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RESUMO

Para atender as necessidades alimentares da populacdo mundial, a
introducdo de herbicidas na agricultura foi um movimento adotado para controlar
espécies invasoras reduzindo perdas de rendimento. No entanto, o uso continuo de
herbicidas sintéticos em doses elevadas proporciona poluicdo ambiental e aumenta o
namero de plantas daninhas resistentes a estas substancias. A busca por alternativas
ao uso de herbicidas sintéticos na agricultura constitui-se num dos desafios de um
modelo de cultivo mais sustentavel. Com a finalidade de descobrir novas substancias
com acao bioherbicida, a planta canjarana (Cabralea canjerana (Vell.) Mart.) foi
selecionada para avaliagéo do seu potencial de inibicdo da germinagao e crescimento
da planta daninha picdo-preto (Bidens pilosa L.). As plantas daninhas do género
Bidens popularmente conhecidas como “picao”, sdo consideradas atualmente como
um grande problema para a agricultura mundial, séo espécies de dificil controle devido
ao ciclo anual curto, com varias gera¢fes durante o ano e facilidade de dispersao de
suas sementes. Herbicidas inibidores da enzima aceto lactato sintase (ALS) tém sido
amplamente utilizados no controle do picao-preto. Consequentemente, 0 Uso intensivo
de produtos com esse mecanismo de acao tem selecionado bidtipos resistentes, além
disso a alteragdo na enzima resulta na resisténcia ao herbicida e em modificagdes na
taxa de crescimento da planta, desenvolvendo bidtipos também resistentes aos
herbicidas inibidores do fotossistema Il. Uma alternativa que tem sido utilizada para
auxiliar métodos convencionais de controle é o uso da alelopatia. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito alelopatico bioherbicida dos extratos de canjarana sobre a
germinacao e crescimento inicial de plantulas de picdo-preto. Os extratos vegetais
alcodlicos de foliolos, peciolos, casca externa e casca interna do caule de canjarana
foram obtidos por Soxhlet e o solvente utilizado foi o alcool etilico (99,5%), seguido de
um processo de evaporacao do alcool. Posteriormente esses extratos foram diluidos
em agua destilada nas concentracdes 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1% (p/v). As variaveis
analisadas nos ensaios de germinagao foram porcentagem de germinacgao (%G) e
indice de velocidade de germinacao (IVG). Todos o0s extratos apresentaram terpenos
na sua composicdo. Apenas nos extratos de peciolos e casca interna foram
detectadas a presenca de saponinas. Todas as concentracfes testadas inibiram a
porcentagem de germinacao e provocaram atrasos na germinacao. Os extratos de
peciolos, casca externa e interna do caule obtiveram os resultados mais significativos
no ensaio de germinacéo. Os extratos na concentracdo 0,75 e 1% inibiram com maior
intensidade a %G e o IVG. Apenas o extrato de foliolos 1% apresentou diferenca
estatistica na reducdo do comprimento da raiz das plantulas de picdo-preto. O extrato
de peciolos aplicado em pré e pos emergéncia e em pds-emergéncia afetaram o
crescimento das plantas com 14 dias de avaliacdo. Com os resultados obtidos é
possivel inferir que Cabralea canjerana (Vell.) Mart. possui potencial alelopético sobre
Bidens pilosa L.

Palavras-chave: Alelopatia. Planta daninha. Bidens pilosa L.



ABSTRACT

To meet the food needs of the world's population, the introduction of herbicides
into agriculture was a move to control invasive species, reducing yield losses.
However, the continued use of synthetic herbicides at high doses provides
environmental pollution and increases the number of weeds resistant to these
substances. The search for alternatives to the use of synthetic herbicides in agriculture
is one of the challenges of a more sustainable cultivation model. In order to discover
new substances with bioherbicide action, the canjarana plant (Cabralea canjerana
(Vell.) Mart.) was selected to evaluate its potential to inhibit germination and weed
growth the beggarticks (Bidens pilosa L.). The weeds of the genus Bidens, popularly
known as "beggarticks", this species is considered a major problem for world
agriculture, are difficult to control due to the short annual cycle, with several
generations during the year and easy dispersion of their seeds. Acetyl lactate synthase
(ALS) inhibitory herbicides have been widely used in the control of the beggarticks.
Consequently, the intensive use of products with this mechanism of action has
selected resistant biotypes, in addition the change in the enzyme results in the
resistance to the herbicide and in modifications in the rate of growth of the plant,
developing biotypes also resistant to photosystem Il inhibitor herbicides. An alternative
that has been used to aid conventional methods of control is the use of allelopathy.
The objective of this work was to evaluate the bioherbicidal allelopathic effect of the
canjarana extracts on the germination and initial growth of beggarticks seedlings. The
alcoholic vegetable extracts of leaflets, petioles, outer bark and inner bark of the
canjarana stem were obtained by Soxhlet and the solvent used was ethyl alcohol
(99.5%), Followed by a process of evaporation of the alcohol. Subsequently, these
extracts were diluted in distilled water at concentrations of 0.25%, 0.50%, 0.75% and
1% (w/v). The variables analyzed in the germination assays were percentages of
germination (%G) and germination speed index (IVG). All extracts presented terpenes
in their composition. Saponins were detected in the petiole extracts. All tested
concentrations inhibited the germination percentage and caused germination delays.
The extracts of petioles, outer and inner bark of the stem obtained the most significant
results in the germination test. The extracts at the concentration of 0.75 and 1%
inhibited with greater intensity the %G and the IVG. Only the 1% leaflet extract
presented statistical difference in the reduction of the root length of beggarticks
seedlings. Pre and post-emergence and post-emergence petiole extracts affected
plant growth with 14 days of evaluation. With the results obtained it can be inferred that
Cabralea canjerana (Vell.) Mart. has allelopathic potential on Bidens pilosa L.

Key-words: Allelopathy. Weed. Bidens pilosa L.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com as técnicas utilizadas nos sistemas agricolas,
especialmente em relacdo ao agronegocio e suas praticas frente a responsabilidade
ambiental e social, tornou a sustentabilidade no campo um assunto de fundamental
importancia no cenario mundial. As demandas produtivas ocasionadas pelo continuo
aumento demografico e as variadas dinamicas do capital, implicam no aumento da
utilizacdo de componentes quimicos na lavoura para potencializar a producdo de
alimentos. O controle quimico € a principal forma de manejo de plantas daninhas.
Essa é uma pratica de elevado impacto ambiental que pode causar risco de
intoxicacdo humana e a possibilidade de causar fitotoxicidade as culturas, além de
comprometer a qualidade dos recursos naturais. Superar paradigmas a respeito do
controle de plantas daninhas e buscar métodos eficientes de controle, que respeitem
0s interesses da sociedade e a preservacao dos recursos naturais, SA0 necessarios
atualmente (BALBINOT-JUNIOR, 2004; SOUZA FILHO, 2005).

Nas ultimas décadas o uso excessivo de herbicidas sintéticos para controle
de plantas daninhas resultou na evolucdo de espécies resistentes a herbicidas (RH)
(VYVYAN, 2002). Mundialmente h&d uma estimativa de 297 bidtipos resistentes e 179
espécies resistentes (108 dicotiledéneas e 71 monocotiledéneas). No Brasil foram
registradas atualmente 28 espécies RH. Dentre essas espécies, 19 delas, séo
basadas no mecanismo de ac¢do dos inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS).
A outras espécies que apresentam RH inibidores das enzimas EPSPsintase (EPSPs),
Acetil Coenzima A (ACCase), protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), dos herbicidas
auxinicos ou mimetizadores de auxina e dos inibidores do Fotossistema Il, e h4 ainda
alguns bidtipos que apresentam multipla RH, ou seja, resisténcia em dois sitios de
acao (HEAP, 2016).

O uso continuo de altas doses de produtos quimicos estimula o
desenvolvimento de resisténcia em diferentes pragas e colocando em risco o
ecossistema. Diante a essa problematica surge a necessidade de desenvolver
sistemas eficazes de manejo bioldgico. Estratégias de prospeccdo de herbicidas
naturais ou praticas de manejo alternativo que reduzem a utilizagdo de produtos
guimicos sao alternativas desenvolvidas na tentativa de solucionar o problema, dentre
quais destacam-se os estudos fundamentados na alelopatia (BALBINOT-JUNIOR,
2004). A alelopatia € parte de um sistema que incorpora o uso de diversos organismos
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biologicos e de diversas outras abordagens baseadas em biologia que podem ser
utilizadas como alternativa para reduzir as densidades de espécies invasoras, com
eficiéncia semelhante ou superior ao uso isolado de herbicidas quimicos.

Resultados obtidos a partir de pesquisas de bioprospeccdo com compostos
naturais oferecem excelente potencial para novas solugdes herbicidas (DUKE et al.,
2000; VYVYAN, 2002). Essas pesquisas oportunizam o descobrimento de novas
moléculas e o desenvolvimento de novos produtos, com maior eficiéncia no combate
as plantas daninhas e menos toxicos na natureza. Os avangos recentes na quimica
de produtos naturais, por meio de métodos modernos de extracdo, isolamento,
purificacdo e identificacdo de biomoléculas, tém contribuido de maneira copiosa para
um maior conhecimento dos compostos com potencial alelopéatico (FERREIRA,;
AQUILA, 2000).

Os efeitos causados por aleloquimicos podem contribuir com diversos
resultados positivos nos sistemas agricolas. Alternativas variadas para o uso destes
compostos sdo descritas por Mallink e Olofsdotter (2001) e Venzon et al. (2005), seja
na busca por novos defensivos agricolas ou na reducdo do uso de herbicidas
sintéticos substituindo-os por processos de alelopatia, podendo ser feito através da
rotacdo de culturas, de sistemas adequados de semeadura entre espécies, com
sistemas agroecolégicos para controle de pragas e plantas invasoras, através do uso
de coberturas mortas, na producéo de super cultivares, por plantas consorciadas ou
com introducéo voluntaria de espécies selvagens.

Neste trabalho foram utilizadas diferentes partes da Cabralea canjerana, uma
espécie abundante em grande parte territorio brasileiro e ainda pouco estudada
guanto as suas propriedades quimicas. A investigacdo das pontecialidades
alelopaticas dessa planta, através de testes de laboratorio, pode resultar em uma
opc¢ao a mais a ser utilizada no controle de plantas infestantes.

O picao-preto (Bidens pilosa L.) considerada como uma planta infestante
principalmente em culturas anuais como soja, milho, algodao entre outras, € bastante
comum em regides de clima tropical e subtropical. Além de competir com as culturas
0 picao-preto € hospedeiro de algumas doencas fungicas como o oidio e de pragas
como o pulgdo. Atualmente o controle dessa espécie tornou-se mais dificil, devido ao
desenvolvimento de bibtipos resistentes aos herbicidas convencionais. A identificacéo

de plantas e substancias capazes de influenciar no crescimento e desenvolvimento
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do picao-preto podem resultar em solucdes eficientes no controle dessa espécie em

sistemas agricolas.

