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RESUMO

Favaretto, Adriana. Identifica¢do e avaliagdo de compostos bioativos do capim-annoni
em plantas daninhas. [112] f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade de Passo
Fundo, Passo Fundo, 2018.

Plantas alelopaticas, como o capim-annoni (Eragrostis plana), podem ser utilizadas no controle
de plantas daninhas por fornecer compostos bioativos com atividade fitotoxica. Este trabalho teve
como objetivo testar se o capim-annoni possui potencial herbicida, por meio de trés experimentos.
Experimento 1: foi testada a fitotoxicidade, isolada e conjunta, dos aleloquimicos catequina,
epicatequina e acidos cafeico, ferulico, p-cumarico e vanilico, j& identificados no capim-annoni,
sobre sementes e plantulas de alface (Lactuca sativa). Verificou-se que todos os compostos foram
fitotoxicos, principalmente, sobre plantulas. Apenas o acido vanilico foi fitotoxico sobre a
germinagdo de sementes. Catequina e epicatequina ndo agiram conjuntamente, o acido cafeico
potencializou a atividade do acido p-cumarico ¢ os acidos cafeico e fertilico foram antagénicos.
Experimento 2: o fracionamento de extratos etanolicos de folhas de capim-annoni resultou nas
fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e hidroetanolica, que posteriormente
foram utilizadas para realizacdo de bioensaios de germinagdo e crescimento inicial com buva
(Conyza canadensis), capim-amargoso (Digitaria insularis), picdo-preto (Bidens pilosa) e a
bioindicadora alface. A fitotoxicidade das fragdes foi observada tanto sobre a germinacdo quanto
sobre o crescimento inicial das plantas receptoras. As fragcdes hexano e diclorometano foram as
mais fitotoxicas e a alface e o capim-amargoso foram as plantas receptoras mais sensiveis.
Experimento 3: o fracionamento bioguiado permitiu o isolamento e identificagdo de trés
diterpenos inéditos em raizes de capim-annoni. Esses compostos inibiram o crescimento da
lentilha d’agua (Lemna paucicostata), com valores de ICso de 109, 200 ¢ 59 uM, respectivamente.
O acido a-linolénico foi identificado em folhas de capim-annoni e causou necrose em lentilha
d’4gua na concentra¢do de 10 uM. Os resultados indicam que os aleloquimicos do capim-annoni
agem tanto de forma conjunta quanto de forma isolada. Eles estdo presentes nas fragoes hexano,
diclorometano, acetato de etila, butanol e hidroetandlica. Os compostos isolados, pela primeira
vez, no capim-annoni devem ser testados quanto ao potencial herbicida.

Palavras-chave: 1. Compostos bioativos. 2. Diterpenos. 3. Fitotoxicidade. 4. Fracionamento
bioguiado. 5. Plantas daninhas.



ABSTRACT

Favaretto, Adriana. Identification and evaluation of bioactive compounds of tough
lovegrass on weeds. [112] f. Thesis (PhD in Agronomy) — University of Passo Fundo,
Passo Fundo, 2018.

Allelopathic plants, such as tough lovegrass (Eragrostis plana), can be used to control weeds by
supplying bioactive compounds with phytotoxic activity. This work aimed to test if the tough
lovegrass has herbicide potential, by means of three experiments. Experiment 1: the separated and
joint phytotoxicity of the catechin, epicatechin and the caffeic, ferulic, p-coumaric and vanillic
acids, identified in the tough lovegrass, were tested on lettuce (Lactuca sativa) seeds and
seedlings. All compounds were phytotoxic, especially on seedlings. Only vanillic acid was
phytotoxic on seed germination. Catechin and epicatechin did not act together, caffeic acid
potentialized p-coumaric acid activity and caffeic and ferulic acids were antagonistic. Experiment
2: the fractionation of ethanolic extracts from tough lovegrass leaves resulted in the hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, butanol and hydroethanolic fractions, which were later used to
perform germination and initial growth bioassays with horseweed (Conyza canadensis), sourgrass
(Digitaria insularis), hairy beggarticks (Bidens pilosa) and lettuce. The phytotoxicity of the
fractions was observed both on germination and on initial growth of the tested plants. The hexane
and dichloromethane fractions were the most phytotoxic and lettuce and sourgrass were the most
susceptible plants. Experiment 3: bioguided fractionation allowed the isolation and identification
of three diterpenes previously unknown in tough lovegrass roots. These compounds inhibited the
growth of duckweed (Lemna paucicostata), with ICsy values of 109, 200 and 59 uM, respectively.
The a-linolenic acid was identified in leaves of tough lovegrass and caused necrosis in duckweed
at 10 uM. The results indicate that the allelochemicals from tough lovegrass act both jointly and
in separate. They are present in the hexane, dichloromethane, ethyl acetate, butanol and
hydroethanolic fractions. Compounds isolated for the first time in tough lovegrass should be
tested for herbicide potential.

Key words: 1. Bioactive compounds. 2. Bioguided fractionation. 3. Diterpenes. 4. Phytotoxicity.
5. Weeds.
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1 INTRODUCAO

O capim-annoni (Eragrostis plana Nees) ¢ uma graminea de origem africana, que,
ap6s ser introduzida acidentalmente no Rio Grande do Sul, foi disseminada
propositalmente por se acreditar ser uma excelente op¢do forrageira, uma vez que
sobrevivia a condigdes ambientais adversas. No entanto, pela baixa palatabilidade, a
espécie passou a ser rejeitada pelos animais e as mesmas caracteristicas que a elegeram
como uma planta forrageira “milagrosa” sao as que lhe conferem o elevado poder de
invasdao em novos habitats, de forma descontrolada. Aproximadamente setenta anos apos
a sua introducgdo no Rio Grande do Sul, que foi na década de 50, o capim-annoni ocupa
extensas areas territoriais no Brasil, Argentina e Uruguai e ¢ a principal invasora das

pastagens naturais do Bioma Pampa.

Os danos causados por essa espécie vao além da area fisica de invasdo. O capim-
annoni possui reconhecida vantagem competitiva em relacdo as espécies nativas,
causando prejuizos a diversidade local, desequilibrios no ecossistema e,
consequentemente, danos ambientais irreparaveis. Economicamente, essa graminea ¢

responsavel por perdas de ordem miliondria na pecuaria da Regido Sul do Brasil.

Dada a problematica decorrente da invasao do capim-annoni, varias atividades de
pesquisa tem sido implementadas na busca por estratégias de manejo e controle dessa
espécie, enquanto outras procuram compreender os mecanismos que possibilitam o
processo de invasdo. A partir dos primeiros relatos sobre o impacto negativo do capim-
annoni na biodiversidade floristica dos campos nativos, foi verificado que a alelopatia
seria um dos fatores responsaveis pela agressividade do capim-annoni frente as outras
espécies. A partir disso, os estudos avancaram e alguns aleloquimicos foram identificados

e quantificados nessa graminea.



Plantas alelopaticas despertam atencdo da comunidade cientifica, ndo apenas na
busca de explicacdes ecoldgicas e no entendimento de inter-relagdes entre plantas, mas
como uma ferramenta alternativa e sustentavel no manejo de plantas daninhas. Talvez,
uma das mais promissoras aplicagdes da alelopatia nessa area seja a selecdo de

aleloquimicos com atividade herbicida.

A pressao de selegdao causada pelo uso intensivo de herbicidas na agricultura
moderna resulta no aparecimento de plantas daninhas resistentes. Além do mais, os
herbicidas utilizados erroneamente e de forma descontrolada ocasionam danos
ambientais. Os aleloquimicos, por serem oriundos de produtos naturais, possuem
estruturas quimicas mais simples e degradacao mais rapida. Além de serem fitototoéxicos
sobre um grande nimero de alvos celulares e moleculares, esses compostos podem suprir
a caréncia de novos mecanismos de acdo demandados pela industria agroquimica. Os
aleloquimicos com atividade herbicida podem tanto servir como fonte de moléculas

naturais, quanto de estruturas-base para a sintese quimica de novos compostos.

Partindo do pressuposto que o capim-annoni ¢ alelopatico e possui diversidade de
aleloquimicos em suas folhas e raizes, julgou-se importante descobrir se essa graminea
tem atividade herbicida. A hipotese ¢ a de que os aleloquimicos e/ou fragdes presentes

em capim-annoni tem atividade fitotoxica sobre sementes e plantulas de plantas daninhas.

Com base nisso, esta tese foi desenvolvida com o objetivo de verificar se o capim-
annoni tem potencial herbicida. Especificamente, objetivou-se: 1) avaliar se
aleloquimicos do capim-annoni tem acao isolada ou conjunta sobre sementes e plantulas
de alface (Lactuca sativa); 2) avaliar se fragoes de folhas de capim-annoni sdo fitotoxicas
para as plantas daninhas capim-amargoso (Digitaria insularis), buva (Conyza
canadenses) e picado-preto (Bidens pilosa), além da bioindicadora alface e; 3) isolar e
identificar os compostos fitotoxicos do capim-annoni por meio de bioensaio direcionado

ao isolamento de compostos bioativos.

Este documento estd organizado, além desta Introducdo, da seguinte maneira:

Aborda-se, em breve revisdo da literatura, os principais aspectos tedricos e conceituais
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acerca do capim-annoni, da alelopatia e sua aplicabilidade na area de plantas daninhas, e
das técnicas utilizadas na identificacdo de compostos bioativos. Em seguida, apresenta-
se, em trés capitulos, as atividades de pesquisa realizadas para responder a questao central
desta tese. O Capitulo I apresenta avalia¢do da acdo isolada ou conjunta de aleloquimicos
identificados no capim-annoni sobre sementes e plantulas de alface, por meio de
avaliagdes sobre a germinagdo e o crescimento inicial. O Capitulo II investiga o efeito
fitotoxico de fragdes de folhas de capim-annoni sobre a germinagao e crescimento inicial
de capim-amargoso, buva, picao-preto e alface. Por fim, o Capitulo III trata do isolamento
e identificagdo dos compostos fitotoxicos do capim-annoni, por meio de ensaios
bioguiados, usando de técnicas cromatograficas e ensaios biologicos. Para encerramento
do trabalho, os capitulos sdo discutidos conjuntamente nas Consideragdes Finais € o

trabalho é encerrado com uma Conclusido Geral.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1  Capim-annoni (Eragrostis plana Nees)

O capim-annoni é uma espécie perene, estival e cespitosa, originaria da Africa do
Sul, e ¢é considerada a principal invasora das pastagens naturais da Regido Sul do Brasil
(MEDEIROS; FOCHT, 2007). Sua introdugao data do final da década de 50, quando foi
introduzida no Rio Grande do Sul como impureza em lotes de sementes de capim-de-
rhodes (Chloris gayana Kunth) e capim-chordo [Eragrostis curvula (Schrader) Nees]
(REIS, 1993). Por acreditar que a planta seria uma forrageira excelente e revolucionaria,
devido ao seu porte vigoroso e boa produgdo de massa verde e sementes, o Grupo Rural
Annoni, de Sarandi-RS, passou a produzir e comercializar suas sementes (REIS;
COELHO, 2000). Isso motivou pecuaristas a semed-la em seus campos, contribuindo com

a difusdo da espécie (MEDEIROS; FOCHT, 2007).

Alguns anos mais tarde, percebeu-se que a espécie era muito fibrosa, ndo sendo
considerada um bom alimento para o gado (REIS, 1993). No entanto, uma vez
introduzido, o capim-annoni se dispersou pelo Rio Grande do Sul, fazendo-se presente
em vastas extensoes territoriais. A espécie se estabelece, preferencialmente, em campos
degradados por pastejo, pisoteio excessivo ou cultivo intenso do solo e em margens de
estradas (MEDEIROS; FOCHT, 2007). Uma vez estabelecida, ela responde pela drastica
reducgdo na frequéncia e riqueza de muitas espécies nativas e pela queda da produtividade
e impactos econdmicos na pecuaria (REIS, 1993), com prejuizos a riqueza biologica do

solo (MEDEIROS; FOCHT, 2007).

Além do Rio Grande do Sul, ha relatos de que o capim-annoni também ocorre,
mas em menor extensdo, em Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul, Bahia, Tocantins, Para, Distrito Federal (MEDEIROS; FOCHT, 2007).



Ele estd presente na Asia, India, América do Sul e Estados Unidos (BOECHAT;
LONGHI-WAGNER, 2000; USDA, 2009).

De acordo com um modelo bioclimético para predizer a expansdo do capim-
annoni, existem varios habitats considerados de alta aptidao para invasdo dessa graminea,
como algumas regides da Argentina e Uruguai, bem como do Sudeste, Nordeste e Norte
do Brasil (BARBOSA et al., 2013). Além desses locais, estudos mostram que muitas areas
do Bioma Pampa, ainda nao invadidas, tém condi¢des adequadas para o estabelecimento

do capim-annoni em curto prazo (GONZALEZ, 2017; CICCONET, 2017).

O capim-annoni possui inimeros tragos de planta invasora, que o conferem uma
vantagem competitiva sobre espécies locais, como: alta persisténcia a cortes, resisténcia
a pisoteio e geadas, elevada capacidade de rebrota, baixa aceitabilidade pelos animais
(REIS, 1993), valor nutritivo aquém do desejavel para ruminantes (NASCIMENTO;
HALL, 1978), grande producdo de sementes e auséncia de inimigos naturais (REIS,
1993). Além disso, o efeito alelopatico da espécie ¢ um dos fatores decisivos para o

sucesso da invasao (MEDEIROS; FOCHT, 2007).

