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ESTADIO FENOLOGICO E NITROGENIO COMO FATORES
DE VARIACAO NA COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
ALELOPATICA DE CAPIM-ANNONI

KALINCA CECCHIN?

RESUMO - Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
verificar se a adubagdo nitrogenada e o estadio fenoldgico afetam a
composicdo quimico-bromatologica e a agdo alelopatica de capim-
annoni (Eragrostis plana Nees). Os tratamentos constaram da
combinacio de doses de nitrogénio (0, 100 e 200 kg.ha' de N) e
estadio fenoldgico por ocasido da colheita (vegetativo e
florescimento). Observou-se, quanto: 1) Ao crescimento e alocacdo da
biomassa: incremento da altura das plantas em resposta a elevagdo nas
doses de N e maturidade das plantas, assim como aumento na parti¢ao
de folhas em estadio de florescimento com aplicagdo das doses
extremas de N e incremento de colmos floriferos na dose
intermediaria de N; 2) A composigdo bromatoldgica, pelo método de
espectrometria de reflectancia no infravermelho proximal: aumento no
teor de proteina bruta em resposta a elevagao nas doses de N e em
plantas colhidas no estadio de florescimento; para os teores de fibra
em detergente neutro e hemicelulose houve efeito do estadio
fenologico, com valores maiores em plantas colhidas no estadio
vegetativo; 3) A composi¢do quimica, avaliada por meio de

cromatografia liquida de alta eficiéncia: os extratos apresentaram os

' Biologa, mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF, area de concentragdo em Producdo Vegetal.



acidos cafeico, fertlico, vanilico e p-cumarico; procianidinas
monomeéricas epicatequina e catequina; e cumarina (1,2-benzopirona).
Os 4cidos fenolicos tiveram maior concentragdo nas plantas no
florescimento e nas doses de 0 e 200 kg.ha™' de N. A concentragdo de
catequina, em plantas no vegetativo, tiveram concentragdo superior
nas doses de 0 e 100 kg.ha™ de N, sem que esse nutriente afetasse seu
teor no florescimento. A quantidade de epicatequina mostrou
comportamento oposto, com elevacdo da concentragdo na maior dose
de N no estadio vegetativo e maior concentragdo na auséncia de N em
plantas florescidas. A concentracdo de cumarina ndo foi afetada pelo
estadio fenoldgico, mas teve sua concentracdo reduzida sob a dose
intermediaria de N; 4) Atividade alelopatica de extratos aquosos de
capim-annoni sobre sementes de alface (Lactuca sativa L.): verificou-
se que o material oriundo de plantas colhidas no estadio vegetativo e
tratadas com a dose intermedidria de N foram mais heterotoxicas.
Assim, o estadio fenoldgico e a adubagdo nitrogenada sdo fatores
interativos que afetam a composi¢do quimico-bromatologica e a

atividade alelopética do capim-annoni.

Palavras chave: acidos fendlicos, cumarina, crescimento,

procianidinas, valor nutritivo.



PHENOLOGICAL STAGE AND NITROGEN AS FACTORS OF
VARIATION IN CHEMICAL COMPOSITION AND
ALLELOPATHIC ACTIVITY OF TOUGH LOVEGRASS

ABSTRACT -The aim of this study was to verify if the nitrogen
fertilization and the phonological stage affect the chemical-
bromatological composition and the allelopathic action of tough
lovegrass (Eragrostis plana Nees). The treatments consisted of the
combination of nitrogen levels (0,100 and 200 kgha' N) and
phenological stages during harvest (vegetative and flowering). It was
verified as for: 1) Growth and biomass allocation: increase plant
height in response to the increase N levels and maturity in the plants,
as well as increase leaves partition in flowering stage with application
of extreme levels of N and increase in the culm partition with the N
intermediate levels; 2) Bromatologic composition evaluated by near
infrared spectroscopy method: increase in crude protein content in
response to the increase in the N levels and plants harvested in the
flowering stage; for neutral detergent fiber and hemicellulose, was
effect of phenological stage, with higher values in plants harvested in
the vegetative stage. 3) Chemical composition evaluated by high
performance liquid chromatography: the extracts showed the acids
caffeic, ferulic, vanillic and p-coumaric; the monomeric procyanidins
epicatechin and catechin; and the coumarin (1,2 benzopyran). The
phenolic acids had a higher concentration in plants in the flowering
plant and with levels of 0 and 200 kg.ha” N. The concentration of

catechin, in plants in the vegetative stage, had higher in levels of 0 e



100 kg.ha™ N, not allowing that this nutrient affected their content in
the flowering. The quantity of epicatechin showed opposite behavior,
with increased of the concentration higher N levels in vegetative stage
and higher concentration in the absence of N in flowered plants. The
concentration of coumarin was not affected by the phenological stage,
but has its low concentration in the intermediate N levels. 4)
Allelopathic activity of tough lovegrass aqueous extracts in lettuce
seeds (Lactuca sativa L.): was verified that material coming from
plants harvested in the vegetative stage and treated with the N
intermediate levels were more heterotoxic. Therefore, the growth
stage and nitrogen fertilization are interactive factors affecting the
chemical-bromatological composition and the allelopathic activity of

tough lovegras.

Key words: phenolic acids, coumarin, growth, procyanidins, nutritive

value.



1 INTRODUCAO

O capim-annoni (Eragrostis plana Nees) ¢ a principal
invasora dos campos do sul do Brasil. As vantagens que a graminea
apresenta sobre o campo nativo pode ser determinada pela sua elevada
competitividade de crescimento, resisténcia a flutuagdes do clima e
alta capacidade de estabelecimentos na vegetacdo campestre
(ABICHEQUER et al., 2006). Além disso, possui baixa qualidade
nutricional e mecanismos alelopaticos que favorecem seu
estabelecimento (COELHO, 1986; FAVARETTO et al., 2011),
afetando negativamente o crescimento das demais espécies nativas.
Essa invasora ¢ de baixo valor forrageiro, pois possui baixos teores de
proteina bruta e elevados teores de fibra, o que implica na rejeicao
pelos animais, e, em consequéncia, elevando sua expansdo nas
pastagens (NASCIMENTO & HALL, 1978; MEDEIROS et al.,
2004).

Uma das estratégias utilizadas pelas plantas invasoras para
competir em novos ambientes € a libera¢ao de aleloquimicos, produtos
do metabolismo secundéario que podem alterar o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e demais organismos (RICE, 1984;
FERREIRA & AQUILA, 2000). Esses compostos sao, geralmente,
pertencentes a um dos trés grupos mais comuns nos vegetais:
terpenos, alcaloides e compostos fenolicos (SARTOR et al., 2009). No
capim-annoni, ha relatos da presenca de compostos fendlicos da classe
dos acidos fenolicos (acido cafeico, p-cumarico, feralico e vanilico) e
da cumarina (1,2-benzopirona), bem como as procianidinas

monoméricas (catequina, epicatequina) (FAVARETTO, 2014). A



presenca desses compostos nas plantas pode afetar o padrao natural de
formacao e sucessao das populagdes vegetais. Por outro lado, pode ser
uma fonte de moléculas com ac¢ao herbicida (QASEM & FOY, 2001;
DUKE et al., 2002).

A composi¢do quimica das plantas varia com o estadio
fenologico e ambiente. Isso remete a possibilidade de que, de acordo
com a composicao estrutural da planta, a ser atestada pela particdo da
biomassa, haja variagdo na sua a¢ao aleloquimica. Ja, dentre os fatores
ambientais, a disponibilidade de nutrientes ¢ um dos mais importantes.
Para gramineas, o nitrogénio (N) é, sem duvida, aquele que mais
amplamente ¢ avaliado em estudos dessa natureza.

O objetivo deste estudo foi verificar se o estadio de
maturidade, associado ou nao com a aplicagdo de N, afeta a
composi¢ao quimico-bromatoldgica e a agdo alelopatica do capim-
annoni. Para isso, foram realizadas atividades experimentais a fim de
determinar se as plantas de capim-annoni mostram alteracdo a tais
fatores quanto:

1- O crescimento ¢ alocag¢ao de biomassa;

2- A concentragdo de proteina bruta (PB), fibra em
detergente acido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN);

3- A concentragio dos acidos fendlicos, procianidinas
monomeéricas e cumarina (1,2-benzopirona);

4- A atividade alelopatica sobre sementes e plantulas de
alface (Lactuca sativa L.).

Os resultados serdo subsidios a0 manejo da adubacao de
pastagens naturais invadidas pelo capim-annoni e para estudos que

visem a bioprospeccao da espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O capim-annoni

2.1.1 Invasdo nos biomas do Rio Grande do Sul: historico e

problematica

As espécies invasoras sdo reconhecidas como uma das
maiores ameacgas bioldgicas ao ambiente, com enormes prejuizos a
economia, a biodiversidade e aos ecossistemas naturais. Geralmente
possuem caracteristicas adaptativas que facilitam sua reprodugdo e
dispersdo. Dessa forma, as invasoras passam a ter vantagens
competitivas em relagdo as nativas, causando desequilibrios no
ecossistema (PITELLI, 2007).

Viérias gramineas exoticas vindas da Africa foram
introduzidas acidentalmente no Brasil como impurezas de sementes de
espécies forrageiras, tornando-se invasoras. De maneira geral, a
invasdo de plantas exdticas ¢ facilitada pela alta frequéncia de espagos
vazios em areas de pastagens naturais, decorrentes do inadequado
manejo das areas. A existéncia de recursos nao utilizados nesses
espagos, como nutrientes, agua e luz, criam condigdes Otimas que
favorecem o estabelecimento de espécies invasoras. Acredita-se que
estas sejam algumas das causas da invasdo pelo capim-annoni nas
pastagens nativas do sul do Brasil (PARSONS, 1972; PILLAR et al.,
2009).

O capim-annoni ¢ uma graminea sul-africana, que foi

introduzida acidentalmente no inicio do ano de 1950, em Tupancireta-



RS (REIS, 1993), e que estava presente, como impureza, em lotes de
sementes de capim-de-rhodes (Chloris gayana Kunth) importados da
Africa (SARS, 1978). A espécie foi visualizada em 1971, por Ernesto
José Annoni, em sua propriedade, no municipio de Sarandi-RS. Nesse
local foi feita a multiplicacdo das sementes, com posterior distribui¢ao
no Estado. Acreditava-se que essa graminea seria um ‘“milagre”
forrageiro para as condi¢des do rigor do inverno gaticho. No entanto,
estudos posteriores a essa época apontaram que essa planta, conhecida
popularmente como “capim-annoni”, era deficiente em valor nutritivo
e palatabilidade (NASCIMENTO, 1976; NASCIMENTO & HALL,
1978; FIGUEIRO, 1976).

Dessa forma, com a rejeicdo pelos animais, a espécie
alastrou-se pelos campos gatchos, demonstrando possuir elevada
adaptacdo local. Caracteristicas bioldgicas do capim-annoni, como a
producdo de sementes, crescimento, rebrota, resisténcia a seca ¢ a
geadas, e a baixa aceitabilidade pelos animais, foram determinantes
para sua expansao no Rio Grande do Sul (SARS, 1978;
ABICHEQUER et al., 2006; MEDEIROS & FOCHT, 2007). Soma-se
a isso a vantagem encontrada pela espécie em comunidades vegetais
submetidas a elevada pressdo de pastejo, que promove abertura de
espagos e eleva a compactagdo do solo (OLIVEIRA, 1993). Por isso, o
capim-annoni estd presente na maioria dos habitats, desde de
pastagens, margens de lavoura, estradas rurais, espagos abertos em
asfalto de rodovias, terrenos baldios nas cidades. S6 ndo € observado
em locais sombreados, o que ¢ comum em plantas do tipo
fotossintético C4, que ¢ o caso dessa espécie (OLIVEIRA, 1993;
DUKES & MOONEY, 1999).



