. J., Verchot, L., Franken, Y. J., Mathijs, E., Singh, V. P., Aerts, R., & Muys, B.
(2008) Jatropha bio-diesel production and use. Biomass and Bioenergy, 32(12), 1063-1084.

Oito ou mais autores (devem-se indicar 0s seis primeiros, inserir reticencias e acrescentar o
altimo autor)

Soares, M. A., Leite, G. L. D., Zanuncio, J. C., S, V. G. M,, Ferreira, C. S., Rocha, S. L., ...
Serrdo, J. E. (2012). Quality Control of Trichogramma atopovirilia and Trichogramma pretiosum
(Hym.: Trichogrammatidae) adults reared under laboratory conditions. Brazilian Archives of
Biology and Technology, 55(2), 305-311.

Livros

Falconer, D. S., & Mackay, T. F. C. (1996). Introduction to quantitative genetics. Edinburgh, SC:
Addison Wesley Longman.

Kevan, P. G., & Imperatriz-Fonseca, V. L. (2006). Pollinating bees:the conservation link
between agriculture and nature. 2nd ed. Brasilia, DF: Secretariat for Biodiversity and Forests.
Parra, J. R. P. (1991). Consumo e utilizagdo de alimentos por insetos. In A. R. P. Panizzi (Ed.),
Ecologia nutricional de insetos e suas implicagdes no manejo de pragas (p. 9-65). Séo Paulo, SP:

Manole.

Condig0es para submissao

Como parte do processo de submisséo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de
acordo com as normas seréo devolvidas aos autores.

. Acontribuicdo € original e inédita e ndo est4 sendo avaliada por outra revista.

. Os arquivos para submisséo estdo em formato Microsoft Word, Open Office ou RTF (desde que

nédo ultrapasse 2MB).
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Todos os enderegos de paginas da Internet, incluidas no texto (Ex: http://www.eduem.uem.br)
estdo ativos e prontos para clicar.

O texto estd em empaco 1,5; usa uma fonte de 12-pontos Times New Roman; emprega italico ao
invés de sublinhar (exceto em enderecos URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo
em seu final. No maximo 18 péginas.

O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos em Diretrizes para Autores, na

secdo Sobre a Revista.
A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da opg¢édo propriedades do
Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliagdo por

pares (ex.: artigos), conforme instrugdes disponiveis em Assegurando a Avaliacdo por Pares

Ceqa.

Declaracéo de Direito Autoral

DECLARACAO DE ORIGINALIDADE E CESSAO DE DIREITOS AUTORAIS

Declaro que o presente artigo € original, ndo tendo sido submetido a publicacdo em qualquer
outro periddico nacional ou internacional, quer seja em parte ou em sua totalidade. Declaro,
ainda, que uma vez publicado na revista Acta Scientiarum. Agronomy, editada pela
Universidade Estadual de Maringa, 0 mesmo jamais serd submetido por mim ou por qualquer um
dos demais co-autores a qualquer outro meio de divulgacéo cientifica. Através deste instrumento,
em meu nome e em nome dos demais co-autores, porventura existentes, cedo os direitos autorais
do referido artigo a Universidade Estadual de Maringa e declaro estar ciente de que a nao
observancia deste compromisso submeterd o infrator a sangdes e penas previstas na Lei de
Protecéo de Direitos Autorias (N°9609, de 19/02/98).

Politica de Privacidade
Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0S Servicos

prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.


http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAgron/about/submissions#onlineSubmissions
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAgron/help/view/editorial/topic/000044
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAgron/help/view/editorial/topic/000044
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ANEXO Il

Normas Journal of Medicinal Plants Research

JMPR - Instructions for Authors

Introduction
Authors should read the editorial policy and publication ethics before submitting their
manuscripts. Authors should also use the appropriate reporting guidelines in preparing their
manuscripts.

Reporting guideline

Responsible reporting of research studies, which includes a complete, transparent, accurate and
timely account of what was done and what was found during a research study, is an integral part
of good research and publication practice and not an optional extra.