1.1 JUSTIFICATIVA

Atualmente estédo disponiveis alguns estudos sobre o potencial alelopatico,
especialmente inseticida, de extratos elaborados a partir dos frutos da espécie
Cabralea canjerana (Vell.) Mart., no entanto ndo sdo encontradas na literatura
informacBes mais detalhadas sobre a avaliagdo do potencial herbicida de extratos
feitos a partir de outras partes da planta. Os bioensaios sugeridos neste trabalho
contribuirdo com estudos sobre o potencial alelopatico dessa espécie na germinagao
e no crescimento do picao-preto (Bidens pilosa L.). A planta daninha B. pilosa € uma
das espécies que apresenta multipla RH, ocorrendo em dois sitios de acéo, tanto para
os herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) como para os inibidores
do Fotossistema Il.

O controle de plantas daninhas € de grande importancia para agricultura.
Plantas daninhas competem na lavoura pela extracdo dos recursos naturais do meio,
como agua, luz, CO2z e nutrientes e muitas vezes exercem inibicdo quimica sobre o
desenvolvimento de outras plantas, por meio da liberacdo de substancias toxicas ou
inibidoras de crescimento, denominadas de aleloquimicos, que sao exsudadas tanto
pelas raizes quanto pela parte aérea (PEREIRA, 2004). Atualmente 0s recursos
utilizados com o controle de espécies invasoras na agricultura brasileira podem
representar até 25% dos gastos com a safra dependendo do tipo de lavoura, ao que
tudo indica, novas invasoras podem trazer ainda mais prejuizo aos agricultores
(LORENZI, 2006).

Os resultados dessa pesquisa auxiliam no entendimento da acdo dos
compostos fitoquimicos e fornecem subsidios para futuras pesquisas de isolamento e
testes de novas moléculas com potencial para reduzir ou substituir o consumo dos
atuais herbicidas. Produtos mais eficientes, substancias com boa sinergia com os
atuais herbicidas quimicos, que potencialize seus efeitos quando utilizados em
conjunto e permitam a reducéo da quantidade utilizada de herbicidas comerciais. Os
bioherbicidas sdo uma promissora alternativa para o futuro, uma opcao sélida de
controle herbicida, que tendem a apresentar baixa ou nenhuma toxicidade, evitando a

contaminacdo do solo e dos recursos hidricos, garantindo maior seguranga para a
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saude do produtor e dos alimentos consumidos e a reducdo dos gastos com a
producao.

Atualmente pouco se sabe sobre a biodiversidade brasileira, mas certamente
seu uso racional pode trazer grandes beneficios econémicos e sociais ao pais.
Pesquisas multidisciplinares e de desenvolvimento tecnoldgico inovador sao

ferramentas importantes nesse processo.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Verificar o possivel efeito bioherbicida do extrato etandlico dos foliolos,
peciolos, casca externa e da casca interna do caule de canjarana (Cabralea
canjerana) sobre a geminagdo e o crescimento inicial de plantulas de picao-preto
(Bidens pilosa L.).

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Verificar os compostos secundarios presentes nos extratos alcodlicos através

de analise fitoquimica qualitativa;

b) Avaliar o efeito dos extratos vegetais sobre os parametros germinativos e
pos-emergentes do picao-preto;
c) ldentificar em qual concentragao os extratos da C. canjerana apresenta maior

potencial bioherbicida;

d) Analisar a forma de aplicagdo do extrato que promova agédo inibitéria no
crescimento da planta invasora.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ALELOPATIA

Nos organismos vegetais o metabolismo secundario € responsavel por
produzir uma variedade de substancias quimicas na forma de biomoléculas ativas
que, sao de grande importancia para a sobrevivéncia dos vegetais e suas interacdes

no ecossistema. Para as plantas a biossintese dessas moléculas tem finalidades
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diversas quanto a adaptacdo ao meio, podem ser recurso para aquisicado de mais
agua, nutrientes e luz ou servir como defesa contra herbivoros e microrganismos,
protecdo contra raios UV, atracdo de polinizadores e de animais dispersores de
sementes. As interacfes ecoldgicas que ocorrem entre as plantas, por meio desses
metabdlitos secundarios, com efeito direto ou indireto sobre outros individuos vegetais
no meio € denominada alelopatia (HARBORNE, 1988; AERTS et al., 1991; LI et al.,
1993).

O termo alelopatia foi definido pioneiramente em 1937 pelo fisiologista
vegetal, Hans Molisch, como o fendmeno de interferéncia direta ou indireta dos
compostos quimicos secundarios de uma planta para outra, inibindo ou favorecendo
o desenvolvimento da espécie proxima (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os aleloguimicos agem como fatores de interagcdo entre organismos e
frequentemente apresentam atividades bioldgicas interessantes, o estudo dessas
moléculas vegetais sdo de grande interesse cientifico, com importancia em diversas
areas. Na pesquisa agronémica possibilitam a selecao de plantas que possam exercer
certo nivel de controle sobre determinadas espécies indesejaveis e, também
estabelecer espécies que ndo sejam fortemente alelopaticas e possibilitem a
composi¢cdo de lavouras equilibradas, refletindo a favor de produtividade e
longevidade das culturas (SOUZA FILHO et al.,1997).

2.1.1 Alelopatia na agricultura

O processo de alelopatia tem sido observado em ambientes naturais e em
espacos agricolas, causando inumeras implicagbes, sejam de ordem ecoldgica ou
econdmica, como problemas de regeneracdo de areas naturais e/ou perda de
produtividade agricola (KRUSE et al., 2000). A inibicdo ou estimulo que acontece
resultante da alelopatia deve-se a interferéncia isolada ou coletiva nos processos
fisiologicos (FELIX, 2012).

Diversas podem ser as aplicagdes da alelopatia na agricultura, como no uso
de coberturas mortas, na rotagdo de culturas, na producédo de herbicidas ou ainda
utilizando de técnicas da biotecnologia para incorporar genes de substancias com
potencial alelopatico em diferentes plantas ou desenvolvendo cultivares resistentes a
esses aleloquimicos (ALLEM, 2010). Uma variedade muito ampla de exemplos da

atuacao de aleloquimicos em cultivos agricolas € descrita na literatura sobre o tema.
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A rotacdo de culturas, uma préatica que visa evitar esgotamento precoce da
area cultivada, serve como exemplo para ilustrar como a resteva (restos da cultura
anterior) pode desempenhar uma funcéo alelopatica na cultura sucessora devido aos
compostos quimicos por ela liberados (FERREIRA; AQUILA, 2000). Hicks et al. (1989)
observaram que restos da cultura de trigo retardou o crescimento das plantas de
algodao e arroz na rotacéo. Rodrigues et al. (1999) observaram evento semelhante
no Brasil com restevas de trigo, aveia preta e centeio afetando o crescimento das
culturas de feijdo, milho e soja.

De acordo com Gonzalez et al. (1998) o sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench)
€ outro exemplo do efeito alelopatico na rotacdo de culturas, essa espécie apresenta
um potente aleloquimico, a quinona sorgoleone, que age como inibidora do PSI da
fotossintese. O aleloquimico sorgoleone apresenta efeito inibidor de crescimento nas
plantas daninhas das espécies Digitaria sanguinalis, Echinochloa crus-galli, Abutilon
theophratus e Ipomea hederacea.

Areas de pousio sdo praticas costumeiras em muitas regiées do Brasil. Nesses
espacos instala-se uma flora espontanea com varias plantas que contribuem para a
manifestacdo do fenémeno alelopatico (FERREIRA; AQUILA, 2000). Coelho et al.
(1986) descrevem que em areas como estas foi encontrado capim-anoni (Eragrostis
plana), invadindo estas pastagens e influenciando sobre a germinacdo e o
crescimento das forrageiras azevém (Lolium multiflorum Lam.), cornichdo (Lotus
corniculatus L.) e trevo-branco (Trifolium repens L.). Tokura e Nobrega (2006)
avaliaram o potencial alelopatico das plantas de trigo (Triticum aestivum), aveia preta
(Avena strigosa Schreb.), milheto (Pennisetum americanum (L.) Leeke/K.Schum),
nabo forrageiro (Raphanus sativus L. var. oleiferus) e colza (Brassica napus var.
oleifera Metzq) sobre o desenvolvimento da populacdo de plantas infestantes
comparando com areas de pousio, verificaram que, em ordem decrescente; aveia
preta, colza, nabo forrageiro e milheto apresentaram melhor controle do total de
plantas infestantes nas areas dos experimentos.

Substratos elaborados a partir da compostagem de restos de folhas e outras
partes de plantas da vegetacdo nativa ou serragem industrial sdo comumente
utilizados em viveiros e em areas de horticultura. Com base nessa pratica foi
observado que restos de algumas espécies de pinus, eucalipto e acacia inibiram o
crescimento e o desenvolvimento de plantas de alface e de espécies invasoras como

a Conyza sumatrensis, Trifolium spp. e Echinochloa utilis, o fenbmeno alelopatico



19

ocorreu, principalmente, devido aos compostos fendlicos presentes nas espécies
inibidoras (SOUTO et al., 1994; SCHUMANN et al., 1995).

No caso de culturas perenes, o cafeeiro € um 6timo exemplo para ilustrar
como 0s compostos secundarios de plantas atuam como poderosos aleloquimicos
naturais, a xantina cafeina € uma potente substancia inibidora do crescimento e do
desenvolvimento de plantas invasora dos cafezais, sendo inclusive fitotoxica a
radiculas de plantas jovens da propria espécie (ANAYA et al., 1982; WALLER et al.,
1986). Almeida (1991) observou inibicdo da germinacdo em sementes de varias
espécies de plantas silvestres aplicando extrato aquoso da palha de café arabica. Ao
testarem o extrato aquoso da palha seca de café arabica em trés espécies de plantas:
Calopogonium muconoides, Stylosanthes capitata e Lactuca sativa, Pires et al. (2010)
observaram a reducdo acentuada no indice de velocidade germinacdo, na
porcentagem de germinacédo e na quantidade de massa seca das plantulas dessas
espécies. Em experimentos recentes Minassa et al. (2014) observaram que o extrato
da palha de café arabica reduziu a germinacdo da espécie espontanea mata-pasto.

As plantas daninhas podem ser suprimidas por meio de plantas vivas ou de
residuos de outras plantas, a alelopatia pode entdo ser manipulada como uma
ferramenta de controle de plantas invasoras, através do uso da rotagcdo de culturas,
do uso de substancias aleloquimicas como herbicidas, ou através da transferéncia de
genes responsaveis pela sintese de aleloquimicos entre culturas (PUTNAM,;
DEFRANK, 1983; KOHLI et al., 1998).