O capim-annoni ¢ autotdxico, ou seja, produz e libera compostos quimicos capazes
de inibir a germinagdo de suas sementes e o crescimento de suas plantulas
(FAVARETTO; SCHEFFER-BASSO; PEREZ, 2017). A respeito de sua
heterotoxicidade, varios trabalhos ja foram conduzidos até o momento. Coelho (1986) foi
pioneiro nesse assunto, constatando que o extrato da parte aérea do capim-annoni ¢
alelopatico sobre a germinagdo ¢ crescimento de trevo-branco (Trifolium repens L.) e
azevém (Lolium multiflorum Lam.). A partir de entdo, outros trabalhos continuaram na
mesma linha de estudo, relatando o efeito alelopatico do capim-annoni sobre grama-
forquilha (Paspalum notatum Fluggé), capim-kazungula (Setaria sphacelata Schumach),
macega-do-banhado (Paspalum regnellii Mez.) (FERREIRA; MEDEIROS; SOARES,
2008), leiteira (Euphorbia heterophylla L.), buva (Conyza spp.) e feijao (Phaseolus
vulgaris L.) (REIK, 2016). Extratos aquosos de folhas de capim-annoni sdo alelopaticos,

ainda, para milho (Zea mays L.), aveia-branca (Avena sativa L.), trevo-vermelho
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(Trifolium pratense L.), azevém e cornichao (Lotus corniculatus L.) (FIORENZA et al.,
2016).

Além das folhas, as raizes de capim-annoni sdo alelopaticas para leiteira e corda-
de-viola [Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell] (SILVA, 2014). Ao comparar o
efeito alelopatico de extratos aquosos brutos de folhas e raizes de capim-annoni sobre
trevo-branco, Favaretto et al. (2011) observaram maior potencial alelopatico dos extratos
de folha, sugerindo distinta composi¢do quimica e/ou concentracao de aleloquimicos

nesses Orgaos.

Por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, Favaretto et al. (2015)
constataram que extratos aquosos de folhas e raizes de capim-annoni nao diferem quanto
a quantidade de cumarina, mas catequina e epicatequina foram observadas apenas nas
folhas. Observaram, ainda, que no extrato de folhas havia maior concentracdo dos acidos
cafeico, p-cumario e vanilico, ao passo que no extrato de raiz o teor de acido ferulico
superou o constatado no extrato de folhas. A quantidade desses compostos nas folhas de
capim-annoni varia de acordo com a adubacdo nitrogenada e o estddio fenologico das
plantas, com maiores concentragdes dos acidos cafeico, ferulico, vanilico e p-cumarico

em plantas florescidas e adubadas com 0 ou 200 kg de N/ha (CECCHIN et al., 2017).

Além dos compostos citados, Fiorenza et al. (2016) identificaram em extratos
metanolicos elaborados com folhas de capim-annoni, quantidades varidveis de acido
galico, acido elagico, acido clorogénico, rutina e quercetina. No 6leo essencial do capim-
annoni, Klein e Souza (2012) identificaram os seguintes compostos: 1-hidroxi-propan-2-
ona,2-metoxi-1-(2 itroetenil)-3-(fenilmetoxi)-benzeno,isobutilmetil-cetona-benziloxima,
tetracloroetileno, 2-metil-octa-4,6-diin-3-ona, hepta-3,5-diin-2-ona, clorobenzeno, 2,6-
di-terc-butil hidroxi-4-metil-benzeno, 1,6,7,8-tetrahidro-1,6-dimetil-4-oxo0-4H-pirido,

[1,2-a] pirimidina-3-carboxamida, 2,4-bis-(terc-butil)-6-metil-fenol, carbohidrazida.

A identificacdo de inumeros aleloquimicos no capim-annoni, pertencentes a

distintos grupos quimicos, reitera a importancia de prosseguir estudando a alelopatia da
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espécie, que, além de interferir nas relacdes ecoldgicas, pode ser util em

agroecossistemas.

2.2  Alelopatia

O termo “alelopatia” (do grego allelon= mutuo, pathos= sofrer) foi definido por
Rice (1984, p. 17) como qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou benéfico, que uma
planta (incluindo microrganismos) exerce sobre outra pela produ¢ao de compostos

quimicos liberados no ambiente.

Os metabolitos secundarios responsaveis pelo efeito alelopatico sdo chamados de
aleloquimicos e tem basicamente quatro precursores: acetil coenzima A, acido
chiquimico, acido mevaldnico e deoxixilulose fosfato (RAZAVI, 2011). Baseado nesses
precursores sdo descritas como classes de aleloquimicos: acidos organicos soliveis em
agua, lactonas insaturadas simples, acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos,
naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas, fendis simples, dcido benzdico e
derivados, acido cinamico e derivados, cumarinas, flavonoides, taninos condensados ¢
hidrolisaveis, terpenoides e esteroides, aminoacidos e polipeptideos, alcaloides e
cianoidrinas, sulfetos e glicosideos, purinas e nucleosideos (RICE, 1984, p. 276). Dentre
essas, os aleloquimicos podem ser agrupados em trés principais classes quimicas:
terpenoides, compostos nitrogenados ¢ compostos fenodlicos (DE ALBUQUERQUE et
al., 2010).

Os aleloquimicos podem ser produzidos nas folhas, caules, raizes e sementes
(PARVEZ et al., 2003; WESTON; DUKE, 2003), com quantidades variaveis de um 6rgao
para outro (HONG et al., 2004). As plantas que produzem aleloquimicos s3o chamadas
de “doadoras”, enquanto as plantas para as quais os aleloquimicos sio direcionados sio
chamadas de “alvo” ou “receptoras” (SOLTYS et al., 2013). Os compostos provenientes
da planta doadora sdo liberados no ambiente por volatilizacdo, lixiviacao, exsudagao
radicial e decomposicao de tecidos (INDERJIT; DAKSHINI, 1995). A toxicidade desses

compostos pode variar em funcdo da concentracdo, idade e estadio fenoldgico da planta,
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clima, estagdo do ano e componentes quimicos, fisicos e microbioldgicos do solo

(INDERJIT; WEINER, 2001; GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005).

Independente do mecanismo de liberacdo dos aleloquimicos, as plantas
alelopaticas podem agir por duas formas: a) heterotoxicidade: quando os aleloquimicos
liberados de uma planta interferem sobre a germinacao e o crescimento de outra espécie
e; b) autotoxicidade: quando ha a producgdo de aleloquimicos que inibem a germinagdo e

o crescimento de plantas da mesma espécie (WHITTAKER; FEENY, 1971).

Um passo basico para entender as propriedades alelopaticas de um composto ¢
avaliar sua propriedade fitotoxica (BRAVO et al., 2013). A principal diferenca entre
alelopatia e fitotoxicidade consiste no modo de extracdo dos compostos. Nos estudos de
alelopatia preconiza-se a extracdo aquosa do aleloquimico por processos que imitam
fenomenos naturais, como chuva e lixiviacdo, mas em trabalhos de fitotoxicidade a
extragdo ¢ conduzida com solventes organicos ou por meio de processos fisico-quimicos

(REIGOSA et al., 2013).

Uma demonstracao de sucesso de interacdo alelopatica tem trés componentes: (1)
ecologico: demonstragdo que isso existe na natureza; (2) quimico: isolamento,
identificacdo e caracterizacdo de aleloquimicos envolvidos; e (3) fisioldgico:
identificacdo de mecanismos de interferéncia em nivel bioquimico, fisiologico, celular e
molecular (INDERJIT; WESTON, 2000). Independente da forma de atuagdo, deve-se
considerar que os aleloquimicos podem agir isoladamente, sinergicamente ou

antagonicamente com outras substancias (GUSMAN; VIEIRA; VESTENA, 2012).

Depois de alcancarem as plantas receptoras, os aleloquimicos podem afetar
indiretamente muitos processos fisioldgicos e as respostas fenotipicas a um composto
especifico podem ser o resultado de um efeito secundario, mais do que um mecanismo
primario de sua acao (DAY AN; ROMAGNI; DUKE, 2000). De acordo com Rizvi e Rizvi
(1992), os aleloquimicos podem afetar estruturas citologicas e ultra-estruturais,
hormonios, permeabilidade das membranas, absor¢do de minerais, movimento dos

estomatos, sintese de pigmentos e fotossintese, respiracdo, sintese de proteinas, atividade
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enzimatica, relacdes hidricas e material genético da planta. Considerando os inimeros
locais de acdo dos aleloquimicos, destaca-se a possibilidade de sua utilizagdo no manejo

de plantas daninhas, principalmente como fonte de novos produtos quimicos.

2.2.1 Aplicabilidade da alelopatia no manejo de plantas daninhas

Desde sua introdugao nos anos 60, a area do controle quimico das plantas daninhas
tornou-se um campo de pesquisa dinamico, requerendo constante inovagdo. A
necessidade de compostos com amplo espectro de controle e adequado comportamento
ambiental forcou os programas de quimica sintética a gerar inumeros compostos,
culminando em uma grande quantidade de moléculas biologicamente ativas que afetam
relativamente poucos locais alvo (DUKE; ROMAGNI; DAYAN, 2000). De fato,
aproximadamente 270 herbicidas disponiveis no mercado tém somente 17 modos de agao,
com quase metade deles agindo em trés locais: fotossistema II (FSII), enzima acetolactato

sintase (ALS) e inibidor de protox (MACIAS et al., 2007).

Além disso, com o advento da engenharia genética, passou-se a usar herbicidas
nao seletivos em culturas que tem sido geneticamente alteradas para tornar-se resistentes.
Esse fator, juntamente com praticas agricolas inadequadas acabaram levando 4 mudangas
nas populagdes de plantas daninhas, ocasionando espécies naturalmente resistentes
(DUKE; ROMAGNI; DAYAN, 2000). Com o aumento no numero de casos de
resisténcia, hd necessidade de desenvolver novas classes quimicas de herbicidas e, em
particular, compostos com novos modos de agdo e alvos moleculares (DAY AN; OWENS;
DUKE, 2012). Essa demanda torna-se proeminente quando se considera o fato de que ha
mais de vinte anos foi langado o tltimo herbicida com um novo mecanismo de acdo, que
foi a inibi¢do da enzima p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD) (DUKE; DAYAN,
2013; DAYAN; DUKE, 2014).

Nesse sentido, a alelopatia pode auxiliar na descoberta de herbicidas (MACIAS et
al., 2008), seja na forma de compostos isolados ou como fonte de estruturas-base, a partir
das quais modificagdes sintéticas podem originar novos produtos (DUKE; DAYAN,
2013).
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2.3 Aleloguimicos com atividade herbicida

Embora a pesquisa na 4rea da alelopatia visando a busca por herbicidas ainda seja
um processo recente, existem alguns exemplos de compostos naturais com potencial de
utilizagdo para o controle de plantas daninhas. O caso mais bem sucedido de
desenvolvimento de um herbicida a partir de um aleloquimico ¢ o do leptospermone,
originario da inflorescéncia de escova-de-garrafa (Callistemon citrinus Curtis) (DUKE;
ROMAGNI; DAYAN, 2000). Esse composto causa o branqueamento dos tecidos das
plantas a partir da disrup¢do na biossintese de carotenoides e perda da clorofila, atuando
sobre a enzima HPPD (DAYAN; OWENS; DUKE, 2012). A estrutura desse aleloquimico
foi usada como base para o desenvolvimento do seu analogo sintético, a mesotriona, que
¢ o ingrediente ativo do Callisto®, herbicida sist€émico, seletivo e pos-emergente, que
pode controlar plantas daninhas resistentes a atrazina (SOLTYS et al., 2013). Tendo como
base o leptospermone, as tricetonas sdo a Unica classe de herbicida comercial com local
de acdo que foi descoberto por intermédio de pesquisas com fitoquimicos (DUKE;

DAYAN, 2013).

Os aleloquimicos 2-benzoxazolinona (BOA) e 6-metoxi-2,3-benzoxazolinona
(MBOA), pertencentes a classe dos terpenoides benzoxazolinonas (MACIAS et al.,
2007), sao exsudados em sua forma glicosilada, principalmente, pelas raizes de varias
gramineas (DAYAN; CANTRELL; DUKE, 2009). O modo de acgdo ainda ¢
desconhecido, mas acredita-se que eles interferem no transporte de elétrons e na atividade
da ATPase. Mesmo que esses compostos ja tenham sido patenteados como herbicidas, até
2012 nenhum produto foi comercializado para essa finalidade (DAYAN; OWENS;
DUKE, 2012).

O herbicida cinmetilina ¢ analogo aos monoterpenos volateis 1,4 ¢ 1,8-cineol,
presente em Oleos essenciais de diversas espécies (Laurus nobilis L., Salvia spp.,
Eucalyptus spp., Xanthoxylum rhetsa DC e Artemisia spp.), ¢ atua como inibidor da
asparagina sintetase, em monocotiledoneas (ROMAGNI; DUKE; DAYAN, 2000). Esse
composto é comercializado na Europa e Asia (DUKE; ROMAGNI; DAYAN, 2000).
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Ja, o sorgoleone ¢ uma benzoquinona lipidica exsudada de raizes do sorgo
(Sorghum bicolor L.) e possui potencial herbicida, pois reduz o crescimento de plantas
daninhas pela acdo sobre o fotossistema II (PSII) (HEJL; KOSTER, 2004) e inibe a
enzima H'-ATPase nas raizes. O composto afeta a absor¢do de ions e o balango hidrico
da planta, reduzindo a absor¢do de agua (SOLTYS et al., 2013), similar a a¢do das
triazinas (GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005).