A espécie tem sementes de pequeno tamanho e alta
capacidade germinativa. Estas apresentam habilidade para enterrar-se,
evitando a germinacdo precoce ¢ formando bancos de sementes no
solo. Este mecanismo de escape prolonga a longevidade da semente,
habilitando a espécie a regenerar-se e reinstalar novas populagdes em
resposta a eventuais disturbios no solo (MEDEIROS et al., 2006,
MEDEIROS & FOCHT, 2007).

O alto potencial de produgdo e distribuicdio de suas
sementes aumenta a pressdo de propagulos e acelera o processo
invasor. Uma vez estabelecida, respondem pela drastica redugdo na
frequéncia e riqueza de muitas espécies nativas, da heterogeneidade da
vegetacdo do bioma Campos (MEDEIROS et al., 2006) e queda da
produtividade pecuaria (REIS, 1993), com provaveis prejuizos
também a riqueza biologica do solo.

O sistema radicial ¢é extenso, profundo e muito
desenvolvido, o que dificulta a retirada da planta do solo,
proporcionando vantagens na absor¢do de nutrientes e acesso a
umidade do solo, além de explicar a sua tolerdncia a solos
compactados (KISSMANN & GROTH, 1997; REIS & COELHO,
2000).

Danos econdmicos e ambientais sdo decorrentes da
presenca ¢ da expansao de area dessa graminea sobre os 6,5 milhoes
de hectares de pastagem nativa, onde localizam-se os campos de
pecudria de corte do RS e os remanescentes da vegetacdo campestre
(HANSENACK et al., 2007), tipica do Bioma Pampa. Estima-se que a
espécie foi responsavel por perdas financeiras de US$ 88.500.000,00
entre os anos de 1996 ¢ 2005 (FOCHT, 2008).
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Com base nestas informagdes, a portaria MA n° 205, de 13
de margo de 1979 do Ministério da Agricultura proibiu a
comercializacdo, transporte, importacdo e exportacdo de suas

sementes e mudas no Brasil (REIS, 1993).

2.1.2 Composi¢do bromatoldgica

Estudos revelaram que o capim-annoni detém baixas
concentracoes de PB e elevados teores de fibra. Normalmente, estes
componentes guardam estreita correlacdo com a digestibilidade de
forrageiras (WILSON & HATTERSLEY, 1989; QUEIROZ et al.,
2000).

Nascimento (1976) observou decréscimo no teor de PB, de
7,1% a 2,3%, aos 30 e 150 dias de crescimento, respectivamente, ¢
aumento no teor de fibra com o avango da idade do capim-annoni. Em
outro estudo foram verificados teores de PB, no periodo do verdo, de
7,7% (PELLEGRINI et al., 2012). Segundo os autores, este fato pode
estar associado ao avango do periodo estival e do estadio fisiologico
da planta. Isso demonstra a inadequacao dessa graminea como planta
forrageira. Para ruminantes, teores de PB abaixo de 7% sdo limitantes
aos microrganismos do ramen (CECATO, 1993), ao passo que teores
elevados de fibras restringem o aproveitamento da planta,
incrementando suas caracteristicas de planta invasora.

A fracdo FDN ¢ constituida por celulose, hemicelulose,
lignina e nitrogé€nio insoluvel em detergente neutro, e € inversamente
correlacionada a digestibilidade (MERTENS, 1982). Além disso,

representa a fracdo quimica que guarda correlacdo com o consumo,
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sendo que valores de constituintes de parede celular acima de 55 a
60% de FDN se correlacionam negativamente com o consumo de
forragem (VAN SOEST, 1965; MERTENS, 1987). A FDA, por sua
vez, contém lignina, celulose e nitrogénio insoluvel em detergente
acido, representando a por¢do menos digestivel da parede celular. As
forragens com valores de FDA em torno de 40%, ou mais, apresentam
menor digestibilidade (CECATO, 1993; NUSSIO et al., 1998). A
lignina e a FDA estdo associadas a digestibilidade e outros
componentes da parede celular, particularmente hemicelulose e FDN,
relacionados ao consumo voluntario do animais (VAN SOEST, 1978).

As condigcdes climaticas que promovem o maior
crescimento das plantas podem influenciar na composi¢do quimica,
pois acarretam acumulo de material morto e maior atividade
metabolica convertendo os produtos da fotossintese em tecidos
estruturais, incrementando a parede celular, aumentando a FDN ¢ a
FDA, reduzindo, dessa forma, os teores proteicos (MACHADO et al.,
1998).

2.1.3 Caracteristicas alelopéticas e aleloquimicas

A acdo alelopatica do capim-annoni foi comprovada,
inicialmente, por Coelho (1986), que detectou heterotoxicidade de
extratos da planta na germinacdo de sementes ¢ no desenvolvimento
das plantulas de trevo-branco (Trifolium repens L.) e azevém-anual
(Lolium multiflorum Lam.). Posteriormente, Ferreira et al. (2008)
apontaram tal agdo sobre sementes de grama-forquilha (Paspalum

notatum Fliigge) e capim-kazungula (Setaria anceps Stapf). Do ponto
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de vista pratico, o efeito prejudicial precoce sobre grama-forquilha foi
considerado preocupante, em razao dessa espécie ser a mais abundante
e de maior valor nutritivo das pastagens nativas do sul do Brasil.

Recentemente, ao investigar a agdo alelopatica de extratos
aquosos de folhas e raizes de capim-annoni na germinagdo de
sementes e crescimento de plantulas de trevo-branco, Favaretto et al.
(2011) observaram que aqueles elaborados com folhas foram mais
heterotoxicos em relacdo aos elaborados com raizes. No entanto,
ambos provocaram alteracdes morfologicas nas plantulas, incluindo a
necrose da raiz primaria, retencdo dos cotilédones e auséncia de raizes
secundarias. Os resultados indicaram, portanto, que os oOrgdos da
planta devem possuir distinta composi¢do aleloquimica, revelando
importante informacao para estudos de bioprospeccao da espécie.

A alelopatia ¢ a ciéncia que estuda os processos em que
substancias interferentes de plantas e de microrganismos sao
envolvidas, afetando o crescimento e desenvolvimento do sistema
bioldgico (MACIAS et al., 2007). Assim, uma planta pode reduzir o
crescimento das plantas vizinhas pela liberagdo de aleloquimicos no
solo, isso pode ter como consequéncia a maior chance de acesso a luz,
a agua e aos nutrientes e, portanto, propiciar sua maior adaptagdo
evolutiva (TAIZ & ZEIGER, 2013).

As substancias alelopaticas sdo encontradas distribuidas
em concentragdes variadas em diferentes partes da planta e durante
seu ciclo de vida. Quando essas substancias sdao liberadas em
quantidades suficientes causam inibigdo ou estimulacdo da
germinagdo, crescimento e/ou desenvolvimento de plantas ja

estabelecidas (CARVALHO, 1993). Por isso, atribui-se, parcialmente,
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a alelopatia, a facilidade de expansdo do capim-annoni nas
comunidades vegetais.

Além do estudo de Favaretto (2014), que detectou a
presenca dos acidos cafeico, fertlico, vanilico e p-cumarico, da
catequina, epicatequina e da cumarina, se desconhece aspectos

relativos a metabolitos secundérios em capim-annoni.

2.2 Metabdlitos secundarios como potenciais aleloquimicos

Os processos metabolicos que estdo envolvidos na
produgdo de macromoléculas, como carboidratos, lipideos, proteinas e
acidos nucléicos, essenciais a vida do organismo e comuns aos seres
vivos, sdo designados de metabolismo primdrio. A partir dos produtos
do metabolismo primario, através de rotas biossintéticas, as espécies
vegetais sdo capazes de produzir substincias conhecidas como
metabolitos secundarios. Essas substancias sao micromoléculas que se
caracterizam como elementos de diferenciacdo e, embora nao
essenciais para a vida do organismo, garantem vantagens para a sua
sobrevivéncia e perpetuacao, em seu ecossistema. A este processo, da-
se a denomina¢do de metabolismo secundario (SANTOS, 2004;
PARANHOS, 2005).

Metabolitos secundarios sao compostos organicos que nao
estdo diretamente envolvidos nos processos de crescimento,
desenvolvimento e reprodu¢do dos organismos. Ao contrario dos
metabolitos primdrios, a auséncia dos metabolitos secundarios nao
resulta na morte imediata, mas a longo prazo afeta a sobrevivéncia,

fecundidade ou estética do organismo, podendo mesmo ndo ter
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qualquer impacto significativo. Os metabolitos secunddrios sao
frequentemente restritos a um grupo reduzido de espécies de um grupo
filogenético, além disso, tém um papel importante nas defesas
vegetais contra a herbivoria e outras defesas interespécies (STAMP,
2003).

A identificacdo de substancias quimicas em diferentes
espécies de plantas tem contribuido para um conhecimento mais
acurado de inGimeros compostos secundarios, que podem ser
agrupados de diversas formas. Aproximadamente 20 a 30% dos
vegetais superiores tém sido investigados quanto aos seus
constituintes do metabolismo secundario, permitindo a elucidagdo da
estrutura quimica de cerca de 50.000 compostos (DE LUCA & ST
PIERRE, 2000). Muitos desses compostos siao potencialmente
aleloquimicos, os quais sdo liberados no ambiente podendo causar
efeito direto ou indireto, alterando o crescimento € o desenvolvimento
das plantas e demais organismos (RICE, 1984; FERREIRA &
AQUILA, 2000).

Os aleloquimicos podem fazer parte de varias classes,
como aqueles derivados de cumarinas, esteroides, acidos graxos de
cadeia longa, lactonas insaturadas, flavonoides, taninos e fenois
simples, dentre outros. Esses aleloquimicos podem ser divididos em
trés grandes grupos: os terpenos, os alcaloides e os compostos
fenolicos, que sdo os mais importantes e comuns nos vegetais (DIAS
et al., 2005; WANDSCHEER & PASTORINI, 2008; SARTOR et al.,
2009).

Os terpenos sao biossintetizados a partir do 4acido

mevalonico e/ou do piruvato e 3-fosfoglicerato. Varios terpenos siao
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conhecidos e utilizados pelo homem, em virtude de suas propriedades
inseticidas e aromaticas, como 0s Oleos essenciais derivados dos
monoterpenos (VIEGAS Jr., 2003).

Os alcaloides sdo produtos naturais nitrogenados de
origem nao-peptidica, biossintetizados a partir de aminoéacidos. Sao
abundantes em vegetais superiores, tendo caracteristicas basicas e
podem ser encontrados na forma livre (lipossoluvel) ou na forma de
sal (hidrossoluvel), podendo ser extraidos variando-se o pH do meio e
utilizando solventes imisciveis (LEITE, 2009). O papel dos alcaloides
nas defesas quimicas das plantas ¢ sustentado pela grande variedade
de efeitos fisioldgicos que estes exercem sobre os animais € também
por suas atividades antimicrobianas (FUMAGALI et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo derivados da rota do acetato-
malato ou do acido chiquimico. S3o substancias que possuem pelo
menos um anel aromatico, no qual ao menos um hidrogénio ¢
substituido por um grupamento hidroxila. Esses compostos estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal e nos microrganismos.
Existem cerca de cinco mil fendis largamente distribuidos no reino
vegetal, como cumarinas, flavonoides, taninos, acidos fendlicos e
outros (CARVALHO et al., 2004; ANGELO & JORGE, 2007).

Os acidos fenolicos sdo divididos em dois grupos. O
primeiro ¢ composto pelos derivados do acido benzoico, que possuem
sete atomos de carbono (C6-Cl) e que sdo os mais simples
encontrados na natureza, incluindo os acidos p-hidroxibenzoico,
protocatéquico, vanilico e siringico. O segundo ¢ formado pelos
acidos derivados do acido cinamico, que possuem nove atomos de

carbono (C6-C3), incluem os acidos cafeico, fertilico, p-cumarico e
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sinapico. Os 4cidos fendlicos, além de se apresentarem sob sua forma
livre, podem estar ligados entre si ou com outros compostos (BRAVO,
1998; SOARES, 2002).

