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PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF ALLELOPATHY IN Memora peregrina, ‘CIGANINHA’,
BIGNONIACEAE, AN INVADING SPECIES IN PASTURES IN MATO GROSSO DO SUL, BRAZIL. Memora peregrina (local
name: ‘ciganinha’ — Bignoniaceae) is a weed that often invades pastures in the Brazilian state of Mato Grosso do Sul. From its
leaves and subterranean parts, the following compounds were isolated: allantoin (20.7 w/w in subterranean parts), the iridoid 6f3-
hydroxyipolamiide, hyperin, 3’-O-methylhyperin, 4-hydroxy-N-methylproline, B-sitosterol, o-amirin and B-amirin, and lupeol.
Allantoin exhibited an activity of inducing germination in seeds of Lactuca sativa used as a biological model, and the iridoid

showed moderate activity in the larval development of Anagasta kuehniella. These results, associated with this plant’s behavior,

are suggestive of the occurrence of adaptive and competitive strategies in relation to other plant species.
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INTRODUCAO

Plantas invasoras sdo espécies vegetais, tanto silvestres quanto
exdticas, que nascem e se reproduzem espontaneamente, COmpor-
tando-se de forma indesejdvel e, geralmente, em dreas de grande
interesse econdmico, sem que seu cultivo seja de interesse'.

Virias caracteristicas bioldgicas estdo envolvidas na defini¢do e
classificag@o de espécies vegetais invasoras. O potencial de invasdo
de algumas espécies ja foi avaliado, levando em conta suas caracte-
risticas bioldgicas (periodos de floragdo, alturas de caule, hébitats,
tipos de flores e limites geograficos) e fazendo uso de cdlculos esta-
tisticos, com o intuito de classificd-las como tal®. Interagdes ecol6-
gicas, efeitos alelopaticos e crescimento acelerado também ja foram
considerados. As interagdes alelopdticas, em particular, podem cons-
tituir um dos fatores decisivos para o sucesso da invasdo®. As espéci-
es invasoras sfo oportunistas e, por sua facil disseminacio e germi-
nagdo, rdpido crescimento inicial e alto crescimento morfoldgico e
fisiolégico*, adaptam-se facilmente aos distirbios antropogénicos.
A classifica¢@o de uma espécie como invasora pode advir do conjun-
to dos fatores acima apontados, bem como de outros ainda ndo
elucidados.

Dentre as espécies da familia Bignoniaceae classificadas como
invasoras e cuja constituicdo quimica ja foi investigada, podemos
citar' Amphilophium paniculatum (“cip6-de-dgua”), Arrabidae
brachypoda® (“cip6-una”), Arrabidae florida (“cipé-neve”),
Macfadyena ungiiis-cati® (“unha-de-gato”), Pyrostegia venusta’

*e-mail: jmaximo@nin.ufms.br

(“erva-de-sdo-jodo), Tecoma stans® (“amarelinho”) e Sparattosperma
leucanthum (“taruma”). Muitas delas sdo tipicas do cerrado e outras
podem ser encontradas em florestas semideciduas'. Todas elas sdo
plantas nativas do Brasil, com excecdo da T. stans, que € nativa da
América Central.

As bignonidceas invasoras sio cultivadas hd muito tempo como
plantas ornamentais, mas, em decorréncia dos efeitos antropogénicos
sobre a natureza, adquiriram certa eficiéncia para sobreviver'.

O género Memora (sin. Pleonotoma) dessa familia € constituido
por 72 espécies’. A espécie M. peregrina (Miers) Sandwith € nativa
do Brasil, sendo muito freqiiente no cerrado'. Essa planta vem infes-
tando grandes dreas, que foram transformadas em pastagens no Cen-
tro-Oeste brasileiro. Por trazer sérios prejuizos a economia dessa
regido, sua propagacao e os métodos para sua erradicacio e controle
tém sido objetos de interesse'”.

