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RESUMO GERAL

As plantas sintetizam uma ampla variedade de substancias quimicas em resposta aos estresses
biodticos e abioticos. Geralmente essas substancias estdo associadas com processos de defesa
das plantas contra herbivoros e patogenos. Essas substancias, provenientes do metabolismo
secundario sdo conhecidas como aleloquimicos. As espécies da familia Lauraceae possuem
potencial na producdo de metabolitos secundarios com propriedades herbicida. Dessa maneira,
0 objetivo do presenta trabalho foi avaliar o potencial fitotoxico de fragdes e subfragcdes da
espécie Ocotea pulchella, assim como também dos compostos sintéticos salicilato de benzila e
benzoato de benzila sobre espécies alvo. Para isso, foram realizados bioensaios com coledptilos
de Triticum aestivum e bioensaios de germinagdo e crescimento inicial de espécies invasoras
de culturas agricolas. As concentracdes de 0,8 mg.mL!, 0.4 mgmL"! e 0,2 mgmL"' foram
utilizadas para as fragdes hexanicas, acetato etilicas e aquosas, de folhas, cascas de caule e
raizes assim como também para as subfragdes da fragdo acetato etilica de folhas da época
chuvosa oriundas de O. pulchella. Para os compostos sintéticos foram utilizadas as
concentragdes de 10 M, 310 M, 10* M, 3+10° M e 10 M nos bioensaios com coledptilos
de T. aestivum; enquanto que para os bioensaios de crescimento inicial foram usadas as
concentragdes de 10> M, 10* M e 10° M. Todas as 18 fragdes de O. pulchella inibiram o
crescimento dos coleodptilos de T. aestivum pelo menos na maior concentracdo testada. Em
geral, o grupo de fragdes de acetato de etila (folhas, caule e raiz) de O. pulchella apresentaram
a maior atividade fitotoxica nas espécies alvo. Os compostos salicilato de benzila e benzoato
de benzila apresentaram forte atividade inibitdria sobre o crescimento de coledptilos de 7.
aestivum, sendo inclusive superiores ao herbicida principalmente nas concentragdes 3°10° M e
10, Estes compostos mostraram também efeito inibitorio sobre as espécies bioindicadoras
Lactuca sativa, Solanum lycopersicum, Allium cepa e T. aestivum ¢ sobre as invasoras
Euphorbia heterophylla ¢ Megathyrsus maximus. E. heterophylla foi a espécie mais afetada
pela agdo de ambos compostos em todos os parametros avaliados ¢ em alguns pardmetros o
efeito inibitorio desses compostos foi igual a aquele exercido pelo herbicida, principalmente no
sistema radicular. Todas as oito subfragdes obtidas da fragdo acetato etilica de folhas da época
chuvosa inibiram significativamente o crescimento de coledptilos de 7. aestivum na maior
concentragdo (0,8 mg. mL ') e sete destas o fizeram também nas outras duas concentracdes (0,4
mg. mL! e 0,2 mg. mL!). Nos bioensaios de crescimento inicial quatro subfragdes foram
testadas (Al, A2, A3 e A4) onde as subfragdes Al e A2 exerceram os maiores valores de

inibi¢do no crescimento da raiz e parte aérea das espécies E. heterophylla ¢ M. maximus. Além



disso, na espécie E. heterophylla, as subfragdes Al e A2 exerceram valores de inibicdo
estatisticamente iguais aos exercidos pelo herbicida em todas as concentragdes testadas tanto
na parte aérea quanto no sistema radicular. Todavia, a maior concentragdo da subfracdo Al nas
raizes, foi superior a aquela observada pelo herbicida na mesma concentragdo. Foi feita uma
cromatografia em camada delgada e foi comprovada a presenca do salicilato de benzila e
benzoato de benzila na subfragdo Al, tais compostos sdo relatados na literatura como
compostos com potencial fitotoxico responsaveis pela atividade fitotoxica de O. pulchella. A
reducdo no crescimento do sistema radicular das plantulas de E. heterophylla pode ter relagéo
com a diminui¢do do alongamento das células do metaxilema submetidas as subfra¢des da
fracdo de acetato de etila de folhas da espécie O. pulchella. Sendo assim ¢ possivel concluir que
a espécie O. pulchella assim como os compostos sintéticos salicilato de benzila e benzoato de

benzila apresentam potencial fitotoxico.

Palavras chave: Aleloquimicos, Cerrado, herbicidas naturais, espécies invasoras.



GENERAL ABSTRACT

Plants synthesize a wide variety of chemicals in response to biotic and abiotic stresses. These
substances are usually associated with plant defense processes against herbivores and
pathogens. These substances, derived from secondary metabolism are known as
allelochemicals. The species of the Lauraceae family have the potential to produce secondary
metabolites with herbicidal properties. Thus, the objective of this work was to evaluate the
phytotoxic potential of extracts and subfractions of the species Ocotea pulchella, as well as of
the synthetic compounds benzyl salicylate and benzyl benzoate on target species. For this,
bioassays were carried out with coleoptiles of Triticum aestivum and bioassays of germination
and initial growth of invasive species of agricultural crops. The concentrations of 0.8 mg.mL™,
0.4 mg.mL" and 0.2 mg.mL" were used for hexane extracts, ethyl and aqueous acetates, of
leaves, stem barks and roots as well as well as for the subfractions of the ethyl acetate extract
of rainy season leaves from O. pulchella. For the synthetic compounds, concentrations of 10
M, 3+10* M, 10* M, 310 M and 10> M were used in bioassays with T. aestivum coleoptiles;
whereas for the initial growth bioassays the concentrations of 107 M, 10% M e 10° M were
used. All 18 extracts of O. pulchella inhibited the growth of T. aestivum coleoptiles at least in
the highest concentration tested. In general, the group of ethyl acetate extracts (leaves, stem and
root) from O. pulchella showed the highest phytotoxic activity in the target species. The benzyl
salicylate and benzyl benzoate compounds showed strong inhibitory activity on the growth of
T. aestivum coleoptiles, being even superior to the herbicide mainly at concentrations 310> M
and 10> M. These compounds also showed an inhibitory effect on the bioindicator species
Lactuca sativa, Solanum lycopersicum, Allium cepa and T. aestivum and on the invasive species
Euphorbia heterophylla and Megathyrsus maximus. E. heterophylla was the species most
affected by the action of both compounds in all evaluated parameters and in some parameters
the inhibitory effect of these compounds was equal to that exerted by the herbicide, mainly in
the root system. All eight subfractions obtained from the ethyl acetate extract of leaves from
the rainy season significantly inhibited the growth of 7. aestivum coleoptiles in the highest
concentration (0.8 mg. ML) and seven of these also did in the other two concentrations (0, 4
mg. ML and 0.2 mg. ML™). In the initial growth bioassays, four subfractions were tested (A1,
A2, A3 and A4) where subfractions Al and A2 exerted the highest values of inhibition in the
growth of the root and aerial part of the species E. heterophylla and M. maximus. In addition,
in the species E. heterophylla, subfractions A1 and A2 exerted inhibition values statistically

equal to those exerted by the herbicide in all concentrations tested both in the aerial part and in



the root system. However, the highest concentration of subfraction Al in the roots was higher
than that observed by the herbicide at the same concentration. Thin layer chromatography was
performed and the presence of benzyl salicylate and benzyl benzoate was verified in subfraction
Al, such compounds are reported in the literature as compounds with phytotoxic potential
responsible for the phytotoxic activity of O. pulchella. The reduction in the growth of the root
system of E. heterophylla seedlings may be related to the decrease in the elongation of the
metaxylem cells submitted to the subfractions of the ethyl acetate extract of leaves of the O.
pulchella species. Therefore, it is possible to conclude that the O. pulchella species as well as

the synthetic compounds benzyl salicylate and benzyl benzoate have phytotoxic potential.

Keywords: Allelochemicals, Brazilian savanna, natural herbicides, invasive species.
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INTRODUCAO GERAL

No ambiente natural, as plantas estdo expostas a diferentes fatores bidticos e abidticos ¢ a falta
de mobilidade destas, fez com que tiveram que desenvolver importantes estratégias evolutivas
para garantir sua sobrevivéncia (Callaway, 2002) e minimizar os danos ocasionados pela
competi¢do com plantas vizinhas e pela predagdo. Dentre as estratégias desenvolvidas, esta a
defesa do tipo quimica, que € caracterizada pela produgdo de metabdlitos secundarios que sdao
responsaveis pela comunicagdo das plantas com seu entorno (interagdes planta-planta, planta-

insetos e planta-microrganismos) (Oliveros-Bastidas, 2008).

Alelopatia

Rice (1984) define que a alelopatia compreende a liberagdo de substancias quimicas no
ambiente por um organismo, tais substancias interagem com outro organismo que esta presente
no mesmo ambiente, tendo como consequéncia a inibigdo ou estimulo do crescimento e/ou seu
desenvolvimento. Além disso o autor afirma também que a alelopatia pode manifestar-se
também entre microrganismos, entre microrganismos e plantas, entre plantas cultivadas de
interesse humano, ocorre também entre plantas invasoras de culturas agricolas e entre plantas

cultivadas e plantas invasoras.