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos
fenolicos das plantas. Sdo polifendis que ocorrem naturalmente em
alimentos de origem vegetal. Ocorrem, quase que exclusivamente, em
plantas superiores, nas quais sdo responsaveis pela coloragdo das
flores e dos frutos, além de estarem relacionados a defesa dos
vegetais, como protecdo contra raios ultravioleta, agdes antifingica e
antibacteriana (ZUANAZZI & MONTANHA, 2003). O esqueleto
basico dos flavonoides sdo dois anéis aromaticos, conectados por uma
ponte de trés carbonos (C6-C3-C6), resultantes de rotas biossintéticas
separadas: a do acido chiquimico e a do acetato. A primeira origina
fenilalanina, que vai dar origem a um dos anéis aromaticos ¢ a ponte
de trés carbonos. A segunda resulta no outro anel aromatico do
esqueleto basico dos flavonoides (SANTOS, 2004).

Os taninos hidrolisaveis sdo polimeros polifenolicos de
elevado peso molecular, derivados do 4cido chiquimico, constituidos
de unidades de agucar, acido galico e/ou seus derivados. Os taninos
condensados (TC) sao formados pela ligacao de unidades de flavan-3-
ol, provenientes do metabolismo dos flavonoides (SANTOS, 2004).
Os TC sao conhecidos como proantocianidinas. Essas, por sua vez,
sdo formadas basicamente por procianidinas e prodelfinidinas. Os
monoémeros livres formadores das procianidinas sdo catequina e
epicatequina, ao passo que aqueles que formam as prodelfinidinas sdao
galocatequina e a epigalocatequina (BRUNET & HOSTE, 2006). Os

mondmeros de procianidinas se diferenciam dos mondmeros de
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prodelfinidinas pelo niimero de hidroxilas no anel B, os primeiros
possuem duas hidroxilas, enquanto que os outros apresentam trés
hidroxilas no anel B (LEITE, 2009).

As cumarinas sdo derivados da 5,6-benzo-2-pirona.
Originam-se do 4cido trans-cindmico e que, por oxidagdo, resulta no
acido 0-cumadrico, cuja hidroxila fendlica condensa com uma unidade
de glicose. Esse composto isomeriza no seu correspondente CiS, o
qual, por ciclizagdo, forma a cumarina (SANTOS, 2004).

As plantas tém capacidade de produzir estes aleloquimicos
em todos os seus orgaos, incluindo folhas, caules, flores, raizes, frutos
e sementes. Para as gramineas, as evidéncias apontam a parte aérea,
seguida das raizes e sementes, em ordem decrescente, como as
principais fontes de substincias potencialmente alelopaticas (SOUZA
FILHO, 1995). No entanto, hd variagdo quanto a composicao,
concentragdo e localizagdo no vegetal, com liberagdo, para o
ambiente, de diversas formas. Fatores ambientais, como temperatura,
luz, disponibilidade de nutrientes e condig¢des hidricas, influenciam
nesse processo.

A decomposi¢do de residuos vegetais ¢ uma das fontes
mais importantes de aleloquimicos. Pode-se citar também a exsudagao
por raizes, a volatilizacdo pelas folhas e a lixivia das superficies
foliares pela chuva e/ou neblina (REIGOSA et al., 1999;
MARASCHIN-SILVA & AQUILA, 2005). Uma vez liberadas no
ambiente, as substancias aleloquimicas entram em contato com as
plantas, pela acdo direta ou indireta. Nessa ultima, incluem-se
alteragdes nas propriedades do solo, condi¢des nutricionais e

alteracdes de populacdes e/ou atividade dos microrganismos. O modo
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de agdo direta ocorre quando o aleloquimico liga-se as membranas da
planta receptora, ou penetra nas células, interferindo diretamente no
seu metabolismo (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Os compostos aleloquimicos, depois de alcancarem a
planta, podem afetar estruturas citologicas e ultraestruturais,
hormonios, permeabilidade das membranas, absor¢cdo de minerais,
movimentos dos estdomatos, sintese de pigmentos de proteinas,
fotossintese, respiracdo, metabolismo de lipidios e dos 4cidos graxos,
atividade enzimatica, relagdes hidricas e material genético (INDERJIT
& DUKE, 2003). Os compostos aromadticos, fendlicos, cumarinas,
aldeidos e flavonoides podem, por exemplo, afetar a respiragdo
(FERREIRA & AQUILA, 2000; YUNES & CALIXTO, 2001).

Uma das estratégias utilizadas pelas plantas invasoras para
competir ¢ dominar em comunidades vegetais ¢ a liberacdo desses
aleloquimicos (LARCHER, 2000). Assim, espécies invasoras tem
potencial para excluir espécies nativas a partir de residuos e
substancias liberadas no ambiente (HIERRO & CALLAWAY, 2003).
Nesse caso, a atividade dos aleloquimicos € apenas inibitoria e pouco
relacionada com a competi¢do por recursos abidticos (CALLAWAY,
2002). Portanto, a presenca dessas espécies em areas de cultivo
apresenta potencial para influenciar negativamente o desenvolvimento
de culturas (BATISH et al., 2001; SINGH et al., 2001; QASEM &
FOY, 2001), como também, no padrio natural de formagdo e sucessao
das populagdes e comunidades vegetais (FERREIRA & AQUILA,
2000).

O crescente desenvolvimento de novas técnicas analiticas,

como a cromatografia, especialmente cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE), e o constante aperfeicoamento dos instrumentos de
analise espectrométrica, constituem na principal forca motora para o
esclarecimento e registro dos constituintes resultantes do metabolismo
secundario dos vegetais (MATOS, 1997). Esses constituintes sdo
alternativas para substituir pesticidas sintéticos e, assim, reduzir a
poluicao ambiental e aumentar a produtividade agricola (QASEM &

FOY, 2001; DUKE et al., 2002).

2.3 Interferéncia do estadio fenoldgico na composicdo quimica das

plantas

2.3.1 Metabolismo secundario

Os aleloquimicos tem um papel chave na defesa das
plantas. FEles influenciam tanto na biodiversidade, como na
composicdo das comunidades vegetais. Além disso, sdo propensos a
variagcoes qualitativas e quantitativas, dependendo das condigdes
fisioldgicas, estagdo, época de colheita e método analitico de
preparagao da amostra. O estadio fenoldgico, bem como os diferentes
orgdos vegetais, sdo de considerdvel importancia e sdo fatores que
também causam variabilidade na produ¢ao de metabdlitos secundarios
(CIRAK et al., 2008; DOAN et al., 2004).

As diferencas nas potencialidades alelopaticas entre as
duas fases de desenvolvimento das plantas ¢ provavel que estejam
associadas a liberagdo de substancias alelopaticas para o meio
ambiente, no inicio da fase reprodutiva, pois as plantas alocam

recursos para seu crescimento e defesa (SOUZA-FILHO et al., 2000).
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Estudos relataram que a quantidade de fenolicos totais em Silphium
perfoliatum L. variou em folhas, inflorescéncias, caules e raizes
(KOWALSKI & WOLSKI, 2005).

Em geral, folhas e flores tém maior quantidade de
metabolitos secundarios do que caules e raizes (HAKULINEN &
JULKUNEN-TIITTO, 2000). Em manjericdo (Origanum majorana
L.), os niveis de terpenos volateis aumentaram na medida em que a
planta se desenvolveu, atingido o méaximo no florescimento
(SELLAMI et al., 2009). Isso pode ser explicado pela baixa taxa de
biossintese de compostos bioativos durante a fase vegetativa, o que
pode ser devido a inativacdo parcial de enzimas necessarias para a
biossintese de alguns compostos (CHEN et al., 2012).

O acimulo de compostos aleloquimicos durante a fase de
florescimento pode ser porque, durante essa fase, a protecdo da planta
¢ obtida principalmente por esses compostos, como uma atividade de
mecanismo de defesa das plantas (GRASSMANN et al., 2002). Além
disso, a acumulacao de aleloquimicos no florescimento pode estar
relacionada as exigéncias das fungdes ecoldgicas, tais como
intensificacdo de defesas antifungicas e a atracdo de polinizadores
(LANGENHEIM, 1994).

Sabe-se que os tecidos mais novos geralmente possuem
maior taxa biossintética de metabolitos, tais como Oleos essenciais,
acidos fendlicos, flavonoides ¢ alcaloides (HARTMANN, 1996).
Extratos metanolicos da parte aérea das plantas de feno-grego
(Trigonella foenum-graecum L.) revelaram que as plantas sintetizaram
mais flavonoides no estadio vegetativo do que no florescimento

(OMEZZINE et al., 2014).
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Elevadas concentragdes de taninos hidrolisaveis e de
alguns terpenoides ocorrem principalmente em tecidos jovens, que
estdo em crescimento, € suas concentracdes rapidamente caem quando
as folhas ja estdo maduras (BALDWIN et al., 1987; POTTER &
KIMMERER, 1989; OSSIPOV et al., 1997). Portanto, a acumulagao
de metabdlitos secundarios varia conforme a espécie e¢ as fases de
desenvolvimento (JAMES, 1950). Isso remete a possibilidade de que,
de acordo com a composi¢do estrutural da planta, a ser atestada pela
particdo da biomassa, haja variacdo na sua ac¢ao aleloquimica.

A determinacdo das provaveis variagdes na atividade
alelopatica das plantas assume papel relevante no estabelecimento de
estratégia de manejo das espécies, principalmente de pastagem
visando maximizar a atividade alelopatica em relacao ao controle de
plantas invasoras (SOUZA-FILHO et al., 2000).

No entanto, a interferéncia da produgcdo de compostos
alelopaticos no estaddio fenoldgico ainda ¢ escasso. Os trabalhos
publicados sobre esse topico estdo mais voltados a componentes
particulares e/ou espécies de plantas (AYAN et al., 2007; CIRAK et
al., 2008).

2.3.2 Composicao bromatologica

Virios fatores interferem na composicdo quimica e na
qualidade das gramineas forrageiras, destacando-se o estadio
fenologico de colheita (AYUP et al., 1999). Com o avango da idade,
geralmente, ocorrem acréscimos nos teores de carboidratos estruturais,

fibras e lignina, o que muitas vezes resulta em reducdo da PB e da
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digestibilidade da forragem. Além disso, observam-se alteragdes nas
relagdes folha:colmo, a qual reduz em plantas mais velhas com maior
participacao do colmo na matéria seca total em comparagdo as laminas
foliares que tendem a ser mais digestiveis (REIS & RODRIGUES,
1993).

Com o avanco da idade alteram-se os componentes
nutricionais das folhas e colmos de formas diferentes. Os colmos
tendem a apresentar menores conteidos de matéria seca e PB, e
superiores de FDN, FDA e lignina, comparados com as folhas. Isso
ocorre em razdo de acréscimos superiores desses componentes na
fracdo de colmo em idades mais avancgadas. Entretanto, a partir de
certa idade, que varia em resposta as condi¢des do ambiente, manejo e
adubacao, essas diferencas nos contetidos de matéria seca ¢ FDN sao
eliminadas (OLIVEIRA et al., 2000).

Assim, informagdes sobre o valor nutritivo das plantas
forrageiras de acordo com seu estddio fenoldgico auxilia técnicos e
produtores a manejar adequadamente as pastagens a fim de obter
maior produtividade de carne e leite. J4, tais informacdes a respeito
das gramineas invasoras e/ou introduzidas, voluntaria ou
involuntariamente, alerta sobre riscos para o sistema de producgdo

animal e para o ambiente.
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2.4 Interferéncia do nitrogénio na composicédo quimica das plantas

2.4.1 Metabolismo secundario

Os fatores de estresse do ambiente, tais como luz,
temperatura, agua, nutrientes, aplicacdo de herbicidas, ataque de
pragas estdo fortemente relacionados com a alelopatia. Esses fatores
aumentam a produ¢do de aleloquimicos, o que eleva a interferéncia
alelopatica (INDERIJIT, 1998; BATISH et al., 2005).