O presente artigo descreve a investigacio quimica e a avaliagio
da atividade alelopética de M. peregrina, Bignoniaceae, uma espécie
invasora de pastagens em Mato Grosso do Sul. Tanto a auséncia de
estudos quimicos sobre esse género!' quanto de investigacoes sobre
seu impacto econdmico motivaram o desenvolvimento do presente
trabalho, que visou ndo somente contribuir com dados quimicos e da
atividade bioldgica dessa espécie, mas também auxiliar a elucidar o
mecanismo que a leva a ser classificada como invasora.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos das folhas e partes subterraneas (stber e le-
nho) foram avaliados sob o ponto de vista fitoquimico e de atividade
bioldgica, como descrito a seguir.
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A substancia 1, embora sendo produto majoritdrio nos diferen-
tes extratos e fracdes obtidos dos 6rgéos subterraneos, ¢ encontrada
em pequena quantidade nas folhas. Essa substancia apresentou-se
como um so6lido amarelo-claro, com aspecto de laminas, insolivel
em cloroférmio, solivel em DMSO, MeOH e H,O. Pelos dados de
RMN 'He de "*C, pode-se confirmar que se tratava de alantoina’.

A substancia 2, predominante no extrato de acetato de etila das
folhas, apresentou-se como um sélido branco cristalino, insoltvel
em cloroférmio, pouco solivel em MeOH e soltivel em H,O e DMSO.
Dessa substancia foram obtidos os dados espectrais de RMN, 1V,
[a], e EM-IES. Os dados de RMN "“C/DEPT 135° permitiram cons-
tatar a presenga de dois sinais de carbonos metilénicos, dois de car-
bonos metilicos e de nove metinicos (sendo um deles olefinico) e
quatro de carbonos nao-hidrogenados, sendo um relacionado a uma
dupla, sugerindo um monoterpeno biciclico glicosilado. Por compa-
ragdo com os dados encontrados na literatura'?, pode-se confirmar
tratar-se de 6B-hidroxiipolamiida, um iridéide glicosilado isolado
anteriormente de Stachytarpheta mutabilis (Verbenaceae). Esse
iridoide, até onde € de nosso conhecimento, nao foi anteriormente
isolado de Bignoniaceae'.

A substancia 3 € um sélido amarelo. Por meio de dados espectrais
de UV, RNM 'H e RMN BC, pdde ser confirmada como hiperina, a
partir da comparagéo com o descrito na literatura'*.

A substancia 4 apresentou dados espectrais bastante similares
aos de 3, mas com a presenca de um sinal adicional referente a uma
metoxila nos espectros de RMN 'H e de C (8, = 3,83 e 5. = 56,02),
0 que nos permitiu concluir tratar-se do derivado 3’-O-metil de 3.

A substancia 5 foi obtida tanto das folhas quanto dos 6rgaos
subterraneos, mas em pequena quantidade. Apresentou-se como um
s6lido amorfo, solivel em MeOH e H,O. Por comparagdo de seus
dados de RMN 'H e RMN "*C com os descritos na literatura, pode-se
confirmar que se tratava de 4-hidr6xi-N-metilprolina'®.
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O papel ecoldgico de alguns metabdlitos isolados de M. peregri-
na tem sido discutido. Um exemplo € a classe dos iridoides, que
apresenta importancia ecoldgica por inibir a alimenta¢do ou dimi-
nuir a taxa de crescimento de muitos insetos herbivoros generalistas'” .
No presente trabalho foi avaliado o potencial inibitério de 2 sobre o
desenvolvimento larval de Anagasta kuehniella, um inseto da ordem
Lepidoptera, familia Pyralidae. Esse inseto, por ser altamente
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generalista e um dos principais predadores de produtos armazena-
dos, pode ser utilizado como modelo para a compreensio do papel
desempenhado por diferentes metabdlitos na defesa de plantas.

Nossos resultados mostraram que 2 nao tem eficicia na mortali-
dade larval de A. kuehniella (Figura 1). Entretanto, esse composto é
capaz de reduzir em 30% o peso dessas larvas (Figura 2).

O decréscimo no peso larval ndo pdde ser atribuido a inibi¢do da
alimentagdo, uma vez que o iridéide, diferentemente da maioria dos
outros metabdlitos secunddrios'®, estimulou o consumo da dieta ofe-
recida em aproximadamente 24%. Entretanto, os insetos submetidos
a esse tratamento tiveram uma reducdo de 19% na producdo de fe-
zes, indicando que, de alguma forma, a assimilacdo da dieta conten-
do o irid6ide ndo foi satisfatéria. O fato de 2 ter estimulado o consu-
mo da dieta pelas larvas, provavelmente, significa que estas se depa-
raram com um alimento de dificil digestdo, o que as estimulou a
fazer maior consumo desse alimento na tentativa de compensar a
baixa assimilacdo dos nutrientes. Esse tipo de comportamento € co-
mum em insetos'.
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Figura 1. Sobrevivéncia das larvas de A. kuehniella alimentadas em dietas
artificiais. Letras iguais significa que ndo hd diferenga significativa nos
tratamentos realizados (n= 60; p < 0,05, ANOVA)

45 -
4]
3,5 1
5

= .