Outra defini¢do descreve que a alelopatia refere-se ao impacto de plantas sobre plantas vizinhas
e/ou sua microflora e/ou macrofauna mediada por biomoléculas conhecidas como
aleloquimicos; frequentemente, esses aleloquimicos interferem no crescimento da planta, mas
também podem resultar na estimulagcdo do crescimento (International Allelopathy Society -
IAS, 2020). Os aleloquimicos podem ter efeitos positivos ou negativos e esse efeito depende da
concentracdo, dindmica, persisténcia ¢ destino dos mesmos no ambiente, bem como a

sensibilidade que apresentam as espécies alvo (Callaway & Ridenour, 2004).

Segundo Chou (1999) a alelopatia desempenha um papel importante na domindncia, na
sucessdo ¢ na formagdo das comunidades vegetais nos ambientes naturais, sendo também uma
estratégia de colonizagdo que muitas plantas exdticas tem sobre a comunidade natural (Hierro
& Callaway 2003). Existe uma grande variedade de agentes alelopaticos os quais sdo
sintetizados e armazenados em diferentes células das plantas, podendo ser em sua forma livre
ou unidos com outras moléculas, e que posteriormente sdo liberados no ambiente como resposta

a estresse biotico e abiotico (Inderjit & Nielsen 2003). Esses compostos quimicos com atividade
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biologica liberados pelos organismos no ambiente sdo conhecidos como substancias

alelopaticas, fitotoxinas, aleloquimicos ou produtos secundarios (Pires & Oliveira 2011).

Metabdlitos secundarios

As plantas produzem uma grande e ampla ordem de componentes organicos que sdo divididos
em metabolitos primarios e secundarios. Os primarios tem a fung¢do de responder pela
sobrevivéncia da planta, participando nos processos de fotossintese, respiragdo e assimilago
de nutrientes enquanto os metabodlitos secundarios, também conhecidos como produtos
secundarios ou produtos naturais, teoricamente ndo possuem relagdo no crescimento e
desenvolvimento da planta, estando associados a estratégias de defesa nas plantas (Taiz et al.,
2017). Estes diferem dos metabolitos primarios, por estarem presentes em concentragdes baixas
e por serem seletivos para alguns grupos de plantas (Berg & Lubert, 2008), onde desempenham

diversas fungoes ecologicas (Taiz et al., 2017).

O reino vegetal tem contribuido de maneira significativa para o fornecimento de metabolitos
secundarios. Muitos destes sdo de grande importincia devido a sua utilizagdo como
medicamentos, alimentos, cosméticos e agroquimicos como inseticidas, fungicidas, etc.
(Phillipson & Anderson, 1998; Taiz et al., 2017). Segundo Souza Filho & Alves (2002), todas
as plantas, teoricamente sdo capazes de sintetizar metabodlitos secundarios, porém essa
caracteristica ¢ mais comum entre plantas selvagens que desenvolveram mecanismos de
adaptacdo para competicdo por recursos com outras plantas, garantindo dessa maneira sua
sobrevivéncia. Ferreira e Aquila (2000), mencionam que a tolerancia ou resisténcia a estes

compostos pode ser especifica, podendo haver espécies mais sensiveis que outras.

Os metabolitos secundarios t€ém fungdes ecoldgicas importantes nas plantas como: protecao as
plantas contra herbivoros e patdgenos; servem como atraentes para polinizadores (aroma, cor,
sabor); tem a fun¢do de agentes de competicdo entre plantas e simbiose entre plantas e os
microrganismos (Taiz et al., 2017). A sintese dos metabolitos secundérios se determina pelas
condigdes ambientais como a temperatura, umidade, salinidade e nutrientes minerais (Kutchan,
2001). Essas condigdes influenciam a sintese de diferentes metabolitos secundarios, que

promove tolerancia a estresses bioticos e abidticos (Ramakrishna & Ravishankar, 2011).

De forma geral, todos os tecidos da planta apresentam potencial para armazenar metabolitos
secundarios; raizes, rizomas, caules, folhas, flores, frutos e sementes (Parvez et al., 2004).
Dessa forma, as atividades biologicas diferem de acordo com 6rgdo em que sdo armazenados,

mas as folhas e raizes sdo as principais fontes de metabolitos secundarios (Wu et al., 2009).
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Diferente dos metabolitos primarios, os metabolitos secundarios se apresentam em
concentracdes baixas e em determinados grupos de plantas, geralmente tem uma estrutura
complexa, sdo de baixo peso molecular e possuem atividades biologicas notaveis (Berg &

Lubert, 2008).

Os metabdlitos secundarios identificados em espécies vegetais sdo distribuidos em trés grupos:
terpenos ou terpendides, compostos fendlicos ou fenodis e os compostos nitrogenados (Delbone
& Lando, 2010). Os terpenos ou terpenodides sdo a classe de metabolitos secundarios mais
abundante, com uma maior variedade estrutural e funcional nas plantas. A maioria deles sdo
apolares, soluveis em solventes organicos e insoluveis em agua (Oliveira, 2003; Chang et al.,
2010). Zwenger & Basu, 2008 mencionam que os terpenos desempenham um papel importante
nas interagdes planta-planta, podendo ser: alelopaticos (Barreto et al., 2011; Imatomi et al.,
2013), planta-inseto: repelentes contra insetos (Viegas Junior, 2003) e planta-patdgeno: agentes

contra infecgdes de patdogenos (Yang et al., 2000).

Os compostos fenodlicos estdo caracterizados por ter em sua estrutura quimica ao menos um
anel aromatico com um grupo hidroxila (Ramalho & Jorge, 2006). Estes podem ocorrer na sua
forma livre ou ligados a agucares e proteinas. Alguns exemplos de substancias fendlicas sdo:
acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, quinonas, fenilpropanoides, taninos e ligninas

(Rezende et al., 2016).

Os compostos nitrogenados sdo moléculas que apresentam em sua constituicdo pelo menos um
atomo de nitrogénio. As classes mais importantes sdo: os alcaloides, glicosideos cianogénicos,
betalainas e glucosinolatos (Rezende et al., 2016). Em sua maioria os alcaloides sdo de carater
alcalino, essa classe de compostos € conhecida pela presenga de substancias que possuem efeito
no sistema nervoso (Vizzotto et al., 2010). Seu uso vai desde agdes contra herbivoros: nicotina
e estricnina, como a elaboragdo de farmacos importantes (morfina, cocaina, codeina,

escopolamina) e alelopaticos (Blua et al., 1998; Blum, 2004).

O Cerrado

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma da América do Sul e uma das mais extensas formagdes
vegetais brasileiras, com aproximadamente 2.036.448 km2, ocupando cerca de 22% do
territorio brasileiro, este se estende sobre os estados de Bahia, Distrito Federal, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Piaui, Rond6nia, Sdo
Paulo, Tocantins, ¢ além dos encraves no Amapa, Roraima ¢ Amazonas, (Ministério do Meio

Ambiente, 2018). O cerrado apresenta uma elevada riqueza de espécies de flora, com 12.356
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espécies dentre plantas herbaceas, arbustivas e arboreas (Mendonga et al., 2008) sendo 44%

espécies endémicas.

Apresenta duas estagdes bem marcadas, sendo um periodo chuvoso (outubro a margo), e
seguido por um periodo seco (de abril a setembro). O solo é avaliado como de savana tropical,
sendo deficiente em nutrientes, rico em ferro e aluminio, tem plantas de aparéncia seca, entre
arbustos esparsos, gramineas e¢ o cerraddo (Klink & Machado, 2005). Diversos fatores
ambientais como estresse hidrico e altas temperaturas sdo comumente encontrados no Cerrado,
a maioria dos solos no cerrado sdo os Latossolos, que cobrem cerca de 46%, estes sdo acidos
(relacionado ao aluminio toxico) e pobres em nutrientes (Lepsch, 2011). Esses fatores podem

aumentar a produc@o de compostos secundarios nas plantas (Einhellig, 1996).

Nas condi¢des de solos pobres do cerrado que as plantas crescem, repor as folhas que sao
predadas, representa um elevado custo para as plantas (Fine et al., 2006), somando que existe
uma grande competicdo pelos nutrientes. Em consequéncia disso, as plantas do Cerrado
presentam alguns mecanismos de defesa como a produgdo de folhas durante periodos propicios,
folhas coriaceas, quantidades elevadas de compostos fendlicos e baixos niveis de nitrogénio ¢

agua (Marquis et al., 2002).

A presenca de aleloquimicos que tem atividade fitotoxica ja foi relatada em estudos realizados
com algumas espécies vegetais do Cerrado (Grisi et al., 2012; Imatomi et al., 2013; Anese et
al., 2015, Pereira et al., 2015, Candido et al., 2016, Grisi et al., 2016; Jatoba et al., 2016)
sugerindo que a alelopatia tem uma fung@o importante na ecologia do Cerrado. Nesse cenario,
o uso de espécies vegetais do Cerrado em estudos que envolvem alelopatia, se mostra como
uma necessidade de apresentar novas alternativas ao manejo integrado de pragas agricolas,
mediante a descoberta de compostos com potencial fitotoxico e o desenvolvimento de

agroquimicos naturais, que sdo mais especificos e menos prejudiciais para o ambiente.