A alelopatia ~ pode operar simultaneamente,
sequencialmente e em combinagdo com o0s mecanismos de
interferéncia, tal como a adicao de nutrientes no solo, particularmente
de N. Alguns estudos demonstraram que as concentragdes de certos
nutrientes no solo interferem na produgdo dos metabolitos secundarios
nas plantas (XIAO et al., 2007; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

A influéncia de nutrientes no solo esta correlacionada com
intensidade de luz incidente e voltada para discussoes sobre alocagao
de recursos, as quais visam estabelecer uma relagdo entre as
disponibilidades de N, carbono e luz. De modo geral, a producao de
metabolitos secunddrios, exceto os nitrogenados, mostra correlagao
positiva com a hipdtese do balango de carbono/nutriente (CNB). Sob
condicoes limitantes de nutrientes, ha menor taxa de crescimento da
planta e aumento na produgdo de compostos a base de carbono,
particularmente de metabdlicos secundarios (NGUYEN &
NIEMEYER, 2008; GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Em
manjericao, os resultados comprovaram essa relagdo, observando-se

que na medida em que houve adi¢do de doses crescente de N a



24

quantidade de acidos fenolicos reduziu (NGUYEN & NIEMEYER,
2008). Em centeio (Secale cereale L.) verificou-se elevagdo na
quantidade de aleloquimicos em resposta a reducdo na adubagdo
nitrogenada (MWAJA et al., 1995).

Contudo, ha, ainda, divergéncia quanto a hipdtese do
balanco CNB, pois ja foi demonstrado que podem existir condigdes
em que a disponibilidade de nutrientes ndo influencia na produgdo de
metabolicos secundarios (MUZIKA & PREGITZER, 1992). Além
disso, questdes genotipicas ndo devem ser dispensadas das discussoes.

Em geral, a producdo global de metabolitos nitrogenados
pelas plantas (alcaloides, glicosideos cianogénicos ¢ glucosinolatos) ¢
aumentada com a maior disponibilidade de N no solo. Mas, com a
consequente elevacdo na massa seca da planta em resposta a
adubacdo, a concentragdo do N nos tecidos pode diminuir, pelo efeito
da diluigdo. Além disso, existem evidéncias de que ndo ¢ somente a
disponibilidade ambiental de N, em si, que influencia o metabolismo
secundario, mas sim, a quantidade deste que € incorporada aos tecidos
vegetais. Em solos acidos, devido a redu¢do na taxa de conversao de
amonio a nitrato, a incorporagdo de N pode ser inibida, o que
explicaria os altos niveis de metabolitos secundarios (especialmente
compostos fenolicos) em plantas crescendo nesse tipo de solo
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Os efeitos de nutrientes nos niveis de derivados do acido
chiquimico (especialmente &cidos cindmicos simples e taninos
hidrolisaveis e condensados) sdo bem documentados e deficiéncias em
N, fosforo, enxofre e potassio geralmente resultam em maiores

concentragdes destes metabolitos. Por outro lado, os metabdlitos
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derivados do mevalonato parecem ndo mostrar correlagdes
consistentes com mudancas na disponibilidade de N, fosforo ou
potassio (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Muzika e Pregitzer (1992) sugeriram que a disponibilidade
de N afeta as concentracdes de fendlicos mais fortemente do que dos
terpendides porque varios compostos fendlicos sao produzidos via
acido chiquimico. Entretanto, o aumento dos compostos fendlicos em
relagdo a disponibilidade de nutrientes no solo pode variar entre as
espécies de plantas e com as diferentes rotas de biossintese desses
compostos (HAUKIOJA et al., 1998; FREITAS et al., 2008; LEITE et
al., 2012).

2.4.2 Composicdo bromatologica

A composi¢do bromatologica constitui um dos parametros
na avaliagdo da qualidade das plantas forrageiras. Dai a importancia
da sua avaliagdo nas pastagens submetidas a distintos ambientes,
manejo e, especialmente, no caso de gramineas, ao suprimento de N,
por ser o elemento de maior influéncia sobre a producdo dessas
plantas.

A adubagdo nitrogenada acelera o crescimento, tornando
possivel colheitas mais frequentes da forragem, incrementa a
producdo de matéria seca e PB, ao passo que pode proporcionar a
reducdo da parede celular e lignina (MONTEIRO & WERNER, 1977,
BRANCIO et al., 2002).

Como os acucares sao utilizados na sintese de

aminodcidos e proteinas, o aumento no suprimento de N reduz o
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conteido de acucares nas plantas. As proteinas sdo acumuladas no
conteudo celular e t€ém o efeito de diluigdo dos componentes da parede
celular, aumentando a digestibilidade. Por outro lado, ocorre maior
lignificagdo, pois hd maior crescimento e desenvolvimento das
plantas. O resultado final no valor nutritivo dependerd, entdo, desses
dois efeitos, contrarios, que interagem com os efeitos do ambiente
(VAN SOEST, 1994).

Em geral, as gramineas respondem positivamente quanto a
concentragcdo de PB a elevagao das doses de N, como foi verificado
em capim-colonido (Panicum maximum Jacq.) (BARBOSA et al.,
2003). Porém, para FDA e FDN os resultados sdo divergentes. Nessa
mesma espécie foi verificado declinio no teor de FDN em resposta a
adubagdo nitrogenada por Belarmino et al. (2001) e Almeida et al.
(2000), mas Ruggiero (2003) ndo verificou efeito do N nesse atributo.
Para FDA, Benett et al. (2008) obtiveram redugao a aplicagdo de N em
capim-colonido, mas Costa (2003) verificou que nao houve alteragao
nesse atributo com o aumento da adubacgao nitrogenada.

Portanto, a composi¢do bromatologica das plantas ¢
variavel de acordo com fatores genotipicos e ambientais, que,
frequentemente, interagem. Soma-se a isso o fato de que as
divergéncias de resultados podem decorrer da parti¢do distinta de
fotoassimilados nas plantas, que, muitas vezes, ndo ¢ avaliada,
dificultando a interpretagio dos resultados. E sabido que na lamina
foliar das gramineas ha maior conteudo proteico e menor teor de
fibras, ao contrario do que se verifica nos colmos. Portanto, o aumento
de um ou outro componente afeta, consequentemente, a qualidade

nutricional da planta.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram realizadas avaliagdes sobre o
capim-annoni, quanto ao crescimento e alocacdo de biomassa,
caracterizagdo bromatologica, avaliagdo de metabolitos secundérios

potencialmente alelopaticos e atividade alelopatica.

3.1 Area experimental

A area em que a aplicagdo dos tratamentos ocorreu se
caracterizava por ser de vegetagdo secundaria, com presenca de
gramineas e dicotiledoneas rasteiras (20%) no extrato inferior e de
capim-annoni no extrato superior (80%). Historicamente, essa area
nao recebeu adubagdo, nem sofreu queimadas. Porém, era submetida a
rocadas anuais.

Para o inicio deste estudo, em agosto de 2010, 100 m? da
area foi cercada, para impedir o trafego de maquinas agricolas. Em
julho de 2013 foi realizada a coleta de amostras do solo (Latossolo
Vermelho Distroférrico), na profundidade de 0-20 cm. O resultado, a
partir de andlise realizada conforme Tedesco et al. (1995), apontou:
teor de argila: 40,7%; pH em agua: 5,3; P: 6,6 mg.dm'3; K: 164
mg.dm'3; matéria organica: 3,7%; Al: 0,3 cmolc.dm'3; Ca: 4,2
cmolc.dm'3; Mg: 1,9 cmol..dm™ ; H+AL cmolc.dm'3; CTC: 152
cmolc.dm'3; saturacao de bases: 43%; saturagdao de Al: 4%; saturagdo
de K: 2,8%; S: 10,0 mg.dm™; Mn: 30,9 mg.dm™; Bo: 0,5 mg.dm™; Zn:
1,20 mg.dm'3; Cu: 2,1 mg.dm'3 . Para reduzir a acidez e elevar o teor

de fosforo, em julho de 2013, foi aplicado o equivalente a 2 t.ha” de
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calcario e 72 kg.ha’1 de P,0s, em superficie, imediatamente apds uma
rogada, seguida da retirada do material vegetal da superficie do solo.
A vegetagdo foi mantida em crescimento livre até a demarcacdo das
parcelas e aplicacdo dos tratamentos, em setembro do mesmo ano.
Nesse més foi feito um emparelhamento da area, mediante a passagem
de uma rogadeira costal, com posterior retirada do material com

auxilio de ancinhos (Figura 1).

Figura 1- Area experimental no Campus da Universidade de Passo Fundo.
Passo Fundo, 2013.

As temperaturas médias e precipitagdo mensal ocorridas
durante o periodo experimental, de setembro de 2013 a janeiro de

2014, estdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2- Temperaturas médias e precipitagdes mensais ocorridas no periodo
de crescimento das plantas. TM: Temperatura média; TN:
Temperatura normal; PP: Precipitagdo pluvial, PN: Precipitagao
normal. Fonte: Embrapa (2014).

3.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos consistiram da combinagdo de doses de N
(0, 100 e 200 kg.ha’l) e estadio fenoldgico por ocasido da colheita das
amostras (vegetativo e florescimento), arranjados em parcela
subdivida, e em delineamento completamente casualizado, com quatro
repeticdes. Na parcela principal, constituida de uma 4rea de 8 m?
foram alocadas as doses de N, e nas subparcelas (4 m?), o estadio
fenologico. As doses de N foram divididas em duas fra¢des, com
aplica¢dao da primeira em 6/9/2013 e da segunda em 23/09/2013 (17
dias ap6s). As plantas foram mantidas sob crescimento livre até a
colheita das plantas para obtencdo de material vegetal para preparo

dos extratos. Quinzenalmente, realizou-se a medi¢ao da altura.
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3.3 Amostragem

A primeira colheita de material vegetal ocorreu quando as
plantas estavam em estadio vegetativo, em 18/11/2013. Nessa ocasido
havia passado sessenta dias apds a segunda e Ultima aplicacdo das
doses de N, quando as plantas estavam com 77 dias de crescimento
(Figura 3A). A segunda colheita, quando as plantas estavam em
florescimento, ocorreu em 7/1/2014 (50 dias ap6s a primeira colheita),

quando as plantas estavam com 128 dias (Figura 3B).

Figura 3- Subparcela onde o capim-annoni foi colhido no estadio vegetativo
(A) e no florescimento (B). Passo Fundo, 2013.

Em ambas as ocasides, a vegetacdo presente nas
subparcelas foi cortada rente ao solo. No laboratério houve a
separacdo das plantas de capim-annoni das demais espécies. O
material senescente do capim-annoni foi descartado, ficando apenas o
material  metabolicamente  ativo. Uma  subamostra  de,
aproximadamente, 500 g de massa fresca dessa graminea, foi separada

\

e submetida a separagdo de folhas e colmos floriferos, que foram
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secos em estufa de ar forcado a 60 °C por 72 horas, com posterior
pesagem, para determinagdo da propor¢do dos componentes nas
amostras (Figura 4). O restante da amostra de capim-annoni da
subparcela foi acondicionado em sacos de papel e seco em estufa de ar
forcado a 35 °C, até obtencdo de peso constante, seguido de trituragdo
em micromoinho. Uma parte da amostra foi seca em 60 °C, para
analise do teor de N, a fim de caracterizar as amostras a serem
processadas para obtencdo dos extratos, e para a analise

bromatoldgica.

Figura 4- Massa fresca de capim-annoni submetida a separagdo de folhas (A)
e colmos floriferos (B) para a determinagdo da proporcdo dos
componentes nas amostras. Passo Fundo, 2014.