See additional guidelines for reporting of health research.

Preparing your manuscript
The type of article should determine the manuscript structure. However, the general structure for
articles should follow the IMRAD structure.

Title
The title phrase should be brief.

List authors’ full names (first-name, middle-name, and last-name).

Affiliations of authors (department and institution).

Emails and phone numbers

Abstract
The abstract should be less than 300 words. Abstract may be presented either
in unstructured or structured format. The keywords should be less than 10.

Abbreviations
Abbreviation should be used only for non standard and very long terms.

Introduction
The statement of the problem should be stated in the introduction in a clear and concise manner.
Materials and methods

Materials and methods should be clearly presented to allow the reproduction of the experiments.

Results and discussion


http://academicjournals.org/guidelines_for_reporting_health_research
http://en.wikipedia.org/wiki/IMRAD
http://en.wikipedia.org/wiki/Abstract_(summary)
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Results and discussion maybe combined into a single section. Results and discussion may also be
presented separately if necessary.

Disclosure of conflict of interest

Authors should disclose all financial/relevant interest that may have influenced the study.
Acknowledgments

Acknowledgement of people, funds etc should be brief.

Tables and figures

Tables should be kept to a minimum.

Tables should have a short descriptive title.

The unit of measurement used in a table should be stated.

Tables should be numbered consecutively.

Tables should be organized in Microsoft Word or Excel spreadsheet.

Figures/Graphics should be prepared in GIF, TIFF, JPEG or PowerPoint.

Tables and Figures should be appropriately cited in the manuscript.

References

References should be listed in an alphabetical order at the end of the paper. DOIs, PubMed IDs
and links to referenced articles should be stated wherever available.

Examples:

Baumert J, Kunter M, Blum W, Brunner M, Voss T, Jordan A, Klusmann U, Krauss S,
Neubrand M, Tsai YM (2010). Teachers® mathematical knowledge, cognitive activation in the
classroom, and student progress. Am. Educ. Res. J. 47(1):133-180.
http://dx.doi.org/10.3102/0002831209345157

Christopoulous DK, Tsionas EG (2004). "Finacial Development and Economic Growth:
Evidence from Panel Unit Root and Cointegration Tests" J. Dev.Econ. pp.55-74
http://dx.doi.org/10.1016/j.jdeveco0.2003.03.002

Goren A, Laufer J, Yativ N, Kuint J, Ben Ackon M, Rubinshtein M, Paret G, Augarten A (2001).
Transillumination of the palm for venipuncture in infants. Pediatric. Emerg. Care 17:130-131.
http://dx.doi.org/10.1097/00006565-200104000-00013  PMid:11334094

Mishra A, Mishra SC (2001). Cost-effective diagnostic nasal endoscopy with modified otoscope.
J. Laryngol. Otol. 115:648-649.

http://dx.doi.org/10.1258/0022215011908739  PMid:11535147


http://dx.doi.org/10.3102/0002831209345157
http://dx.doi.org/10.1016/j.jdeveco.2003.03.002
http://dx.doi.org/10.1097/00006565-200104000-00013
http://dx.doi.org/10.1258/0022215011908739
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ANEXO Il