Por sua vez, a sarmentina foi isolada em extrato de frutos da pimenteira-longa
(Piper longum L.) e patenteada como um herbicida, mas ainda ndo é comercializada. Sua
fitotoxicidade se assemelha aos acidos graxos de cadeia curta, o que o caracteriza como
herbicida de amplo espectro, de contato, utilizado para dessecagdo (HUANG;
ASOLKAR, 2011). Ele rompe a cuticula da planta, o que leva a danos na membrana
celular, seguida pela rapida dessecacdao e morte dos tecidos (DAYAN; OWENS; DUKE,
2012).

Alguns dos compostos mais fitotoxicos derivados das plantas s3o os
sesquiterpenos e as diterpeno-lactonas, tais como a artemisinina, extraida dos tricomas
glandulares de folhas e flores da Artemisia annua (L.) (NGUYEN; ARSENAULT;
WEATHERS, 2011) e o chaparrinone (DAYAN et al., 1999). No entanto, em sua forma
natural, esses compostos ndo tém as caracteristicas fisico-quimicas necessarias que se
prestem ao uso de herbicidas comerciais. Eles sdo caros, muito reativos e mal absorvidos

pelas plantas (GALINDO et al., 1999).

Uma das principais vantagens que os aleloquimicos podem oferecer a industria
agroquimica ¢ a descoberta de novos mecanismos de agdo (DAYAN; DUKE, 2014).
Além disso, ressalta-se a diversidade de moléculas de organismos vivos, que fornece
novas estruturas improvaveis de serem produzidas por sintese tradicional (DUKE;
ROMAGNI; DAYAN, 2000). A maioria dos compostos ativos naturais sao moléculas
nao-halogenadas e soliveis em agua, o que facilita sua aplicagdo sem adicao de
surfactantes. Eles possuem mais moléculas ricas em oxigénio e nitrogénio, com

relativamente poucos atomos pesados. Essas propriedades diminuem a meia-vida quimica
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no ambiente, prevenindo a acumulagdo do composto no solo e a eventual influéncia em

organismos nao alvo (SOLTYS et al., 2013).

Por outro lado, a complexidade das estruturas desse tipo de compostos torna-os
mais reativos e instaveis. Portanto, a degradagao rapida de um dos grupos quimicos pode
diminuir significativamente a bioatividade dos compostos, como um todo (SOLTYS et
al., 2013). Essa mesma complexidade estrutural, uma vez modificada, pode ocasionar
perdas nas propriedades fisico-quimicas requeridas para suficiente absor¢ao, translocacao
e/ou estabilidade ambiental (DUKE, 2011), o que dificulta a produgdo econdmica desses
compostos. Aleloquimicos sdo caracterizados por multiplos locais de agdo em plantas,
sem alta especificidade, ao contrario do que ¢ observado em herbicidas sintéticos. Essa
caracteristica exclui a aplicagao de um composto alelopatico como um herbicida seletivo

(BELZ; HURLE; DUKE, 2005).

Apesar das limitagdes e dificuldades encontradas na pesquisa por aleloquimicos
com atividade herbicida, h4d um crescente interesse nesse tipo de estudo, seja por parte de
pesquisadores ou da industria agroquimica. O aprimoramento de bioensaios € 0 avango
na utilizagao de técnicas cromatograficas facilita o processo de isolamento e obtencao de

compostos bioativos.

2.4 Fracionamento bioguiado e técnicas cromatogréaficas na descoberta de
compostos bioativos

Para que um composto natural com atividade herbicida seja identificado, varias
etapas sdo requeridas. A primeira delas consiste em selecionar a fonte bioldgica de
compostos, € nesse caso, destacam-se as plantas alelopaticas, por possuirem algum tipo
de efeito comprovado. Depois da selegao da fonte bioldgica, tradicionalmente, se utiliza
o método de bioensaios dirigidos ao isolamento (DUKE; ROMAGNI; DAY AN, 2000).
Para tanto, sdo preparados extratos brutos provenientes do material vegetal. Entdo, os
extratos mais ativos sdo selecionados e particionados por meio de técnicas
cromatograficas, visando a semipurifica¢ao das substancias a partir de sua polaridade. No

sentido de localizar os principios ativos, todos os extratos semipuros devem ser
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submetidos aos bioensaios novamente (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998) e a fragao
mais ativa ¢ refracionada até a purificacdo e identificagdo dos compostos responsaveis
pela atividade detectada (MACIAS et al., 2001). Esses produtos sdo estruturalmente
caracterizados e submetidos a bioensaios no estado puro, para determinar seu efeito

fitotoxico (MACIAS et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1 - Estratégia alelopatica na busca por novos aleloquimicos com atividade
herbicida
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Fonte: Macias et al. (2001).

A purificacdo e identificagdo de substancias ativas (aleloquimicos) ¢ considerada
um passo essencial em estudos de alelopatia (BLAIR et al., 2009). Porém, a exemplo do
que acontece no Brasil, poucos trabalhos que sdao designados a avaliagao do potencial
alelopatico de plantas, identificaram as moléculas ativas responsaveis por tais efeitos
(REIGOSA et al., 2013). Essa falta de informacao quimica nos trabalhos se deve ao fato
de que os compostos geralmente ocorrem em misturas metabolicas complexas e em
quantidades muito pequenas, criando assim um problema no processo de analise. Alem
disso, as ferramentas para identificar essas misturas foram disponibilizadas

comercialmente somente a partir de 1975 (HAIG, 2001). No entanto, as novas tecnologias
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permitem aumentar significativamente a velocidade da descoberta e avaliagdo da
atividade biologica dos produtos naturais (DUKE; ROMAGNI; DAYAN, 2000).
Meétodos de separagdo quimica combinados com técnicas espectroscopicas sao Uteis no
isolamento, quantificagcdo e identificagdo de novas moléculas com potencial atividade

alelopatica e/ou herbicida (DE ALBUQUERQUE et al., 2011).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ umas das técnicas de
separa¢do cromatografica mais difundidas em anélises qualitativas e quantitativas. E uma
técnica comum e bem estabelecida, capaz de separar misturas complexas, de baixo e alto
peso molecular, bem como diferentes polaridades e propriedades acido-basicas (NUNEZ
et al., 2012). Apesar da versatilidade, alta resolucao e boa detectabilidade, ela ndo ¢ a
técnica de quantificagdo mais apropriada para todos os tipos de compostos e nao resolve
sozinha todos os problemas relacionados ao aumento do nimero de analitos em matrizes

muito complexas (NUNEZ et al., 2012), como sdo os extratos vegetais.

Para solucionar esse problema, os avangos na tecnologia de instrumentacao
analitica possibilitaram o acoplamento de métodos de separagdo e de deteccdo. Como
alternativa surgiram as técnicas hifenadas, que acoplam duas ou mais técnicas analiticas
com objetivo de obter ferramentas mais eficientes e rapidas em relacdo as técnicas

convencionais.

As técnicas analiticas quimicas mais empregadas na analise de produtos vegetais
sdo a cromatografia e a espectrometria (RODRIGUES et al., 2006). A espectrometria de
massas ¢ baseada na producao de ions, que sdo subsequentemente separados ou filtrados
de acordo com sua relagdo massa-carga (m/z) e detectados. Excelente seletividade pode
ser obtida, o que ¢ de extrema importancia na analise quantitativa de tragos (NIESSEN,

2003).

Ja, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) ¢ uma
técnica hifenada que combina o poder de resolugdo da cromatografia com a especificidade
de deteccdo de espectrometria de massas. Ela permite a identificagdo de compostos

desconhecidos e a quantificagdo de compostos conhecidos e tem claras vantagens sobre

Adriana Favaretto 26



processos convencionais de elucidagdo estrutural, os quais sao trabalhosos, consomem
tempo e requerem grandes quantidades de amostras para andlise (DUKE; ROMAGNI;
DAYAN, 2000). Essa técnica tem a habilidade de separar compostos labeis, sensiveis ao
calor, nao volateis e de alto peso molecular, cobrindo aproximadamente 80% de todos os
compostos conhecidos. Os 20% remanescentes sdo volateis e mais estaveis (HAIG,
2001). Os compostos volateis podem ser melhor separados em cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), que possui maior resolugdo
cromatografica quando comparada com LC-MS e tem a vantagem de possuir grandes
bibliotecas comerciais contendo espectros de massa padroes (INDERJIT; NIESSEN,
2003).

As bibliotecas e bancos de dados, em termos de suas massas moleculares,
permitem a utilizacdo de uma metodologia denominada desreplicagdo. Essa técnica ¢
empregada na identificacdo e diferenciacdo de compostos ou classes de compostos ativos,
que ja tenham sido descritos na literatura, contendo atividade idéntica ou similar aquela
encontrada no extrato de interesse (NIESSEN, 2003). Esse processo ¢ importante para
priorizar o isolamento de compostos ativos inéditos e para agrupar amostras que contém
perfis quimicos semelhantes (BUSS; BUTLER, 2004) e evitar desperdicio de trabalho
com compostos que ja tenham sido isolados e ndo possuem atividade bioldgica de
interesse. Essa fase ndo requer nenhum experimento e pode reduzir grandemente a
quantidade de trabalho requerida nas proximas etapas, além de evitar custos

desnecessarios.

Dentre as técnicas hifenadas, a cromatografia liquida acoplada a ressonancia
magnética nuclear (LC-RMN) é a menos sensivel, mas fornece as mais uteis informagdes
estruturais para elucidagdo estrutural de produtos naturais (SARKER; NAHAR, 2005, p.
241). Essa técnica ¢ uma das ferramentas mais valiosas para a determinagao estrutural de
compostos organicos, contribuindo para o estabelecimento do esqueleto da molécula.
Para a obtencdo de espectros de RMN, submete-se a amostra a um campo magnético
externo, de forma que determinados niicleos de massa impar 'H, 13C, 3!P, por exemplo,
podem entrar em ressonancia com a radiofrequéncia aplicada, absorvendo energia

eletromagnética em frequéncias caracteristicas para cada nucleo, conforme sua
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vizinhanga quimica. Os dados obtidos com esse método sdo muito importantes para a
elucidacdo estrutural de praticamente toda as classes de produtos naturais, incluindo os
metabodlicos secundérios vegetais. Os espectros de RMN de hidrogénio (\H) e RMN de
carbono (1*C) sdo os mais utilizados e a sua interpretagio permite caracterizar o nimero
e o tipo de atomos de H e C, em funcdo da localizagdo e do desdobramento dos sinais
correspondentes a absorcdo de energia eletromagnética (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2001).

No processo final de purificagdo de um composto, pode ocorrer a cristalizagdo do
mesmo, ou seja, a formagdo de cristais ordenados que indicam a pureza méaxima da
substancia e possibilitam analise por difracao de raios X. Essa técnica, denominada de
cristalografia estrutural, ¢ a Unica capaz de fornecer, com precisdo atdmica, a estrutura
tridimensional de uma molécula. E uma das técnicas de maior prestigio na comunidade
cientifica para elucidacdo estrutural, devido a sua precisdo e confiabilidade. Muito mais
direta do que RMN, a difracdo de raios X permite definir a posi¢ao tridimensional dos
atomos e pode ser usada para determinar, confirmar ou completar estruturas moleculares

(FLORENCE; SHANKLAND; JOHNSTON, 2005, p. 276).

Embora as técnicas cromatograficas sejam essenciais para a identificagdo e
isolamento de compostos com atividade biologica, o trabalho ndo termina com a
descoberta de um composto que tem boa atividade herbicida. A molécula pode ser muito
complexa, ter propriedades fisico-quimicas subdtimas, ser toxica para animais ou ter uma
eficacia limitada (DUKE; ROMAGNI; DAYAN, 2000). Dessa forma, alguns pontos
precisam ser ponderados antes de considerar aleloquimicos como herbicidas naturais: (1)
primeiramente, experimentos de laboratorio e de campo sdo exclusivamente necessarios
para estudar a interagdo com varias propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo;
(2) o movimento, modo de agao e seletividade devem ser amplamente estudados; e (3) o
impacto do uso dos aleloquimicos do ponto de vista agronomico e ambiental precisa

receber especial atencdo (BHADORIA, 2011).
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3 CAPITULO |

Fitotoxicidade isolada e conjunta de aleloquimicos presentes em Eragrostis plana

Nees

3.1 Resumo

O capim-annoni (Eragrostis plana) possui aleloquimicos pertencentes ao grupo dos acidos
fenolicos e das procianidinas. No entanto, a concentragdo desses aleloquimicos requerida para
causar fitotoxicidade e o efeito da acdo conjunta quanto a atividade alelopatica ndo é conhecida.
Este estudo foi realizado com o objetivo de verificar se aleloquimicos do capim-annoni, isolados
ou em combinagdo, sdo fitotoxicos. Os acidos cafeico, ferulico, p-cumadrico e vanilico, e as
procianidinas catequina e epicatequina foram aplicados sobre sementes de alface (Lactuca sativa),
em trés concentragdes, determinadas de acordo com a quantidade desses compostos em folhas do
capim-annoni. Avaliou-se a a¢do isolada e conjunta desses aleloquimicos, agrupando-os em pares,
para identificar a ocorréncia de sinergismo ou antagonismo. Avaliou-se a germinagao e indice de
velocidade de germinagdo das sementes, e, nas plantulas, o comprimento de raiz e parte aérea,
mortalidade e anormalidades. A germinagdo foi reduzida apenas pelo acido vanilico, mas o indice
de velocidade de germinagdo sofreu decréscimo sob acdo desse acido e dos acidos cafeico e p-
cumarico. Nas plantulas, os acidos fertilico e vanilico aumentaram o percentual de mortalidade e
catequina, epicatequina e acido cafeico elevaram o percentual de anormalidades. Observou-se
efeito antagdnico entre os acidos cafeico e fertlico quanto o efeito sobre a germinagdo e o
comprimento da raiz e parte aérea. Para as demais combinagdes, o efeito variou de acordo com a
propor¢do de cada composto. Nao ocorre agdo conjunta entre as procianidinas catequina e
epicatequina. Em conclusdo, os aleloquimicos do capim-annoni sao fitotoxicos e agem isolada
e/ou conjuntamente, embora nao expliquem, em sua totalidade, a atividade alelopatica dessa
graminea.