3.4 Composicao bromatologica

As amostras de capim-annoni foram avaliadas quanto ao
teor de PB, FDA e FDN, pelo método de NIRS, previamente calibrado
pelo Centro de Pesquisa em Alimentos (CEPA, UPF). Calculou-se a
concentragdo de N de cada amostra pela divisdo dos valores de PB por

6,25 e da hemicelulose pela diferenca entre FDN e FDA.
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3.5 Analise de metabolitos secundarios

3.5.1 Preparo dos extratos

Os extratos de capim-annoni foram preparados com 10 g
do material vegetal, previamente seco ¢ moido, mantidos sob refluxo
por uma hora com 485 mL de etanol 95% e 15 mL de 4cido cloridrico.
Os extratos foram filtrados e concentrados em rotavapor, sob pressao
reduzida e a temperatura de 80 °C, até a obtengdo de extratos secos.
Em seguida, foram ressuspendidos em 150 mL de agua destilada e
particionados com acetato de etila (Figura 5). Os extratos foram,
entdo, novamente concentrados em rotavapor e, desse material, 0,05 g
de cada amostra foram ressuspendidas em 5 mL de metanol grau
CLAE. Apods a ressuspensdo, os extratos foram filtrados em
membrana de nylon com diametro de poros de 0,45 um e colocados

em vials para a analise por CLAE.

Figura 5- Obtencao de extratos de capim-annoni mantidos sob refluxo (A),
concentrados em rotavapor (B) e particionados com acetato de
etila (C). Passo Fundo, 2014.
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3.5.2 Analise por CLAE

Foram quantificados os seguintes metabolitos secundarios:
compostos fenolicos da classe dos acidos fenolicos (4cido cafeico, p-
cumdrico, fertlico, vanilico e galico), a cumarina (1,2-benzopirona),
os monomeros formados de procianidinas (catequina, epicatequina),
os flavonoides (rutina, quercetina e canferol).

A metodologia para tais andlises foi desenvolvida e
validada por Chini (2013) e Favaretto (2014), que utilizaram as
seguintes substancias quimicas de referéncia (SQR): acido vanilico
(>97%, Sigma Aldrich, lote BCBF7869V), acido fertlico (99%,
Sigma Aldrich, lote STBC5005V), &cido p-cumaérico (>98%, Sigma
Aldrich, lote 091M1197V), acido cafeico (>98%, Sigma Aldrich, lote
SLBB5479V), cumarina (>98%, Sigma Aldrich, lote 030M1441V).
Além das SQR de rutina (Sigma Aldrich lote BCBDS8327V),
quercetina (Sigma Aldrich LOTE 060M1196V), catequina (Sigma
Aldrich LOTE BCBC2740), epicatequina (Sigma  Aldrich
BCBC8078V), éacido galico (Sigma Aldrich LOTE 54705138) e
canferol (Sigma Aldrich BCBD1168). Solugdes (1000 pug mL ™) foram
preparadas dissolvendo-se 0,1 g das SQRs em baldo volumétrico com
100 mL de metanol grau HPLC.

A fase movel utilizada para os compostos foi agua
ultrapurificada obtida pelo Sistema Directi-Q — Millipore®/Millipore
Corporation (EUA) com pH especifico para cada composto e

acetonitrila, em diferentes proporcdes (Tabela 1):
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Tabela 1 — Condi¢des cromatograficas empregadas na analise dos
grupos quimicos por meio de CLAE

Grupo quimico SQR Fase movel
acido cafeico
acido ferulico acetonitrila:
Acidos fendlicos acido vanilico agua pH 3,4 (25:75)
acido p-cumarico
acido galico acetonitrila:
agua pH 3,0 (10:90)
Procianidinas catequina acetonitrila:
mononéricas epicatequina agua pH 3,0 (18:82)
quercetina acetonitrila:
agua pH 3,0 (45:55)
acetonitrila:
Solugdo A (30:70)
Flavonoides canferol Solugdo A= metanol:

acetonitrila: agua pH
3,0: acido acético

(40:15:45:2)
rutina acetonitrila:
agua pH 3,0 (18:82)
Cumarinas 1-2 benzopirona  acetonitrila:

agua pH 3.4 (55:45)

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia Flexar LC Perkin Elmer (Burnsville, MN, USA),
contendo bomba bindria Flexar LC, injetor automatico Autosampler
Flexar LC, detector de comprimento de onda variavel Flexar PDA em
280 e 274 nm, auto-amostrador, no qual os dados cromatograficos
foram analisados em Software Chromera Workstation.

Foi utilizada uma coluna de fase reversa C;3 ACE (250 x
4,6 mm) e uma pré-coluna do mesmo material (Figura 6). Foram
injetados aliquotas de 20 puL dos extratos, em triplicata. Os compostos

presentes em cada extrato foram identificados e quantificados.
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Figura 6- Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a um software.
Passo Fundo, 2014.

3.6 Atividade alelopatica

3.6.1 Preparo dos extratos

Para testar a atividade alelopatica, foram preparados extratos
aquosos com o material oriundo das colheitas no estadio vegetativo e
florescimento, em concentragdo de 0,15 g.mL". Misturou-se 15 g do
material vegetal com 100 mL de &4gua destilada, com posterior
permanéncia, no escuro, por 24 horas, em temperatura ambiente, de
acordo com método de maceragdo estatica de Soares & Vieira (2000).
Em seguida, o material foi filtrado, ficando apenas o extrato aquoso,
que foi caracterizado quanto ao pH, que ficou dentro dos valores

normais (OLIVEIRA et al., 2012) (Tabela 2).
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Tabela 2- pH dos extratos aquosos de capim-annoni
elaborados com plantas colhidas no estadio
vegetativo ¢ no florescimento tratadas com
diferentes doses de N

Estadio fenolodgico

Nitrogénio (kg.ha™) Vegetativo Florescimento
pH
0 5,3 5,8
100 5,8 5,9
200 6,4 6,2

3.6.2 Bioensaio de germinacao

O bioensaio constou de teste de germinag¢do de sementes
de alface, em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repetigdes. Os tratamentos foram a combinagao das trés doses de N e
dois estadios fenoldgicos, acrescido do tratamento-controle (dgua
destilada). As unidades experimentais constaram de placas Gerbox,
nas quais foram colocadas cinquenta (50) sementes, dispostas
equidistantes, sobre papel Germitest umedecido com 9 mL de cada
extrato e do tratamento-controle. Apos a aplicacao dos tratamentos, as
caixas foram vedadas com filme pléstico, para evitar a perda da dgua
por evaporagio, € permaneceram em camara de germinagio, a 20 °C e
fotoperiodo de 12 horas, durante dez dias.

A contagem das sementes germinadas foi realizada
diariamente. Considerou-se germinadas as sementes com 2 mm de
protrusdo radicial (FERREIRA & AQUILA, 2000). A partir disso
foram avaliadas a germinabilidade (G), o indice de velocidade de
germinagdo (IVG) e o tempo médio de germinagdao (TMG) (RANAL
& SANTANA, 2006), de acordo com as seguintes formulas: a) G:

(Zni . N-1).100, no qual Zni € o nimero total de sementes germinadas



37

em relacdo ao numero de sementes dispostas para germinar (N); b)
IVG: G1/N1 + G2/N2 +... Gn/Nn, onde G1, G2, Gn ¢ o nimero de
sementes germinadas e N1, N2, Nn ¢ o nimero de dias apos a
semeadura; ¢) TMG: Zni. ti/Zni, onde ni é o nimero de sementes

germinadas dentro de determinado intervalo de tempo (ti).

3.6.3 Bioensaio do crescimento inicial

Para a avaliagdo do crescimento inicial das plantulas de
alface foram utilizadas sete plantulas pré-germinadas em dagua
destilada. Apds trés dias de germinagdo foi feita a medi¢do do
comprimento da raiz e da parte aérea das plantulas, em seguida, foram
transferidas para as caixas gerbox contendo papel Germitest
umedecido com 9 mL dos mesmos tratamentos utilizados para o teste
de germinacdo. O delineamento foi inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes. As caixas de gerbox permaneceram em camara de
germinagdo durante 15 dias nas mesmas condi¢des descritas para o

teste de germinagao.

3.7 Analise estatistica

Os resultados do crescimento, da alocagdo de biomassa, da
bromatologia, dos metabolitos secundarios e da atividade alelopatica
foram submetidos a ANOVA, no modelo de parcela subdividida no
tempo, com comparagdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.



38

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento e alocacé@o de biomassa do capim-annoni

A altura das plantas de capim-annoni respondeu
positivamente ao aumento das doses de N, independentemente do
estadio fenoldgico. Como era esperado, no estddio de florescimento
observou-se elevacdo no dossel, em virtude do alongamento dos
colmos (Figura 7A). O mesmo foi observado quando da aplicagdo de
N, sem ocorrer variacdo entre as duas maiores doses (Figura 7B). Em
Eragrostis teff (Zucc) Trotter), Mirutse et al. (2009) apontaram
resposta positiva na altura das plantas com aplicagao de até 46 ou 69
kg.ha™ N, em relagdo a doses inferiores e ao controle.

A quantidade de massa seca (MS) de capim-annoni foi
significativamente influenciada pela interagdo da adubagdo
nitrogenada e estadio fenologico. Na colheita realizada por ocasido do
florescimento obteve-se maior quantidade de MS, em virtude da
participagcdo de colmos e inflorescéncias na parte aérea das plantas
(Figura 8).

A diferenga na quantidade de MS colhida nos dois
estadios fenologicos so foi verificada quando houve a aplicagao de N,
o que indica o efeito positivo do nutriente no alongamento e/ou
produgio de colmos floriferos. E sabido que o N acelera o
crescimento, o perfilhamento, a produgdo de folha e,
consequentemente, a expansao da parte aérea (FREITAS et al., 2005).

Mirutse et al. (2009), a semelhanca do que foi verificado na altura de
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plantas de E. teff, também observaram efeito positivo do N sobre tal

atributo.
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Figura 7 - Altura (cm) do dossel de plantas de capim-annoni em distintos

estadios fenolodgicos (A) e submetidas a doses crescentes de
nitrogénio (B). Valores sobre as colunas com a mesma letra nao
diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Passo Fundo,
2014.

O capim-annoni ¢ uma graminea que ndo alonga os

entrends no estadio vegetativo, fase em que sua parte aérea ¢ formada

basicamente por folhas. Assim, o alongamento dos entrenos ocorre

apenas em colmos com ponto de crescimento diferenciado, ou seja,

colmos que portam a inflorescéncia. Assim, na MS colhida no estadio
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vegetativo ndo houve participacdo de outro 6rgdo além de folhas
(Tabela 3), ao passo que no estadio de florescimento a alocacdo nos
colmos floriferos variou entre 31 e 46%, dependendo da dose de N.
Na dose intermediaria de N houve significativo aumento na
participagdo de colmos floriferos, com aumento médio de 48% em

relagcdo aos demais tratamentos de N.

1.6 7 Vegetativo & Florescimento

1.2 ~ Ab

na
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Figura 8 — Massa seca (MS) de material vegetal obtido na colheita de
capim-annoni em distintos estadios fenoldgicos e submetido a
doses crescentes de nitrogénio. Letras maitsculas comparam
as doses de N em cada estadio fenoldgico e letras minusculas
comparam o estadio fenologico em cada dose pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. Passo Fundo, 2014.

A aplicacdo de 100 kgha' de N estimulou a formacio
desse componente, em detrimento da formacdo mais ativa de folhas,
ao passo que com a dose superior ocorreu o inverso. Nesse caso, O
decréscimo da MS em colmos floriferos pode ter sido em decorréncia
de uma possivel competi¢ao por nutrientes, sol e agua, em virtude do

estimulo a iniciacdo e expansdao foliar, o que comumente gera a
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mortalidade de afilhos reprodutivos (CARAMBULA, s.d). Isso deve
ter sido, ainda, potencializado, pelo fato de que este experimento foi
conduzido em uma area de vegetacdo secundaria, e que, apesar de ter
sito rogada rente ao solo, apresentou a rebrota de gramineas e

eudicotileddneas no estrato inferior.