Familia Lauraceae

A familia Lauraceae compreende 55 géneros e um aproximado de 2.500 - 3.000 espécies de
arvores. Em todo o mundo tendo a sua distribuicdo de espécies em regides com clima tropical
e subtropical principalmente na América, Asia tropical, Australia e Madagascar (Werff &
Richter, 1996). Esta familia tem consideravel importancia econdmica, pois € utilizada como
fonte de madeira (Nectandra, Ocotea, Persea spp., Mezilaurus itauba), como cultura (Persea

americana), uso medicinal (Cinamomum camphora), ¢ para obter sabores para a industria
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alimenticia, perfumaria e medicamentos (Cinnamomum zeylanicum, Cinnamomum cassia,

Laurus nobilis, Aniba rosaeodora), entre outros (Christoffoleti et al., 2008; Alcantara, 2009)

O género Ocotea

O género Ocotea € o maior género Neotropical da familia Lauraceae ¢ ¢ constituido por um
aproximado de 350 espécies que estdo distribuidas na América tropical e subtropical, desde o
Meéxico e sul da florida até a Argentina (Rohwer, 1993), sendo que 168 destas espécies (108

endémicas) ocorrem no Brasil (Brotto et al., 2013; Quinet et al., 2015).

Este género esta entre os mais diversos da flora brasileira e ¢ um dos mais representativos em
numero de individuos quanto na riqueza de taxons nas florestas pluviais (Forzza et al., 2010).
O género ¢é caracterizado por ter arvores e¢ arbustos com folhas de modo geral em forma
alternada, flores unissexuadas ou bissexuadas, uma inflorescéncia tirsdide-paniculada ou

racemiforme, fruto de tipo baga com ctpula (Baitello et al., 2003).

O grande numero de espécies do género Ocotea tem despertado o interesse dos fitoquimicos
brasileiros, algumas espécies deste género sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento
de diarréia (Ocotea quixos), colicas menstruais (Ocotea nicaraguensis), infec¢des, picada de
cobra (Ocotea caparrapi), dor de cabeca (Ocotea bullata), (Napralert, 2009), como
“antiparasita” (Ocotea lancifolia) (Camargo et al., 2013), entre outras. A familia Lauraceae
contém altos niveis de dleos essenciais que estdo presentes nas folhas e com diversas atividades
biologicas relatadas (Chaverri et al., 2011). Estes 6leos mostraram atividade herbicida tendo
efeitos inibitorios que foram observados na germinagdo, crescimento e concentracdo de

clorofila nas espécies alvo das plantas estudadas (Carmo et al., 2007).

Espécies deste género sdo reconhecidas fitoquimicamente pela sintese de uma ampla variedade
de substancias como sdo monoterpenos, alcaloides isoquinolinicos, lignanas, neolignanas e
6leos essenciais sendo os principais metabolitos sintetizados (Pabon & Cuca, 2010; Silveira et
al., 2011; Yamaguchi, 2011), flavonoides, polipropanodides, esteroides, sesquiterpenos (Zanin

& Lordello, 2007).

Ocotea pulchella

A espécie Ocotea pulchella é conhecida popularmente como canela-amarela, canela-do-brejo,
canela-do-cerrado, canela-lageana, canela-laranja, canela layana, canela miudera, canela-
pimenta, canela-prego, canela-preta, caneleira, canelinha, lageana, laurel (Grandtner &
Chevrette, 2013). Sua distribui¢do ¢ na América do Sul nos paises de Argentina, Paraguai,

Uruguai e Brasil. No Brasil, essa espécie ocorre em cerrado tipico e cerraddo, nos estados de
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Tocantins, Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, S0 Paulo, Rio de Janeiro, Parani, Santa

Catarina ¢ Rio Grande do Sul (Quinet et al. 2015).

O habito desta espécie pode variar de arbustivo a arbdreo, podendo atingir 25 - 30 m de altura,
(Brotto et al., 2010), o tronco com didmetro de 50-80 cm, folhas simples, face superior glabra
e inferior ferrugineo-pubescente (Lorenzi, 2002). Se caracteriza pelo tronco cinzento
pontilhado por lenticelas e os frutos do tipo drupa ovalado ou elipsoide e de cor negro quando
estdo maduros (Bauer et al.,, 2014). Inflorescéncias axilares; panicula ou racemo, aureo-
pubérula e flores unissexuadas (Brotto et al., 2010). Floresce no periodo de fevereiro a maio e
em novembro e frutifica nos meses de maio, julho, agosto e setembro (Souza & Affonso, 2017).
Diversas atividades bioldgicas como herbicida, bactericida, anticancerigena e inseticida ja
foram identificadas para essa espécie (Marques, 2001; Yamaguchi, 2011, Araajo, 2012;
Candido et al; 2016).

Candido et al, (2016), avaliaram a atividade fitotoxica de extratos de acetato de etila e de
metanol de folhas, caules e raizes da espécie O. pulchella Nees, sobre coleoptilos de T.
aestivum. Do extrato acetato etilico de folhas foram isolados e caracterizados um total de 11
compostos, dos quais os compostos espatulenol, salicilato de benzila e benzoato de benzila
exibiram as maiores atividades inibitorias sobre a espécie bioindicadora S. lycopersicum, dessa
maneira, esses autores concluiram que estes compostos podem ser os responsaveis pela

atividade fitotoxica exibida na espécie O. pulchella.

Desses trés compostos, o salicilato de benzila e o benzoato de benzila sdo produzidos de forma
sintética ¢ amplamente comercializados. Ambos compostos tem uma ampla variedade de usos
entre os que destacam seu uso na area de fragrancias, cosméticos e na industria farmacéutica
(Lapczynski et al., 2007; Charles & Darbre, 2009; Salavastru et al., 2017a; Salavastru et al.,
2017b)

Salicilato de benzila

O salicilato de benzila (C14H1203) € um éster benzilico do acido salicilico usado como fixador
de fragrancias, na area cosmética, de higiene pessoal e limpeza doméstica (Lapczynski et al.,
2007). Além disso, tem sido utilizado na industria alimenticia como fixador de sabor
(Sivakumar et al., 2002). Este composto é encontrado de forma natural, em plantas como
Dianthus caryophyllus L. (Anonis, 1993), Polianthes tuberosa L. (IFRA, 2009) e Ocotea
pulchella Nees e Mart. (Candido et al., 2016).
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Benzoato de benzila

O benzoato de benzila (C14H1202) é um éster benzilico do acido benzoico frequentemente
aplicado na industria farmacéutica como principio ativo de medicamentos para tratamento da
escabiose (Salavastru., et al 2017a) e pediculose (Salavastru., et al 2017b). Além disso, este
composto ¢ utilizado como repelente de insetos (Knowles, 1991), usado na industria alimenticia
(Tang e LI, 2004), como solvente, na industria de perfumaria e cosméticos (Pybus & Sell, 2006)
e na composicdo de pesticidas (Johnson et al., 2017). O benzoato de benzila pode ser encontrado
naturalmente em espécies de plantas tais como Citharexylum spinosum L. (E1 Ayeb-Zakhama

et al., 2017), Magnolia champaca L. (Sa et al., 2017) e O. pulchella (Candido et al., 2016).

Espécies-alvo utilizadas

Amendoim bravo

O amendoim-bravo ou leiteiro (Euphorbia heterophylla) ¢ uma planta daninha pertencente a
familia Euphorbiaceae. Esta se caracteriza por ter uma alta capacidade de competi¢do por
recursos como agua, luz, nutrientes, CO2 e oxigénio (Oliveira Jr. et al., 2011), ocasionando
perdas na qualidade e produtividade de sistemas agricolas, como a soja (Carvalho et al., 2010,
Lopes Ovejero et al., 2013), milho (Cury et al., 2012), cana-de-agucar (Marques et al., 2012)
algodao (Beltrdo, 2004), feijao (Cury et al., 2011; Machado et al., 2015).

E uma planta daninha nativa das regides tropicais e subtropicais das Américas (Cronquist,
1981), apresenta ciclo anual, um rapido acumulo de biomassa ¢ uma elevada producio de
sementes (Kissmann & Groth, 1999). Essa espécie ¢ considerada de dificil controle, ja que
apresenta resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da enzima protoporfirinogénio oxidase
— Protox, acetolactato sintase - ALS (Trezzi et al., 2011; Xavier et al., 2018) e recentemente foi
relatada como resistente ao herbicida glifosato (inibidor da enzima 5-enolpiruvato- chiquimato-
3-fosfato sintase - EPSPS) (Adegas et al., 2020). Sendo assim, a busca de herbicidas que tenham
novos mecanismos de a¢do, assim como melhorias na aplicacdo, sdo fundamentais para

controlar de maneira satisfatoria esta planta daninha (Grigolli et al., 2011).

Capim coloniao

O capim-colonido (Megathyrsus maximus), ¢ uma graminea que que interfere em cultivos
agricolas, se destaca por ser uma planta vigorosa ¢ com uma grande capacidade de ocupar
ambientes rapidamente, devido a sua agressividade e pela intensa capacidade na producdo e
longevidade de sementes (Costa et al., 2002), sendo considerada como uma planta daninha
altamente competitiva (Lorenzi, 2008). A presenca desta espécie ¢ comum em lavouras de cana-

planta sendo considerada como infestante devido a supressdo produzida pela palha (Correia et
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al., 2012), a sua interferéncia nas culturas contribui para a redu¢do na produtividade. Kuva et
al. (2003) observaram redugdo de até 40% da produtividade de colmos na cultura de cana-de-
acucar, numa comunidade infestante de plantas invasoras, com espécies como capim colonido

(Megathyrsus maximus) e braquiaria (Brachiaria decumbens).