Normas Revista Brasileira de Plantas Medicinais

A Revista Brasileira de Plantas Medicinais - RBPM ¢é publicacdo trimestral,
exclusivamente eletrbnica a partir de 2012, e destina-se a divulgacdo de trabalhos
cientificos inéditos, revisées bibliograficas, e notas prévias, que deverdo contemplar as
grandes éareas do estudo de plantas medicinais: Agronomia, Farmacia, Biologia, e
Quimica. Manuscritos que envolvam ensaios clinicos deverdo apresentar, na carta de
encaminhamento, a autorizagdo da Comissédo de Etica pertinente, bem como citar o
nuamero da autorizacdo na descricdo metodoldgica. Da mesma forma, as pesquisas que
envolvam acesso ao patrimbénio genético deverdo apresentar a autorizacdo do 6rgao
competente citando-o no corpo do texto. Os manuscritos podem ser redigidos em
portugués, inglés ou espanhol, sendo obrigatéria a apresentagdo do resumo em
portugués e em inglés, independente do idioma utilizado. Os manuscritos devem ser
enviados por e-mail: rbpm.sbpm@gmail.com, com letra Arial 12, espac¢o duplo, margens
de 2 cm, em “Word for Windows”. A submissao deve ser acompanhada por carta de
encaminhamento*. Os manuscritos, em qualquer modalidade, ndo devem exceder 20
paginas. Para a publicacao, os artigos aprovados submetidos a RBPM a partir de 1° de
Abril de 2013 (inclusive), terdo custo de tramite de 300 reais (trezentos reais) a ser
efetivado pelos autores/responsaveis somente na ocasido do recebimento da carta de
aceitacdo do artigo, quando receberdo o respectivo boleto e instrucbes para o
pagamento.

* Carta de Encaminhamento (em PDF)
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As Submissbes devem ser acompanhadas de uma breve carta de encaminhamento ao
Editor da RBPM assinada pelo autor principal informando o endereco postal completo,
telefone, e-mail e CPF.
Esta carta deve conter: um paragrafo conciso indicando as razfes do autor em optar
pela publicacdo na RBPM, e indicar a &rea principal da pesquisa. O autor deve declarar
gue a pesquisa é inédita e que a presente submissdo é exclusiva a RBPM. Deve
anexar, quando couber, o parecer de comites de ética em pesquisa e/ou autorizagcédo de
acesso ao patrimonio geneético.
ARTIGO CIENTIFICO
Os artigos deverao ser organizados em:
TITULO: Devera ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial maitscula, negrito,
centralizado, na parte superior da pagina. Se houver subtitulo, devera ser em seguida
ao titulo, em minudscula, podendo ser precedido de um numero de ordem em algarismo
romano. Os nomes comuns das plantas medicinais devem ser seguidos pelo nome
cientifico (binébmio latino e autor) entre parénteses.
AUTORES: Comecar pelo udltimo sobrenome dos autores por extenso (nomes
intermediarios somente iniciais, sem espaco entre elas) em letras maiusculas, 2 linhas
abaixo do titulo. Apés o nome de cada autor devera ser colocado um numero
sobrescrito que devera corresponder ao endereco: instituicdo, endereco da instituicdo
(rua e numero ou Caixa Postal, cidade, sigla do estado, CEP, e-mail). Indicar o autor
gue devera receber a correspondéncia. Os autores devem ser separados com ponto e
virgula.
RESUMO: Devera constar da mesma pagina onde estdo o titulo e os autores, duas

linhas abaixo dos autores. O resumo devera ser escrito em um uUnico paragrafo,
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contendo objetivo, resumo do material e método, principais resultados e conclusdo. Nao
devera apresentar citacdo bibliografica.

Palavras-chave: Deverédo ser colocadas uma linha abaixo do resumo, na margem
esquerda, podendo constar até cinco palavras.

ABSTRACT: Apresentar o titulo e resumo em inglés, no mesmo formato do redigido em
portugués, com excec¢ao do titulo, apenas com a inicial em maidscula, que vird apos a
palavra ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract deverdo ser colocadas as palavras-chave em inglés,
podendo constar até cinco palavras.

INTRODUCAO: Na introducéo devera constar breve reviséo de literatura e os objetivos
do trabalho. As citacbes de autores no texto deverdo ser feitas de acordo com os
seguintes exemplos: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva, 1986) ou
guando houver mais de dois autores Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Devera ser feita apresentacio completa das
técnicas originais empregadas ou com referéncias de trabalhos anteriores que as
descrevam. As andlises estatisticas deverdo ser igualmente referenciadas. Na
metodologia deverdo constar os seguintes dados da espécie estudada: nome popular;
nome cientifico com autor e indicacdo da familia botanica; nome do botéanico
responsavel pela identificacdo taxonémica; nome do herbario onde a exsicata esta
depositada, e o respectivo numero (Voucher Number); época e local de coleta, bem
como, a parte da planta utilizada.