Os métodos alternativos de manejo de plantas daninhas sao geralmente
utilizados em conjunto com os atuais herbicidas sintéticos comercializados, essa é
uma das formas de tornar 0 manejo e o conrole das plantas invasoras na agricultura
sustentavel. A busca de produtos naturais para o manejo de plantas daninhas tem
grande potencial para o desenvolvimento da agricultura sustentavel, e principalmente
para a implementacdo de novas estratégias de controle. As pesquisas com produtos
naturais podem resultar na descoberta de novos produtos quimicos para aplicagdo
direta como agentes de controle ou para a sua utilizacdo indireta como aleloquimicos
(SILVA, 2004).
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2.1.2 Substancias alelopaticas

Os aleloquimicos séo substancias n&o-nutritivas biossintetizadas via
metabolismo secundario e liberadas por volatilizacdo, exsudacao radicular, lixiviacao
ou decomposicdo de residuos no ambiente, a partir de tecido vivo ou morto de
qualquer parte do vegetal (SOUZA FILHO; ALVES, 2004). Aleloquimicos sdo meios
de comunicacdo ativa da alelopatia que, configuram mais de 300 compostos
secundarios vegetais pertencentes a muitas classes de produtos quimicos, esse
namero aumenta a medida que novas pesquisas sao realizadas investigando o
potencial dos agentes aleloquimicos. De acordo com Rice (1984) foram estabelecidas
14 categorias de compostos alelopéaticos conforme sua similaridades quimicas e vias
de sintese. Estes compostos secundarios incluem as principais classes de quinonas,
fenois, &cidos cinamicos, cumarinas, flavondides, taninos, terpenos, esteréides,
alcaldides, entre outras. Taiz e Zeiger (2013) classificam, didaticamente, os
compostos aleloguimicos em trés grupos quimicamentes distintos: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados.

O répido progresso da tecnologia em analises quimicas nos ultimos anos
tornou possivel isolar e identificar até mesmo pequenas quantidades de aleloquimicos
e, realizar andlises estruturais sofisticadas destas moléculas. Possivelmente o nimero
de substancias secundarias conhecidas atualmente representa apenas uma pequena
fracdo da quantidade existente na natureza (ALMEIDA, 1990). A possibilidade de
descobrir e estudar novas substancias tem movimentado um grande numero de

pesquisadores nesse sentido.

2.1.3 Mecanismo de acao e funcdo das subtancias alelopaticas

Os estudos sobre o efeito de aleloguimicos sobre a germinacdo e/ou
desenvolvimento da planta sdo manifestacdes secundarias de efeitos ocorridos a nivel
molecular e celular inicialmente. Ainda ha relativamente poucas informac¢des sobre
estes mecanismos. O modo de acédo dos aleloquimicos pode ser dividido em agéo
direta e indireta. A acdo direta ocorre quando o composto se liga as membranas da
planta receptora ou penetra nas células, interferindo diretamente no seu metabolismo.
Na acdo indireta podem-se incluir alteracdes nas propriedades do solo, de suas
condigbes nutricionais e das alteragbes de populacdes e/ou atividade dos
microrganismos (FERREIRA; AQUILA, 2000).
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Os compostos alelopaticos podem afetar processos, tais como a germinacao
das sementes e o0 crescimento das plantulas, a assimilacdo de nutrientes, a
fotossintese, a respiracéo, a sintese de proteina, a atividade de varias enzimas e a
perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana celular (DURIGAN;
ALMEIDA, 1993).

Os efeitos podem ocorrer sobre: a regulacdo do crescimento (divisao celular,
sintese organica, interacdo com hormonios, efeito sobre enzimas, metabolismo
respiratorio); a abertura estomatal e fotossintese; a absorcao de nutrientes; a inibicdo
da sintese de proteinas; as mudancas no metabolismo lipidico (RICE,1984).

De acordo com Rizvi e Rizvi (1992) os aleloquimicos podem afetar estruturas
citolégicas e ultra-estruturas; hormonios, alterando balanco e concentracao;
membranas e sua permeabilidade; absorcdo de minerais; movimento dos estdmatos,
sintese de pigmentos e fotossintese; respiracdo; sintese de proteinas; atividade
enzimatica; relacdes hidricas e conducgdo; materiais genéticos, induzindo alteracbes
no DNA e RNA.

Os produtos quimicos comumente descritos com efeitos alelopaticos
pertencem aos grupos dos acidos fendlicos, cumarinas, terpenoides, flavonadides,
alcaloides, glicosideos cianogénicos, derivados do acido benzodico, taninos e quinonas
complexas (SOARES; VIEIRA, 2000; RODRIGUES; LOPES, 2001). Vérios desses
produtos naturais podem servir como modelos potenciais no desenvolvimento de
agroquimicos (ISMAN, 2000; VYVYAN, 2002; MACIAS et al., 2007; BARBOSA et al.,
2008).

Os terpenos constituem umas das classes mais diversificadas de metabdlitos
secundarios e desempenham fun¢des na planta como reguladores do crescimento e
desenvolvimento vegetal, além de estarem associados em interagdes da planta com
o ambiente. Analisando o potencial alelopatico de Stryphnodendron adstringens Silva
et al. (2006) verificam que os compostos envolvidos nas respostas alelopéticas das
espécies estudadas eram referentes a terpenoides. Em cruciferas os produtos da
hidrdlise dos glucosinolatos, uma classe de compostos contendo enxofre e glucose,
guando degradados hidroliticamente por mirosinase, geram produtos volateis, entre
eles os isotiocianatos (derivado terpénico), que possuem acentuado efeito alelopatico
sobre uma série de espécies vegetais (BROWN et al., 1991).

Os flavonoides possuem a capacidade de inibir a atividade de algumas

enzimas e pela sua atividade antioxidante, em diferentes experimentos avaliou-se a
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atividade de sequestro das espécies reativas de oxigénio (ROS) desses compostos.
Estes demonstraram atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais livres,
quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singleto e/ou exibindo
simultaneamente, mais de uma dessas fungdes (CANTERLE, 2005). Alguns
flavonoides, através da regulacdo dos niveis de ROS intracelular, foram capazes de
inibir a germinacao e o crescimento de Arabidopsis thaliana (BAIES et al., 2003). Em
baixas concentracdes os flavonoides podem acarretar efeitos promotores de
crescimento inicial de raizes (PARVEZ et al., 2004), no entanto quando em altas
concentracbes esses compostos podem agir como hiperpolarizadores de membrana
e alterar os mecanismos das bombas atepeasicas, tornando os flavonoides toxicos
para as células, reduzindo o crescimento (PIERDONA et al., 2014).

Uma grande quantidade de aleloquimicos identificados ja foram descritos e
revisados na literatura, no entanto, apenas uma pequena parte desses compostos tém
seus modos de acado identificados. Muitas destas substancias operam por
mecanismos que, de forma geral, envolvem a sintese de aminoacidos (glutamina
sintetase, aspartato aminotransferase, ornitina carbamiltransferase, B-cistationase), a
sintese de pigmentos (ALA sintetase), as fun¢cdes da membrana plasmética (H+ -
ATPase, NADH oxidase), a fotossintese (CF1 ATPase), a sintese de lipideos
(AcetilCoA transacilase, 3- oxoacil-ACP sintase, ceramida sintase) e a sintese de
acidos nucléicos (RNA polimerase, adenilsuccinatosintase, AMP desaminase)
(VYVYAN, 2002).

2.1.4 Aleloguimicos com potencial herbicida

Diversos compostos séo citados por apresentarem potencial herbicida. Dentre
eles 0s monoterpenos volateis, as sesquiterpenos lactonas, as benzoxazinonas e a
sorgoleona. Os monoterpenos sao 0s mais extensivamente explorados em programas
de manejo de plantas daninhas, agentes causadores da reducao da atividade mitGtica
e da formacédo de globulos lipidicos nas plantas, estes compostos apresentam
atividades fitotoxicas em diversas espécies, ao exemplo do milho, trigo, soja, alfafa e
pepino (VAUGHN; SPENCER, 1993).

Monoterpenos derivados de plantas aromaticas como a Artemisia sp. e
Eucalyptus spp. sdo utilizados atualmente como substancias no controle de plantas

invasoras (DUKE et al., 1988; SINGH et al., 2009). Dentre os terpenos, as lactonas
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sesqui e diterpénicas sdo 0s os compostos de origem vegetal com maior potencial
fitotdxico, artemisinina e chaparrinona. No entanto, suas estruturas nao atendem as
caracteristicas ideais para 0 uso comercial: sua sintese é muito cara, sGo muito
reativas e pouco absorvidas pelas plantas. Varias outras pesquisas também apontam
o efeito alelopatico inibitério das lactonas sesquiterpénicas (KALSI et al.,1984;
MACIAS et al., 1992, 1993, 1997 e 2000; GOTO et al., 2001).

A sorgoleona, forma oxidada da hidroquinona encontrada como principal
constitiuinte em exsudados de raizes de sorgo, € altamente fitotoxica. Einhelling e
Souza (1992), observaram que a uma concentracdo de 10 puM, a sorgoleona reduz o
crescimento de varias espécies daninhas. A atividade fitotoxica da sorgoleona se da
pela inibicdo da liberacdo do O2 ao longo da cadeia fotossintética. Alguns autores
sugerem que a sorgoleona e a atrazina competem pelos mesmos sitios de ligagéo, e
que, além disso, a sorgoleona atue inibindo as rea¢des de transporte de elétrons entre
QA e QB na porcéo redutora do fotossistema Il, mais especificamente na proteina D1.
Teoricamente, a sorgoleona é considerada um herbicida eficiente devido a sua efetiva
inibicdo da transferéncia de elétrons, no entanto suas propriedades fisico-quimicas e
a sua curta meia-vida no solo fazem dela um herbicida fraco (DUKE et al., 2000;
VYVYAN, 2002; BHOWMIK; INDERJIT, 2003).

Os derivados do acido benzoico estdo comumente envolvidos em fendmenos
alelopaticos. Dentre as varias espécies que 0s contém pode-se citar a aveia, 0 sorgo
e o0 pepino. Os derivados dos acidos cinamicos como acido clorogénico, acido caféico,
acido p-cumarico e acido ferulico sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e sédo
inibidores de varias espécies. Muitas destas substancias ja foram identificadas como
inibidoras da germinacdo vegetal. Os efeitos toxicos destes compostos sao
pronunciados devido a sua grande persisténcia no solo (SAMPIETRO, 2006). De
acordo com Yu e Matsui (1997) os acidos cinamico, sinapico, p-cumarico e caféico
sdo substancias aleloquimicas que agem principalmente interferindo na captacéo de
fons inorganicos da rizosfera tais como NO-3, H2PO4, SO2*%, K*, Ca*> e Mg*? Santos
(2007) avaliando o modo de agéo do &cido ferulico nas raizes de soja, observou que
o0 aleloquimico reduziu o crescimento da raiz, promoveu a desintegragéo da epiderme
apical e da coifa, a compresséo das ceélulas no centro quiescente, 0 aumento no
didmetro do cilindro central e a lignificagdo da parede celular no metaxilema.

Alcaléides quinolinicos, inddlicos e esteroidais sdo substancias alelopaticas

com efeito fitotdxico associado a interferéncias na atividade enzimatica, interacdes
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com o DNA e influéncia sobre a glicélise. As plantas que produzem estas substancias
possuem mecanismos de regulacdo biossintéticos especiais para evitar a
autotoxicidade; no entanto, as suas sementes nao resistem quando expostas
diretamente a estes compostos (AERTS et al., 1991). Mizutani (1999) identificou o
alcaloide hirsutina como o possivel responsavel pela atividade alelopatica das raizes
da planta daninha Rorippa sylvestris (L.) Bess.

Compostos como a mesotriona, tembotrione e isoxaflutole tém sua descoberta
atribuida a pesquisa das propriedades alelopaticas da planta escova-de-garrafa
(Calistemon spp.) que causava albinismo em algumas espécies de plantas daninhas.
A partir do composto natural (leptospermone) foram produzidos anélogos, dos quais
resultou a molécula da mesotriona, que pertence ao grupo quimico das tricetonas e
atua sobre as plantas daninhas inibindo a biossintese de carotendides através da
interferéncia na atividade da enzima HPPD (4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenase) nos
cloroplastos (LEE et al., 1997).