Aleloquimicos como alternativa no controle de espécies invasoras de culturas agricolas

A resisténcia das plantas invasoras de culturas agricolas aos herbicidas ¢ um grande problema
na agricultura atual (Agostinetto & Vargas, 2014). Devido a sua alta eficacia e ao baixo custo,
o controle de plantas invasoras mediante a aplicacdo de herbicidas ¢ uma pratica muito
frequente nas areas agricolas. Porém, nem sempre os agricultores utilizam essa ferramenta de

maneira adequada (Melo et al., 2019; Morota et al., 2020).

O mau uso do manejo integrado de plantas invasoras tem provocado uma serie de desvantagens
ao meio ambiente, provocam mudangas no agroecossistema, além de serem nocivos a satide do
ser humano (Castro et al., 2016). Algumas praticas culturais como o uso recorrente de
herbicidas com 0 mesmo mecanismo de acdo na mesma area agricola, monocultivo por varios
anos sucessivos, assim como a pouca utilizagdo de outros métodos de controle podem facilitar
a selecdo de populagdes resistentes a herbicidas de certos grupos quimicos. Como
consequéncia, isto gera falhas no controle eficiente das espécies invasoras de culturas agricolas,
gerando perdas na produtividade e prejuizos para o agricultor (Vidal et al., 2010; Inoue &

Oliveira Jr, 2011; Vasconcelos et al., 2012).

Uma alternativa ao uso dos herbicidas convencionais no controle das plantas invasoras ¢ a
descoberta de aleloquimicos. Os herbicidas atuais provocam mudangas nas populacdes de
plantas invasoras além do risco de contamina¢do ambiental e o aumento de espécies de plantas
invasoras mais resistentes aos herbicidas (Verdeguer et al., 2011). Isto torna os estudos
envolvendo o potencial fitotoxico de espécies vegetais uma ferramenta importante para
identificar plantas que apresentam compostos bioativos a partir dos quais se podem produzir
herbicidas naturais, sendo mais especificos ¢ menos prejudiciais para o ambiente (Bertholdsson

2010; Imatomi et al., 2013).

Alguns autores ja relataram a possibilidade de controlar espécies invasoras de culturas agricolas

através do uso de aleloquimicos Matsumoto et al., 2010; Oliveira et al., 2014)

Existem poucos trabalhos publicados sobre a pesquisa do potencial de O. pulchella e de seus
metabolitos secundarios, particularmente no que concerne as agdes herbicida, diante do

exposto, o presente trabalho teve o objetivo de obter informagdes sobre o potencial fitotoxico
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de fra¢Ges e subfracdes oriundas da espécie O. pulchella, assim como também dos compostos
sintéticos salicilato de benzila e benzoato de benzila e para isso, procurou-se responder as

seguintes perguntas:

1. Fragoes e subfragdes de O. pulchella possuem efeito fitotdxico sobre as espécies alvo
selecionadas?

2. Dentre os o6rgaos vegetais de O. pulchella, qual fragdo apresenta maior atividade no
controle de plantas invasoras de culturas agricolas?

3. Os compostos sintéticos salicilato de benzila e benzoato de benzila possuem atividade
fitotoxica sobre espécies bioindicadoras e espécies invasoras de culturas agricolas?

4. Podem, os compostos salicilato de benzila e benzoato de benzila exercer efeitos

inibitorios similares ao herbicida Goal® nas espécies alvo selecionadas?
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RESUMO

Alelopatia pode ser definida como qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas e microrganismos, que influenciam o crescimento e desenvolvimento
de sistemas naturais e cultivaveis. Essas substancias podem ser utilizadas na elaboragdo de
produtos de uso agricola, como alternativa para o uso de agroquimicos. O presente estudo teve
como objetivo testar o potencial fitotoxico de fragdes de folhas, casca de caule e raiz da espécie
Ocotea pulchella, sobre o crescimento de coledptilos de Triticum aestivum € na germinagdo e
crescimento inicial das espécies invasoras Euphorbia heterophylla ¢ Megathyrsus maximus.
Todas as 18 fragdes inibiram significativamente o crescimento de coledptilos de 7. aestivum na
maior concentragdo (0,8 mg. mL!) e oito destes o fizeram também nas outras duas
concentragdes (0,4 mg. mL™!' e 0,2 mg. mL"). Nas invasoras, os pardmetros porcentagem de
germinagdo, tempo médio de germinagdo e velocidade média de germinacdo ndo foram afetados
pela agdo das fragdes. Nos bioensaios de crescimento inicial, M. maximus foi a espécie que
apresentou uma resposta mais variada, sendo observada inibi¢do e em alguns casos estimulo
nas raizes; ja na parte aérea, 14 fragdes inibiram significativamente o crescimento pelo menos
na maior concentragdo testada. Para E. heterophylla, as plantulas apresentaram uma resposta
mais uniforme, 16 fragdes inibiram o crescimento das raizes ¢ 18 inibiram significativamente a
parte aérea, em pelo menos a maior concentragdo testada. Pelos resultados obtidos ¢ possivel
concluir que O. pulchella apresenta potencial fitotoxico, principalmente nas fragdes foliares de

acetato de etila, esse efeito foi mais evidente na invasora E. heterophylla.

Palavras chave: aleloquimicos, espécies invasoras, fitotoxicidade, Ocotea pulchella.

Evaluation of the phytotoxic potential of leaf, stem barks and roots extracts of Ocotea

pulchella Nees et Mart
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ABSTRACT

Allelopathy can be defined as any process involving secondary metabolites, produced by plants
and microorganisms, which influence the growth and development of natural cultivable
systems. These substances can be used in the preparation of products for agricultural use, as an
alternative to the use of agrochemicals. The present study aimed to test the phytotoxic potential
of leaf, stem bark and root extracts of the species Ocotea pulchella, on the growth of wheat
coleoptiles and on the germination and initial growth of Euphorbia heterophylla ¢ Megathyrsus
maximus species. All 18 extracts significantly inhibited the growth of wheat coleoptiles at the
highest concentration (0.8 mg. mL™"') and eight of these did so at the other two concentrations
(0.4 mg. mL! and 0.2 mg. mL"'). In the invasive species, the parameters germination
percentage, average germination time and average germination speed were not affected by the
action of the extracts. In the initial growth bioassays, the M. maximus was the species that
presented a more varied response, with inhibition and in some cases stimulating the roots being
observed; in the shoot, 14 extracts significantly inhibited growth at least at the highest
concentration tested. For E. heterophylla, the seedlings showed a more uniform response, 16
extracts inhibited the growth of the roots and 18 significantly inhibited the shoot, in at least the
highest concentration tested. From the results obtained, it is possible to conclude that O.
pulchella has phytotoxic potential, especially in leaf extracts of ethyl acetate, this effect was

more evident in the invasive peanut.

Keywords: allelochemicals, invasive species, phytotoxicity, Ocotea pulchella.
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1. INTRODUCAO

Uma grande preocupacdo da agricultura atual sdo os prejuizos causados por plantas invasoras
em lavouras, estas plantas se destacam pela elevada capacidade de competi¢do por recursos
naturais como agua, luz, nutrientes e¢ espago fisico, com as culturas de interesse econémico
(Ferreira et al., 2011; Vasconcelos et al., 2012). As plantas invasoras se beneficiam no processo
de competigdo por apresentam caracteristicas como alta rusticidade e incidéncia, resisténcia a
pragas e doengas, habilidade de produzir um grande nimero de sementes, facilidade de
dispersdo das sementes, rapida passagem da fase vegetativa para a reprodutiva e sobretudo, pela
elevada dificuldade de controle, mesmo com o uso de herbicidas. Estas caracteristicas
proporcionam vantagens as plantas invasoras o que resulta em perdas de produtividade e

prejuizos ao agricultor (Vasconcelos et al., 2012; Pacheco et al., 2016).

A necessidade de descobrir novos compostos com potencial herbicida aumenta a medida que
os casos de resisténcia a herbicidas surgem. A resisténcia das plantas invasoras de culturas
agricolas aos herbicidas ¢ um problema de grande importancia na agricultura atual (Agostinetto
& Vargas, 2014). Isto, devido as mas praticas agricolas como o uso inadequado de herbicidas
com 0 mesmo mecanismo de acdo na mesma area, que pode levar a selecdo de bidtipos de uma
populagdo com capacidade de sobreviver a herbicidas que os controlariam em condigdes
normais de aplicacdo (Christoffoleti et al., 2016). O Brasil ¢ o quinto pais com maior numero
de casos de espécies resistentes a herbicidas, com 50 casos em 28 espécies de plantas invasoras

(Heap, 2020).

Dentre as plantas invasoras de culturas agricolas no Brasil, temos o amendoim-bravo ou leiteiro
(Euphorbia heterophylla) é uma planta daninha pertencente a familia Euphorbiaceae. Esta ¢
uma planta invasora de dificil controle que apresenta desenvolvimento inicial rapido e uma
grande variabilidade genética (Trezzi et al., 2014), se caracteriza por ter uma alta capacidade
de competigdo por recursos como agua, luz, nutrientes, CO2 e oxigénio (Oliveira Jr. et al,,
2011), ocasionando perdas na qualidade e produtividade de sistemas agricolas, como a soja
(Carvalho et al., 2010, Lopes Ovejero et al., 2013), milho (Cury et al., 2012), cana-de-agticar
(Marques et al., 2012) algodao (Beltrao, 2004), feijao (Cury et al., 2011; Machado et al., 2015).