RESULTADO E DISCUSSAO: Poder&o ser apresentados separados, ou como um s6
capitulo, contendo a conclusdo sumarizada no final.

AGRADECIMENTO: devera ser colocado neste capitulo (quando houver).
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REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT 6023 e de acordo
com os exemplos:
Periddicos:
AUTOR(ES) separados por ponto e virgula, sem espaco entre as iniciais. Titulo do
artigo. Nome da Revista, por extenso, volume, niumero, pégina inicial-pagina final,
ano.
KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the water-insoluble residue
of Agaricus blazei fruiting bodies. Carbohydrate Research, v.186, n.2, p.267-73, 1989.
Livros :
AUTOR. Titulo do livro. Edicdo. Local de publicacdo: Editora, Ano. Total de paginas.
MURRIA, R.D.H.; MENDEZ, J.; BROWN, S.A. The natural coumarins: occurrence,
chemistry and biochemistry. 3.ed. Chinchester: John Wiley & Sons, 1982. 702p.
Capitulos de livros:
AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES) do LIVRO. Titulo do
livro: subtitulo. Edicdo. Local de Publicacéo: Editora, ano, pagina inicial-pagina final.
HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant physiology: a
treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-33.
Tese ou Dissertacao:
AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de paginas. Categoria (grau e area
de concentracdo) - Instituicdo, Universidade, Local.
OLIVEIRA, A.F.M. Caracterizacdo de Acanthaceae medicinais conhecidas como
anador no nordeste do Brasil. 1995. 125p. Dissertacdo (Mestrado - Area de
Concentracdo em Boténica) - Departamento de Botanica, Universidade Federal de

Pernambuco, Recife.
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Trabalho de Evento:
AUTOR(ES). Titulo do trabalho. In: Nome do evento em caixa alta, niumero, ano, local.
Tipo de publicacdo em destaque... Local: Editora, ano. pagina inicial-pagina final.
VIEIRA, R.F.; MARTINS, M.V.M. Estudos etnobotanicos de espécies medicinais de uso
popular no Cerrado. In: INTERNATIONAL SAVANNA SYMPOSIUM, 3., 1996, Brasilia.
Proceedings... Brasilia: Embrapa, 1996. p.169-71.
Publicacéo Eletrénica:
AUTOR(ES). Titulo do artigo. Titulo do periédico em destaque, volume, numero,
pagina inicial-pagina final, ano. Local: editora, ano. P&ginas. Disponivel em:
<http://www........ >. Acesso em: dia més (abreviado) ano.
PEREIRA, R.S. et al. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais em cepas isoladas
de infeccdo urinaria. Revista de Saude Publica, v.38, n.2, p.326-8, 2004. Disponivel
em: http://www.scielo.br. Acesso em: 18 abr. 2005.
N&o citar resumos e relatorios de pesquisa, a ndo ser que a informacao seja muito
importante e ndo tenha sido publicada de outra forma.
TABELAS: Devem ser inseridas no texto, com letra do tipo Arial 10, espaco simples. A
palavra TABELA (Arial 12) deve ser em letras mailsculas, seguidas por algarismo
arabico; j& quando citadas no texto devem ser em letras minusculas (Tabela).
FIGURAS: As ilustracdes (graficos, fotograficas, desenhos, mapas) devem ser em
letras mailsculas seguidas por algarismo arabico, Arial 12, e inseridas no texto.
Quando citadas no texto devem ser em letras minusculas (Figura). As legendas e eixos
devem ser em Arial 10, enviadas em arquivos separados, com resolucéo 300 DPI, 800

x600, com extensado JPG ou TIFF, para impresséao de publicacao.