A interacao de varios aleloquimicos € muitas vezes responsavel pelo potencial
herbicida de um composto vegetal sobre uma espécie, ou seja, ndo € somente pela
presenca de uma Unica substancia. Caso uma unica substancia tenha potencial
alelopético em uma planta, ao ser identificada e isolada, esta pode ser atil como
modelo para o desenvolvimento de bio-herbicidas (INDERJIT; DAKSHINI, 1995;
XUAN et al., 2005).

Alguns principios ativos de produtos agroquimicos comerciais foram
idealizados e desenvolvidos seguindo estruturas organicas de metabdlitos
secundarios de plantas. Desde a década de 80 diversas pesquisas sao desenvolvidas
com o interesse em descobrir aleloquimicos que possam ser utilizados como
herbicidas. A partir dos resultados obtidos nessas investigacfes cientificas foram
desenvolvidos alguns produtos quimicos, sintetizados a partir de compostos naturais
de plantas, que atualmente sdo comercializados como herbicidas. O Bazanin e o
Quinclorac, ambos da BASF/Alemanha, sdo exemplos de herbicidas comerciais
elaborados com base em compostos secundarios de plantas, o primeiro a partir de
benzoxazinonas extraidas de gramineas e o segundo elaborado a partir do acido
quinolinico obtido de Nicotina tabacum. Outro exemplo, o Cinmethylin foi desenvolvido
nos EUA pela Shell a partir do composto natural cineole obtido de varias plantas
(HATZIOS, 1987).
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Em muitos casos, o composto natural € altamente ativo para um alvo
molecular, mas suas propriedades fisico-quimicas e sua curta meia-vida no ambiente
o impedem de ser um herbicida eficaz. Por exemplo, a sorgoleona, produzida a partir
de Sorghum spp., € mais ativa in vitro do que a atrazina na inibicdo do PS IlI, no
entanto, na pratica € um herbicida relativamente fraco (DUKE et al., 2000). No entanto
a instabilidade quimica dessas substancias, responsavel por sua répida
decomposicdo apos sua liberacdo no meio, pode ser aproveitada de forma positiva,
possibilitando o desenvolvimento de bioherbicidas que atuem em conjunto com 0s
atuais herbicidas, agindo sinergicamente potencializando seus efeitos e,
consequentemente, diminuindo os usos dos agroquimicos convencionais (PIRES;
OLIVEIRA, 2011). O uso desses produtos no manejo das culturas resultaria em
diversos beneficios para os agrossistemas: reducdo da poluicdo do solo e dos
recursos hidricos; producao de alimentos mais saudaveis e a reducao dos gastos com

produtos quimicos comerciais.
2.2 MECANISMO DE AQAO DE HERBICIDAS

Herbicidas, sdo compostos que, se aplicados as plantas, reagem com seus
constituintes morfolégicos ou interferem nos seus sistemas bioquimicos, promovendo
efeitos morfolégicos ou fisiolégicos de graus variaveis, podendo leva-las a morte
(CAMARGO, 1986). As substancias quimicas presentes nos herbicidas séo capazes
de selecionar populacdes de plantas. O termo selecédo se refere a atuacdo destes
produtos, provocando a morte de certas plantas e de outras néo.

Existem diversas formas de classificar os herbicidas, o agrupamento segundo
0 mecanismo de acdo nas plantas é uma das classificacdes mais utilizadas. O
mecanismo de acdo € a forma especifica pela qual um herbicida interfere de modo
significativo em determinado processo biologico (KISSMANN, 2003).

Em geral, os principais grupos de herbicidas, segundo seu mecanismo de
acao, registrados para uso no Brasil sdo: os mimetizadores da auxina; os inibidores
da fotossintese; os inibidores de atividades enziméticas, da sintese de carotenoides e
da divisao celular.

O 2,4-D, picloram, triclopyr, fluroxipyr, quinclorac sado alguns os herbicidas
auxinicos ou mimetizadores de auxina formulados, em geral, a base de acidos

benzéicos, acidos fenoxicarboxilicos, acidos piridina carboxilicos e acidos quinolina
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carboxilicos, essas substancias atuam de forma semelhante a da auxina endoégena
(acido indol-3-acético). Induzem nas plantas dicotiledéneas sensiveis, mudancas
metabdlicas e bioquimicas, podendo causar a morte desses individuos (OLIVEIRA
JR., 2011).

Herbicidas como o paraquat e diquat sdo exemplos de produtos que possuem
substancias inibidoras do Fotossistema |, ou formadoras de radicais livre como
também séo conhecidos. Atuam como falso aceptor de elétrons no fotossistema I. O
sitio de acédo desses compostos (captura dos elétrons) esta proximo da ferredoxina
no fotossistema |. Os radicais presentes nesses herbicidas sdo instaveis e
rapidamente sofrem oxidagcao e reducdo na presenca de oxigénio celular, formando
radicais superoxido (WELLER et al., 2003). Os herbicidas inibidores do fotossistema
Il (ametryn, atrazine, cyanazine, metribuzin, prometryn, simazine, diuron, tebuthiuron
etc.), em geral, atuam competindo com a plastoquinona “Qb” parcialmente reduzida
(QbH) pelo sitio na proteina D-1, ocasionando a saida da plastoquinona e
interrompendo o fluxo de elétrons entre os fotossistemas (FERREIRA et al., 2008).

O mecanismo de acdo dos herbicidas inibidores da PROTOX (acifluorfen,
fomesafen, lactofen, oxyfluorfen, flumiclorac, flumioxazin, oxadiazon, sulfentrazone,
azafenidin etc.) se da através da inibicdo da enzima protoporfirinogénio oxidase
(PROTOX). O acumulo de protoporfirinogénio que se desloca do cloroplasto para o
citoplasma e em contato com o oxigénio, na presenca de luz, forma radicais livres e
provoca a peroxidacao de lipideos das membranas (WELLER et al., 2003).

Os herbicidas inibidores da ALS sdo elaborados a partir de sulfoniluréias
(chlorimuron, halosulfuron, metsulfuron, nicosulfuron etc.) e imidazolinonas (imazapyr,
imazapic, imazaquin, imazethapyr, imazamox etc.) que causam a inibicdo da sintese
dos aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina e valina), através da inibicdo da
enzima acetolactato sintase (ALS), interrompendo a sintese protéica, que, por sua
vez, interfere na sintese do DNA e no crescimento celular (KISSMANN, 2003).

Os produtos a base de ariloxifenoxipropionatos (diclofop, fenoxaprop,
fluazifop-p, haloxyfop, propaquizafop, quizalofop etc.) e ciclohexadionas (clethodim,
sethoxidim etc.) compde o grupo dos herbicidas inibidores da ACCase. Os compostos
presentes nesses herbicidas inibem a acdo da enzima acetil-CoA carboxilase
(ACCase), essa enzima catalisa 0 primeiro passo comprometido na sintese de acidos
graxos (FOCKE; LICHTENTHALER, 1987; BURTON, 1989;).
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As (glicinas (glifosato) s&o herbicidas que inibem a EPSPsintase (5
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase). A enzima EPSPsintase é sintetizada no
citoplasma e transportada para o cloroplasto onde atua; o glyphosate se liga a ela pela
carboxila do acido glutamico (glutamina) na posicdo 418 da sequéncia de
aminoacidos. A simples reducdo de amino&cidos e a acumulacao de chiquimato ndo
explicam a acgdo final do herbicida (OLIVEIRA JR., 2011).

Os herbicidas inibidores de pigmentos atuam bloqueando a biossintese de
carotenoides, resultando no acumulo de phytoeno e phytoflueno, dois precursores
sem cor do caroteno, com posterior geracdo de estresse oxidativo, que destréi as
membranas das células, levando assim as plantas & morte (KRUSE, 2001).

Benzamida, acido benzéico (DCPA), dinitroanilina, fosforamidato e piridina
sdo substanicas presentes em herbicidas como o trifluralin, pendimethalin, oryzalin
que atuam como inibidores dos microttbulos na mitose. Esses produtos interferem em
uma das fases da mitose, que corresponde a migracdo dos cromossomos da parte
equatorial para os polos das células, provocando a ruptura da sequéncia mitotica
(profase > metafase > anafase > tel6fase) ja iniciada, com efeito direto sobre a diviséo
celular, a consequéncia € o aparecimento de células multinucleadas (FERREIRA et
al., 2008).

No Brasil o nimero de casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas tem
aumentado significativamente nos ultimos anos. Em 1993 ocorreu o primeiro relato
brasileiro, reportando a resisténcia de bi6tipo de Bidens pilosa L. a herbicidas
inibidores da ALS. Os casos recentes registrados relatam a ocorréncia da resisténcia
em diversas outras espécies e, muitas vezes, a resisténcia multipla e/ou cruzada de
espécies (CHRISTOFFOLETI et al., 1994).

O rapido desenvolvimento da resisténcia nas plantas daninhas decorre de
suas caracteristicas bioecolégicas. O ciclo de vida curto, a elevada producdo de
sementes, a baixa dorméncia da semente, as varias gerac¢des reprodutivas por ano, a
extrema suscetibilidade a um determinado herbicida e a grande diversidade genética
dessas espécies contribuem no processo do surgimento de novas geracfes
resistentes aos atuais herbicidas comerciais (VIDAL; FLECK,1997; VARGAS, 1999).
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2.3 ESPECIES ESTUDADAS
2.3.1 Canjarana (Cabralea canjerana (Vell.) Mart.)

A Cabralea canjerana (Vell.) Mart. € uma espécie arbdrea, perenifolia a
semicaducifdlia, pertencente a familia Meliaceae, conhecida popularmente como
canjarana, canjerana, cedrocanjerana, caiarana, pau-de-santo, canharana e outros
(CARVALHO, 1994). O nome Cabralea, € uma homenagem a Pedro Alvares Cabral,
descobridor do Brasil, em 1500; canjerana, provém do tupi-guarani acaua (caja) e rana
(falso), € o nome da arvore dado pelos silvicolas (KLEIN, 1984). E uma espécie
comum no Brasil, ocorre desde a latitude de 1°N, na Serra dos Surucucus, no Para
até 31° 30'S em Pelotas, no Rio Grande ao Sul (PENNINGTON, 1981). O habitat desta
espécie compreende varias regides fitoecoldgicas a Floresta Ombréfila Densa
(Floresta Atantica), Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual,
Floresta Ombrofila Mista (Floresta com Araucaria) e Campos de Altitude (CARVALHO,
1994). Essa espécie também pode ser encontrada na Costa Rica, Guiana, Peru,
Bolivia, Argentina, Paraguai (BACKES; IRGANG, 2002).

No estado do Parana essa espécie é observada na regidao da floresta pluvial
tropical do norte do Estado, na floresta pluvial sub-tropical do oeste, como
componente das florestas com araucaria e com elevada abundancia na Encosta
Atlantica da Serra do Mar, porém rara na planicie litoranea e em areas do estado onde
os terrenos sao mais acidentados ou rochosos, podendo mesmo estar ausente (REITZ
et al., 1983; INOUE et al.,1984).