Tabela 3- Participacdo de folhas (F) e de colmos floriferos (CF) no material
vegetal oriundo de plantas de capim-annoni tratadas com doses
crescentes de N e colhidas nos estadios vegetativo e

florescimento
Doses de N Vegetativo Florescimento
(ke.ha™) F CF OF CF
------ -%
0 100 0 69 31
100 100 0 54 46
200 100 0 67 32

4.2 Caracterizacdo bromatolégica de capim-annoni

O capim-annoni respondeu a adubacdo nitrogenada, uma
vez que sem aplicacao de N o valor incorporado nos tecidos foi menor
comparado com a aplicagdo de 200 kg.ha™' de N. Essa incorporagéo foi
maior quando as plantas estavam em estadio vegetativo (Figura 9). Ha
na literatura evidéncias de que nao ¢ somente a disponibilidade de N
no solo, em si, que influencia na composi¢ao quimica, mas sim, a
quantidade deste que ¢ incorporada aos tecidos vegetais (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007). Por isso, foi realizada a analise do N no
presente trabalho.

As folhas de capim-annoni colhidas de plantas em estadio
vegetativo mostraram aumentos significativos nos teores N ¢ PB em

resposta ao aumento da adubacdo nitrogenada, e a magnitude variou
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de acordo com a dose de N (Figura 9). Birch (1967) obteve elevagado
nos teores de graminea de habito similar, E. curvula (Schrad.) Nees, a

aplicagdo de até 180 kg.ha™ de N.

Vegetativo & Florescimento

_— =
[N
1 ]

Proteina Bruta (%)

Figura 9- Teor de proteina bruta e nitrogénio na massa seca de plantas de
capim-annoni em resposta a adubag@o nitrogenada e estadios
fenoldgicos vegetativo e florescimento. Letras maitsculas
comparam as doses de N em cada estadio fenologico e letras
minusculas comparam o estadio fenoldgico em cada dose pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Passo Fundo, 2014.

Mesmo com o aumento dos teores de PB no capim-annoni,
os valores que foram verificados sdo baixos para fins de nutricdo de

ruminantes, uma vez que para o bom desempenho animal, a graminea
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deve conter, aproximadamente, 15% de PB (WHITEMAN, 1980).
Estes valores ndo sdo facilmente encontrados em forrageiras tropicais
(C4), que ¢ o caso do capim-annoni, mas em compensagao,
apresentam elevada taxa de acumulagdo de MS em relagdo as espécies
temperadas (C3). Segundo Van Soest (1982), as plantas C4 tem menor
valor nutritivo que as C3. Teores de PB inferiores a 7% sao limitantes
a producdo animal, causando menor consumo voluntario, redu¢do na
digestibilidade e balanco nitrogenado negativo (MACHADO et al.,
1998). Estas informagdes mostram que o capim-annoni ¢ uma planta
de baixo valor forrageiro, ndo oferecendo suporte nutricional para os
animais.

No material oriundo de plantas colhidas no estadio de
florescimento, os teores de N e PB foram menores em virtude de que,
nesse caso, houve a participacdo de colmos floriferos. Segundo
Cuomo et al. (1996), com o avanco do desenvolvimento da planta, a
propor¢do de laminas foliares diminui progressivamente, a medida
que se intensifica o processo de alongamento do colmo, resultando na
reducdo gradativa da relacdo lamina/colmo. Isso é normalmente
observado em gramineas, como foi relatado em braquiaria (Brachiaria
spp.) (BRITO et al., 2003).

A inclusao dos colmos, sejam ou nao floriferos, afeta
negativamente o valor nutritivo das gramineas, uma vez que as folhas
possuem teores de PB mais elevados que os colmos. Isso foi
evidenciado nesse estudo ao observar que, quando o capim-annoni
tinha somente folhas, o teor de PB foi de 9,5% e quando houve
particdo de colmos floriferos esse valor decresceu para 7,6% (sem a

interferéncia da aplicacdo nitrogenada). Além disso, os colmos nao



44

sdo a fracdo preferencial na dieta consumida pelos animais, que
consomem quantidades maiores de folhas em relacdo a outras partes
da planta, em virtude de sua menor resisténcia a quebra pela
mastigacdo e do menor tempo de retencdo no ramen (MINSON,
1990).

Quanto ao conteudo de fibra, observou-se efeito apenas do
estadio fenologico e, somente, nos teores de FDN e hemicelulose. Os
maiores teores de FDN foram no material seco contendo somente
folhas (74%) (Figura 10). Resultados similares foram observados por
Alfaya et al. (2000) que constataram valores de FDN de 81% quando
o capim-annoni foi cortado no estadio vegetativo. Isso evidencia que
as folhas dessa graminea sdo altamente fibrosas, o que compromete o
seu consumo nas pastagens por ele invadidas, e eleva sua persisténcia
nas mesmas. Estudos apontaram a espécie como deficiente em
qualidade e palatabilidade, ndo oferecendo suporte nutricional para
ovelhas adultas e cordeiros, tornando-se um grande problema para os
pecuaristas, pois a rejeicdo dos animais favorece o acumulo de grande
quantidade de massa (FIGUEIRO, 1976; NASCIMENTO & HALL,
1978; MEDEIROS et al., 2004).

A FDN ¢ uma medida do contetdo total de fibra insoluvel
do alimento e constitui o parametro mais usado para o balanceamento
de dietas dos ruminantes (MACEDO-JUNIOR et al., 2007). Sua
concentragdo € positivamente correlacionada com o preenchimento do
trato digestivo e negativamente correlacionada com a disponibilidade
energética, a concentragdo de FDN ¢ usada para expressar os
mecanismos de regulacao de consumo e ao tempo de mastigacao do

animal (BUXTON, 1989). De acordo com Brancio et al. (2002), teores
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acima de 55-60% na MS correlacionam-se negativamente com o
consumo da planta. Com isso, baixos valores de FDN permitem ao
animal consumir uma forragem de melhor qualidade (VAN

SOEST,1994).

74 a

69 b Vegetativo B Florescimento

Figura 10- Teor (%) de fibra em detergente neutro (FDN) e hemicelulose da
massa seca de plantas de capim-annoni colhidas nos estadios
vegetativo e florescimento. Valores seguidos de mesma letra
sobre as colunas, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Passo Fundo, 2014.

A hemicelulose ¢ wuma colegdo heterogénea de
polissacarideos amorfos com grau de polimerizagdo muito inferior ao
da celulose (VAN SOEST, 1994). Em cé¢lulas maduras, as
hemiceluloses encontram-se mais associadas a lignina por ligagdes
covalentes do que os outros polissacarideos, tornando-se indisponiveis
a solubilizagdo. Neste estudo, os teores de hemicelulose nao
aumentaram com a idade, diminuiram com o aparecimento de colmos
floriferos na MS colhida, evidenciando que ha um maior teor de

hemicelulose quando a planta é composta por somente folhas.
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Além da fenologia da planta e da aplicagdo de N, os
fatores climaticos, como a temperatura, também tem papel primordial
sobre o valor nutricional. No presente estudo, as temperaturas tiveram
um aumento tanto na colheita das plantas no vegetativo, como no
florescimento (Figura 2), o que pode ter ocasionado maior teores de
FDN e hemicelulose.

Isso pode ser atribuido ao fato de que as atividades
metabodlicas da planta sdo aceleradas sob altas temperaturas de
crescimento, o que causa decréscimo no conjunto de metabodlitos do
conteudo celular, e os produtos fotossintéticos sdo, dessa forma,
rapidamente convertidos em componentes estruturais.

Além disso, altas temperaturas ambientais resultam em
aumento na lignificacdo da parede celular (VAN SOEST, 1994). Sob
condi¢des de campo, os fatores climaticos interagem determinando

alteracdes qualitativas na planta.

4.3 Compostos do metabolismo secundério de capim-annoni

Os resultados deste trabalho sdo inéditos para a espécie,
considerando que, at¢é o momento, nao ha registros sobre o efeito da
adubagdo nitrogenada e do estadio fenoldgico na concentracao dessas
substancias. Em extratos de capim-annoni foi observada a presenca
dos acidos cafeico, ferulico, vanilico e p-cumarico, das procianidinas
monomeéricas, epicatequina e catequina e¢ de cumarina. Nao foi
constatada a presenca de acido galico e dos flavonoides (canferol,
quercetina e rutina). De acordo com Silva (2007), tais flavonoides sao

raros na familia das Poaceae.
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Os cromatogramas mostraram que a concentragdo dos
compostos fenolicos variou conforme o estadio fenologico e as doses
de N (Figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16).

Trés dos 4cidos fenolicos analisados sdo derivados do
acido cinadmico (p-cumarico, cafeico e ferulico) e um ¢ derivado do
acido benzoico (vanilico). Os acidos ferulico, cafeico e p-cumarico,
juntamente com o 4cido sindpico, sao comumente encontrados em
gramineas (STONE, 2010). No capim-annoni, a concentracdo desses
acidos foi afetada pela interacdo dos fatores aqui estudados, N e
estadio fenologico. Na média de dose de N e estadio fenoldgico, a
ordem decrescente de concentragdo dos acidos foi: acido p-
cumarico>vanilico>fertlico>cafeico, em que os dois primeiros
representaram 54% e 38% dos 4acidos fendlicos avaliados, e dos
demais, entre 4 e 5% (Tabela 4).

Em se considerando separadamente os estadios
fenoldgicos, os acidos fertlico e cafeico inverteram as posicdes, pois
no estadio vegetativo o acido fertulico foi o que se apresentou em
menor concentragdo. O oposto foi verificado no estidio de
florescimento, em que essa posi¢ao foi do acido cafeico, evidenciando
a alteracdo de rotas metabolicas desses acidos com o processo

ontogénico da graminea estudada.
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Tabela 4 — Concentragao de acidos fenolicos em extratos de plantas de
capim-annoni colhidas em distintos estadios fenologicos
e tratadas com distintas doses de N. Passo Fundo, 2014
Estadio fenologico

Nitrogénio (kg.ha')  Vegetativo Florescimento Média
Acido cafeico (mg.g")

0 0,67 Aa 0,80 Aa 0,73 a
100 0,49 Aa 0,49 Ab 0,50 b
200 0,43 Ba 0,81 Aa 0,62c

Média 0,53 B 0,70 A
Acido fertlico (mg.g™)

0 0,24 Ba 3,20 Aa 1,72 a
100 0,23 Ba 0,41 Bc 0,32¢c
200 0,05 Ba 1,17 Ab 0,61b

Média 0,17B 159 A
Acido vanilico (mg.g”)

0 2,84 Ba 9,82 Ab 6,33 b
100 2,32 Ba 6,22 Ac 4,27 c
200 3,63 Ba 13,44 Aa 8,50 a

Média 2,93 B 9,82 A
Acido p-cumérico (mg.g")

0 4,45 Ba 13,28 Ab 8,86 ab
100 3,71 Ba 10,38 Ac 7,04 Db
200 3,60 Ba 19,38 Aa 11,49 a

Média 3,92B 14,34 A

Médias seguidas de mesma letra, maitiscula na linha e minuscula na
coluna, nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os acidos fenolicos aqui avaliados podem ser um dos
fatores que contribui para a baixa aceitabilidade do capim-annoni
pelos animais (MEDEIROS et al., 2004), uma vez que esses acidos
influenciam a qualidade e a digestibilidade das gramineas
(DJURDIJEVIE et al., 2005), e sao, possivelmente, aqueles que mais
influenciam na seletividade dos animais em pastejo (BUCHSBAUM
et al.,1984). Gramineas tropicais tem, geralmente, -elevadas
quantidades desses acidos (THEODOROU et al., 1994). Djurdjevi¢ et

al. (2005) atribuiram a baixa qualidade de Festuca vallesiaca
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Scheleicher e Chrysopogon gryllus (L.) Trin., gramineas das estepes
siberianas, a elevada quantidade de acidos fenolicos, incluindo 4cido
fertilico e p-cumarico, que sdao os mais comumente encontrados em
parede celular de gramineas (HARTLEY et al., 1990). Kondo et al.
(1994) demonstraram que o contetido de 4cido ferulico e p-cumarico
foi inversamente correlacionado com a degradabilidade de gramineas.
Lowry et al. (1993) verificaram que, em 19 espécies de gramineas
nativas ou introduzidas, na Australia, os dcidos p-cumadrico e fertlico
foram predominantes e que o acido cafeico foi encontrado em apenas
trés espécies, com cerca de 10 g.kg™' na maioria das espécies.