Além disso, devido as caracteristicas de mutagdo que presenta a enzima acetolactato sintase
(ALS) esta espécie apresenta resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da enzima
protoporfirinogénio oxidase — Protox, acetolactato sintase - ALS (Trezzi et al., 2011; Xavier et

al., 2018) e recentemente foi relatada como resistente ao herbicida glifosato (inibidor da enzima
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5-enolpiruvato- chiquimato-3-fosfato sintase - EPSPS) (Adegas et al., 2020), dificultando assim

o controle desta espécie nas lavouras agricolas.

O capim-colonido (Megathyrsus maximus), ¢ uma graminea que interfere em cultivos agricolas,
se destaca por ser uma planta vigorosa ¢ com uma grande capacidade de ocupar ambientes
rapidamente, devido a sua agressividade e pela intensa capacidade na producao e longevidade
de sementes (Costa et al., 2002), sendo considerada como uma planta daninha altamente
competitiva (Lorenzi, 2008). A presenca desta espécie ¢ comum em lavouras de cana-planta
sendo considerada como infestante devido a supressao produzida pela palha (Correia et al.,
2012), a sua interferéncia nas culturas contribui para a reducdo na produtividade. Kuva et al.
(2003) observaram reducdo de até 40% da produtividade de colmos na cultura de cana-de-
acucar, numa comunidade infestante de plantas invasoras, com espécies como M. maximus e

Brachiaria decumbens.

Uma alternativa ao uso dos herbicidas convencionais no controle das plantas invasoras ¢ a
descoberta de novos aleloquimicos. Os herbicidas atuais provocam mudangas nas populacdes
de plantas invasoras além do risco de contaminacdo ambiental e o aumento de espécies de
plantas invasoras resistentes aos herbicidas (Verdeguer et al., 2011), isto torna os estudos
alelopaticos uma ferramenta importante para identificar plantas que apresentam compostos
bioativos a partir dos quais se podem produzir herbicidas naturais, sendo mais especificos e
menos prejudiciais para o ambiente (Bertholdsson 2010; Imatomi et al., 2013). Sendo assim, a
busca de compostos com efeito fitotoxico que tenham novos mecanismos de agdo, assim como
melhorias na aplicagdo, sdo fundamentais para controlar de maneira satisfatoria espécies de

plantas invasoras (Grigolli et al., 2011).

Muitas plantas sdo amplamente utilizadas pelos metabdlitos secundérios que desenvolvem,
estes apresentam grande importancia devido ao seu uso na composi¢cao de diversos produtos,
incluindo medicamentos, alimentos, cosméticos e produtos fitossanitarios como inseticidas,
fungicidas, herbicidas etc. (Phillipson & Anderson, 1998; Rezende et al., 2016). Os metabolitos
secundarios tém fungdes ecoldogicas importantes nas plantas como protecdo contra herbivoros
e patdgenos, servem como atraentes para polinizadores (aroma, cor, sabor), tem a fungdo de
agentes de competicdo entre plantas e simbiose entre plantas e microrganismos (Taiz et al.,
2017). Estes compostos sdo distribuidos em trés grupos principais: terpenos, compostos
fendlicos e compostos nitrogenados (Taiz et al., 2017). Esses compostos quimicos que possuem
atividade fitotoxica sdo chamados aleloquimicos, substincias alelopaticas, fitotoxinas ou

metabolitos secundarios (Bethke et al., 2013) e podem ser usados como herbicidas naturais,
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uma vez que atuam inibindo processos como germinacdo, crescimento de plantulas e atuam

também a nivel celular (Grisi et al., 2013).

Os aleloquimicos podem estar presentes em diversos 6rgaos a planta como sdo as folhas, raizes,
caules, flores e frutos (Weir et al., 2004). Dessa forma, as atividades biologicas diferem de
acordo com 6rgdo em que sdo armazenados, mas as folhas e raizes sdo as principais fontes de
metabolitos secundarios (Wu et al., 2009). Sendo assim, todos os o6rgdos vegetais tém o
potencial para armazenar aleloquimicos, ndo obstante, o acumulo destes metabolitos
secundarios ¢ feito em estruturas especializadas o que evita que a planta produtora se prejudique

pela toxidez destas substancias (Friedman, 1995).

A presenca de aleloquimicos que tem atividade fitotdxica ja foi relatada em estudos realizados
com algumas espécies vegetais do Cerrado (Grisi et al., 2012; Imatomi et al., 2013; Anese et
al., 2015, Pereira et al., 2015, Candido et al., 2016, Grisi et al., 2016; Jatoba et al., 2016)
sugerindo que a alelopatia tem uma func¢do importante na ecologia do cerrado. Nesse cenario,
o uso de espécies vegetais do Cerrado em estudos que envolvem alelopatia, se mostra como
uma necessidade de apresentar novas alternativas ao manejo integrado de pragas agricolas,

mediante o desenvolvimento de agroquimicos naturais (Imatomi et al., 2013).

O Cerrado brasileiro ¢ uma das mais extensas formacdes vegetais brasileiras, com uma area
total de 204,7 milhdes de hectares (Sano et al., 2010), tornando-se uma fonte inesgotavel de
exploragdo na busca de compostos bioativos. O cerrado apresenta duas estacdes definidas, a
estacdo de chuva (de outubro a abril) e a estagdo de seca (de maio a setembro). O solo ¢ acido,
pobre em nutrientes minerais ¢ com uma alta concentracdo de aluminio (Santos & Novak,
2013). Além disso durante a estacdo seca que ¢ caracterizada por altas temperaturas, o solo esta
sujeito a um déficit hidrico nas camadas mais superficiais, motivo pelo qual esta época
representa um periodo de estresse para as plantas (Franco, 2002). Esses fatores fazem com que
exista uma grande competi¢cdo por recursos entre as plantas deste bioma o que pode ser
determinante na producdo ¢ liberacdo de aleloquimicos (Imatomi et al., 2013). Diante desse
cenario, o uso de espécies do Cerrado em estudos envolvendo atividade fitotoxica se mostra

promissora.

Espécies do género Ocotea sdo reconhecidas fitoquimicamente pela sintese de uma ampla
variedade de substdncias como s3o monoterpenos, alcaloides isoquinolinicos, lignanas,
neolignanas, oleos essenciais (Pabon & Cuca, 2010; Silveira et al., 2011; Yamaguchi, 2011),

flavonoides, polipropandides, esteroides e sesquiterpenos (Zanin & Lordello, 2007). A espécie
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Ocotea pulchella é conhecida popularmente como canela-amarela, canela-do-brejo, canela-do-
cerrado, canelinha (Grandtner & Chevrette, 2013). Nesta espécie, diversas atividades biologicas
como herbicida, bactericida, anticancerigena e inseticida ja foram identificadas (Yamaguchi,
2011, Araujo, 2012; Candido et al; 2016) mas ainda que existam alguns estudos relatando a
importancia desta espécie em diversas areas, estudos sobre o seu potencial fitotoxico em

espécies vegetais ainda s3o insuficientes.

Devido a importancia do género Ocotea e aos escassos estudos feitos com a espécie O. pulchella
(Nees) Mez, o presente trabalho teve o objetivo de testar o potencial fitotoxico de fracdes de
folhas, cascas de caule e raiz da espécie O. pulchella, sobre o crescimento de coledptilos de
trigo (7. aestivum) e na germinagdo e crescimento inicial das espécies invasoras de culturas

agricolas E. heterophylla e M. maximus.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

O material vegetal utilizado foram folhas maduras, casca de caule e raizes de O. pulchella
(Nees.) Mez. O material vegetal foi coletado de 10 individuos diferentes, na area de cerrado
sensu stricto pertencente ao campus da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),
localizado na cidade de Sao Carlos, SP (21°58* a 22° 00” S e 47° 517 a 47° 52 W). Os 10
individuos foram selecionados com uma distdncia minima de 25 metros entre eles. As folhas
da época chuvosa foram coletadas no periodo de margo de 2017, o caule e raiz da época chuvosa
no periodo de margo de 2018, as folhas da época seca no periodo de agosto de 2012, e o caule

e raiz da época seca no periodo de setembro de 2014.

Ap0s triagem, o material vegetal foi lavado, posteriormente foi seco em estufa de circulacdo
forcada de ar a 40°C durante 72 h e depois foi triturado em moinho elétrico. O po resultante foi
pesado, etiquetado e embalado a vacuo, foi mantido sob refrigeracdo e entdo utilizado na

obten¢do das fragdes de folhas, cascas de caule e raiz de O. pulchella.

2.2 Preparacio das fracoes

Foram utilizados 100g de p6 de cada material vegetal coletado (folhas coletadas na época
chuvosa e folhas, caule e raizes coletadas na época seca de O. pulchella). O pd de cada material
vegetal coletado foi submetido a extragdo com 600 mL da mescla Diclorometano/Metanol (1:1
v/v) em banho de ultrassom por 30 minutos. Depois, essa mistura foi filtrada a vacuo para obter
o extrato bruto. Este processo foi repetido um total de 6 vezes e foi utilizado o mesmo po6 de

cada material vegetal, até que o filtrado exibisse uma colora¢do mais clara no final da extragao.