Palavras-chave: 1. Acidos fendlicos. 2. Antagonismo. 3. Capim-annoni. 4. Procianidinas.
5. Sinergismo.

3.2  Introducéo

O capim-annoni (Eragrostis plana Nees) ¢ uma graminea africana responsavel por
causar impactos econdmicos e por modificar a estrutura da comunidade vegetal,
tornando-se, assim, a principal invasora das pastagens naturais do sul do Brasil.
Possivelmente, o efeito alelopatico da espécie ¢ um dos fatores decisivos para o sucesso

da invasdao (MEDEIROS; FOCHT, 2007). Esse efeito foi evidenciado em trevo-branco



(Trifolium repens L.), azevém (Lolium multiflorum Lam.), cornichao (Lotus corniculatus
L.), grama-forquilha (Paspalum notatum Fluggé), capim-kazungula (Setaria sphacelata
Schumach), milho (Zea mays L.), aveia-branca (Avena sativa L.), trevo-vermelho
(Trifolium pratense L.) e no proprio capim-annoni (COELHO, 1986; MEDEIROS;
SOARES, 2008; FAVARETTO et al., 2011; FERREIRA; FIORENZA et al., 2016).

Alguns aleloquimicos, como os acidos cafeico, fertlico, p-cumarico e vanilico,
catequina e epicatequina, sdo sintetizados pelo capim-annoni (FAVARETTO et al.,
2015). No entanto, ainda ndo se sabe se esses compostos sdo isoladamente alelopaticos
ou se ha efeito conjunto entre eles. Uma vez que os efeitos promovidos pelas substancias,
testadas juntas, forem de maior magnitude do que quando testadas isoladamente, pode-se
afirmar que hé sinergismo entre elas. Caso contrario, se os efeitos forem de menor
intensidade, pode-se inferir pela existéncia de antagonismo (SOUZA FILHO;
GUILHON; SANTOS; 2010).

Os compostos fenolicos sdo a classe de aleloquimicos mais comuns e importantes
nas plantas, razao pela qual sdo objeto de estudos quimicos, bioldgicos e agricolas (LI et
al., 2010), com foco especial em seu potencial fitotoxico (BLUM, 1996; INDERIJIT,
1996). Geralmente, as concentragdes individuais de dcidos fenolicos encontradas no solo
e nas plantas estdo abaixo dos niveis requeridos para inibicdo da germinacdo e
crescimento (LYU et al., 1990). Além do mais, defende-se que, praticamente, toda
atividade alelopatica se deve a mistura de dois ou mais compostos e, provavelmente, nao
ha casos em que o efeito possa ser explicado por um unico aleloquimico (EINHELLIG,
1995). Frequentemente, os acidos fendlicos sdo encontrados juntos em muitas plantas e
no solo e, embora sejam fitotéxicos, ha poucas evidéncias sobre os efeitos que esses
fenois podem ter quando estio em combinacdo (RASMUSSEN; EINHELLIG, 1977).

Dessa forma, ¢ importante estabelecer se eles agem isolada ou conjuntamente.

Neste trabalho objetivou-se testar se aleloquimicos presentes em capim-annoni
tem acdo isolada ou conjunta sobre sementes e plantulas. Especificamente, foi acessado
o potencial dessas substancias de: 1) inibir e/ou retardar a germinagdo de sementes; 2)

afetar a sobrevivéncia, o crescimento e a morfologia das plantulas de alface.
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3.3  Material e Métodos
3.3.1 Espécie receptora e aleloquimicos

Para a condu¢do dos experimentos foi adotada como espécie receptora a alface
(Lactuca sativa L.), considerada uma planta sensivel e indicadora da atividade fitotoxica
de aleloquimicos (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000). Foram usadas

sementes da cv. Monica SF 31, com percentual de germinag¢ao >92%.

Os seguintes compostos, de grau analitico e com percentual de pureza entre 97%
e 99%, foram obtidos comercialmente da empresa Sigma-Aldrich: 4cido cafeico, acido

ferulico, acido p-cumarico, acido vanilico, catequina e epicatequina.

3.3.2 Tratamentos e delineamento experimental

Foram conduzidos dois bionsaios: 1) A¢do isolada dos aleloquimicos e, II) Agao
conjunta dos aleloquimicos. Para ambos, os tratamentos foram alocados em delineamento
completamente casualizado, com quatro repeticdes. As unidades experimentais foram

caixas Gerbox revestidas com papel germitest.

No bioensaio I foram testados 18 tratamentos qualitativos compostos pela
combinagdo de aleloquimico e concentracdo (Tabela 1), um tratamento adicional e um
tratamento controle. A escolha da concentragdo de referéncia (R) de cada aleloquimico
foi com base no estudo de Favaretto et al. (2015), que determinaram a quantidade dos
compostos presentes nas folhas do capim-annoni. O tratamento adicional, denominado
controle-solvente, foi composto por etanol+agua (1:1, v/v), a fim de eliminar o efeito

ocasionado pelo solvente, e o tratamento-controle foi d4gua destilada.

No bioensaio II, os tratamentos consistiram de combinagdes binarias entre todos
os compostos referidos na Tabela 1. Essas combinagdes foram testadas nas proporc¢oes de
3:1, 1:1 e 1:3, além dos compostos puros. Estabeleceu-se a concentragdo de 20 ml/L como

limite para todas as combinagdes. Dessa forma, as substancias puras foram utilizadas na
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concentracdo de 20 ml/L, e as somas de todas as combinagdes foram sempre iguais a 20

ml/L.

Tabela 1 - Composi¢ao dos tratamentos testados no bioensaio I. Passo Fundo, 2016

Concentragao
Aleloquimico (mg/100 mL)
RM 3R® 5R®

Acido cafeico (CAF) 0,95 2,85 4,75
Acido feralico (FER) 0,30 0,90 1,50
Acido p-cumérico (CUM) 4,70 14,10 23,50
Acido vanilico (VAN) 2,10 6,30 10,50
Catequina (CAT) 47,80 143,40 239,00
Epicatequina (EPI) 21,10 63,30 105,50

(1) R (referéncia) = quantidade do composto presente em 5 g de MS de folhas de capim-annoni. (2) 3R =
quantidade do composto presente em 15 g de MS de folhas de capim-annoni. (3) = quantidade do
composto presente em 25 g de MS de folhas de capim-annoni.

3.3.3 Procedimentos experimentais

Nos dois bioensaios, os tratamentos foram dissolvidos em etanol a fim de atingir
a concentracdo desejada. Posteriormente, foram aplicados 10 mL sobre duas folhas de
papel de germinacdo presentes em cada uma das caixas gerbox. ApoOs completa
evaporacao do solvente (etanol), cada unidade experimental recebeu 10 mL de agua
destilada. O mesmo procedimento foi realizado para o tratamento controle-solvente.
Entdo, as unidades experimentais receberam 50 sementes de alface e foram mantidas em
camara de germinagdo, em temperatura de 20 °C e fotoperiodo de 12 horas, por dez dias.
A germinagao foi monitorada diariamente, considerando-se germinadas as sementes com
aproximadamente 2 mm de protrusdo radicial. Foram avaliados os atributos de
germinagdo e indice de velocidade de germinagdo (IVG), segundo Ranal e Santana

(2006).

Por ocasido do final do bioensaio de germinagdo, apds dez dias de crescimento
das plantulas de alface na presenca dos tratamentos, realizou-se a contagem de plantulas
normais, anormais ¢ mortas. Entdo, cinco plantulas homogéneas de cada caixa gerbox

foram mensuradas quanto ao comprimento de raiz e parte aérea. Os resultados foram
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expressos em percentual de inibi¢cdo e interpretados de acordo com Oliveira et al. (2012),
segundo os quais, valores positivos indicam estimulo e valores negativos indicam

inibic¢ao.

3.3.4 Anadlise estatistica

Os dados oriundos do bioensaio I foram submetidos a analise de variancia,
considerando o modelo fatorial diferenciado, com um tratamento adicional (controle-
solvente) + tratamento testemunha, pelo qual o teste de Dunnett (p<0,05) compara as

médias do tratamento com as médias do controle.

Para avaliar a acdo conjunta dos aleloquimicos foi utilizado modelo proposto por
Souza Filho (2006). De acordo com o qual, ha a possibilidade de quatro combinagdes de
resultados. Quando toda e qualquer combinag¢do entre as duas substancias produz efeitos
alelopaticos inibitérios sempre superiores aqueles produzidos pelas substancias puras,
admite-se a existéncia de sinergismo entre as substancias. Por outro lado, quando
substancias puras tem maior potencial inibitorio do que qualquer uma das combinagdes
estabelecidas, assume-se a ocorréncia de antagonismo. Se as combinagdes 3:1 e 1:1
produzem efeitos inibitorios mais intensos do que aqueles produzidos pela substancia S1
pura, porém em todas as combinagdes entre S1 e S2 as inibi¢des sdo de magnitude inferior
a daquelas promovidas pela substancia S2; nesse caso propde-se que a substancia S2
potencializa os efeitos de S1. Quando o comportamento € inverso ao anteriormente citado,

a substancia S1 potencializa a atividade da substancia S2.

3.4 Resultados

3.4.1 Acéo isolada de aleloquimicos

Os aleloquimicos do capim-annoni interferiram na germinagao de sementes de
alface em diferente magnitude de acordo com a concentracdo testada e a medida de
germinagdo considerada. De todos os compostos testados, apenas o acido vanilico teve

efeito sobre a germinagdo de alface. O tratamento VAN-5R reduziu a germinagdao em
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29% comparado ao controle (Figura 1). Por outro lado, adicionalmente ao acido vanilico,

os acidos cafeico e p-cumarico reduziram o IVG (Tabela 2).

Figura 1 - Germinacao de sementes de alface (1) submetidas a diferentes concentragdes
de acido vanilico. Passo Fundo, 2016
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Fonte: Dados do autor.

Notas: Asterisco (*) indica que o valor diferiu do controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

VAN-R (referéncia) = quantidade do composto presente em 5 g de MS de capim-annoni. VAN-3R =
quantidade do composto presente em 15 g de MS de capim-annoni. VAN-5R = quantidade do composto
presente em 25 g de MS de capim-annoni. Controle-solvente: dgua+etanol. Controle: agua destilada.

Tabela 2 - indice de velocidade de germinagio de sementes de alface tratadas com trés
concentragdes de aleloquimicos em relagdo ao tratamento-controle (1).
Passo Fundo, 2016

Concentragao
Aleloquimico (mg/100 mL)
R® 3R® 5R®
Acido fertlico 34,6 32,7 33,2
Acido vanilico 29,8% 31,8 19,7%*
Acido cafeico 29.8* 27.4% 25,5%
Acido p-cumarico 28.3* 29,7* 22,3*
Catequina 432 39,7 39,8
Epicatequina 48.9 49,1 49,5
Controle-solvente 42.5 42.5 42.5

Notas: Asterisco (*) indica diferenca em relacdo ao tratamento-controle (IVG= 42,2), pelo teste de
Dunnett (p<0,05).

(1) Tratamento-controle (dgua destilada). (2) R (referéncia) = quantidade do composto presente em 5 g de
MS de capim-annoni. (3) 3R = quantidade do composto presente em 15 g de MS de capim-annoni. (4) =
quantidade do composto presente em 25 g de MS de capim-annoni.
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Além da germinagdo, os aleloquimicos afetaram o crescimento das plantulas,
conforme verificado pela inibicdo em relagdo ao tratamento-controle (Figura 2). Os
acidos ferulico, vanilico, p-cumarico e cafeico reduziram o crescimento da parte aérea
das plantulas, independentemente da concentracdo testada. A catequina inibiu o
crescimento da parte aérea nas concentragdes 3R e SR. O comprimento da raiz foi menos
sensivel aos aleloquimicos do que o da parte aérea, inibido pela catequina e pelos acidos
cafeico e p-cumadrico nas concentragoes 3R e 5R e pelo acido vanilico apenas na

concentragdo SR (Figura 2).

Figura 2 - Inibi¢do do crescimento (1) da parte aérea e da raiz primdaria de plantulas de

alface tratadas com trés concentracdes de aleloquimicos (2). Passo Fundo,
2016
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Nota: Asterisco (*) junto as colunas indica diferenca em relagdo ao tratamento-controle (dgua destilada),
pelo teste de Dunnett (p<0,05).

(1) Inibigdo (%) = [(XT — XC)/ XC] x 100, onde: xt = valor obtido com o tratamento aleloquimico; xc =
valor verificado com a aplicacdo do tratamento-controle. O valor “0” representa o controle.

(2) R (referéncia) = quantidade do composto presente em 5 g de MS de capim-annoni; 3R = quantidade do
composto presente em 15 g de MS de capim-annoni; SR = quantidade do composto presente em 25 g de MS
de capim-annoni.
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A mortalidade de plantulas nos tratamentos a base dos acidos fertlico e vanilico,
em todas as concentragdes testadas, diferiu do controle (Figura 3). As anormalidades,
como necrose radicial, auséncia de raizes secundarias, engrossamento e encurtamento da
raiz primaria, necrose ¢ deformidades na parte aérea, foram elevadas significativamente
pelos tratamentos com catequina e acidos cafeico e vanilico, em todas as concentragdes
testadas. Para a epicatequina e o acido p-cumarico, este efeito foi observado apenas nas
maiores concentracoes testadas (Figura 3). Os tratamentos CUM-R, CUM-3R e EPI-R

ndo afetaram o percentual de anormalidade e mortalidade das plantulas (p<0,05).