A canjarana é uma arvore que pode alcangar até 30 m de altura e 100-150 cm
de DAP (didmetro na altura do peito); possui tronco cilindrico e geralmente tortuoso.
As folhas sado opostas, compostas, com 30 a 90 cm de comprimento, geralmente
paripinadas, mas, as vezes, possuem um foliolo terminal vestigial (CARVALHO, 1994),
20 pares de foliolos alternos com até 15 cm de comprimento, pecidlulos de 3 mm de
comprimento, laminas oblongas, bordo inteiro, um quase reto e outro curvo e base
assimétrica (REITZ et al., 1983).

A madeira da canjarana tem valor comercial devido a grande durabilidade,
quando exposta a intempéries, e pode ser trabalhada com facilidade fornecendo um
bom acabamento (REITZ et al., 1983). E empregada na construcdo civil, na

marcenaria, na confeccao de caixas, de embalagens, na carpintaria e em obras de
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escultura (CARVALHO, 1994; LONGHI, 1995). Com qualidades préximas as do cedro
(Cedrela fissilis), porém mais firme, resistente e duravel (REITZ et al., 1983) e, ainda,
quando comparada ao cedro, é pouco afetada pela broca Hypsipyla grandella.

A casca do caule apresenta espessura de até 40 mm (CASTIGLIONI, 1975),
dividida em casca externa, de cor castanho-acinzentada a cinza-escura com fissuras
longitudinais pouco profundas formando placas ou escamas retangulares irregulares
de 2 a 5 cm de largura, e a casca interna com aparéncia esbranqui¢ada, pastosa,
resinosa, aromatica e amarga com textura um pouco fibrosa (IVANCHECHEN, 1988).
Da casca do caule extrai-se um corante vermelho que € utilizado na industria de
tinturaria, muito usada para tingimento de pelegos (CARVALHO, 1994; BACKES;
IRGANG, 2002). A casca e as raizes da canjarana possuem importantes aplicagdes
terapéuticas populares (REITZ et al., 1983) sendo medicinalmente utilizada como
purgativo, febrifugo, abortivo (BACKES; IRGANG, 2002), antidispéptico, adstringente
e emético (CARVALHO, 1994). O suco do fruto tem agéo inseticida (BACKES;
IRGANG, 2002).

2.3.2 Picao-Preto (Bidens pilosa L.)

A espécie Bidens pilosa L. é pertencente a familia Asteraceae. No Brasil a
planta € popularmente conhecida como: picao, picado-preto, carrapicho, carrapicho-de-
agulha, carrapicho-de-duas-pontas, carrapicho-picao, coambi, cuambri, erva-picéo,
fura-capa, guambu, macela-do-campo, picdo-amarelo, picdo-das-horas, picéo-do-
campo, pico-pico, piolho-de-padre, espinho-de-agulha, carrapicho-de-cavalo, aceitilla,
pirco (LORENZI; MATOS, 2008). E uma planta herbacea ereta, anual, ramificada, de
50-130 cm de altura, ramificada desde a base. Possui folhas compostas, geralmente
com dois pares de foliolos e um foliolo terminal. Os frutos sdo aquénios alongados,
de cor preta com ganchos aderentes numa das extremidades (LORENZI; MATOS,
2008; LUCCHETTI et al., 2009; SILVA et al., 2011; BARTOLOME et al., 2013).

O picao-preto se desenvolve em clima com muito sol e solo moderadamente
seco. E uma planta que se multiplica por sementes e cresce espontaneamente em
beiras de estrada, terrenos baldios e lavouras de todo o territério brasileiro, sendo
resistente as mais diferentes adversidades. Seus frutos polimorficos favorecem a
adaptacdo em ambientes variados. Tem intensa producdo de sementes, eficiente

mecanismo de dispersdao de sementes e grande longevidade das mesmas. Uma
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planta pode chegar a produzir 3000-6000 sementes e, ap0s a maturacdo, a maioria
germina em 3 a 4 dias. Os aquénios podem germinar até cinco anos apés enterrados
profundamente no solo (LORENZI, 2000; BARTOLOME et al., 2013).

Originaria, possivelmente, da Ameérica do Sul o picdo-preto espalhou-se para
o resto do mundo (SILVA et. al., 2011; BARTOLOME et al., 2013). Considerada como
praga invasora em culturas anuais e perenes, predominantemente no Centro-Sul do
Brasil. E uma invasora bastante agressiva, que além de competir com a cultura pode
servir de hospedeiro de pragas e doencas, podendo provocar perdas significativas de
produtividade nas culturas agricolas. Sua reproducéo via sementes e o crescimento
rapido torna a espécie passivel de ser encontrada durante todo o ano, mas as maiores
infestacBes ocorrem durante as estacdes mais quentes, ou seja, primavera e verao
(KISSMAN; GROTH, 1992; LORENZI, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para a realizacdo dos experimentos, as sementes de picédo-preto foram
adquiridas comercialmente da empresa Agrocosmos, Sao Paulo.

Os foliolos, peciolos, casca externa e casca interna do caule de Cabralea
canjerana (Vell.) Mart. foram coletadas de planta localizada no Campus da UFPR -
Setor Palotina. O material botanico foi devidamente depositado na colecdo botanica
do Herbéario do Campus Palotina da UFPR - Setor Palotina sob niumero de registro
1257.

3.2 ASSEPSIA DAS SEMENTES

As sementes de picao-preto foram dispostas em um béquer e submersas em
hipoclorito de sédio (1%), de forma a cobrir a quantidade de sementes. Estas foram
agitadas constantemente, e apds 5 minutos, foram lavadas em agua destilada para
eliminag&o do hipoclorito de sédio. Posterior a lavagem, as sementes foram colocadas
em sacos de papel e secas em estufa com circulacdo de ar forcado a 40°C durante
24 horas.

3.3 PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS E TRATAMENTOS

Os extratos etandlicos foram preparados utilizando foliolos, peciolos com
raqui, casca externa e casca interna do caule de canjarana no laboratério de Micologia
Aplicada e Plantas Medicinais do Departamento de Ciéncias Agrondmicas da UFPR
— Setor Palotina.

Coletadas no periodo da manh&, foram selecionadas folhas que ndo estavam
em senescéncia e nem em inicio de formacao. Separados os foliolos e peciolos foram
lavados com agua corrente. Retirado o excesso de agua, o material vegetal foi
acondicionado em envelopes de papel e submetido ao processo de secagem em
estufa com circulacéo de ar forcado, a temperatura de 40°C durante 48 horas.

Para a preparacao dos extratos etandlicos da casca externa e casca interna
do caule da canjarana, os galhos de canjarana foram serrados em porc¢des de

aproximadamente 20 cm, em seguida os tocos foram descascados, separando a
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casca externa da casca interna do caule. A assepsia do material foi realizada com
agua corrente e o processo de secagem ocorreu em estufa com circulacdo de ar
forcado, a temperatura de 40°C durante 72 horas.

Posterior ao processo de secagem, 0s quatro materiais vegetais (foliolos,
peciolos, casca externa e casca interna) foram triturados individualmente até obtencéo
de um po fino, utilizando um liquidificador.

A extracao etandlica foi obtida utilizando 50 g do material vegetal em sachés
de papel-filtro com 300 mL de etanol 99,5 GL pelo método de extracdo fechada em
sistema Soxhlet, por cerca 5 horas (4 passagens pelo sistema). Apés a extracdo a
solucéo foi evaporada com rotaevaporador até ser eliminado o etanol.

A partir do extrato bruto foram preparadas diluicdes com agua destilada nas
proporcdes de 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1% (p/v).

De acordo com normas da RAS (Regras para Analise de Sementes) no inicio
de cada ensaio todos os extratos teste e a agua destilada utilizada para o controle e
elaboracdo dos extratos foram avaliados com o auxilio de um pHmetro de bancada e
apresentaram pH entre 6,0-7,5 (MAPA, 2009).

3.4 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS PRESENTES NOS
EXTRATOS

Para determinacdo da presenca de terpenos, saponinas e flavonoides
presentes nos extratos vegetais estudados, foi realizada pela Universidade Federal
Fluminense do Rio de Janeiro a analise fitoquimica de carater qualitativo dos extratos.
O extrato etandlico de C. canjerana foi submetido a cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando como eluente hexano/acetato de etila 1:1 para andlise de terpenos e
reveladas com anisaldeido sulfurico.

Para  analise de saponinas  foi utilizado como eluente
cloroférmio/acidoacético/agua/metanol 6:3:1:1. Duas placas foram preparadas, uma
delas foi revelada com anisaldeido sulfarico, para revelacdo de nucleo terpenoidico,
pois as saponinas tém uma parte terpénica e outra glicosidica (agucar) e a outra placa
foi revelada com orcinol; um revelador de acgucares (parte glicosidica da saponina). A
placa de flavonoides aglicosilados foi revelada em NP-PEG. Foram utilizados padrdes
de quercetina (Q) e kaempferol (K).
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3.5 ENSAIO 1 - GERMINACAO DE SEMENTES DE PICAO-PRETO

Cinguenta sementes de picéo-preto foram colocadas em caixas transparentes
tipo gerbox, forradas com duas folhas de papel germitest embebidos com 2,5 vezes o
peso do papel utilizado, de acordo com normas da RAS (MAPA, 2009). Para
embebicéo, foi utilizado os extratos nas concentracfes 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1%
previamente, e agua destilada para o controle. Em cada tratamento foram realizadas
cinco repeticoes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os
experimentos foram conduzidos em estufa do tipo B.O.D, durante 15 dias, com o
fotoperiodo ajustado em 12 horas, e temperatura 30 'C/ 25C. A umidade foi mantida
através da aplicacdo diaria de &gua destilada em cada gerbox, havendo
necessecidade, somente o volume suficiente para evitar o ressecamento do papel.

As avaliacbes foram realizadas diariamente, registrando o numero de
sementes germinadas, sendo considerada uma semente germinada, aquela que
possuia protusdo da radicula de no minimo 02 mm. A partir das avalia¢des, obteve-
se as variaveis porcentagem de germinacdo (%G) e indice de velocidade de
germinacao (IVG).

Para o céalculo da porcentagem de germinacao (%G), foi dividido o nimero de
sementes total (A), ou seja, %G = (N/A) x 100 (NETO, 2010). O indice de velocidade
de germinacdo, foi calculado pelo somatério do nimero de sementes germinadas a
cada dia dividido pelo niumero de dias decorridos entre a semeadura e a germinagao
(IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3) + ... + (Gn/Nn)), sendo que G representa o
namero de sementes germinadas a cada dia e N o numero de dias decorridos para a
germinacao (MAGUIRE, 1962).

3.6 ENSAIO 2 - CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE PICAO-PRETO EM
GERMINADOR

Para o bioensaio foram utilizados os extratos de foliolos, peciolos, casca
externa e casca interna do caule na concentragao 1% (p/v) em todos os tratamentos.
Essa concentracdo foi a que apresentou os melhores resultados nos testes de

germinacdo em ambos os extratos. Como controle foi utilizado agua destilada.
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Rolos de folhas de papel germitest foram utilizados como unidade
experimental, cada um contendo cinquenta sementes de picao-preto e embebidos
com os diferentes tratamentos com um volume em quantidade de 2 a 3 vezes 0 peso
do substrato. Cada tratamento e o controle tiveram cinco repeticoes.