Posteriormente o extrato bruto foi seco e depois foi diluido em 600 mL da solu¢do MeOH/H,O
destilada (95:5 v/v) e posteriormente foi particionado em um funil de separacdo com 600 mL
de hexano. Com as mesclas dentro do funil tampado, o mesmo foi agitado em movimentos de
rotagdo, com o objetivo de que os solventes se misturassem o suficiente para garantir uma
extracdo eficiente, em seguida deixou-se repousar o funil de separagdo uns minutos até que os
solventes ficassem separados e posteriormente estes foram colocados em béquer, novamente a
mesma solu¢cdo de MeOH/H,O destilada (95:5 v/v) foi colocada ao funil de separacdo e foi
particionada com 600 mL de hexano novamente, este processo foi repetido um total de 3 vezes.
Apds a separacdo dos solventes no funil, foram originadas as fragdes: hexanica (1) e

metanolico-aquosa (Figura 1).
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Figura 1. Funil de separagdo com as fragdes particionadas. (A) fracdo hexénica e (B) fracdo
metanolico/aquosa, de folhas da época seca de O. pulchella (arquivo pessoal).

Por fim, a fragdo metandlico-aquosa foi seca em evaporador rotativo, ressuspendida em 600mL
agua destilada e particionada em funil de separagdo com 600mL de acetato de etila, (processo
repetido um total de trés vezes utilizando-se a mesma solu¢do de 4gua destilada) dando origem
as fracoes acetato etilica (2) e aquosa (3) (Figura 2), para cada material coletado (folhas, caule

e raiz coletados na época seca e na época chuvosa).

100g de p6 do drgdo vegetal
(folhas, casca de caule ou
raizes) de Ocotea pulchella

I

Extragdo liquido-liquido

| 600mL DCM/MeOH - | I
| 1:1v/v )(6x) ! |
------------- - Extrato bruto DCM/MeOH

Diluido em 600mL (MeOH/H,0- 95:5
v/v)

- -

-

Parti¢do com 600 mL de hexano (3x)

- Fragdo metandlica ,emmemmcccccccceca-- N
Fragdo hexanica (#1) /aquosa Ressuspendida em 600mL H,O

Partigdo com 600 mL de AcOEt
(3x)

[ p———

I I

Fragdo acetato etilica (#2) Fragdo aquosa (#3)

Figura 2. Fluxograma da obtengdo das fracdes de folhas, cascas de caule e de raizes de O.

pulchella, utilizando-se a extracdo liquido-liquido.
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Obtendo assim 18 fragdes, cujo nome de identificacdo foi composto de acordo ao solvente
utilizado na particio (Hexano, Acetato de Etila e Agua (aquoso), da parte da planta coletada
(Folhas, Cascas de caule ou Raizes) e da época de coleta do material (Seca ou Chuvosa). Sendo
assim a primeira letra refere-se ao solvente utilizado (H para hexano, AE para acetato de etila
e A para agua), seguida da parte da planta a qual a fragdo pertence (F para folhas, C para cascas
de caule e R para raizes) e finalmente a época de coleta do material (S para a época seca e C

para a época chuvosa).

Dessa maneira as fracdes foram nomeadas da seguinte forma: 1.- HFS (fragdo hexanica de
folhas da época seca), 2.- HFC (fracdo hexanica de folhas da época chuvosa), 3.- HCS (fracdo
hexanica de casca de caule da época seca), 4.- HCC (fragdo hexanica de casca de caule da época
chuvosa), 5.- HRS (fragdo hexanica de raizes da época seca), 6.- HRC (fragdo hexanica de raizes
da época chuvosa), 7.- AFS (fragdo aquosa de folhas da época seca), 8.- AFC (fracdo aquosa de
folhas da época chuvosa), 9.- ACS (fragdo aquosa de casca de caule da época seca), 10.- ACC
(fracdo aquosa de casca de caule da época chuvosa), 11.- ARS (fragdo aquosa de raizes da época
seca), 12.- ARC (fragdo aquosa de raizes da época chuvosa), 13.- AEFS (fragdo de acetato de
etila de folhas da época seca), 14.- AEFC (fragdo de acetato de etila de folhas da época
chuvosa), 15.- AECS (fracdo de acetato de etila de casca de caule da época seca), 16.- AECC
(fracdo de acetato de etila de casca de caule da época chuvosa), 17.- AERS (fracdo de acetato
de etila de raizes da época seca), 18.- AERC (fragdo de acetato de etila de raizes da época

chuvosa).

2.3 Preparacio das solucoes

As fragdes foram pré-solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) numa concentragdo de 5
uL.mL! e diluidas em solugdo tampdo (pH=5,6) contento acido citrico monohidratado (1,05
g/L), hidrogenofosfato de potassio tri-hidratado (2,9 g/L) e 2% sacarose (Macias et al., 2010).
Foram utilizadas as concentragdes de 0,8; 0,4 e 0,2 mg. mL™! (800, 400 e 200ppm) e foram
realizados dois controles: um controle negativo com solugio tampdo e DMSO (5 uL.mL") e
um controle positivo com o herbicida comercial GOAL® (i.a. oxyfluorfen 240 g/L), esse ultimo

também nas concentracdes de 0,8; 0,4 ¢ 0,2 mg. mL.

As solugdes a 0,8 mg. mL™! foram preparadas utilizando 10 mg de cada fracio diluidas em 60
uL de DMSO e 12 mL de solugio tampao. Posteriormente as dilui¢des para 0,4 mg. mL™! foram
feitas adicionando 6 mL de solugdo tampao ¢ 30 uL. de DMSO e finalmente adicionando mais

6 mL da solugio tampdo e 30 uL. de DMSO para a concentracdo de 0,2 mg.mL"'.
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2.4. Bioensaios

2.4.1. Bioensaio de atividade geral (citotoxicidade) com cole6ptilos de 7. aestivum

Este tipo de bioensaios apresentam a vantagem de ser rapidos e sdo amplamente utilizados por
mostrar que sdo capazes de avaliar sua inibi¢do ou estimulo de crescimento quando estdo em
contato com substancias fitotoxicas (Nepomuceno, 2011; Accarini, 2016). No presente estudo,
estes bioensaios foram utilizados para avaliar a atividade fitotoxica das fracdes oriundas da

espécie O. pulchella.

Para estes bioensaios, sementes de 7. aestivum L., (cultivar BRS 264) foram pré-geminadas em
caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) contendo duas folhas de papel filtro, umedecidas com agua
destilada (12 mL) e introduzidas em camara tipo B.O.D. durante 72 horas no escuro a
temperatura de 24 + 1°C. Apo6s as 72 horas no escuro, os coleoptilos foram retirados da cdmara
B.0.D., colocados em uma guilhotina de Van der Weij e a parte apical destes (2 mm) foi cortada
e descartada (Hancock et al., 1964), entdo os coledptilos foram cortados em segmentos de 4

mm e posteriormente usados nos bioensaios (Macias et al., 2010).

A montagem dos bioensaios foram realizadas em quarto fechado sob luz verde (Nitsch &
Nitsch, 1956). Foram utilizadas trés repeticdes para cada tratamento e cada repeticdo continha
cinco fragmentos de coleodptilos de T. aestivum ¢ 2 mL de cada solu¢do dos tratamentos
utilizados (0,8; 0,4; 0,2 mg.mL! e controle negativo) colocados em tubos de ensaio que foram
tampados e mantidos em camara de B.O.D. a 24 £+ 1°C, no escuro, sob rotacdo constante de 1.4
rpm durante 24 h e apos esse periodo os coleodptilos foram removidos, colocados numa planilha
(Figura 3), fotografados e seus comprimentos foram medidos utilizando o software Image]®

1.8.0 (adaptado de Macias et al., 2010).
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Figura 3. Coleodptilos de 7. aestivum que foram submetidos aos tratamentos com as fragdes de
O. pulchella, controle negativo e controle positivo, arquivo pessoal.

2.4.2. Bioensaios de fitotoxicidade

2.4.2.1. Bioensaios de germinacio de sementes

Foram utilizadas as 18 fragdoes de O. pulchella para avaliar seu efeito fitotoxico sobre a
germinagdo das espécies infestantes M. maximus e E. heterophylla. As sementes foram
colocadas em caixas plasticas transparentes (10,5 x 6 x 4,5 cm) contendo duas folhas de papel
filtro, posteriormente umedecidas com 6 mL das fragdes nas concentragdes (0,8; 0,4 ¢ 0,2 mg.
mL!). Foram realizados dois controles, um com solugio tampdo e DMSO (controle negativo)
e um controle positivo com o herbicida comercial GOAL® (i.a. oxyfluorfen 240 g/L), este
ltimo, nas mesmas concentragdes (0,8; 0,4 e 0,2 mg. mL!). Cada tratamento continha quatro
repeticdes e em cada repeti¢do foram colocadas dez sementes das espécies-alvo, as caixas foram
tampadas e mantidas em camara de germinagdo a 27 + 1°C, sob fotoperiodo de 12 h/12 h

luz/escuro (Inoue et al., 2010).