Figura 3 - Propor¢ao de plantulas de alface (1) normais, anormais e mortas submetidas
a distintas concentragdes de aleloquimicos (2). Passo Fundo, 2016
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Nota: Asterisco (*) junto as colunas indica diferenga em relagdo ao tratamento-controle (agua destilada),
pelo teste de Dunnett (p<0,05).

(1) Em porcentagem

(2) R (referéncia) = quantidade do composto presente em 5 g de MS de capim-annoni; 3R = quantidade
do composto presente em 15 g de MS de capim-annoni; SR = quantidade do composto presente em 25 g

de MS de capim-annoni.

3.4.2 Agéo conjunta de aleloquimicos

Com base no modelo tedrico proposto por Souza Filho (2006), verificou-se que

ocorreu a¢do conjunta dos aleloquimicos nas seguintes combinagdes: acidos cafeico +
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ferulico; 4cidos cafeico + p-cumarico; acidos cafeico + vanilico; acidos p-cumadrico +
vanilico; acidos fertilico + vanilico; 4cidos ferulico + p-cumarico e catequina +
epicatequina. O comportamento observado entre as diferentes combinagdes foi
semelhante para porcentagem de inbi¢do da germinacdo, do comprimento da parte aérea
e da raiz. Verificou-se antagonismo entre os acidos cafeico e ferulico (Figura 4a). As
proporgoes 1:1 e 1:3 dos acidos cafeico e p-cumarico foram mais inibitorias do que o
acido p-cumarico puro, mas menos inibitérias do que o acido cafeico puro, deixando claro
que o acido cafeico potencializa a atividade do acido p-cumadrico (Figura 4b). Para as
combinagdes entre os acidos p-cumadrico + vanilico e ferulico + vanilico, ndo foram
observados comportamentos que indicam a presenca de sinergismo e/ou antagonismo,
mas sim uma variacdo de acordo com a concentragdo dos compostos nas proporgoes

testadas (Figuras 4¢ e 4d). Catequina e epicatequina ndo agem conjuntamente (Figura 4e).

35 Discussao

A fitotoxicidade dos aleloquimicos provenientes do capim-annoni varia de acordo
com o atributo avaliado. Observou-se que o percentual de germinacao foi influenciado
apenas pelo acido vanilico, enquanto que o IVG foi influenciado, também, pelos 4cidos
cafeico e p-cumarico (Figura 1, Tabela 2). A germinabilidade ¢ pouco sensivel aos
aleloquimicos, ao contrario do IVG, pois muitos compostos permitem que a semente
germine, mas retardam esse processo (OLIVEIRA; BORGHETTI; FERREIRA, 2004;
OLIVEIRA et al., 2012). Quanto se utiliza espécies de germinagdo rapida, como a alface,
isso ¢ ainda mais relevante, pelo pouco tempo de contato entre o aleloquimico e a semente

antes que essa germine.
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Figura 4 - Fitotoxicidade de aleloquimicos isolados e em combinagdo sobre a
germinagdo de sementes e o crescimento de raiz e parte acrea de plantulas de
alface. Acidos cafeico + fertlico (a); acidos cafeico + p-cumarico (b); 4cidos
p-cumarico + vanilico (c¢); acidos fertalico + vanilico (d) e catequina +
epicatequina (e). Passo Fundo, 2016
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O efeito alelopatico dos acidos fendlicos sobre sementes de plantas daninhas ja foi
estudado, denotando efeito inibitorio do acido vanilico na germinacdo de caruru
(Amaranthus retroflexus L.), tanchagem (Plantago lanceolata L.) e labaga (Rumex
crispus L.) (REIGOSA; SOUTO; GONZALEZ, 1999), além do sorgo [Sorghum bicolor
(L.) Moench] (RASMUSSEN, 1979). Esse acido foi encontrado em sementes ndo viaveis
de soja [Glycine max (L.) Merrill], mas ausente em sementes viaveis, levando a hipotese
de que ele pode ser responsavel pela inibigao da germinacao (SATHIYAMOORTHY,
1990). No entanto, o mecanismo de ac¢ao desse aleloquimico ainda ¢ desconhecido, ndo

sendo possivel inferir sobre como atua na germinagao.

A concentragdo de um composto esta entre os fatores que podem interferir na
atividade fitotoxica. Para o acido ferulico, por exemplo, reportou-se que somente a
concentragdo de 10 mM inibiu a germina¢do de sementes de tanchagem, labaga, caruru e
quenopddio (Chenopodium album L.) (REIGOSA; SOUTO; GONZALEZ, 1999). No
capim-annoni, este composto estd na concentracao de 0,26 mM (Tabela 1). Portanto, nos
casos em que nao houve efeito dos aleloquimicos testados sobre a germinagao, pode-se
supor que a concentracao testada esteve abaixo daquela necessaria para causar qualquer

efeito.

Nem sempre os aleloquimicos vao interferir na germinacdo. Muitas vezes, o
crescimento das plantulas pode ser mais sensivel. Dessa forma, a avaliagdo do
crescimento das plantulas é um instrumento valioso, uma vez que os aleloquimicos
induzem o aparecimento de plantulas anormais (FERREIRA; AQUILA, 2000). Em geral,
os acidos fendlicos afetam mais o crescimento das plantulas do que a germinagdo

(REIGOSA; SOUTO; GONZALEZ, 1999).

Aleloquimicos afetam indiretamente muitos processos fisiologicos e as respostas
fenotipicas a um composto especifico podem ser o resultado de um efeito secundario,
mais do que um mecanismo primario de sua agao (DAYAN; ROMAGNI; DUKE, 2000).
Assim sendo, o efeito de aleloquimicos sobre a germinagdo e/ou desenvolvimento da
planta s3o manifestagdes secunddrias de efeitos ocorridos a nivel molecular e celular

inicialmente (FERREIRA; AQUILA, 2000). Perturbagdes na membrana sdo
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frequentemente reportadas como os locais de a¢dao primarios de muitos aleloquimicos, o
que desencadeia sequentes modificagdes nos processos fisiologicos das plantas

(SANTOS; FERRARESE; FERRARESE-FILHO, 2008).

Os 4acidos cafeico, fertulico, p-cumarico, cindmico e vanilico, por exemplo,
inibiram o crescimento da soja, reduziram os produtos fotossintéticos e o conteudo de
clorofila (PATTERSON, 1981). O acido ferulico pode inibir a sintese de proteinas
(DUKE; DAYAN, 2006, p. 511-536), reduzir o uso da agua, inibir a expansao foliar ¢ o
comprimento da raiz, diminuir nas taxas de fotossintese e absorcdo de nutrientes
(EINHELLIG, 1995, p. 96-116). O acido cafeico inibe o transporte de elétrons (ZHOU;
YU, 2006, p. 127-139), a atividade da fosforilase e da peroxidase (BATISH et al., 2008).
Ainda, este acido induz a geracdo de espécies reativas de oxigé€nio, resultando em
mudangas na atividade da peroxidase, o que causa redu¢do na rizogenese € suprime o
crescimento da raiz e hipocotilo das plantas (DEVI, 1992). O 4cido p-cumarico inibiu a
taxa fotossintética e a respiracdo em sorgo (DEMOS et al., 1975). A catequina ¢ a
epicatequina sdo reportadas como aleloquimicos (DUKE et al., 2009; LOBO et al., 2008),

mas nao se tem conhecimento sobre seus locais de acao.

A compreensao do atual &mbito dos efeitos alelopaticos requer a investigacdo, ndo
somente aleloquimicos puros, mas também seus efeitos combinados, pois a atividade
alelopatica se deve quase sempre a presenca simultanea de varios compostos (RIAL et
al., 2016). A modificacdo do efeito de uma fitotoxina na presenca de outro composto
ocorre de varias maneiras. Se os locais ou modos de a¢ao de duas toxinas sao similares,
o efeito nos processos da planta pela mistura dessas fitotoxinas poderia ser antagdnico,
quando comparado com o efeito combinado de compostos individuais. Nesse trabalho,
isso foi representado pela combinacdo dos acidos cafeico + fertlico. Se os locais ou
modos de agdo sdo diferentes, a resposta provavelmente serd a soma multipla dos seus
efeitos individuais (BLUM, 1996). Acidos fendlicos tem essencialmente o mesmo local
de acdo, e assim, a a¢do ndo poderia ser sinérgica, a menos que os locais fossem diferentes
ou os compostos interagissem formando um novo composto (INDERJIT; STREIBIG;
OLOFSDOTTER, 2002). Para esses autores, a acdo conjunta dos fenodlicos depende da

concentracdo dos compostos na mistura, e estes podem agir antagonicamente em altas
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concentragdes e aditivamente em baixas concentragoes. A diferenca de acao de acordo
com a concentracdo testada pode ser exemplificada aqui pelas combinagdes entre os

acidos cafeico x p-cumarico, p-cumarico x vanilico e fertilico x vanilico.

A afinidade de cada aleloquimico pela membrana pode ser diferente para cada
composto. Quando um composto tem maior afinidade, mais moléculas do mesmo
composto irdo capturar mais locais, resultando em maior atividade, o que explica as
diferencas na fitotoxicidade. Quando ha mais locais disponiveis do que o nimero total de
moléculas cercando uma membrana, o efeito ¢ aditivo para misturas (encontrado em
baixas concentracdes). No entanto, se ha mais moléculas do que locais de membranas, o
composto mais competitivo ird capturar mais locais, resultando em antagonismo
(INDERIJIT; STREIBIG; OLOFSDOTTER, 2002). De qualquer forma, efeitos inibitdrios
de misturas de acidos fenolicos e outros compostos organicos podem ocorrer quando a
concentragdo de compostos individuais na mistura esta bem abaixo de seu nivel individual
inibitério. Assim, desmistificando a inexisténcia da atividade alelopatica de acidos
fenolicos devido sua baixa concentracao especifica nos solos, que esta geralmente abaixo

de 0,1 pM/g (BLUM, 1996).

Em trabalho prévio (FAVARETTO; SCHEFFER-BASSO; PEREZ, 2017), o
efeito de extratos aquosos de capim-annoni foi aproximadamente 50% maior sobre a
germinagdo do que o observado neste trabalho. Da mesma forma, o crescimento da parte
aérea e raiz foi mais inibido, alcangando valores de até 100% de inibi¢do. O fato de os
extratos brutos serem mais alelopaticos do que os aleloquimicos testados nesse trabalho,
seja em combinagao ou isoladamente, demonstra que os compostos aqui testados ndo sao
os Unicos responsaveis pela alelopatia do capim-annoni. Outras substancias devem estar
envolvidos na alelopatia dessa invasora, provavelmente, pertencentes a outros grupos
quimicos. Folhas de capim-annoni possuem saponinas, alcaloides, flavonoides e taninos
(FAVARETTO, 2014) e, talvez, aleloquimicos de algum desses grupos sejam os

principais responsaveis pela alelopatia da espécie.
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3.6 Conclusoes

Os acidos cafeico, fertlico, p-cumarico e vanilico, e as procianidinas catequina e
epicatequina, previamente identificados no capim-annoni, si0 compostos com ac¢ao
fitotoxica isolada e/ou conjunta. Dentre os compostos testados nesse trabalho, o acido
vanilico destaca-se pelo maior potencial alelopatico sobre a germinagado, IVG e percentual
de plantulas mortas. O percentual de plantulas anormais e mortas ¢ mais sensivel do que
a germinacdo quando se considera o efeito dos compostos isolados. A catequina e a
epicatequina ndo tem agdo conjunta, enquanto que os acidos cafeico e ferulico sdo
antagdnicos. Dado o exposto, os compostos testados neste trabalho sdo parcialmente
responsaveis pelo efeito alelopatico do capim-annoni, pois ndo explicam, em sua

totalidade, a atividade alelopatica dessa graminea.
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4 CAPITULO 1l

Fitotoxicidade de fragdes de capim-annoni (Eragrostis plana Nees) sobre a

germinagao e crescimento inicial de plantas daninhas

4.1 Resumo

O capim-annoni (Eragrostis plana) é alelopatico e, portanto, possivel fonte de moléculas de
interesse para a industria agroquimica, mas nunca foi avaliado quanto ao seu potencial herbicida.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se fragdes de folhas de capim-annoni sdo fitotoxicas
para as plantas daninhas capim-amargoso (Digitaria insularis), buva (Conyza canadensis) e
picdo-preto (Bidens pilosa), além da bioindicadora alface (Lactuca sativa). Para tanto, o extrato
etandlico de folhas de capim-annoni foi submetido ao fracionamento liquido-liquido, com
solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e agua. Cada
uma das fragdes originadas foi seca e ressuspendida nas concentragoes de 0; 0,125; 0,25; 0,50;
0,75 e 1 mg/ml e testada em bioensaios de germinagdo e crescimento inicial das plantulas
receptoras. A alface foi a espécie mais sensivel as fragdes de capim-annoni. Dentre as plantas
daninhas testadas, a que mostrou maior sensibilidade foi o capim-amargoso. As fra¢des hexano e
diclorometano foram as mais fitotoxicas, inibindo a germinagdo, o comprimento de raiz e parte
aérea e ocasionando maior percentual de mortalidade quando comparados aos demais solventes.
A continuidade do processo de purificagdo dessas fragdes ¢ imprescindivel, pois compostos
isolados dessa planta possuem potencial herbicida.