Os rolos foram mantidos em camaras de germinacao tipo Magelsdorf durante
10 dias com temperatura 25 'C e com fotoperiodo de 12 horas. Apds 7 dias as plantulas
foram selecionadas e medidas com o auxilio de uma régua milimetrada, o
comprimento da raiz principal e a parte aérea das plantulas formadas. Em seguida
foram colocadas em rolos de papeis germitest umedecidos com 0s extratos 1% na
prporcao de 2,5 vezes o peso do papel. Quatro dias apés a aplicacao dos extratos as

plantulas foram medidas novamente.

3.7 ENSAIO 3 - CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTAS DE PICAO-PRETO
CULTIVADAS EM SALA DE CRESCIMENTO COM APLICACAO PRE E POS
EMERGENTE DO EXTRATO ETANOLICO DO PECIOLO 1%

O ensaio foi conduzido em sala de crescimento do laboratério de Micologia e
Plantas Medicinais no campus da UFPR Setor Palotina, durante 46 dias, com
temperatura ajustada a 24-25°C, com iluminagao de 16 horas e mantidas as condi¢des
de umidade do substrato com &gua destilada durante todo ensaio. A unidade
experimental constituiu-se de vasos com capacidade de dois litros, preenchidos com
areia esterilizada (autoclavada a 120 graus por 60 minutos). A acidez da areia foi
determinada com auxilio de uma fita papel medidor de pH, o substrato apresentou pH
igual a 6,0, em conformidade as normas da RAS (MAPA, 2009). Em cada vaso foram
semeadas 100 sementes de picdo-preto. Todas as plantas que se desenvolveram até
o inicio das medicdes foram consideradas. Os vasos foram umedecidos com agua
destilada no inicio dos testes e a cada 3 dias até a conclusdo dos experimentos.

Neste ensaio, realizou-se aplicacdo do extrato de peciolos da canjarana na
concentracdo 1% em pré-emergéncia (T1), em pdés-emergéncia (T2) e em pré e pos-
emergéncia (T3). No controle houve apenas manutencdo da umidade do substrato
com &gua destilada. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com quatro repeticoes.

O volume aplicado de extrato nos tratamentos foi de 10 mL em cada vaso,

utilizando um borrifador doméstico. Esse volume foi aplicado em pré-emergéncia na
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superficie do substrato que cobria as sementes e a aplicacdo em pds-emergénciana
foi feita na superficie das plantas de picéo-preto, procurando banha-las totalmente do
extrato. A aplicacdo em pré-emergéncia (T1 e T3) foi realizada no dia seguinte apés
a semeadura da planta daninha. Com 14 dias todas as plantas nos vasos foram
medidas e a aplicacdo em pds-emergéncia (T2 e T3) foi realizada.

A variavel analisada neste ensaio foi o crescimento das plantas (altura da
planta obtidas através do comprimento em centimetros, com auxilio de régua
milimetrada, no 7°, 14° e 21° dias ap0s a data da aplicacdo dos extratos em pos-

emergéncia).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos nas variaveis analisadas foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias comparadas através do teste t a 5% para 0s ensaios
1 e 2, onde os tratamentos foram realizados em diferentes bateladas, e pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade para o ensaio 3.

No ensaio 1 foi realizado analise de regressdo para comparar o efeito das
diferentes concentracdes de cada extrato sobre os parametros analisados, os dados
foram de transformados com base na equacado: Raiz quadrada de Y + 0.5 - SQRT (Y
+0.5).

Para as analises utilizou-se o software gratuito SISVAR (versdo 5.4, ano

1999), disponibilizado pela Universidade Federal de Lavras.
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4 APRESENTAGCAO DOS RESULTADOS
4.1 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS

As analises cromatograficas (CCD) dos extratos foram realizadas para a
identificacdo de terpenos, de saponinas e de flavonoides. Observa-se na TABELA 1 a
presenca de terpenos em todos os extratos estudados e de saponinas apenas nos

peciolos e na casca interna.

TABELA 1 — ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS PREPARADOS A
PARTIR DOS FOLIOLOS, PECIOLOS, CASCA EXTERNA E CASCA INTERNA DO CAULE DE
CANJARANA

Classe de compostos Foliolos Peciolos Casca externa Casca interna
Saponinas - + - +
Flavonoides - - - -
Terpenos + + + +

presenca (+) ou auséncia (-)
FONTE: a autora (2017).

Na literatura ndo sédo encontrados dados sobre os compostos das partes
analisadas da canjarana ou sobre efeito alelopatico como herbicida. No entanto,
através do conhecimento da composicdo quimica e a entdo presenca de terpenos
pode-se inferir em possivel acdo alelopatica dessa espécie. A atividade alelopatica
por terpenos ja foi identificada em diversos estudos. Entre os monoterpenos com
atividade alelopatica se pode citar a e § pineno e 1,8-cineol produzidos pelos géneros
Salvia, Amaranthus, Eucalyptus, Artemisia e Pinus. O ascaridol € o componente
majoritario do 6leo de Chenopodium ambrosioides L., sendo um potente aleloquimico
contra o crescimento de Amaranthus hypocondriacus L. (JIMENEZ-OSORIO et al.,
1996). O &cido abscisico, um importante sesquiterpeno, atua como horménio vegetal
e também como agente alelopéatico (SAMPIETRO, 2006). Batish et al. (2002)
verificaram o efeito alelopatico da partenina, uma lactona sesquiterpénica isolada das
folhnas de Parthenium hysterophorus L., sobre Avena fatua L. e Bidens pilosa L.,
inibindo a germinagéo e o crescimento.

De acordo com Lovatto et al. (2012) sdo encontrados triterpenos nas espéecies
pertencentes a familia Meliaceae, da qual pertence a C. cajerana. Soares et al. (2006)

isolaram e identificaram nos frutos da canjarana o triterpeno cabraleadiol da série
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damarano, e o limondide deacetilfissinolideo do tipo mexicanolideo e também o
limondide metilangolensato, possivel precursor dos limonoides tipo mexicanolideos.

Os terpenos e os compostos fendlicos sdo os dois grupos de aleloquimicos
mais amplamente investigados. Alguns terpenoides sao capazes de lesionar tecidos
de plantas (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). De acordo com Schimidt (2009),
provavelmente a maioria desses compostos aleloquimicos possui a alquilacdo de
moléculas organicas como mecanismo de acdo, permitindo a inibicdo de uma
variedade de enzimas e de outras macromoléculas essenciais aos vegetais. Os
terpenos sdo caracterizados por serem metabdlitos que vem recebendo cada vez mais
atencdo em estudos, devido as suas propriedades bioldgicas, dentre elas os efeitos
alelopaticos (INDERJIT; DAKSHINI, 1994).

As saponinas, encontradas no peciolo e na casca interna do caule de
canjarana, sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclico que possuem uma
parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra parte hidrofilica
(acucares), o que determina as propriedades surfactantes das saponinas,
assemelhando-se aos detergentes. Em ambiente natural a funcdo das saponinas é
comumente ligada a defesa contra o0s atagues de patdbgenos e pestes
(HARALAMPIDIS et al., 2001). Sua acéo lipolifica facilita a complexagcdo das
saponinas com esteroides, proteinas e fosfolipideos das membranas celulares
alterando a permeabilidade das mesmas, ou causando sua destruicdo (SIMOES et al.,
2007).

Embora hajam na literatura varios registros de dados sobre o efeito alelopético
das saponinas (RICE, 1984; FERREIRA; AQUILA, 2000; KING; AMBIKA, 2002;
MARASCHIN-SILVA; AQUILA 2005; MARASCHIN-SILVA; AQUILA 2006; GUSMAN
et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013). Neste trabalho é possivel excluir o efeito destes
compostos na acao dos extratos uma vez que, de acordo com os resultados da anélise
cromatografica (CCD) foram observadas a presenca das saponinas no extrato de
casca interna do caule (TABELA 1), este apresentou efeito similar ao extrato de casca
externa do caule, no qual ndo se identificou a presencga de saponinas.

Embora os flavonoides tenham sido relatados com potencial alelopatico em
varios trabalhos (ELLIOTT; CHENG, 1987; INDERJIT; DAKSHINI, 1994; EINHELLIG,
1995; RICE-EVANS; PACKET, 1998; TOMITA- YOKOTANI et al., 2004), ndo foi

encontrada a presencga dessas substancias nos extratos através da CCD.
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4.2 ENSAIO 1 — GERMINACAO DE PICAO-PRETO

Analisando os resultados obtidos, observou-se que os extratos etandlicos de
canjarana, de todas as diferentes regibes da planta, apresentaram diferenga
estatistica entre o controle e os tratamentos na porcentagem de germinacao (%G) e
no indice de velocidade de germinacdo (IVG) apos 15 dias de avaliacdo nas
concentracfes estudadas.

Embora todas as concentragfes tenham influenciado na porcentagem de
germinacao das sementes de B. pilosa, houveram diferencas significativas entre as
concentracfes dos tratamentos (0,25%, 0,50%, 0,75% e 1%) e entre os tratamentos
(peciolos, foliolos, casca externa e casca interna) (TABELA 2). Nas concentracdes
0,25%, os extratos de foliolos, peciolos, casca externa e interna do caule
apresentaram reducdo de 14,07%, 15,46%, 17,97% e 28,21% respectivamente
(TABELA 3). Apenas o0 extrato de casca interna do caule apresentou potencial
alelopatico estatisticamente superior em relacdo aos extratos das outras partes da

planta nesta concentragéo.

TABELA 2 — VALORES MEDIOS DA PORCENTAGEM DE GERMINACAO (%G) DE SEMENTES DE
PICAO-PRETO SUBMETIDAS A EXTRATOS ETANOLICOS DE DIFERENTES PARTES DA PLANTA
CANJARANA NAS CONCENTRACOES 0,25%, 0,50%, 0,75% E 1%

EXTRATOS

Tratamentos Foliolos Peciolos Casca externa Casca interna
Controle 76,80 a 71,60 a 76,80 a 71,60 a
Extrato 0,25% 66,00 b A 60,40 b A 63,00b A 51,40b B
Extrato 0,50% 50,80 c A 48,40 c A 32,00cB 18,40cC
Extrato 0,75% 34,00d A 17,50d B 00,00dC 00,80dC
Extrato 1% 29,40d A 05,33eB 00,00d B 00,00d B
CV (%) 12,46 18,99 10,10 16,91

Letras minUsculas diferentes na coluna mostram os tratamentos que diferem pelo teste t (5%)
Letras mailsculas diferentes na linha, mostram os tratamentos que diferem pelo teste t (5%).
FONTE: a autora (2017).

Na concentracdo 0,50% o extrato que demonstrou o resultado mais
expressivo foi o0 de casca interna do caule. Nesta faixa de concentragdo € possivel
observar na Tabela 3 que a casca interna do caule reduziu a germinacdo das
sementes de picao-preto em 74,30%, seguido pelo extrato da casca externa que
também se diferiu estatisticamente em relacdo aos outros extratos, conforme indicado
na Tabela 2, uma reducgéo de 58,83% na germinagédo das sementes em relacdo a ao

controle (TABELA 3). Os resultados com menor potencial de reducdo da germinacao,
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nessa faixa de concentracdo, foram dos extratos de foliolos 33,85% e de peciolos
32,40% (TABELA 3).