2

Peso médio larval (mg)

1,5 1

14

Controle 32 6,4

Concentragao de iridoide (UM)

Figura 2. Peso médio das larvas de A. kuehniella alimentadas em dietas
artificiais. As letras diferentes mostram que as diferengas sdo significativas
entre os tratamentos. (n = 60; p<0,05)
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Com relacdo a 4-hidréxi-N-metilprolina, o teor desta substincia
e alguns de seus andlogos em tecidos celulares vegetais tem sido
correlacionado ao estresse hidrico, podendo tais compostos estar
envolvidos no mecanismo de ajuste osmético® .

Outro metabdlito que despertou interesse foi a alantoina, encon-
trada em grande quantidade em M. peregrina, bem como em outra
bignonidcea. Considerando-se essa espécie e as outras sete citadas
anteriormente como invasoras, hd descricdes da presenca de alantoina
em trés, sendo que em duas — P. venusta e M. peregrina — foram
estudados os 6rgdos subterraneos, nos quais se constatou que a pro-
porcéo desse ureideo € consideravelmente alta’. Em outra espécie é
descrita a presenga de alantoina nas partes acreas.

Esse alto teor tem sido objeto de atengdo’, pois o interesse far-
macéutico pela alantoina enseja a substituicdo da fonte extrativista
naturalmente utilizada — Symphytum officinale L., “confrei” — por
qualquer uma das duas bignonidceas — P. venusta ou M. peregrina.

Por outro lado, o alto teor desse ureideo, associado ao comporta-
mento de M. peregrina como invasora, sugere alguma relagdo com
estratégias adaptativas e de competitividade com outras espécies. A
forma de deslocamento do nitrogénio nas espécies vegetais — etapa
final da fixac@o do nitrogénio — € importante para que esse elemento
possa estar metabolicamente disponivel para a planta. Esse transpor-
te pode se dar através de diferentes substincias: a glutamina e a
asparagina sdo freqiientemente encontradas em espécies de clima
temperado, enquanto os ureideos sdo apontados como principal for-
ma de reserva de nitrogénio em espécies tropicais®', destacando-se
entre estes a alantoina e 4cido alantdico®'. Apesar de os ureideos
serem considerados compostos de sintese complexa, apresentam cer-
tas vantagens relacionadas ao menor custo energético, pois favore-
cem a economia de carbono para a planta, quando comparados com
a asparagina e a glutamina. Os ureideos sdo tteis e especificos no
transporte de nitrogénio, levando-o aos 6rgios de interesse na plan-
ta, onde sdo rapidamente metabolizados®.

Experimentos desenvolvidos com cultura de tecidos de Glycine
max (L.) mostraram que a adi¢do de glutamina e asparagina promo-
ve o desenvolvimento de raizes na regido nodal, entre o hipocétilo e
epicdtilo. Esse efeito estimulante foi mais acentuado quando se adi-
cionou alantoina ao meio®.

No presente trabalho foi testado o possivel efeito alelopdtico da
alantoina sobre sementes de alface (Lactuca sativa) — um modelo
amplamente utilizado para esse tipo de experimento* . Como mostra
a Figura 3, a alantoina em baixas concentra¢des promoveu a inducao
de crescimento da radicula de Lactuca sativa.
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Figura 3. Efeito da alantoina sobre o desenvolvimento das radiculas e
hipocdtilo de sementes de alface — Lactuca sativa (n=750; p < 0,05, ANOVA)

Estudo Fitoquimico e Avaliagido Alelopdtica de Memora peregrina 201

A evidéncia de que os ureideos estdo associados ao processo de
transporte de nitrogénio — tornando esse elemento uma fonte mais
disponivel e economicamente vidvel para a divisdo, o crescimento e
a diferenciac@o celular do vegetal® —, associada ao efeito orga-
nogénico® e indutor de germinacéo da radicula mostrado pela
alantoina no presente trabalho, sugere uma forte correlagdo entre a
presenca dessa ultima substancia em altas concentracdes nos 6rgaos
subterraneos de M. peregrina e a alta capacidade de crescimento
vegetativo e disseminac@o dessa espécie em ambientes modificados
por acdo antropogénica.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio e material cromatografico