Palavras-chave: 1. Alelopatia. 2. Compostos bioativos. 3. Eragrostis plana. 4. Fracionamento
bioguiado.

4.2  Introducao

Depois da Revolugao Verde, a producao agricola tornou-se dependente de uma
grande variedade de herbicidas sintéticos para controlar o crescimento de plantas
daninhas e aumentar a produtividade de espécies cultivadas (DAYAN; CANTRELL;
DUKE, 2009). O uso excessivo de defensivos, muitos com elevada toxicidade e baixas
taxas de degradacdo, aumenta a contaminagdo do solo e da agua, e pode ocasionar
mudangas na biodiversidade de ecossistemas naturais (JABRAN et al., 2010). Em

ecossistemas cultivados, o uso excessivo dessas substancias tem resultado no



aparecimento de plantas daninhas resistentes, levando a consideraveis perdas econdmicas

(JAMIL et al., 2009).

Em decorréncia disso, pesquisas com o objetivo de encontrar novas fontes de
produtos naturais sdo de extrema importancia e tem se intensificado nos ultimos anos. Ha
uma crescente necessidade por novas classes quimicas de herbicidas e, em particular, por
compostos com novos modos de acao e alvos moleculares (DAYAN; OWENS; DUKE,
2012). Essa necessidade torna-se proeminente quando se considera o fato de que mais de
vinte anos se passaram desde que o ultimo herbicida com um novo mecanismo de agao

foi introduzido no mercado (DUKE; DAYAN, 2013).

A alelopatia, como ciéncia que estuda as interagdes quimicas entre as plantas € os
organismos de seu entorno, constitui valiosa fonte de produtos naturais, com potencial
para serem utilizados na industria agroquimica, por meio do desenvolvimento de
herbicidas a partir de aleloquimicos (MACIAS et al., 2008). A alelopatia pode auxiliar
tanto na descoberta de compostos isolados quanto na de estruturas-base, a partir das quais,
modificagdes sintéticas podem ser uteis na formulagdo de herbicidas. Os aleloquimicos
oferecem algumas vantagens sobre as moléculas sintéticas, como maior diversidade de
compostos ativos e, principalmente, novos modos de acdo (NOVAES et al., 2013;

OLIVEROS-BASTIDAS, 2008).

Assim sendo, a busca por moléculas bioativas em plantas alelopaticas pode ser o
primeiro passo na identificagdo de potenciais herbicidas. O capim-annoni (Eragrostis
plana Nees) possui efeito alelopatico sobre trevo-branco (Trifolium repens L.), azevém
(Lolium multiflorum Lam.), cornichdao (Lotus corniculatus L.), grama-forquilha
(Paspalum notatum Fluggé), capim-kazungula (Setaria sphacelata Schumach), milho
(Zea mays L.), aveia-branca (Avena sativa L.) e trevo-vermelho (Trifolium pratense L.)
(COELHO, 1986; FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008; FAVARETTO et al.,
2011; FIORENZA et al., 2016), além de ser autotoxico (FAVARETTO; SCHEFFER-
BASSO; PEREZ, 2017). No entanto, ndo se tem conhecimento acerca de seu efeito sobre
plantas daninhas e, apesar de alguns aleloquimicos ja terem sido identificados na espécie

(FAVARETTO et al., 2015; FIORENZA et al.,, 2016), nenhum foi isolado por
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fracionamento bioguiado. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar se fragdes de
folhas de capim-annoni sdo fitotoxicas para as plantas daninhas capim-amargoso
(Digitaria insularis (L.) Mez.), buva (Conyza canadensis L.) e picao-preto (Bidens pilosa

L.), além da bioindicadora alface (Lactuca sativa L.).

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Material vegetal e fracionamento

Folhas de plantas de capim-annoni em estadio vegetativo foram coletadas em area
dominada por essa invasora, na Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, Rio Grande
do Sul (28°152 S, 52°242 W), em agosto de 2015. O material vegetal foi seco em estufa
de circulacdo de ar forgado, a 40 °C, até peso constante, com posterior trituragdo em

moinho tipo Willey a fim de ser usada na elaboracdo de extrato etandlico.

Como espécies receptoras foram utilizadas as plantas daninhas capim-amargoso,
buva e picdo-preto, além da bioindicadora alface, cujas sementes foram obtidas
comercialmente. Para a buva, foi necessario realizar quebra de dorméncia das sementes,

por meio de imersdes em agua destilada a 5 °C por, 48 horas.

O extrato etanolico de folhas de capim-annoni foi elaborado na propor¢ao de 1:10
(material vegetal seco:etanol). Essa mistura foi mantida em maceracdo estdtica, a
temperatura ambiente, durante sete dias. Apos esse periodo, a solugdo foi filtrada e
concentrada em rotaevaporador, sob pressao reduzida a temperatura de 40 °C. O extrato
seco foi ressuspendido em etanol:agua (50:50) e submetido ao fracionamento liquido-
liquido, com solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol (Figura 1). Foram utilizados 200 mL de cada solvente e o processo foi repetido
duas vezes. O material obtido depois de cada etapa foi concentrado em rotaevaporador,
separadamente, originando um extrato seco para cada solvente. Cada uma das fragdes foi
ressuspendida na concentragdo de 1 mg/mL, a partir da qual foram feitas dilui¢des para

alcangar as concentracgdes utilizadas nos bioensaios.
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Figura 1 - Fracionamento liquido-liquido dos extratos de folhas de capim-annoni. Passo
Fundo, 2017

‘ extrato bruto hidroetandlico |

hexano

fragao hexano
(Hex)

residuo

diclorometano

residuo

| acetato de etila

fragdo acetato de etila)
(AcE)

fragdo diclorometano
(Dic)

residuo

butanol

fragdo butanol
(But)

residuo

fracio
hidroetandlica

(E1A)

Fonte: elaborada pelo autor.

4.3.2 Tratamentos e delineamento experimental

As fracOes obtidas pelo fracionamento liquido-liquido foram testadas em
bioensaios de germinagdo e crescimento inicial de plantulas de quatro espécies receptoras
(capim-amargoso, buva, picdo-preto ¢ alface). As fragdes hexano (Hex), diclorometano
(Dic), acetato de etila (AcE), butanol (But) e hidroetanélica (EtA) na concentracao de 1
mg/mL foram ressuspendidas, originando as demais concentragdes testadas: 0; 0,125;
0,25;0,50; 0,75 ¢ 1 mg/mL. A concentracdo 0 mg/ml foi composta pelo solvente utilizado

para dilui¢do de cada fragdo + dgua destilada.

Para cada espécie receptora foi realizado um experimento, em delineamento
completamente casualizado, com quatro repeti¢des. Os tratamentos foram arranjados em
um esquema fatorial 5 (fragdes) x 6 (concentragdes). O tratamento controle foi composto

por agua destilada, usado como controle.
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4.3.3 Bioensaios de germinagao

Nos bioensaios de germinagao foram usadas como unidades experimentais caixas
Gerbox forradas com duas folhas de papel de germinacao, umedecido com 10 mL de cada
um dos tratamentos. Logo apds evaporaciao dos solventes, foi adicionado igual volume
de 4gua destilada, mantendo-se o volume inicial de 10 mL/caixa. Em cada caixa Gerbox
foram depositadas cinquenta sementes da espécie receptora, que foram mantidas em
camara de germinagdo, a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz, seguido por 12 horas

de escuro.

Foram avaliados a porcentagem de germinagdo ¢ o indice de velocidade de
germinagao (IVG) segundo Ranal e Santana (2006). O critério considerado para mensurar

a germinacado foi a protrusdo radicial, que foi avaliada diariamente, durante dez dias.

4.3.4 Bioensaio de crescimento inicial

Os bioensaios para avaliacdo do efeito das fragdes sobre o alongamento das
plantulas receptoras foram conduzidos nas mesmas condi¢des experimentais descritas
para os bioensaios de germinacdo. Para esses ensaios, foram escolhidas cinco plantulas
de tamanho similar, obtidas da germinagdo de sementes em agua destilada. As plantulas
foram transferidas para caixas gerbox contendo papel filtro umedecido com 10 mL de
cada um dos tratamentos. Logo apds evaporacao dos solventes, foi adicionado igual

volume de 4agua destilada, mantendo-se o volume inicial de 10 mL/caixa.

No 15° dia mensurou-se o comprimento da raiz primaria e da parte aérea. A
diferenga entre o comprimento final e o comprimento inicial, mensurado na ocasido do
transplante das plantulas, foi considerada como crescimento. Ao final deste periodo, as

plantas foram classificadas como vivas normais, vivas anormais € mortas.
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4.3.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Dados relativos a
germinagao foram analisados por regressado, ajustando-se a modelos linear, quadratico ou
ctbico. A partir da germinabilidade foi calculado o ICso (concentragdo requerida para
inibir a germinacdo em 50%), pelo programa SigmaPlot 12.0. Os dados dos bioensaios
de crescimento inicial de plantulas foram submetidos a ANOVA no modelo fatorial
diferenciado (5 x 6) +1, seguido pelo teste de Dunnett (p<0,05), que compara as médias

do tratamento com as médias do controle (dgua destilada).

44  Resultados
4.4.1 Bioensaios de germinagao

As fragdes de extratos elaborados com folhas de capim-annoni influenciaram a
germinacdo, dependendo da concentracdao e da espécie receptora. Para alface, todas as
fragdes demonstraram comportamento similar, inibindo totalmente a germinagao a partir
da concentracdo de 0,5 mg/mL (Figura 2A). Em capim-amargoso e picdo-preto, Hex e
Dic inibiram totalmente a germinagdo a partir da concentra¢ao 0,5 mg/mL, enquanto que
AcE reduziu linearmente a germinacao, em 14,5% e 23,5% na concentragao de 1 mg/mL,
respectivamente para capim-amargoso e picao-preto (Figura 2B e 2D). Para a buva, a
porcentagem de germinacdo reduziu mais intensamente sob as fracdes Hex, Dic e AcE

quando comparada a fracdo But e EtA (Figura 2C).

O ICso foi calculado por meio de curva de regressao da germinagao para os valores
significativos ao nivel de 5% de probabilidade. Os valores variaram de acordo com a

fragdo testada e a espécie receptora, de 0,06 mg/mL a 0,74 mg/mL (Tabela 1).
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Figura 2 - Germinacgao de alface (A), capim-amargoso (B), buva (C) e picdo-preto (D) em
funcdo da concentracdo de fracdes obtidas a partir de extratos etandlicos de

capim-annoni. Passo Fundo, 2016
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Notas: Hex: fra¢do hexano; Dic: fra¢do diclorometano; AcE: fracdo acetato de etila; But: fragdo butanol;
EtA: fracdo hidroetandlica.
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Equagdes obtidas pela andlise de regressao: (A) Hex= -483,16x3+912,65x2-511,01x+79,885, R*= 0,9721;
Dic = -421,51x3+820,93x2-483,02x+82,549, R? = 0,9858; AcE= -372,45x3+744,54x2-456,39x+83,593, R?
= 0,9883; But= 1251,1x4-2962x3+2406,2x2-777,31x+82,222, R?*= 0,9896; EtA= -35,05x4-
233,59x3+594,46x2-410,79x+85,223, R? = 0,9828. (B) Hex= -146,35x3+282,27x2-164,17x+27,79, R*=
0,9778; Dic=55,915x2-80,937x+27,041, R>= 0,9574; AcE=-11,495x+28,112, R2=0,5281; But=985,03x4-
1736x3+839,54x2-84,189x + 29,549, R? = 0,9704. (C) Hex= -38,274x+34,161, R>=0,8401; Dic=71,65x2-
113,12x+42,244, R?>= 0,9932; AcE= 58,818x2- 6,937x+38,084, R?>= 0,8977; But= -10,189x+44,291, R>=
0,2954; EtA= 73,15x4-74,5x3-40,092x2+38,864x+42,944, R? = 0,6874. (D) Hex = -209,61x3+406,8x2 -
238,87x+41,056, R? =0,9838; Dic = 72,879x2-111,73x+40,249, R? = 0,9822; AcE = -17,179x+ 6,849, R? =
0,5751.

Tabela 1 - Concentracdo das fracdes requerida para inibir a germinagao em 50% (ICso)
de fracdes de folhas de capim-annoni. Passo Fundo, 2016

Planta receptora Hexano Diclorometano  Acetato de etila ~ Butanol Hidroetanolica
Alface 0,10+ 0,002 0,12+0,005 0,12 +0,003 0,06 +0,002 0,14 +0,001
Capim-amargoso 0,08+0,030 0,15+0,010 0,74 £0,080 ns Ns
Buva 0,26 +0,020 0,22+0,030 0,14+ 0,070 0,41 + 0,060 0,68 + 0,080
Picdo-preto 0,10+0,002 0,20 +0,060 ns ns Ns

Fonte: Dados do autor.

Notas: Os valores de ICso foram obtidos pela analise de regressdo da germinagao (p<0,05) e correspondem
a concentragdo que produz 50% de inibi¢do da germinagao das sementes de plantas daninhas. ns: nao
significativo ao nivel de 5% de probabilidade pela analise de regressao.