TABELA 3 - VALORES INDICANDO A REDUGAO DA %G E DO IVG, EM RELAGAO AO NUMERO
DE SEMENTES GERMINADAS NO CONTROLE (100%)

%G IVG
Concentragdo  Foliolo Peciolo C. externa C.interna Foliolo Peciolo C. externa C. interna
Extrato 0,25%  14,07% 15,64% 17,97%  28,21% 71,38% 72,95% 79,40%  79,06%
Extrato 0,50% 33,85% 32,40% 58,83%  74,30% 82,78% 83,75% 91,09%  94,71%
Extrato 0,75% 5576% 7556%  100% 98,88% 89,39% 94,78%  100% 97,88%

Extrato 1% 61,71% 92,50%  100% 100% 90,11% 98,10%  100% 100%
FONTE: a autora (2017).

Houveram diferencas significativas entre os extratos na concentracao 0,75%;
0 extrato de foliolos reduziu em 55,76% a porcentagem de germinacao, o extrato de
peciolos reduziu a germinacdo em 75,56%. Para os extratos de casca interna e
externa na concentragcdo 0,75% os resultados obtidos foram estatisticamente
semelhantes (TABELA 2), a casca interna resultou em 98,88% de redugdo na
germinacao e a casca externa cessou a germinacao das sementes (TABELA 3).

Os resultados mais expressivos de reducdo da porcentagem de sementes
germinadas ocorreu na fragdo de concentracdo 1% de todos extratos. Casca externa
e casca interna cessaram a germinacao das sementes de B. pilosa e, com a mesma
significAncia estatistica, de acordo com os dados descritos na Tabela 2. O extrato de
peciolos reduziu em 92,50% a germinacdo das sementes e o extrato de foliolos
apresentou o menor resultado entre os extratos na concentracao 1%, reduziu 61,71%
a germinacao das semntes em relagéo ao controle (TABELA 3).

O Grafico 1 demonstra que houveram atrasos na germinacao das sementes
tratadas com os extratos em todas as concentracdes quando comparadas ao controle.
A queda na porcentagem de germinagdo das sementes foi mais acentuada na
concentacao 1% dos extratos, principalmente nos extratos de peciolos, casca externa
e casca interna do caule.

Embora o potencial osmético seja um aspecto considerado no comportamento
germinativo em relacdo ao atraso na velocidade de germinacao, a formulacdo das
concentracdes dos extratos foi obtida a partir de pequenas fracbes dos extraidos da
canjarana, com o intuito de evitar que o fenbmeno alelopatico fosse mascarado pelo

potencial osmaotico dos extratos.
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GRAFICO 1 - GERMINAGCAO ACUMULATIVA DE SEMENTES DE PICAO-PRETO
SUBMETIDAS AOS DIFERENTES EXTRATOS DE CANJARANA NAS CONCENTRACOES 0,25%,
0,50%, 0,75% E 1%
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FONTE: a autora (2017).

Os resultados se ajustaram a um modelo de regressédo linear para os
tratamentos. O decréscimo na porcentagem de germinagao ocorreu na propor¢ao em
que aumentavam a concentracdo dos extratos (GRAFICO 2).

Resultados similares foram observados por Corsato et al. (2010) utilizando
extrato aquoso de folhas frescas de girassol (Helianthus annus L.), em diferentes
concentracdes, sobre a germinacdo das sementes de picado-preto, verificaram que os
extratos diminuiam a porcentagem de germinacdo, chegando a cessar a germinagao
das sementes nos tratamentos com as fracdes mais concentradas dos extratos. Rigon
et al. (2014) obtiveram resultados semelhantes em sementes de B. pilosa, testando o
efeito alelopatico de extratos aquosos de folhas e caule de canola (Brassica napus L.)
em concentragbes variadas, o0 aumento na concentragdo dos extratos reduziu
potencialmente a porcentagem de germinagao das sementes.

O potencial alelopatico dos extratos alcodlicos de canjarana sobre a
germinacdo das sementes de B. pilosa foram testados em ensaios utlizando
concentracdes 0,5 e 1%. Os resultados observados nesses testes foram a inibicdo da

germinacdo das sementes nos parametros analisados, porcentagem de germinagao
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(%G) e velocidade de germinacdo (IVG), as reducdes mais significativas na
porcentagem de germinagao ocorreram nos testes com o extrato mais concentrado
(ACCO et al., 2016).

GRAFICQ 2 — VALORES MEDIOS DA PORCENTAGEM DE GERMINAGCAO DE SEMENTES DE
PICAO-PRETO SUBMETIDAS AOS DIFERENTES EXTRATOS DE CANJARANA NAS
CONCENTRACOES 0,25%, 0,50%, 0,75% E 1%
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FONTE: a autora (2017).

De acordo com Gonzales (2002) o fluxo de agua para o interior das células
pode carregar consigo algumas substancias alelopaticas, resultando em alteracdes
no processo de germinacdo das sementes, impedindo ou retardando a divisdo ou
crescimento das células, refletindo em atrasos na germinacgdo. Para Ferreira e Aquila
(2000) variacbes na germinacdo podem ser resultados de varios efeitos:
permeabilidade das membranas, transcricdo e traducao do DNA, funcionamento de
mensageiros secundarios, respiracdo por sequestro de Oz, conformacéo de enzimas
e receptores ou das combinacdes entre esses diversos fatores.

Muitas vezes, o efeito sobre a germinacdo pode ocorrer ndo sO0 na
porcentagem de germinag¢ao, mas na velocidade de germinacgéo provocando atrasos
e assim reduzindo o arranque no crescimento inicial das plantulas. Na Tabela 4 o
decréscimo na velocidade de germinacdo das sementes de picdo-preto €
representado pela reducéo no indice de velocidade de germinacéo das sementes. Os

dados se ajustaram em equacOes de regressdo lineares, que mostram que as
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concentracbes mais altas dos extratos resultaram na germinagdo mais lenta das
sementes (GRAFICO 3).

TABELA 4 - VALORES MEDIOS DA VELOCIDADE DE GERMINAGCAO (IVG) DE SEMENTES DE
PICAO-PRETO SUBMETIDAS A EXTRATOS ETANOLICOS DE DIFERENTES PARTES DA PLANTA
CANJARANA NAS CONCENTRACOES 0,25%, 0,50%, 0,75% E 1%

EXTRATOS
Tratamentos Foliolos Peciolos Casca externa Casca interna
Controle 15,27a 13,42a 15,27a 13,42a
Extrato 0,25% 4,37bA 3,63bAB 3,20bB 2,81bB
Extrato 0,50% 2,63cA 2,18cAB 1,36cBC 0,71cC
Extrato 0,75% 1,62cA 0,70dAB 0,00dB 0,27cB
Extrato 1% 1,51cA 0,20dB 0,00dB 0,00cB
CV (%) 18,78 19,8 21,58 21,84

Letras minusculas diferentes na coluna mostram os tratamentos que diferem pelo teste t (5%)
Letras mailsculas diferentes na linha, mostram os tratamentos que diferem pelo teste t (5%)
FONTE: a autora (2017)

Os atrasos na velocidade de germinacdo foram altamente significativos,
mesmo na menor concentracao dos extratos. Comparados ao controle, os extratos de
foliolos, peciolos, casca externa e casca interna do caule da canjarana na
concentracdo 0,25% foram responsaveis por atrasos na velocidade de germinacao
das sementes de picdo-preto na ordem de 71,38%, 72,95%, 79,40% e 79,06%,
repectivamente (TABELA 3). Os extratos de casca externa e interna se diferiram
estatisticamente dos extratos de folilos e peciolos, tanto na concentragéo 0,25% como
na concentracdo 0,50% como demonstra a Tabela 4.

Na concentracédo 50% a reducao na velocidade de germinacéo foi de 82,78%,
83,75%, 91,09% e 94,71% para os extratos de foliolos, peciolos, casca externa e
interna, respectivamente.

N&o houve diferencas estatistica entre os tratamentos 0,75% e 1% para cada
extrato, quando comparado nestas concentracdes. No entanto na comparacgao entre
os extratos (foliolos, peciolos, casca externa e casca interna) na mesma
concentracéo, houveram diferencas estatisticas entre os extratos das cascas do caule
de canjarana em relacdo aos extratos de foliolos e peciolos na concentragcéao 0,75%.
Os extratos de peciolos, casca externa e casca interna foram estatisticamente
semelhantes entre si na concentragcdo 1% dos tratamentos, e diferiram
significativamente do extrato de foliolos (TABELA 4).

Os tratamentos na concentragdo 0,75% dos extratos de foliolos, peciolos,

casca interna e casca externa reduziram a velocidade de germinagao das sementes
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em 89,39%, 94,78%, 97,88 e 100%, respectivamente. Os tratamentos na concetracao
1% reduziram a velocidade de germinacao das sementes de picdo-preto em 90,11%
com o extrato de foliolos, em 98,10% com o extrato de peciolos e em 100% com 0s
extratos das cascas do caule da canjarana (TABELA 3).

Resultados semelhantes foram observados por Gomes et al. (2013) ao
avaliarem o efeito de extratos de Lupinus angustifolius (L.), quanto maior a
concentracdo do extrato maior o tempo necessario para a germinacédo da semente de
picdo-preto. Resultados similares com relacdo a reducdo na velocidade de
germinacdo de B. pilosa associados ao efeito alelopatico dos extratos mais
concentrados foram descritos nos trabalhos de Corsato et al. (2010), com extrato

aguoso de folhas de girassol, e de Rigon et al. (2014), com extrato aquoso de canola.

GRAFICO 3 — VELOCIDADE DE GERMINAGAO DE SEMENTES DE PICAO-PRETO SUBMETIDAS
AOS EXTRATOS ETANOLICOS DE DIFERENTES REGIOES DA PLANTA CANJARANA NAS
CONCENTRACOES 0,25%, 0,50%, 0,75% E 1%
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FONTE: a autora (2017).

As reducbes nos parametros analisados sobre a germinacdo das sementes
do picdo-preto tratadas com os diferentes extratos da canjarana podem ter seus
efeitos relacionados a presenca de terpenos nos extratos. A interferéncia desses

compostos em processos de respiracdo, na sintese de proteinas, nas atividades



44

enzimaticas, ou causando danos nas membranas sdo explicacfes plausiveis a cerca
dos efeitos dos extratos nas sementes de picao-preto. Singh et al. (2002), estudando
o efeito de quatro monoterpenos - citronelol, citronelal, cineol e linalol na fisiologia
de Cassia occidentalis observaram o efeito fitotoxico dessa substancia sobre os
parametros de germinagéo e crescimento da planta. Monoterpenos como a-pineno e
limoneno inibiram o ciclo de nitrogénio, em ac&o conjunta, os acidos ferulico e y-

cumarico influenciam na germinacéo pela reducéo da mobilizacéo lipidica.