No capim-annoni, a concentragdo do acido p-cumarico foi
predominante, em relagdo aos demais acidos fendlicos estudados na
espécie. Isso pode explicar o alto teor de FDN nas folhas de capim-
annoni (Figura 10), uma vez que esse acido ¢ um dos mais
encontrados na parede celular das gramineas, dificultando a
mastigacdo dos ruminantes e/ou provocando sua rejeicdo. Em geral, o
acido p-cumarico ¢ o que apresenta maior efeito negativo sobre a
digestibilidade de forrageiras (CARVALHO & PIRES, 2008).

Dos fatores testados, o estadio fenoldgico foi aquele que
teve maior poder de alteragdo da concentragdo desses metabdlitos,
uma vez que o N nado alterou tal caractere em plantas colhidas no
estadio vegetativo (Tabela 4). Sabe-se que, dentre os fatores que
afetam o metabolismo secundario das plantas, esta a maturidade das
plantas, ndo apenas pela presenca de flores, mas também pela
alteragdo na rota metabdlica que pode incrementar a concentragao dos
metabolitos nos orgaos vegetativos. Resultados similares foram

observados por Chou & Lee (1988), em capim-pangola (Digitaria
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decumbens Stent). Isso decorre do menor crescimento das plantas
nesse estadio em relacdo ao estadio vegetativo, o que faz com que o
excesso de carbono fique disponivel para sintese desses metabodlitos
(FRUTOS et al., 2004). Além disso, durante a fase de floracdo a taxa
metabdlica pode ser aumentada por causa do desvio de
fotoassimilados de frutos e sementes, exibindo efeitos mais
fitotoxicos. Assim, com a taxa metabdlica aumentada, ha aumento da
biossintese e maior acimulo de compostos do metabolismo secundario
(SINGH et al., 2013). Portanto, o estddio fenoldgico ¢ um fator
determinante na composi¢ao de metabdlitos secundarios, uma vez que
determina diferentes proporgdes dos 6rgaos da parte aérea das plantas.
Isso indica a importancia de se determinar a composi¢do do material
utilizado para a elaboracdo dos extratos vegetais.

Na média das doses de N, plantas de capim-annoni em
estadio mais avangado de maturidade mostraram aumento de 40%,
237%, 266% e 966% na concentracdo dos acidos cafeico, vanilico, p-
cumarico e feralico, respectivamente, em relagao ao que foi verificado
no estadio vegetativo. Apesar das pequenas quantidades de &cido
ferulico (Tabela 4), esse acido foi o que teve maior aumento com o
florescimento das plantas, o que encontra suporte no estudo de Baby
et al. (2013). Os autores atribuiram a esse acido, a emissao de luz azul
e vermelha fluorescente nas estruturas florais de gramineas, € que esse
composto teria fundamental importdncia na atracdo de insetos,
possibilitando, portanto, a polinizacdo entomofila nessas plantas. Em
milho, foi verificado o dobro de acido ferulico nas flores masculinas

(0,27%) em relagdo ao verificado nas folhas.
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Em gramineas, o avan¢o da maturidade ¢ caracterizado
pelo aumento da lignificagdo da parede celular, e consequentemente, o
acréscimo dos compostos fendlicos. O 4cido p-cumadrico esta presente
em pequenas concentracdes na parede primaria, mas na parede
secundaria lignificada sua concentragdo ¢ maior (STONE, 2010), o
que explica a maior quantidade verificada em extratos obtidos em
plantas em estadio avangado de maturidade. A anélise da concentragao
desse 4cido ¢ considerada uma medida mais sensivel do
desenvolvimento da parede secunddria do que a determinacdo da
lignina (SCOBBIE et al.,1993).

Além da maturidade, a composi¢do quimica das plantas é
dependente da condigdo nutricional, que afeta a reparticdo de
fotoassimilados, os eventos reprodutivos, a senescéncia, entre outros
eventos. Para gramineas, o N ¢é o eclemento que tem sido
prioritariamente estudado, pela sua importincia na produgdo desse
grupo de plantas. Neste estudo, a concentracao de acidos fenolicos foi
afetada pelo N, porém apenas quando as plantas estavam em
florescimento (Tabela 4). Com a aplicagdo da dose maxima de N
houve aumento na concentracdo dos acidos vanilico e p-cumarico, o
acido ferulico sofreu reducao no seu teor, ao passo que o acido cafeico
ndo sofreu alteracdo. Em capim-pangola a concentracdo desses
mesmos acidos (vanilico e p-cumadrico) foi maior sob elevadas doses
de N (CHOU & LEE, 1988).

Porém, o fato mais interessante verificado no presente
trabalho foi a significativa redugdo na concentragao de todos os acidos
avaliados com a dose intermediaria de N. A provavel explicagdao para

tal comportamento ¢ o fato de que nessa dose o material vegetal
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colhido exibiu, significativamente, maior propor¢do de colmos
floriferos e, consequentemente, menor propor¢ao de folhas, em
relagdo ao que foi obtido com as doses extremas (Tabela 4). Isso
indica que, no capim-annoni, os acidos fendlicos estiveram presentes,
basicamente, nas folhas, e que, pela lignificacdo da parede secundaria,
houve o aumento com o a avango da maturidade das plantas. As
plantas colhidas no estadio vegetativo, que possuiam apenas folhas,
essas estavam com, no maximo, 77 dias, que foi o intervalo decorrido
entre o corte de uniformizagdo e a colheita. Ja, as folhas do material
colhido no estadio de florescimento, poderiam estar com até 128 dias
de crescimento. Destaca-se que o material utilizado para a elaboragao
dos extratos foi composto apenas por 6érgaos metabolicamente ativos,
uma vez que o material morto foi descartado da amostra. Assim, ¢
provavel que a principal causa do aumento dos acidos fenolicos no
material colhido no estadio de florescimento tenha sido decorrente da
lignificacdo, que naturalmente ¢ incrementada com a maturagdo da
planta. A lignina ¢ um complexo polimero fenolico, formado
basicamente de acido p-cumarico e ferulico (JUNG & DEETZ, 1992).

Além do fator morfogenético, estresses abioticos
decorrentes de elevadas temperaturas e baixa pluviosidade, sao
determinantes na lignificacao das plantas. Em gramineas C4, como ¢ o
capim-annoni, essas condi¢cdes sdo comumente observadas no
subtropico brasileiro no periodo estival, quando ocorre o
florescimento. Neste trabalho, o periodo decorrido entre o corte de
uniformizacgao e a colheita no estddio vegetativo foi de clima ameno,
com temperatura média de 17 °C, e elevada precipitagdao

pluviométrica (402 mm), descartando-se o estresse por tais fatores.
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Com o avango da primavera, as temperaturas elevaram, com média de
22 °C no periodo entre a colheita no estadio vegetativo e o corte feito
no florescimento. Nessa segunda etapa do crescimento das plantas, a
precipitacdo foi abaixo da série histérica (Figura 2), ocorrendo um
periodo de severa deficiéncia hidrica. Essa condi¢do ¢ um dos fatores
que eleva a concentragdo de metabolitos secundarios (GLOBBO-
NETO & LOPES, 2007).

Tal como ocorreu com os acidos fenoélicos, a concentragao
das procianidinas monoméricas e da rutina foi afetada pela interagao
do N e estadio fenologico (Tabela 5). Na média desses atributos, a
maior quantidade foi da epicatequina seguida da catequina, com 79%
e 21%, receptivamente, a mesma tendéncia para as médias do estadio
vegetativo e do florescimento.

Os taninos, de acordo com a concentracdo com que se
encontram na planta, podem estar associados a determinados efeitos
benéficos ou maléficos ao metabolismo animal. Efeitos benéficos
foram observados em concentragdo de 3% a 4% de taninos
condensados nas folhas de Lotus spp. Essa concentracdo aumentou a
absor¢do intestinal de aminoacidos essenciais, sem afetar o consumo.
Além disso, concentragdes em torno de 0,5% podem evitar a
ocorréncia de timpanismo espumoso, em razao da redug¢do na
degradabilidade ruminal na proteina (BARRY & MCNABB, 1999).

Os efeitos maléficos foram relatados por Cummins (1971)
ao determinar a concentra¢dao de taninos nas folhas e colmo. O autor
relata que valores médios de 6% de taninos condensados presentes nas
folhas ¢ colmo de sorgo (Sorghum bicolor L.) afetaram o processo de

digestdo nos animais, uma vez que podem causar reducdo na
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utilizacdo de nutrientes e desempenho dos animais. Resultados
similares foram encontrados em Lotus pedunculatus Cav., que
mostrou 9,5% de taninos condensados na MS (McSWEENEY et al.,
2001). Assim, a presenga de taninos nas plantas ndo as torna toxica
para os animais, porém pode prejudicar sua aceitabilidade em fungao
da concentracao.

Em relagdo a adubacdo nitrogenada, as concentragdes de
procianidinas monoméricas sofreram variagdo conforme o estadio
fenologico. No estadio vegetativo, a dose maxima de N aumentou a
quantidade de epicatequina e diminuiu a catequina. O oposto foi
observado para o estadio de florescimento, diminui¢do da quantidade
de epicatequina e a catequina ndo teve variagcdo significativa. Um
exemplo semelhante do que ocorreu com a catequina nas plantas
colhidas no vegetativo foi relatado em folhas de manjericdo, em que
os compostos fenodlicos tiveram redu¢do quando os niveis de N
aplicado nas plantas foram maiores (NGUYEN & NIEMEYER,
2008). Isso sugere que plantas cultivadas em solos com maior
adubagdo nitrogenada ocasionam uma redu¢do nas concentragdes de
compostos do metabolismo secunddrio. No entanto, a literatura ¢
divergente sobre o assunto. Alguns estudos mostram o contrario,
indicando que a produgao global de metabodlitos por uma planta pode
ser aumentada com a maior disponibilidade de N no solo (GLOBBO-
NETO & LOPES, 2007). Isso foi observado nesse estudo em relacao a
concentragdo de epicatequina quando as plantas foram colhidas em

estadio vegetativo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Concentragdo das procianidinas monoméricas (epicatequina
e catequina) em extratos de capim-annoni colhido em
distintos estadios fenologicos e sob doses crescentes de N.
Passo Fundo, 2014

Estadio fenologico

Nitrogénio (kg.ha') Vegetativo Florescimento Média
Catequina (mg.g")

0 0,82 Aab 0,68 Aa 0,75a
100 0,91 Aa 0,74 Aa 0,82 a
200 0,34 Bb 1,16 Aa 0,75 a

Média 0,70A 0,86 A
Epicatequina (mg.g")

0 1,25 Bb 5,88 Aa 3,57 a
100 1,24 Ab 1,63 Ab 1,44 a
200 5,43 Aa 2,48 Bab 3,96 a

Média 2,64 A 3,33A

Me¢dias seguidas de mesma letra, maitiscula na linha e minuscula na
coluna, nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

A concentracdo de cumarina foi afetada apenas pela
adubag¢do nitrogenada, sem softrer efeito do estadio fenolodgico (Figura
17), com decréscimo significativo na dose intermedidria de N, tal
como ocorreu com os acidos fenodlicos. Nessa dose, houve menor
propor¢do de folhas e maior de colmos floriferos, em relacdo a
aplicacdo das demais doses nitrogenadas. Isso sugere que, no capim-
annoni, esses metabolitos sdo produzidos em maior concentragao nas
folhas, e que isso se acentua com o avango da maturidade. Macrae &
Towers (1984) constataram teor de cumarina cerca de duas vezes
maior em folhas maduras que em folhas novas de chamba (Justicia

pectoralis Jacq.) (Acanthaceae).
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Figura 17 - Concentra¢do de cumarina em extratos de capim-annoni em
resposta as doses de N. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Passo
Fundo, 2014.