O IVG da alface apresentou o mesmo comportamento da porcentagem de
germinagdo (Figura 3A). Para capim-amargoso, as fracoes But e EtA na concentragdo
0,75 mg/mL reduziram o IVG (Figura 3B). As fragdes Hex, Dic e AcE reduziram
significativamente o IVG de buva em todas as concentracdes testadas, enquanto que a
fragdo But mostrou efeito inibitério apenas na concentracdo de 0,75 mg/mL (Figura 3C).
O IVG de picao-preto apresentou o mesmo comportamento da porcentagem de
germinagdo, aonde as fragdes Hex e Dic foram mais fitotoxicas do que a fragdo AcE

(Figura 3D).
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Figura 3 - Indice de velocidade de germinagdo (IVG) de alface (A), capim-amargoso (B),
buva (C) e picdo-preto (D) em diferentes concentragdes de fracdes de capim-
annoni. Passo Fundo, 2016
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Notas: Hex: fra¢do hexano; Dic: fragdo diclorometano; AcE: fra¢do acetato de etila; But: fragdo butanol;
EtA: fragdo etanol-agua.

Equagdes obtidas pela analise de regressdo: (A) Hex=-124,27x*+231,45x2-126,48x+18,833, R*> = 0,9537;
Dic=-524,98x3+971,14x2-525,54x+77,216, R>=0,9326; AcE=-110,4x3+210,76x3-120,12x+19,416, R?>
=0,9802; But=-135,32x3+247,38x>-130,88x+18,221, R2=0,9046; EtA=-91,963x3+182,25x>-
110,46x+20,003, R>=0,989. (B) Hex=-16,199x+30,629x2-17,218x+2,7304, R>=0,9624; Dic=5,8555x>-
8,2162x+2,5811, R2=0,9251; AcE=-1,5335x+2,9226, R2=0,7157, But=29,051x3-45,354x>+
17,717x+2,5285, R?=0,5734; EtA=-4,0033x>+3,0102x+3,3278, R>=0,5147. (C) Hex= -73,519x*+137,21x? -
75,841x+11,995, R2=0,9016; Dic=-74,071x3+138,99x2-77,397x+12,179, R2=0,9318;
AcE=79,075x3+145,74x2-78,767x+12,162, R?=0,9254; But=57,326x>-80,455x>+22,134x+13,701, R?2
=0,7145. (D) Hex=-16,902x3+32,189x>-18,309x+2,9664, R?=0,9723; Dic=5,7838x>-8,4519x+2,8227,
R2=0,9603; AcE= 2,7059x%-4,3723x+2,9336, R2=0,7737.
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4.4.2 Crescimento inicial

O percentual de mortalidade e anormalidades das plantulas foi relativo a espécie
receptora e fragdo testada. A alface demonstrou ser extremamente sensivel a mortalidade,
em todas as fragdes, sendo que nas maiores concentracdes testadas, a mortalidade
alcangou valores de 100% (Figura 4A). O capim-amargoso foi a planta daninha mais
sensivel as fragdes, pois todos os tratamentos diferiram do controle quanto ao niumero de
plantulas normais, seja pela presenca de anormalidades ou mortalidade (Figura 4B).
Comparada as demais espécies receptoras, a buva foi a menos sensivel, onde a
porcentagem de plantulas mortas diferiu do controle apenas nas maiores concentragdes
de todas as fracdes testadas (Figura SA). Para picao-preto, a mortalidade das plantulas so6
foi significativa nas fragdes Hex e Dic, enquanto que as demais fragdes destacaram-se por

maior percentual de anormalidades (Figura 5B).

Ao considerar as anormalidades, destacaram-se alguns sintomas caracteristicos em
cada espécie receptora. Na alface observou-se o escurecimento da raiz e parte aérea, que
evoluiu para necrose, além de auséncia de raizes secundarias e pélos radiciais (Figura
6A). Para capim-amargoso houve amarelecimento no apice das folhas, principalmente
mais velhas, além da presenca de folhas jovens albinas, com evolugdo para necrose das
plantas (Figura 6B). Em buva, a raiz e parte aérea atrofiaram e escureceram, evoluindo
para necrose total (Figura 6C). No entanto, para picao-preto, verificou-se amarelecimento

da parte aérea e encarquilhamento das plantulas (Figura 6D).

Apenas os extratos AcE e EtA na concentracao de 0,125 mg/mL nao inibiram
significativamente o crescimento da parte aérea de alface (Tabela 2). Em capim-
amargoso, nao foi observado efeito para AcE 0,75 mg/mL e But 0,125 mg/mL sobre o
comprimento da parte aérea (Tabela 3). Em picdo-preto, apenas os extratos AcE 0,125
mg/mL, But 1 mg/mL e EtA 0,125 mg/mL nao inibiram o comprimento da raiz e somente

EtA 0,125 mg/mL nao inibiu o comprimento da parte aérea (Tabela 4).
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Figura 4 - Proporcao de plantulas normais, anormais ¢ mortas de alface (A) e capim-
amargoso (B) submetidas a fragdes de extrato etandlico de capim-annoni.
Passo Fundo, 2017
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Hex: frag@o hexano; Dic: fra¢do diclorometano; AcE: fra¢do acetato de etila; But: fragdo butanol; EtA: fragao
etanol-agua.
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Figura 5 - Proporcao de plantulas normais, anormais € mortas de buva (A) e picao-preto
(B) submetidas a fracdes de extrato etandlico de capim-annoni. Passo Fundo,

2017
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Notas: Asterisco (*) acima das colunas indica diferenca em relagdo ao tratamento-controle (4gua destilada),
pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Hex: frag@o hexano; Dic: fragao diclorometano; AcE: fragao acetato de etila; But: fragdo butanol; EtA: fragao

etanol-agua.
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Figura 6 - Anormalidades nas plantulas de alface (A), capim-amargoso (B), buva (C) e
picdo-preto (D). Passo Fundo, 2017

Tabela 2 - Comprimento da parte aérea de plantulas de alface submetidas a distintas
concentracdes de fracdes obtidas a partir de extratos etanodlicos de folhas de
capim-annoni. Passo Fundo, 2016

Concentragdo (mg/mL)
Fracédo 0,125 0,25 0,50 0,75 1,00
Comprimento da parte aérea (cm)

Hexano *0,07 *0,00 *0,00 *0,00 *0,00
Diclorometano *0,00 *0,00 *0,00 *0,00 *0,00
Acetato de etila 0,46 *0,00 *0,00 *0,00 *0,19
Butanol *0,00 *0,00 *0,00 *0,00 *0,00
Hidroetanoélica 0,84 *0,00 *0,14 *0,00 *0,00
Controle 0,82

Notas: *Valor difere da testemunha pelo teste de Dunnett (p<0,05). Médias seguidas de mesmas letras
minusculas na coluna e maiusculas na linha nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 3 - Comprimento da parte aérea de plantulas de capim-amargoso submetidas a
distintas concentracdes de fragdes obtidas a partir de extratos etandlicos de
folhas de capim-annoni. Passo Fundo, 2016

Concentrag@o (mg/mL)
Fragao 0,125 0,25 0,50 0,75 1,00
Comprimento da parte aérea (cm)

Hexano *0,06 *0,00 *0,00 *0,00 *0,00
Diclorometano *0,15 *0,22 *0,13 *0,30 *0,00
Acetato de etila *0,29 *0,01 *0,00 0,99 *0,02
Butanol 1,22 *0,00 *0,00 *0,13 *0,53
Hidroetanolica *0,09 *0,00 *0,57 *0,13 *0,00
Controle 1,74

Nota: *Valor difere da testemunha pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Adriana Favaretto 55



Tabela 4 - Comprimento da raiz e parte aérea de plantulas de picao-preto submetidas a
distintas concentragdes de fracdes obtidas a partir de extratos etanolicos de
folhas de capim-annoni. Passo Fundo, 2016

Concentrag¢ao (mg/mL)

Fracao 0,125 0,25 0,50 0,75 1,00
Comprimento da raiz (cm)
Hexano *9,43 bA *0,00 bB *00,00 cB *0,00 bB *0,00 cB
Diclorometano *17,52 aA *9,56 aB *00,00 cC *0,00 bC *0,00 cC
Acetato de etila 18,68 aA  *14,56 aAB *13,22 abAB  *17,22 aA *11,45bB
Butanol *7,14bC  *00,00 bD *09,81 bBC *13,66 aB 19,31 aA
Hidroetanolica 20,10 aA  *12,20 aB *16,17 aAB *16,36 aAB *17,09 aAB
Controle 23,70
Comprimento da parte aérea (cm)

Hexano *11,32 bA  *00,00 bB *00,00 cB *00,00 bB *00,00 cB
Diclorometano *23,50 aA  *16,50 aA *00,00 cB *00,00 bB *00,00 cB
Acetato de etila  *23,36 aA  *21,34 aA *21,70 abA *21,60 aA *19,10 bA
Butanol *11,29bB  *00,00 bC *15,49 bB *17,06 aB *29,44 abA
Hidroetanolica 32,27 aA  *26,68 aA *27,53 aA *22,28 aA *29,98 aA
Controle 42,47

Nota: *Valor difere da testemunha pelo teste de Dunnett (p<0,05). Médias seguidas de mesmas letras
minusculas na coluna e maiusculas na linha nio diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

45 Discussao

Ha variabilidade na fitotoxicidade em funcdo das fragdes de extrato foliar de
capim-annoni e da espécie receptora. Para as plantas daninhas testadas, as fracoes Hex e
Dic foram as mais inibitérias na porcentagem de germinacdo ¢ IVG. Essas mesmas
fragcdes foram as responsaveis por um menor ICso, indicando maior fitotoxicidade, em
capim-amargoso e picdo-preto e por um maior percentual de mortalidade em picao-preto.
A fitotoxicidade variavel das diferentes fragdes pode ser devido a diferenca na eficiéncia
da extragdo dos solventes utilizados (TANVEER et al., 2012). Portanto, pode-se levantar
a hipdtese de que os compostos com maior atividade fitotoxica do capim-annoni seriam
extraidos com hexano e diclorometano. Ambos sdo consideradas fragcdes ndo polares
(CASIMIRO et al., 2017), contendo compostos mais apolares. Os provaveis metabolitos
secundarios extraidos pelo solvente hexano seriam esteroides, terpenos e acetofenonas,
enquanto que o diclorometano ¢ capaz de extrair lignanas, flavonoides metoxilados,

sesquiterpenos, lactonas, triterpenos e cumarinas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
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Em adigdo as diferencas na fitotoxicidade exibida pelas fragdes de capim-annoni,
as espécies receptoras variaram quanto a susceptibilidade e resposta aos atributos
testados. A alface foi a espécie mais sensivel quanto & germinacdo e crescimento de
plantulas, pois esses atributos foram influenciados por todas as fracdes testadas. Para essa
espécie foram verificados também os menores valores de ICso. Esse resultado era
esperado, tendo em vista que a alface ¢ considerada uma planta bioindicadora nos
trabalhos de alelopatia e ¢ extensivamente usada nesse tipo de experimento por ter rapida
germinagio, crescimento e alta sensibilidade a diversos extratos e produtos (MACIAS;
CASTELLANO; MOLINILLO, 2000). Porém, o teste de extratos vegetais sobre plantas
bioindicadoras dificilmente reflete o que ocorre em ecossistemas naturais (INDERJIT;
DAKSHINI, 1999, p. 35-42). Assim sendo, e considerando a aplicabilidade da alelopatia
quando na pesquisa por herbicidas, torna-se fundamental estudar o comportamento dos

extratos vegetais sobre plantas de interesse, neste caso, as plantas daninhas.

Dentre as plantas daninhas, o capim-amargoso foi o mais sensivel, com maior
numero de plantulas mortas e maior inibi¢cao do alongamento radicial e da parte aérea em
todas as fragdes, inclusive mostrando maior sensibilidade do que a alface no comprimento
da raiz (Tabela 3). Dessa forma, pode-se inferir que essa espécie possui caracteristicas
particulares que a tornam mais sensivel, ou que o efeito fitotoxico do capim-annoni seria
mais pronunciado em gramineas, tendo em vista que o capim-amargoso ¢ a Unica
representante de Poaceae dentre as espécies receptoras testadas. Por isso, ¢ importante
usar diferentes espécies receptoras em trabalhos de alelopatia, tendo em vista que elas
podem apresentar sensibilidade variada de acordo com o tipo de extrato testado
(OLIVEIRA et al., 2012). De acordo com Souza Filho, Rodrigues e Rodrigues (1997), a
atividade bioldgica de um aleloquimico depende do limite de resposta da espécie afetada,

que esta intimamente relacionada a sua sensibilidade.

Na germinagdo e IVG de capim-amargoso e buva verificou-se um estimulo dos
atributos testados sob baixas concentracdes das fragdes AcE e EtA. A alelopatia ¢ um
processo quimico-mediado, que pode ser estimulatorio ou inibitoério (BELZ; HURLE;
DUKE, 2005). O fenomeno em que ocorre um estimulo de um parametro dependente em

uma baixa concentracdo de uma fitotoxina ¢ denominado hormese (DAYAN; DUKE,
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2006). No entanto, respostas inibitérias dos aleloquimicos sao frequentemente descritas,
enquanto que o estimulo em baixas concentragdes ¢ raramente relatado (BELZ; HURLE;

DUKE, 2005).

Na ciéncia das plantas daninhas, estudos de dose-resposta auxiliam no
entendimento da eficacia ¢ modo de ac¢do de herbicidas comerciais. No entanto, nas
ultimas décadas, este mesmo modelo passa a ser usado no estudo de fitotoxinas naturais
(BELZ; HURLE; DUKE, 2005), permitindo calcular o ICso do crescimento/germinagao
da espécie receptora e com este resultado, comparar a fitotoxicidade entre aleloquimicos

e destes com herbicidas sintéticos.