4.3 ENSAIO 2 - CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE PICAO-PRETO
SUBMETIDAS AOS EXTRATOS ETANOLICOS 1% DAS DIFERENTES
PARTES DA CANJARANA

Em relacdo ao crescimento inicial das plantulas de B. pilosa ndo houve
diferenca significativa entre o controle e os tratamentos na variavel altura da parte
aérea utilizando os extratos 1% de C. canjerana. O extrato de foliolos afetou o
comprimento da raiz indicando potencial efeito alelopatico (GRAFICO 4). Esse
resultado pode ter ocorrido devido o maior contato entre as raizes e 0 extrato
(aleloquimicos) presentes no substrato do que as demais estruturas das plantulas
(CHUNG et al., 2001). O sistema radicular das plantulas quando afetado compromete
0 seu desenvolvimento normal, sendo considerado um dano efetivo para o controle
das mesmas. Em geral as raizes sao mais sensiveis do que a parte aérea a presenca
de inibidores, mesmo em concentra¢cdes muito baixas (SINGH et al., 1989 MIRO et
al.,1998; BATISH et al., 2002; SILVA, 2007; SILVEIRA et al., 2012).

Varios estudos evidenciam efeitos dos compostos aleloquimicos sobre raizes
primarias (ALVES, 2004; ASHRAFI et al., 2008; CAMARGO, 2013). Esses resultados
decorrem devido a maior sensibilidade do sistema radicular das plantas a acédo de
aleloguimicos. Dentre os mecanismos de acdo desses compostos que justifica a
reducdo no comprimento radicular esta a regulacéo do crescimento, que pode ocorrer
de diversas formas, seja através da reducéo da divisdo e alongamento celular, ou da
interferéncia na sintese organica, ou por interacées com hormonios relacionados ao
crescimento e desenvolvimento da planta, ou ainda por efeitos nas atividades

enzimaticas do metabolismo vegetal (HOFFMAN et al., 2007).
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GRAFICO 4 — VALORES MEDIOS DO COMPRIMENTO DA RAIZ E DA PARTE AEREA DAS
PLANTULAS DE PICAO-PBETO NA PRESENCA DOS EXTRATOS A 1% DE DIFERENTES
REGIOES DA PLANTA CANJARANA COM 4 DIAS
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FONTE: a autora (2017)

A reducdo do comprimento das raizes do picao-preto sob o efeito do extrato
de foliolos da canjarana corrobora com os resultados encontrados por Brondani e
Simonetti (2016) que avaliaram o efeito de extratos aquosos de crambe em diferentes
concentracdes sobre a germinacdo e o desenvolvimento do picao-preto. Os autores
concluiram que o comprimento do sistema radicular foi mais afetado negativamente
com a fracdo mais concentrada do extrato.

Pina (2008), verificou a diminuicdo no comprimento de raizes de gergelim
(Sesamum indicum L.) e rabanete (Raphanus sativus L.) quando tratadas com
extratos de cagaita (Eugenia dysenterica DC.), e atribuiu a diminuicdo do comprimento
da raiz como uma resposta caracteristica dessa estrutura ao estresse gerado pelos
aleloguimicos. Sartor et al. (2015) verificaram resultados semelhantes em
experimentos com picao-preto submetidos a extratos a base de Pinus taeda, houve
reducao significativa do tamanho das radiculas, prejudicando o desenvolvimento das
plantulas.

Percebeu-se que os extratos do foliolo da canjarana exercem efeitos

inibitérios sobre o crescimento da espécie B. pilosa em estagios iniciais no
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crescimento radicular. Na etapa inicial do desenvolvimento das raizes, o efeito nocivo
€ mais intenso, e colaborando com isso, essa estrutura possui um metabolismo
elevado e alta sensibilidade a mudancas ambientais (CRUZ-ORTEGA et al., 1998;
CHUNG et al., 2001). A influéncia do extrato em relacdo ao comprimento da radicula
pode estar relacionada com a concentracdo e solubilidade de um dado aleloquimico,
originando os compostos de forma ativa. Esse efeito dificulta o processo de
restauracdo e diminui as chances da planta de voltar ao seu estado natural
(MALHEIROS; PERES, 2001).

A reducédo no comprimento radicular das plantulas indica que, para a espécie
em estudo, o extrato dos foliolos de canjarana interfere no desenvolvimento dessa
estrutura. Esse efeito foi ocasionado possivelmente pela presenca de alguma
substéancias alelopaticas capaz de inibir a divisdo celular da radicula dessa espécie.

Na literatura foram descritos em varios trabalhos que os monoterpenos
inibem a germinacdo e o crescimento radicular de diversas espécies de vegetais
(FISCHER, 1986, 1994; SANTOS; CRUZ-SILVA, 2016). Estes compostos, por
causarem a reducdo da atividade mitética e a formacao de globulos lipidicos nas
plantas, apresentam atividades fitotoxicas em diversas espécies, ao exemplo do
milho, trigo, soja, alfava e pepino (VAUGHN; SPENCER, 1993). O acumulo de aldeido
maldnico nas radiculas de pepino e cebola submetidas aos 6leos de Anacardiaceae
indicaram que o monoterpeno &-3-careno promoveram o aumento da peroxidacdo de
lipideos (MONTANARI et al., 2012). Diferentes concentracdes de 6leo de canela,
alecrim-pimenta, capim-citronela foram testadas por Alves et al. (2004) no
crescimento radicular de Lactuca sativa, as plantulas expostas as altas concentracdes
nao desenvolveram raizes. No caso do capim-citronela o componente citronelal, um
monoterpeno majoritario do 6leo essencial, € possivelmente o responsavel pela
inibicdo da germinacao e do crescimento da raiz das plantulas de alface (MATTOS,
2000). Triterpenoides de sementes de Swietenia humilis, inibiram o crescimento de
raizes de Amaranthus hypochondriacus e Echinochloa crusgalli (ANAYA et al., 1993).
Scrivanti et al. (2003), trabalhando com 6leo essencial Tagetes minuta para avaliar o
efeito dos agentes alelopaticos no crescimento de raizes de milho, verificaram alta

fitotoxicidade do Oleo devido a presenca do terpeno ocimenone.
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4.4 ENSAIO 3 — CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTAS DE PICAO-PRETO
CULTIVADAS EM SALA DE CRESCIMENTO COM APLICACAO PRE E POS
EMERGENTE DO EXTRATO DE PECIOLO DA CANJARANA 1%

Os extratos de peciolos na concentracdo 1% apresentaram um Otimo
resultado nos testes de germinacao e, ao contrario das cascas do caule, essa regiao
da planta além de ser abundante na estrutura vegetal e ndo implica na degradacéo do
mesmo para sua coleta.

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para as varidveis altura da planta
com 7, 14 e 21 dias ap0és aplicacdo do extrato de peciolos de canjarana. As aplicacées
em pré e pos e poés-emergéncia do extrato reduziram significativamente a altura da
planta nos vasos com 14 dias. Em relagdo ao controle os decréscimos na altura das
plantas foram de 16,67% para o tratamento em pré e pés-emergéncia e de 15,82% no
tratamento em pdés-emergéncia. Segundo Moreira e Siqueira (2006) alguns compostos
presentes nas plantas precisam sofrer alteracdes para tornarem-se fitotoxicos, como
por exemplo a oxidacédo e a degradacéo no ambiente edéafico. Esses compostos sdo
de natureza diversa, entretanto, carboidratos, terpenos, esteréides, gorduras,
proteinas e fenil propanoides sdo os mais ocorrentes e de maior influéncia entre solo,

planta e organismos.

TABELA 5 — VALORES MEDIOS DA ALTURA COM 7, 14 E 21 DIAS DAS PLANTAS DE PICAO-
PRETO SUBMETIDAS AO EXTRATO ETANOLICO 1% DO PECIOLO DA CANJARANA EM
DIFERENTES TRATAMENTOS

Tratamentos Altura (cm) 7 dias  Altura (cm) 14 dias Altura (cm) 21 dias
Controle 2,99 a 3,54 a 3,90 a
Extrato em pré-emergéncia 2,76 a 3,31 ab 3,72 a
Extrato em pré e pds-emergéncia 2,59 a 295b 3,47 a
Extrato em pos-emergéncia 2,69 a 298b 3,49 a

CV (%) 7,19 6,10 6,27

Letras diferentes na coluna mostram os tratamentos que diferem pelo teste de Tukey (5%)
FONTE: a autora (2017).

Ao final dos experimentos (21 dias), as plantulas de picao-preto recuperaram o
vigor em ambos os tratamentos, com resutados semelhantes ao controle.

O potencial efeito alelopatico dos metabdlitos secundario das plantas ainda
precisa ser melhor estudado para contribuir no desenvolvimento de praticas agricolas

alternativas e sustentaveis. Os resultados obtidos nesse trabalho e as informacdes
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disponiveis na literatura indicam um caminho promissor para estudos com a planta

Cabralea canjerana.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicbes em que o presente trabalho foi realizado, pode-se concluir que
a planta Cabralea canjerana (Vell.) Mart. apresenta potencial alelopéatico sobre a
germinacdo do picado-preto. Os resultados demonstram que quanto maior as
concentracbes dos extratos de canjarana, maiores os efeitos de inibicdo na
germinacdo. O extrato etandlico dos foliolos apresentaram efeito no crescimento
inicial de Bidens pilosa L., sendo o comprimento radicular afetado.

Estudos como o deste trabalho podem ser Uteis na tentativa de diminuir
problemas relacionados a agricultura, como a poluicdo ambiental ocasionada pelo uso
de herbicidas comerciais que, utilizados em altas doses e muitas vezes ineficientes,
oferecem riscos a salde humana e animal e reduzem a diversidade dos agroecossis-

temas.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O efeito alelopatico, as caracteristicas e as propriedades quimicas da
Cabralea canjerana foram pouco estudados até 0 momento, por isso, a auséncia de
metodologias padrdo e referéncias dificulta a realizacdo de experimentos e a
comparacao de resultados.

Técnicas de separacao dos constituintes dos extratos da canjarana, que deem
informacdes sobre a estrutura destes constituintes, como as técnicas de cromatografia
gasosa de alta resolucdo (HRGC), de cromatografia liquida (LC) de alta e de ultra-alta
eficiéncia (HPLC e UHPLC) sédo recomendacdes de testes que poderao ser realizados
em futuras pesquisas.

Pesquisas laboratoriais que determinem as atividades das enzimas; os
inibidores enzimaticos; os efeitos desses inibidores, com potencial herbicida, sobre a
germinacao o crescimento inicial e o crescimento de plantas adultas; o teor de lignina
de raizes, caules e folhas das plantas daninhas apés exposi¢cdo aos inibidores, por

meio de microscopia confocal, e as alteracdes morfoldgicas, através de microscopia
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eletrOnica de varredura, sédo estudos relevantes para o fomento de novas pesquisas
sobre o potencial alelopatico da espécie C. canjerana.

Outro aspecto relevante a ser verificado em trabalhos posteriores, consiste na
a avaliacdo dos resultados obtidos em laboratério aplicados em casas de vegetacao

e posteriormente no campo, utilizando metodologias especificas para estes ambientes.
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APENDICE A — CANJARANA

Cabralea canjerana Vell (Mart.) no campus da UFPR — Setor Palotina



63

APENDICE B — PARTES DA PLANTA CANJARANA UTILIZADAS NO PREPARO
DOS EXTRATOS

Foliolos, peciolos, casca externa e casca interna utilizados na elaboracdo dos

extratos