Foram realizadas leituras a cada 24h, até a germinagdo ser nula por dois dias consecutivos.
Como critério de germinacdo foi adotado a protrusdo de no minimo 2mm de raiz primaria e
gravitropismo positivo (Brasil, 2009). Os parametros avaliados foram a porcentagem de
germinagdo (%), o tempo médio para germinacdo (TMG) e a velocidade média de germinagao

(VMG) das sementes (Ranal & Santana, 2006).
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2.4.2.2. Bioensaios de crescimento inicial de plintulas

As sementes das espécies alvo foram colocadas para germinar em caixas gerbox (11 x 11 x 3,5
cm) com duas folhas de papel filtro, umedecidas com agua destilada (12 mL) e colocadas em
camara tipo B.O.D. a 27 + 1°C, sob fotoperiodo de 12 /12 h luz/escuro. As plantulas, logo apos
atingir um comprimento de 2 mm da raiz, foram transferidas para caixas de pléstico transparente
(10,5 x 6 x 4,5 cm). Cada caixa continha duas folhas de papel filtro umedecidas com 6 mL da

solucdo de cada fracdo nas concentragdes (0,8; 0,4 € 0,2 mg. mL™!).

Foram realizados dois controles, um com solugdo tampao e DMSO (controle negativo) e um
controle positivo com o herbicida comercial GOAL®, este tltimo, nas mesmas concentragdes
(0,8; 0,4 ¢0,2 mg. mL™"). Cada tratamento continha quatro repeti¢cdes e em cada repeticio foram
colocadas dez plantulas das espécies alvo, posteriormente as caixas foram tampadas e mantidas
em camara de germinagdo a 27 + 1°C, sob fotoperiodo de 12 h/12 h luz/escuro (Inoue et al.,
2010) até cada uma cumprir 8 dias, posteriormente estas foram retiradas da camara de
germinagdo e foi medido o comprimento da parte aérea e 0 comprimento da raiz principal com

a ajuda do software Image]® 1.8.0.

Cabe mencionar que os bioensaios de coledptilos de T. aestivum, os bioensaios de germinagéo
¢ os bioensaios de crescimento inicial de plantulas infestantes (E. heterophylla e M. maximus)
foram feitos em trés etapas devido ao numero de fragcdes (18), primeiro foram feitos os
bioensaios com seis fragdes (HFS, HFC, HCS, HRS, AFS ¢ AFC), posteriormente foram feitos
outras seis fragdes (ACS, ARS, AEFS, AEFC, AECS ¢ AERS) e finalmente realizados os
mesmos bioensaios com as ultimas seis fragdes (HCC, HRC, ACC, ARC, AECC ¢ AERC).

2.5. Analises estatisticas

Considerando os parametros avaliados, os dados obtidos em cada bioensaio foram submetidos
ao teste de normalidade Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos dados com ajuda do
software Past® v.2.17c (Hammer et al., 2001). Os dados normais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste tukey a 5% de significancia com auxilio do software

Sisvar® v.5.7 (Ferreira, 2011).
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3. RESULTADOS

Os rendimentos obtidos das fragcdes de folhas, casca de caule e raizes de O. pulchella estao
expressos na tabela 1. Os maiores rendimentos foram alcangados com a fragdo aquosa de folhas
coletadas na época seca e na época chuvosa sendo 13,20g e 12,38g respectivamente.

Tabela 1. Rendimentos das fragdes obtidas utilizando 100g de p6 de folhas, casca de caule e

raizes de O. pulchella coletados na época seca e chuvosa, pelo método de extracdo liquido-
liquido (Otsuka, 2005).

Rendimento (g)

Epoca seca Epoca chuvosa
Fragoes Folha Casca de caule Raiz Folha Casca de caule Raiz
Hexano 4,00 0,38 1,21 3,58 0,43 2,18
Acetato de etila 3,70 1,29 1,30 4,47 1,07 1,65
Aquoso 13,20 5,40 4,09 12,38 6,01 4,65

Os resultados obtidos no bioensaio de crescimento de coledptilos de 7. aestivum, mostraram
que todos as 18 fragdes inibiram significativamente o crescimento destes na maior concentragéo
(0,8 mg. mL™") e oito dessas fracdes (ACS, AEFS, AEFC, HFC, AECS, AECC, HFS e ARS) o
fizeram também nas outras duas concentra¢des testadas (0,4 mg. mL! e 0,2 mg. mL!) em
relacdo ao controle negativo. O herbicida exerceu os maiores valores de inibicdo em todas as

concentracdes testada (Figura 4).

Dentre as 18 fragdes, AEFC e AECC de O. pulchella foram as que produziram a maior
porcentagem inibicdo no crescimento dos coledptilos de 7. aestivum com 47% na maior
concentracdo testada (Figura 4). O grupo de fracdes de acetato de etila (AEFS, AEFC, AECS,
AERS, AECC e AERC) foram os que ocasionaram os maiores valores de porcentagem de
inibicdo, sendo que destes, as fragdes AERS ¢ AERC ndo ocasionaram inibi¢do significativa

apenas na menor concentracdo testada (Figura 4).
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Figura 4. Efeito das fragdes obtidas a partir de folhas, casca de caule e raizes de O. pulchella e
do herbicida GOAL® sobre o crescimento de coledptilos de 7. aestivum. Os valores sio
expressos em porcentagem de inibicdo com relagdo ao controle negativo. (*) Médias diferem
significativamente do controle negativo pelo teste de tukey, a 0,05 de significancia. HFS (fracao
hexanica de folhas época seca), HFC (fragdo hexanica de folhas época chuvosa), HCS (fragdo
hexanica de casca de caule época seca), HRS (fracdo hexanica de raizes época seca), AFS
(fracdo aquosa de folhas época seca), AFC (fragdo aquosa de folhas época chuvosa), ACS
(fracdo aquosa de casca de caule época seca), ARS (fragdo aquosa de raizes época seca), AEFS
(fragdo acetato etilica de folhas época seca), AEFC (fragdo acetato etilica de folhas época
chuvosa), AECS (fragdo acetato etilica de casca de caule época seca), AERS (fracdo acetato
etilica de raizes época seca), HCC (fragdo hexénica de casca de caule época chuvosa), HRC
(fragdo hexanica de raizes época chuvosa), AECC (fragdo acetato etilica de casca de caule época
chuvosa), AERC (fragdo acetato etilica de raizes época chuvosa), ACC (fragao aquosa de casca
de caule época chuvosa), ARC (fracdo aquosa de raizes época chuvosa).

Foi feita uma analise conjunta para relacionar a atividade de inibicdo do crescimento de
coledptilos em funcdo do o6rgdo vegetal e do tipo de extrato. O efeito no crescimento dos
coledptilos de 7. aestivum ndo diferiu significativamente entre os diferentes 6rgdos vegetais de

O. pulchella. Entretanto, foi verificada diferenga estatistica no comprimento dos coledptilos
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entre as fracdes dos orgdos vegetais e o controle negativo (Figura 5). Da mesma forma, ndo foi
encontrada diferenca estatistica entre os diferentes tipos de fragdes utilizadas, mas quando
comprados ao controle negativo, os trés diferentes tipos de Fragdes mostraram diferenga

estatistica significativa do controle negativo (Figura 5).

A B
12 12

a a
b
b b
b I l b b I l

Acetato de stila Hexano Aguoso Controle Folhas Casca de caule Raizes Controle

=}
1

=)
L

o
1
-

o
L
@
L

e~
i

Comprimerto dos coleoptilos (cm)
=

Comprimerto dos coleoptilos (cm)

(%]
L
M

Figura 5. Analise do comprimento de coleoptilos estiolados de 7. aestivum, sob a agdo das
fracdes de O. pulchella. Relagdo de atividade entre as diferentes fragoes (A) e entre os diferentes
orgdos vegetais (B). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de significancia.

Os resultados obtidos nos bioensaios de germinagdo com a especie M. maximus mostraram que,
apenas duas fragoes exerceram diferenga significativa em dois parametros avaliados: as fragdes
AECS e AECC diferiram significativamente sobre o tempo medio de germinagdo TMG (d) ¢
sobre a velocidade media de germinacdo VMG (d) (Tabela 5). As demais fra¢cdes ndo
mostraram diferenga significativa nos parametros avaliados (G %, TMG ¢ VMG) em relagdo

ao controle negativo (Tabelas 2, 3 e 4).

Japara aespecie E. heterophylla, todas as 18 fragdes de O. pulchella ndo apresentaram efeito
inibitorio sobre a porcentagem de germinagdo G (%), tempo médio de germinacdo TMG (d) e
velocidade de germinagdo VMG (d), ndo diferindo significativamente (p>0,05) do controle

negativo (Tabelas 5, 6 e 7).
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Tabela 2. Germinacdo de sementes de M. maximus submetidas a diferentes tratamentos (200, 400 e 800ppm) de fracoes oriundas de O. pulchella.