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker
DPX-300, as amostras foram solubilizadas em CDCIS, DMSO-d,,
D,0 e CD,0OD e o padrdo interno consistiu no préprio solvente
deuterado ou TMS. Nos espectros das substincias que foram
solubilizadas em D, 0, utilizou-se como padrdo interno o dioxano. O
espectro de massas de baixa resolucdo de 2 foi obtido em um equi-
pamento QTOF Micromass, por ionizacdo por eletrospray. Condi-
¢oes de IES(+): a amostra foi dissolvida em metanol:H,0 1:1,
acidificada com 0,2% de acido férmico e injetada em fluxo de
1,0 mL/min. Silica 60 G 70-230 mesh (Merck) foi utilizada para a
coluna cromatografica; silica gel 35-70 mesh (Fluka), para a coluna
rdpida; uma mistura de silica gel 60 G (90%) e silica gel 60 GF,,
(10%) foi usada para as placas preparativas. Também foram usadas
placas preparativas impregnadas com AgNO,, preparadas com a mis-
tura descrita acima acrescida de AgNO,, na proporgéo 80:10:10.

Material vegetal

O material vegetal (folhas e 6rgdos subterraneos) foi coletado
em margo de 2000 em Terenos, MS. As amostras foram identificadas
pela bidloga U. M. Resende, da Universidade Federal de Mato Gros-
so do Sul, sendo uma exsicata depositada no Herbarium CGMS, sob
n.° 07947.

Extracao

Obtengdo dos extratos hexdnico, acetato de etila e hidrometandlico
das folhas de M. peregrina

O p6 das folhas secas (180 g) foi submetido a extragdo exaustiva
em soxhlet por um periodo de 6 h para cada solvente, utilizando
hexano, seguido de acetato de etila e, por dltimo, metanol:H,O 9:1,
v/v. Os extratos hexanico e de acetato de etila foram submetidos a
cromatografia em coluna.

Fracionamento do extrato hexdnico obtido das folhas de M. peregri-
na

O extrato (3,5 g), de colorag@o verde-escura, apresentou-se mui-
to viscoso, obtendo-se inicialmente, por precipitacdo, 3,98 mg de
alantoina (1). O extrato foi submetido a coluna em silica, com uma
variagdo de gradiente de solvente DCM:MeOH. A fracdo F1-17 foi
submetida novamente a cromatografia em coluna, seguida de
cromatografia (DCM:Hex 1:1) preparativa de silica impregnada com
AgNO,, sendo isolados trés triterpenos esterificados (1 mg, 1,5 mg e
2,7 mg), os quais ndo foram totalmente caracterizados, embora por
RMN "3C tenha sido possivel verificar serem ésteres de 3-O-acil-3-
sitosterol. A fracdo F65-69 foi também trabalhada em cromatografia
preparativa impregnada (CHCI,:AcOEt 9:1) por AgNO,, da qual se
pode obter uma mistura de o-amirina e B-amirina (10,6 mg) e lupeol
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puro (7,0 mg). Da fracdo F89, que foi purificada por cromatografia
preparativa, foi possivel obter-se B-sitosterol (5,7 mg).

Fracionamento do extrato de acetato de etila das folhas de M. pere-
grina

A fragdo acetato de etila (6 g) foi submetida a fracionamento em
coluna de silica (300 g) com gradiente de CHCI,:MeOH. Com esse
procedimento foi possivel isolar hiperina (3) (15,2 mg), seu deriva-
do 3’-O-metil (4) (11,0 mg), alantoina (1) (45,0 mg) e um iridéide
(2) (320,0 mg). Uma fragdo mais polar foi obtida (MeOH:CHCI,
95:5) (100 mg), a qual foi novamente submetida a fracionamento em
coluna rpida (gradiente CHCl,:MeOH), permitindo isolar 4-hidréxi-
N-metilprolina (5) ndo totalmente pura (22,9 mg).