Os valores de ICso, oriundos do efeito de fragoes de extratos de amendoim (Arachis
hypogaea L.) sobre alface, variaram de acordo com o solvente utilizado no fracionamento
(entre 0,020 e 1,4 mg/mL), sendo o extrato diclorometano o mais fitotoxico e o extrato
aquoso o menos fitotoxico (CASIMIRO et al., 2017). Com amendoeira (Terminalia
catappa L.), a fragdo diclorometanica também foi a mais fitotoxica (BARATELLI et al.,
2012).

Neste trabalho, a fragdo butanol foi a mais fitotdxica para alface, com ICso de 0,06
mg/mL, o que indica que os aleloquimicos do capim-annoni pertencem a grupos
diferentes em relacdo as espécies acima citadas, que foram extraidas com diclorometano.
Os valores de ICso obtidos neste trabalho indicam a qualidade do material estudado para
obter substancias com potencial atividade herbicida. Para tanto, destaca-se a importancia
de continuar o processo de fracionamento dos extratos, pois com a obten¢ao de compostos
puros e suas respectivas curvas de dose-resposta sera possivel a comparagcdo com

herbicidas comerciais.

A avaliacdo do crescimento das plantulas ¢ um instrumento valioso em trabalhos
de alelopatia, uma vez que os aleloquimicos induzem o aparecimento de plantulas
anormais (FERREIRA; AQUILA, 2000). Os sintomas observados em bioensaios sao os
indicativos mais 6bvios dos locais de agdo dos compostos. Esses indicadores podem

ajudar a determinar se o composto tem o mesmo mecanismo de a¢do de compostos
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conhecidos, que causam sintomas similares. A simples inibi¢ao no crescimento, que neste
trabalho foi observada para buva, ¢ o sintoma mais problematico, pois inimeros locais de

acao podem causar tal sintoma (DUKE; ROMAGNI; DAYAN, 2000).

Aleloquimicos s3o substiancias que modificam uma variedade de processos
metabolicos, como a fotossintnese (QIAN et al.,, 2009), fisiologia dos estdmatos
(MARTINEZ-PENALVER et al., 2012), trocas gasosas (SCHULZ et al., 2007), relagdes
hidricas (HUSSAIN; REIGOSA, 2011), produg¢do de espécies reativas de oxigénio
(QIAN et al., 2009), alteragdo na fun¢do de hormdnios (FERREIRA; AQUILA, 2000) e
biologia molecular (TANVEER et al., 2012). Portanto, alteragdes na germinacdo e
morfologia de plantulas sob a influéncia de extratos vegetais pode ser uma expressao
secundaria de disturbios e alteragdes nestes mecanismos primarios (TANVEER et al.,

2012).

A reduc¢do no crescimento da raiz ocasionada por aleloquimicos pode ser explicada
pela indugao no aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio, causando a morte
de células daraiz, (MECINA et al., 2014). J4, a inibi¢do da germinacao pode ser explicada
por distarbios na atividade da peroxidase, alfa-amilase e fosfatase (ALAM; ISLAM,
2002). A necrose da raiz, observada nesse trabalho para todas as espécies, ¢ um dos
sintomas mais caracteristicos da alelopatia (HABERMANN et al., 2017) e pode ser
explicado pelo contato mais proximo da raiz com o extrato (CHUNG; AHN; YUN, 2001).
Bais et al. (2003) elucidaram o mecanismo de acdo de catequinas liberadas por Centaurea
maculosa (Lam.) e constatataram que essas fitotoxinas produzem espécies reativas de
oxigénio no meristema da raiz, que se propagam através das células, causando mudancas
na concentracdo intracelular de Ca?" e, assim, modificando a expressio do gene
calmodulina, peroxidase e da proteina ribossomal L9. Essa sequéncia de eventos culmina

na necrose do sistema radicial.

Aleloquimicos podem atuar sobre a fotossintese, causando danos a maquinaria de
sintese e aceleracao da decomposi¢ao de pigmentos fotossintéticos. Consequentemente,
o contetdo desses pigmentos diminui, o que bloqueia a energia e transferéncia de elétrons,

inibe a sintese de ATP e afeta a condutancia estomadtica e a transpiracao, inibindo o
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processo fotossintético (CHENG; CHENG, 2015). Um dos mais bem caracterizados
mecanismos fitotoxicos induzidos por aleloquimicos ¢ sobre a fung¢do do FSII (CHENG;
CHENG, 2015). Nesse caso, os inibidores competem pelo local de ligacdo da
plastoquinona na proteina D1 do FSII, interrompem o fluxo fotossintético normal e, entdo,
as plantas morrem devido a um estresse oxidativo associado com moléculas de clorofila
super energizadas. Muitas quinonas e a capsaicina (isolada de pimenta-vermelha) sdo
conhecidos como potentes inibidores do FSII (DUKE; DAY AN, 2006). Mas, o mais bem
documentado inibidor do FSII ¢ o sorgoleone, uma benzoquinona lipofilica, componente

de exudados de raizes de sorgo (CZARNOTA et al., 2001).

O mecanismo de agao sobre o FSII ¢ caracteristico para herbicidas do grupo das
triazinas, dentre o qual esta a atrazina. A sintomatologia causada por esses herbicidas
inicia com clorose internerval nas folhas e amarelecimento nas margens, que pode ser
mais expressivo em plantas suscetiveis. Pode ocorrer ainda a presenga de coloragao
dourada no épice das folhas (SENSEMAN, 2007) A sintomatologia observada neste
trabalho para plantulas de capim-amargoso ¢ muito semelhante a relatada para os
inibidores do FSII, considerando-se assim a hipotese de que este poderia ser um possivel
mecanismo de agdo dos compostos fracionados do capim-annoni. No entanto, ndo se
descarta a hipotese de que outro conhecido mecanismo de acdo de herbicidas, os
inibidores da biossintese de carotenoides, podem causar a perda de pigmentacdo das
folhas, resultando em uma aparéncia albina, com branqueamento seguido por necrose
(SENSEMAN, 2007). Deve-se ressaltar que nesse trabalho foram testadas fragcdes do
extrato. Para melhor entendimento do mecanismo de agao e comparagdao com herbicidas
sintéticos, ¢ essencial prosseguir com o processo de purificacdo e teste de substancias

puras.

O isolamento de novos compostos ¢ a melhor abordagem para a descoberta de
fitotoxinas naturais e novos mecanismos de a¢ao, que podem ser valiosos para herbicidas
sintéticos. Na pesquisa em produtos naturais, bioensaios direcionados ao isolamento sio
requeridos. Depois que a fitotoxicidade de um conhecido ou novo composto natural é
descoberta, a determinagcdo do mecanismo de a¢do ¢ um processo que nao difere dos

herbicidas sintéticos (DUKE; ROMAGNI; DAY AN, 2000).

Adriana Favaretto 60



4.6 Conclusoes

As fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e hidroetanolica
provenientes de folhas de capim-annoni sdo fitotoxicas para alface, capim-amargoso,
buva e picdo-preto. Dentre as plantas daninhas, o capim-amargoso € a espécie mais
sensivel e dentre as fragdes, hexano e diclorometano sao as mais fitotoxicas. Isso indica
a necessidade da continuidade do processo de purificagdo dessas fragdes, pois compostos

isolados dessa planta possuem potencial herbicida.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O interesse em compostos alternativos com propriedades fitotdxicas cresceu nas
ultimas décadas, proporcionando um campo promissor para a descoberta de herbicidas de
origem natural que agem diretamente sobre plantas daninhas e, mais importante, nao
impde efeitos adversos ao ambiente ¢ a saude humana (HAIG et al., 2009). Assim,
cientistas tem focado seus esfor¢os na pesquisa por compostos oriundos de plantas para
o desenvolvimento de compostos com atividade herbicidas como alternativa

(CANTRELL; DAYAN; DUKE, 2012).

As plantas alelopaticas sdao uma provavel fonte de compostos com potencial
herbicida. No entanto, a alelopatia ¢ um processo bastante complexo e nem sempre a
atividade alelopatica se deve a agdo de um tnico composto. Portanto, o entendimento das
relagdes entre os aleloquimicos, sejam elas sinérgicas ou antagdnicas, ¢ de fundamental

importancia.

Os aleloquimicos catequina, epicatequina e os acidos cafeico, fertilico, p-cumarico
e vanilico j& haviam sido identificados no capim-annoni por Favaretto et al. (2015). No
entanto, considerando as intrinsecas relagdes e interferéncias que podem haver entre esses
compostos, optou-se por testar, no Capitulo I, tanto o efeito isolado quanto conjunto
desses aleloquimicos. De fato, existem modificacdes na atividade fitotoxica desses
compostos quando eles agem em combinagdo, exceto para catequina e epicatequina. O
parametro mais sensivel a agdo desses compostos ¢ a presenca de anormalidades e
mortalidade das plantulas, o que ressalta a importancia de incluir esse tipo de avaliagdo

em trabalhos de alelopatia.
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Apesar de constatada atividade fitotoxica e acdo conjunta dos aleloquimicos
descritos no Capitulo I, observou-se que esses ndo explicam totalmente a atividade
alelopatica do capim-annoni. Em trabalho prévio (FAVARETTO; SCHEFFER-BASSO;
PEREZ, 2017), o efeito de extratos aquosos de capim-annoni foi aproximadamente 50%
maior sobre a germina¢do do que o observado neste trabalho. Portanto, a atividade
alelopatica remanescente provavelmente ¢ explicada pela presenca de outros compostos,
ainda ndo identificados. Ao final desse trabalho permaneceu uma questdo a ser
respondida: qual/quais os compostos majoritdrios presentes no capim-annoni,

responsaveis pelo efeito alelopatico?

Para responder essa pergunta, o Capitulo II foi desenvolvido com base em um
fracionamento liquido-liquido do extrato bruto de folhas de capim-annoni, utilizando
solventes de polaridade crescente. Além do mais, considerando a investigagdo dos
compostos como herbicidas, optou-se por incluir, além da bioindicadora alface, as plantas

daninhas capim-amargoso, buva e picao-preto como receptoras.

Um extrato bruto ¢ geralmente uma complicada mistura de varios compostos com
propriedades fisicas e quimicas distintas. A estratégia fundamental para separar esses
compostos ¢ a extragdo com solventes de diferentes polaridades, visando a separagao
inicial de grupos quimicos. O fracionamento conduzido no Capitulo II mostrou que
fragdes obtidas de extratos etandlicos de folhas de capim-annoni sdo fitotoxicas para as
plantas daninhas capim-amargoso, buva e picdo-preto, o que sugere a importancia de
prosseguir com a investigacao do potencial herbicida dessa espécie. De acordo com os
dados desse capitulo, os compostos com maior atividade fitotoxica do capim-annoni sao

extraidos por hexano e diclorometano.

Baseado nesses resultados, o Capitulo III foi focado no isolamento e identificagdo
dos compostos biologicamente ativos presentes no extrato de capim-annoni. As fragdes
mais fitotoxicas, indicadas pelo Capitulo II, foram submetidas a técnica de fracionamento
bioguiado, resultando na identificagdo de trés compostos inéditos presentes nas raizes de
capim-annoni e do 4cido a-linolénico, presente nas folhas. Muito além da pesquisa por

atividade biologica dos compostos isolados, esse trabalho consiste na descricao quimica
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da espécie. O primeiro relato cientifico da atividade alelopatica do capim-annoni data de
1986 (COELHO, 1986). No entanto, mais de trinta anos se passaram para que agora, com
essa tese, se buscasse identificar e isolar compostos quimicos responsaveis por essa

atividade.

Embora as folhas de capim-annoni sejam mais alelopaticas do que as raizes
(FAVARETTO; SCHEFFER-BASSO; PEREZ, 2017), e por isso foram utilizadas nos
experimentos do capitulo II, a complexidade e quantidade de compostos presentes nesse
orgao dificulta o processo de isolamento e identificacdo de compostos quimicos. Por esse
motivo, no capitulo I1I, mais compostos foram isolados de raizes de capim-annoni do que
de folhas. Além do mais, vale ressaltar a dificuldade de coleta e manuseio de raizes,

utilizando-se preferencialmente folhas para preparacao de extratos.

Com base na estratégia alelopatica de busca por novos herbicidas, proposta por
Macias et al. (2001), ap6s a obtencdo de compostos puros, o proximo passo consiste na
sintese de principios ativos e compostos andlogos, bem como na determinag¢do dos
mecanismos de acdo dos compostos isolados. Isso indica que ainda hd um longo caminho

na investigacdo da atividade herbicida do capim-annoni.
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6 CONCLUSAO GERAL

O capim-annoni possui potencial herbicida. Seu efeito fitotoxico sobre plantas
daninhas pode ser estimulatério ou inibitorio, dependendo da concentragdo testada. A
atividade fitotdxica de distinta magnitude, a depender do solvente utilizado, indica que
hexano e diclorometano s3o os mais eficazes na extragdo dos compostos biologicamente
ativos do capim-annoni. A inibicdo da germinagao e crescimento inicial de plantas indica
maior fitotoxicidade dos extratos sobre plantas monocotiledoneas em relagao a nao-
monocotiledoneas, sugerindo especificidade da atividade alelopatica do capim-annoni

quanto a espécie receptora.

A investigacao fitoquimica do capim-annoni, com a descri¢ao inédita de um novo
esqueleto de carbono e de trés novos compostos fitotoxicos, pertencentes a classe dos
diterpenoides, além de contribuir para a caracterizagdo quimica da espécie, pode ser o
primeiro passo no estudo do potencial desses compostos como herbicidas e na sua
aplicagdo como uma alternativa ambientalmente sustentavel no controle de plantas

daninhas.
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