Portanto, o estadio fenologico é um fator determinante na
composi¢ao de metabolitos secundarios, uma vez que determina
diferentes proporcdes dos orgdos da parte aérea das plantas. Além
disso, o metabolismo secundario do capim-annoni ndo ¢ uniforme,
pode variar com as diferentes rotas de biossintese dos compostos

fenolicos, em funcao da disponibilidade de nutrientes no solo.
4.4 Atividade alelopética de capim-annoni
4.4.1 Germinacao
A atividade alelopatica dos extratos de capim-annoni foi

afetada pela interagdo de N e estddio fenologico (Tabela 6). Ao

considerar separadamente os estadios fenoldgicos, todos os atributos
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avaliados nas sementes-alvo foram reduzidos quando as plantas foram

colhidas no estadio vegetativo.

Tabela 6- Germinabilidade, indice de velocidade de germinagao
(IVG) e tempo médio de germinacdo (TMG) de
sementes de alface submetidas a aplicagdo de agua
destilada (Testemunha) e extratos aquosos de capim-
annoni, elaborados com plantas colhidas no estadio
vegetativo e florescimento e adubadas com distintas
doses de N. Passo Fundo, 2014

Estadio fenologico

Nitrogénio Vegetativo Florescimento
(kg.ha™) Germinabilidade (%)
0 97 Aa 93 Aa
100 25*Bb 90 Aa
200 83 Aa 70*Ab
Testemunha 99
IVG
0 16 Aa 14 Aa
100 3*Bb 13 Aab
200 12 Aa 10*¥Ab
Testemunha 43
TMG (dia)
0 3 Ab 3 Aa
100 5*Aa 4 Ba
200 4 Ab 4 Aa
Testemunha 1,3

Me¢édias seguidas de mesma letra, maitiscula na linha e
minuscula na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. (*) indica diferenca em relacdo a testemunha
pelo teste de Dunnet a 5% de significancia.

A heterotoxicidade na germinabilidade ¢ no IVG das
sementes de alface ocorreu sob agdao de extratos elaborados com
plantas colhidas no estddio vegetativo e adubadas com a dose
intermediaria de N (VEG-100) e com aquelas colhidas no estadio de
florescimento sob a dose méaxima de N (FL-200) (Tabela 6). No

entanto, o grau de heterotoxicidade dos extratos VEG-100 foi trés
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vezes maior em comparagdo com o tratamento FL-200. Resultado
similar foi encontrado em sementes de gervao (Stachytarpherta
cayennensis (Rich.) Vahl.) submetidas a extratos aquosos de capim-
marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu), a germinacdo foi
reduzida em maior magnitude pelos extratos preparados a partir de
material colhido no estddio vegetativo, indicando maior concentragao
de compostos alelopaticos nesta fase do desenvolvimento da planta
(SOUZA-FILHO et al., 2000). O mesmo foi observado em sementes
de alface submetidas a extrato aquoso de feno-grego (Trigonella
foenum-graecum L.) colhidas no vegetativo, em que maior efeito foi
observado com extratos de plantas em estddio vegetativo
(OMEZZINE et al., 2014). Segundo estes autores, ¢ provavel que,
com o avanco das fases de desenvolvimento das plantas, tenha
ocorrido diminui¢ao na quantidade de moléculas bioativas na planta.
A dose intermedidria de N provocou, provavelmente,
maior sintese do(s) composto(s) aleloquimico(s), nas folhas. Ja, no
estadio de florescimento, em que os extratos foram elaborados com
mistura de folhas (54%) e de colmos floriferos (46%), isso ocorreu
com a maior dose de N. Interessantemente, nas doses extremas de N
(auséncia de N e 200 kg.ha™' de N), a proporgdo desses componentes
foi a mesma (Tabela 3), o que eliminaria esse fator como o causador
da heterotoxicidade. O mais provavel ¢ que, nas plantas adubadas com
a dose maxima de N e colhidas no estadio de florescimento, tenha
ocorrido uma maior renovagdo foliar, com a participacdo de folhas
mais jovens em relacdo aos demais tratamentos de N. Uma vez que
em gramineas, a adubacdo nitrogenada estimula a formacao de folhas

e novos afilhos (FREITAS et al., 2005).
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As plantas colhidas no florescimento estavam com 128
dias a mais de crescimento em relacao aquelas colhidas no vegetativo.
Infortunadamente, nao foi avaliado neste estudo, a idade das folhas
coletadas para a elaboragdo dos extratos, em ambos os estadios. Esse
pode ser um fator preponderante para elucidagdo dos efeitos do N e do
estadio fenologico na atividade alelopatica do capim-annoni. Uma
sugestao seria coletar apenas as folhas em expansao.

Trabalhos que tem por objetivo verificar a agdo
alelopatica, ¢ importante analisar as caracteristicas quimicas do solo
em que as plantas se encontram, pois a quantidade de N e,
consequentemente a matéria organica, interferem na producdo de
substancias alelopaticas, como observado nesse estudo. Luu et al.
(1982) mostraram que a fertilizagdo nitrogenada presente no extrato
aquoso de festuca (F. arundinacea Schreb.), aumentou a inibigdo da
germinagdo e do crescimento de plantulas de cornichdao (Lotus
corniculatus L.).

O TMG, que indica o tempo médio em que as sementes
germinaram, teve a mesma resposta verificada quanto a
germinabilidade e o IVG quanto ao tratamento VEG-100. Porém, esse
atributo ndo variou sob extratos preparados com doses distintas de N
em plantas colhidas no estddio de florescimento. Resultados obtidos
por Ali et al. (2013) evidenciaram que o maior TMG em sementes de
feijao-mungo (Vigna radiate L.) foi sob agdo de extrato aquoso de
folhas da leguminosa Rhynchosia capitata (Roth.), em relagdo a
extratos da planta inteira, devido ao maior teor de compostos

aleloquimicos presente nesse extrato.
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Porém, neste estudo, a atividade alelopatica de extratos de
capim-annoni mostrou comportamento inverso ao que se verificou
quanto aos metabolitos secundarios (Tabela 4 e 5). De modo geral, a
concentragdo desses compostos foi inferior nos extratos obtidos a
partir de plantas colhidas no estadio vegetativo. Uma das causas dessa
divergéncia pode estar no tipo de solvente utilizado para a elaboragao
dos extratos, uma vez que para a avaliacdo da atividade alelopatica,
foi utilizada 4gua, ao passo que para a quantificacdo dos
aleloquimicos por CLAE foi feita a extracdo 4cida. A extragdo 4cida ¢
mais potente em relagdo a agua. Assim, os extratos aquosos do capim-
annoni apresentaram diferencas de atividade alelopatica em virtude de
compostos passiveis de serem extraidos com agua.

Outra hipdtese seria a de que os compostos fenolicos
avaliados neste estudo, embora sejam considerados aleloquimicos
(TAIZ & ZEIGER, 2013), nao sejam os principais causadores do
heterotoxicidade do capim-annoni sobre as sementes de alface. Isso
remete ao fato de que outro(s) composto(s) seja o principal agente

aleloquimico nessa planta, merecendo a continuidade dos estudos.

4.4.2 Crescimento inicial e anormalidades

As plantulas de alface submetidas a extratos de capim-
annoni elaborados com plantas colhidas no vegetativo e florescimento
sob diferentes doses de N, morreram depois de 15 dias em contato
com os extratos (Figura 18). Isso mostra que o capim-annoni produziu
substancias alelopaticas, que impediram o crescimento e

desenvolvimento das plantulas-alvo.



Figura 18- Plantulas de alface no 15° dia da aplicacdo de extratos aquosos de
capim-annoni elaborados com plantas colhidas no estadio
vegetativo (A, B e C) e florescimento (D, E e F) sob doses de 0,
100 e 200 kg.ha' de N, respectivamente; testemunha = 4gua
destilada (G). Passo Fundo, 2014.

Por esse motivo, foram utilizadas, para avaliacdo das
anormalidades, as plantulas provenientes do teste de germinagdo. Os
efeitos foram nitidos comparado com o tratamento controle para todos
os extratos incluindo: raiz ou radicula e parte aérea ou extensdo do
coleoptilo reduzido, necrose das pontas das raizes, enrolamento do
eixo radicial, falta de pelos radiciais e morte da plantula (Figura 19).
Esses efeitos morfologicos podem ser manifestacdes secundarias de

eventos primarios, causadas por um variedade de efeitos mais
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especificos, que atuam a nivel celular ou molecular nas plantas (RICE,

1984).

Figura 19- Anormalidades deplémtulas de alface submetidas a extratos
aquosos de capim-annoni elaboradas com plantas colhidas no
estadio vegetativo sob doses de 0 (B), 100 (C) e 200 kg.ha™

(D), comparado com o tratamento controle (A). Passo Fundo,
2014,

A avaliacdo da normalidade das plantulas ¢ um fator
importante, pois embora germinadas elas podem apresentar anomalias
resultantes da atividade alelopatica do extrato, inviabilizando a
formagdo de uma planta sauddvel em condigdes de campo
(FERREIRA & BORGHETTI, 2004). Além disso, os efeitos da
atividade alelopatica sdao mais comuns sobre as plantulas quando

comparado a germinagdo (FERREIRA & AQUILA, 2000).
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Observou-se, em avaliagdo subjetiva, que as raizes de
alface foram mais afetadas pelos extratos de capim-annoni em relagao
a parte aérea, o que também ja foi observado em outros trabalhos
(ABDELGALEIL & HASHINAGA, 2007). Embora a germinagdo da
semente, em condi¢des de campo, possa garantir o estabelecimento
das espécies, o estadio de plantula ¢ o periodo mais suscetivel a
influéncia de fatores externos (ADKINS et al., 2007).

Em ambientes naturais, a alelopatia desempenha um
importante papel na dominancia, sucessdo e forma¢ao de comunidades
vegetais (CHOU, 1999), além de ser uma das estratégias importantes
de colonizagdo de muitas plantas exoticas sobre a comunidade natural
(HIERRO & CALLAWAY, 2003), como ¢ o caso do capim-annoni.
Ao passo que a alelopatia podera desempenhar papel de extrema
importancia na area de pastagens cultivadas, como uma ferramenta de
manejo das pastagens e como fornecedor de estruturas basicas para a

producao de bioherbicidas.
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5 CONCLUSOES

O estadio fenologico e a adubagdo nitrogenada sdo fatores
interativos que afetam a massa seca, a composicdo quimica e a
atividade alelopatica do capim-annoni, em que:
1. O N eleva o crescimento e o acimulo de massa seca;
2. A composi¢ao bromatologica evidencia maiores teores de PB
em plantas no estadio vegetativo e com doses crescentes de N. O
FDN e a hemicelulose sdo mais elevados no estadio vegetativo.
3. No florescimento ha elevagdo na concentracdo de acidos
fendlicos e das procianidinas monoméricas. A concentragao de
cumarina € reduzida sob a dose intermediaria de N;
4. A maior heterotoxicidade dos extratos sobre a germinacdo de
sementes de alface ocorre sob acdo de extratos obtidos com

plantas colhidas em plantas no estadio vegetativo.
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