Obtengdo e fracionamento do extrato hidrometandlico dos orgdos
subterrdneos

O stiber (200 g) foi submetido a extragdo exaustiva em soxhlet
utilizando metanol:dgua 9:1 por 6 h. O extrato apresentou-se na for-
ma de um material pouco viscoso, de cor marrom-escura e com pre-
senca de um precipitado de cor clara. O extrato foi ressolubilizado
(MeOH:H,0, 9:1) e com acetona pdde-se separar do sobrenadante
um precipitado: alantofna (1), totalizando 12,45 g (16,6%). O sobre-
nadante foi concentrado e perfez 61,9 g, sendo entdo solubilizado
em MeOH:H,O e submetido a parti¢do em um sistema de solvente
com polaridade crescente. As fragdes de CHCI, e de AcOEt (total de
9 g) mostraram o mesmo perfil cromatografico e foram reunidas e
submetidas a fracionamento em coluna, mas apresentando ainda como
principal constituinte, na maioria dos casos, a substancia 1, seguida
de 2 — esta udltima sendo obtida apds recristalizagio (120 mg) — e
pequena quantidade de 5, embora em mistura. Na fracdo hidro-
metandlica também foram detectadas por CCD essas substancias
como principais constituintes.

Com o intuito de confirmar a presenga de 1 como principal cons-
tituinte no 6rgdo subterraneo dessa espécie, outro extrato hidro-
metandlico foi obtido com a utilizagdo do lenho e do stber subterra-
neos. Apds extragdo exaustiva e concentragdo, seguidas de precipita-
¢des sucessivas com acetona, pdde-se confirmar a presenga de 20,7%
de alantofna.

Alantoina (1): sélido cristalino amarelo-claro, aspecto de lami-
nas, Rf 0,40 (CHC1,:MeOH, 1:1), coloragao azul com sulfato c€rico,
solivel em H,0 e DMSO. Seus dados espectrais d¢ RMN 'H e °C
foram comparados com os descritos na literatura’.

6f3-hidroxiipolamiida (2): sélido cristalino branco, Rf 0,52
(CHCI:MeOH, 1:1), coloragdo azul com sulfato cérico, PF 193-
195 °C (lit. 192-194 °C)" e [a] ) —155,4° (lit. =161,0°)"* (MeOH, ¢
0,2), Vv, (KBr) cm™ 3450, 3407, 1705, 1647, 1065; EM-IES(+):
m/z 405 [M- H,0O + H*]; RMN 'H [300 MHz, D,0, & (ppm),
multiplicidade] 7,46 (1H, sl, H-3), 5,72 (1H, sl, H-1), 4,66 (1H, dl, J
=8,0 Hz, H-1"), 4,03 (1H, ddl ou pseudo-t, JM[3 =8,0Hze Jo—m =6,1
Hz, H-6), 3,79 (1H, dl, J = 11,7, H-6a), 3,61 (1H, sinal coberto, H-
glicose), 3,61 (3H, s, H-12), 3,40-3,13 (4H, m, H-glicose), 2,47 (1H,
s, H-9), 1,97 (1H, dd, I, , = 13,0 Hz, J, /= 6,1 Hz, H-7B), 1,75
(1H, dd, J, .= 13,0 Hz,J, = 8,0 Hz, H-7)), 1,02 (3H, s, H-10);
RMN "C (75MHz, D,0, padrio interno dioxano) 22,9 (C-10), 46,4
(C-7), 52,1 (OCH,), 58,4 (C-9), 60,9 (C-6"), 70,7(C-4’), 70,4 (C-5),
72,6 (C-2%), 73,8 (C-6), 74,1 (C-8), 75,6 (C-3’), 76,5 (C-5"), 93,5
(C-1), 98,6 (C-17), 112,1 (C-4), 153,8 (C-3), 168,3 (C-11).

Hiperina (3) e 3’-O-metil-hiperina (4): s6lido amarelo amorfo,
Rf 0,65 e 0,70, respectivamente (AcOEt:MeOH:H,0, 100:13,5:10),
mancha amarela fluorescente sob UV apds borrifagdo com sulfato
cérico. Os dados de UV, RMN 'H e "*C de (3)"* e os de RMN C de
(4)"® foram comparados com os obtidos da literatura.

4-hidroxi-N-metilprolina (5): sélido amorfo, obtido ndo total-
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mente puro. [ot]* = —=58,9°(lit. -82,7°)'* (H,0, ¢ 0,05). Os dados de
RMN de 'H e "C estdo de acordo com os descritos na literatura'®.

a-amirina, -amirina e lupeol: inicialmente obtidos como mis-
tura, com aspecto de sélido branco. Rf 0,45 (DCM: Hx, 1:1), apre-
sentando mancha roxa com vanilina/dcido sulfurico. A mistura de o-
amirina e B-amirina foi separada do lupeol por CCD preparativa im-
pregnada com AgNO,, utilizando o mesmo eluente. Seus dados RMN
13C foram comparados com os descritos na literatura® .

B-sitosterol: sélido branco amorfo, Rf 0,40 (CHCI,:MeOH,
90:10), mancha marrom quando revelado com vanilina/acido sulfd-
rico. Os dados de RMN "C foram comparados com os descritos na
literatura® .

Ensaios biolégicos

Anagasta kuehniella

Os lepiddpteros foram obtidos de coldnias provindas do Labora-
torio de Purificacdo de Proteinas e suas Fun¢des Bioldgicas — De-
partamento de Ciéncias Naturais, Centro Universitdrio de Trés La-
goas, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Criagdo de insetos

Os insetos foram mantidos em uma sala de criagdo em tempera-
tura relativa de 27 + 1 °C e umidade relativa de 65-70%. A dieta
artificial consistiu numa mistura de trigo integral, gérmen de trigo,
farelo de trigo e levedura (8:2:1,9:0,1). A cada geragdo foi efetuada
infestag@o de novas colonias com ovos de um dia de oviposigdo® .

Preparagdo da dieta artificial como forma de alimenta¢do para A.
kuehniella

A dieta consistiu em mistura de farinha de trigo, gérmen de tri-
go, farelo de trigo e levedura (8:2:1,9:0,1) acrescida de 2. As incor-
poragdes foram realizadas nas concentragdes de O (controle), 3,2 uM
e 6,4 uM. Foram preparadas 15 dietas, sendo colocadas 4 larvas
neonatas em cada uma (n = 60). Os experimentos foram analisados
apos 24 dias, verificando-se o peso médio e o nimero de sobrevi-
ventes de A. kuehniella. Também se analisaram as quantidades de
dieta consumida e de fezes produzidas por cada larva. Essas larvas
de 4.° instar também foram analisadas quanto ao consumo da dieta e
producio de fezes em relagdo aos controles e ao tratamento com 2.

Ensaio de indugdo de germinacdo e crescimento de radiculas e
hipocdtilos de Lactuca sativa

Esse ensaio bioldgico consistiu no acompanhamento da germi-
nacio, com temperatura controlada entre 27-29 °C. O desenvolvi-
mento das radiculas e hipocétilos de sementes de alface* (Lactuca
sativa, semente comercial Grand Rapids, origem chilena, 99% de
germinagdo) foi feito em placas de Petri, contendo discos de papel
de filtro com solucdes de extratos ou substancias a serem testados e
o branco. Todos os experimentos foram feitos em triplicata e, no
minimo, em trés concentragdes. As placas de Petri com solugdes-
testes, branco e controle positivo receberam o mesmo ndmero de
sementes (25). O teste envolvendo a avaliagdo da alantoina foi repe-
tido duas vezes, sendo em cada vez desenvolvido em triplicata.

Para melhor ajuste da osmolaridade, de maneira que essa nao
interferisse no resultado®, o teste foi feito em solucdo tampao:H,0,
80:20, em metodologia desenvolvida e proposta pela primeira vez
no presente trabalho. A solucdo foi preparada da seguinte maneira:
solucdo A, 27,6 g de NaH,PO, x H,0 (0,2 M) diluidos em 1 L de
dgua destilada; solu¢do B, 53,65 g de NaH,PO, x 7TH,0O (0,2 M)
diluidos em 1 L de dgua destilada recém-fervida. Em seguida, o pH
foi ajustado para 6,2 misturando-se 438,5 mL de solucdo A, 61,5
mL de solugdo B e 500 mL de dgua destilada.. Basicamente, o teste
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consistiu no acompanhamento do indice de germinac¢do® ao longo
de cinco dias seguidos, fazendo-se, apds esse periodo, a medi¢ao das
radiculas e hipocétilo separadamente. Os valores observados para
diferentes concentragdes foram comparados com o branco e avalia-
dos estatisticamente segundo andlise de varidncia e desvio-padro.

Andlise estatistica

A diferenca estatistica entre os grupos foi determinada através
de andlise de varidncia (ANOVA) e teste Tukey para miiltiplas com-
paracdes. Fixou-se p < 0,05 para indicar significancia estatistica.
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