(continua)
e Concentragdes (ppm) Estatistica
Varidvels 0 200 400 800 F(p)

HFS

G (%) 75+ 645a 87,50+ 4,78 a 80+4,08a 85+6,45a 1,000 (0,4262)

TMG (d) 293+0,16a 2,76 £0,15a 2,69+0,18a 3+0,21a 0,613 (0,6193)

VMG (d) 0,34+0,02a 0,36 £ 0,02 a 0,37+0,02 a 0,33+0,02 a 0,620 (0,6151)
HFC

G (%) 75+ 6,45 a 7750+ 4,78 a 82,50+ 629 a 75+ 6,45 a 0,343 (0,7949)

TMG (d) 2,03+0,16 a 2.89+0,22 a 2,99+ 0,07 a 2,77+ 0,07 a 0,372 (0,7745)

VMG (d) 0,34+ 0,02 a 0,35+ 0,02 a 0,33 0,01 a 0,36 + 0,01 a 0,347 (0,7922)
HCS

G (%) 75+ 6,45 a 90+ 4,08 a 92,50+ 4,78 a 72,50+ 478 a 4,000 (0,3046)

TMG (d) 293+0,16a 3,10+ 0,07 a 3,25+0,25a 3,26+ 0,04 a 1,010 (0,422)

VMG (d) 0,34+ 0,02 a 0,32=0,01 a 031+0,02a 0,30 = 0,00 a 0,920 (0,4604)
HRS

G (%) 75+ 6,45 a 82,50 £ 6,29 75+ 6,45 a 85+ 6,45 a 0,646 (0,6003)

TMG (d) 293+0,16a 2,79+ 0,08 a 3,12+ 0,08 a 2,90+£0,10a 1,322 (0,3129)

VMG (d) 0,34+0,02a 0,35+ 0,01 a 0.32=0,01a 0,34+ 0,01 a 1,188 (0,3556)
AFS

G (%) 75+ 645a 67,50+ 6,29 a 65+645a 82,50+ 8,53 a 1,277 (0,3267)

TMG (d) 293+0,16a 2,65+0,12a 3,08+0,09 a 3,13+£022a 1,815 (0,1981)

VMG (d) 0,34+ 0,02 a 0,37+ 0,01 a 0,32=0,01 a 032=0,02a 1,753 (0,2094)
AFC

G (%) 75+ 645a 65+645a 75+ 645a 75+ 645a 0,600 (0,6272)

T™MG (d) 2,03%0,16 a 2,95+0,15a 2,78 % 0,07 a 3,02+ 024 a 0,355 (0,7867)

VMG (d) 0,34+0,02a 0,34 +£0,01 a 0,36 £0,01 a 0,33+0,02a 0,308 (0,8194)

Medias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5% de probabilidade. G: porcentagem de germinacdo, TMG: tempo médio de germinagao,
VMG: velocidade média de germinagdo, HFS (fragdo hexanica de folhas época seca), HFC (frag@o hexanica de folhas época chuvosa), HCS (fracdo hexanica de casca de caule
época seca), HRS (fracdo hexanica de raizes época seca), AFS (fragdo aquosa de folhas época seca), AFC (fragdo aquosa de folhas época chuvosa), F:estatistica do teste F.
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Tabela 3. Germinagdo de sementes de M. maximus submetidas a diferentes tratamentos (200, 400 e 800ppm) de fracdes oriundas de O. pulchella.

(continuagao)
o Concentragdes (ppm) Estatistica
Variaveis 0 200 400 800 F(p)
ACS
G (%) 75+ 645a 82,50+4,78 a 80+4,08a 87,50+4,78 a 1.040 (0.4100)
TMG (d) 2,73+0,04 a 3,13+0,16 a 2,87+0,05a 290+0,13 a 2,204 (0,1404)
VMG (d) 0,36 +0,01a 0,32+0,01 a 0,34+0,01 a 0,34+0,01 a 1,865 (0,1893)
ARS
G (%) 75+ 645a 87,50 £ 6,29 a 72,50+ 4,78 a 80+ 7,07 a 1,135 (0,3741)
TMG (d) 2,73+0,04 a 3+0,20a 3,05+0,17 a 2,88+0,16 a 0,797 (0,5188)
VMG (d) 0,36 0,01 a 0,33+0,02 a 0,33+0,02 a 0,35+0,01 a 0,819 (0,5081)
AEFS
G (%) 75+ 645a 62,50+ 6,29 a 80+4,08a 80+4,08a 2,382 (0,1206)
TMG (d) 2,73+0,04 a 3,19+ 0,14 a 2,84+0,22 a 326+0,24a 1,991 (0,1691)
VMG (d) 0,36 0,01 a 0,31+0,01 a 0,35+0,02 a 0,31+0,02 a 2,812 (0,0845)
AEFC
G (%) 75+ 645a 75+645a 87,50+ 4,78 a 77,50+ 4,78 a 1,097 (0,3882)
TMG (d) 2,73+0,04 a 2,94+0,09 a 3,07+0,17 a 2,88+0,27 a 0,671 (0,5860)
VMG (d) 0,36 +0,01 a 0,34+0,01 a 0,33+0,01 a 0,35+0,03 a 0,731 (0,5533)
AECS
G (%) 75+ 6,45 ab 65+645a 67,50 + 7,50 ab 92,50+4,78 b 3,795 (0,0400)
TMG (d) 2,73+0,04 a 2,83+0,13 ab 3,25+0,24 ab 3,47+0,16b 4,544 (0,0238)
VMG (d) 0,36 0,01 a 0,35+0,01 ab 0,31 +0,02 ab 0,29+0,01b 5,384 (0,0140)
AERS
G (%) 75+ 645a 77,50+ 4,78 a 77,50 + 7,50 ab 60+7,07a 1,659 (0,2284)
TMG (d) 2,73+0,04 a 341+0,27a 297+0,13 a 2,96+ 0,22 a 2,164 (0,1454)
VMG (d) 0,36 +0,01 a 0,29+0,02 a 0,33+0,01 a 0,34 +0,02 a 2,038 (0,1623)

Medias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5% de probabilidade. G: porcentagem de germinacao, TMG: tempo médio de germinagao,

VMG: velocidade média de germinagdo, ACS (frag@o aquosa de casca de caule época seca), ARS (fragdo aquosa de raizes época seca), AEFS (fracdo acetato etilica de folhas
época seca), AEFC (fragdo acetato etilica de folhas época chuvosa), AECS (fragdo acetato etilica de casca de caule época seca), AERS (fragdo acetato etilica de raizes época
seca), F:estatistica do teste F, os valores em negrito mostram diferenca significativa entre as concentragdes (p<0,05).
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Tabela 4. Germinagdo de sementes de M. maximus submetidas a diferentes tratamentos (200, 400 e 800ppm) de fracdes oriundas de O. pulchella.

(continuagao)
Varidveis Concentragdes (ppm) Estatistica
200 400 800 F(p)
HCC
G (%) 77,5£6,29a 80+4,08a 77,5+4,78a 82,5+4,78a 0.224 0.8776
TMG (d) 2,66+0,05a 3,02+0,15ab 2,89+0,03ab 3,04+0,12ab 4.499 0.6246
VMG (d) 0,37+0,01b 0,36+0,01ab 0,35+0,004ab 0,33+0,01ab 5.1390.5163
HRC
G (%) 77,5£6,29a 82,5+4,79a 72,5+4,79a 80+4,08* 0.714 0.5621
TMG (d) 2,66+0,05a 2,99+0,20a 3,02+0,21a 2,95+0,16a 0.944 0.4502
VMG (d) 0,37+£0,01a 0,34+0,02a 0,34+0,03a 0,34+0,02a 0.879 0.4793
ACC
G (%) 77,5£6,29a 77,5+4,79a 72,5+4,79a 80+4,08* 0.388 0.7639
TMG (d) 2,66+0,05a 2,9340,19ab 3,19+0,24ab 3,18+0,13ab 4.170 0.5307
VMG (d) 0,37+0,01b 0,34+0,02ab 0,32+0,02ab 0,33+0,01ab 4.944 0.6184
ARC
G (%) 77,5£6,29a 80+4,08a 77,5+4,79a 72,5+4,79a 0.388 0.7639
TMG (d) 2,66+0,05a 3,16+0,25ab 3,03+0,12ab 3,22+0,11ab 3.889 0.5374
VMG (d) 0,37+0,01b 0,30+0,02ab 0,33+0,01ab 0,34+0,01ab 4.594 0.6231
AECC
G (%) 77,5£6,29a 72,5+4,79a 80+4,08a 77,5+4,79a 0.388 0.7639
TMG (d) 2,66+0,05a 3,03+0,08ab 2,87+0,19ab 3,33+£0,21b 3.519 0.0489
VMG (d) 0,37+£0,01b 0,33+0,01ab 0,35+0,02ab 0,30+0,02a 3.933 0.0363
AERC
G (%) 77,5£6,29a 80+4,08a 82,5+4,79a 80+4,08* 0.174 0.9120
TMG (d) 2,66+0,05a 2,87+0,05a 2,94+0,19a 2,91+0,26a 0.552 0.6563
VMG (d) 0,37+£0,01a 0,35+0,01a 0,34+0,02a 0,35+0,03a 0.565 0.6487

Medias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5% de probabilidade. G: porcentagem de germinacao, TMG: tempo médio de germinagao,
VMG: velocidade média de germinagdo, HCC (frag@o hexanica de casca de caule época chuvosa), HRC (fragao hexanica de raizes época chuvosa), AECC (fracdo acetato etilica
de casca de caule época chuvosa), AERC (fragdo acetato etilica de raizes época chuvosa), ACC (fragdo aquosa de casca de caule época chuvosa), ARC (fragdo aquosa de raizes
época chuvosa), F:estatistica do teste F, valores em negrito mostram diferenga significativa entre as concentragdes (p<0,05).
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Tabela 5. Germinagdo de sementes de E. heterophylla submetidas a diferentes tratamentos (200, 400 e 800ppm) de fragSes oriundas de O. pulchella.

(continua)
. Concentragdes (ppm) Estatistica
Varidveis 7 200 400 800 F(p)

HFS

G (%) 72,50+4,78 a 70+ 7,07 a 67,50+ 7,50 a 72,50 4,78 a 0.151 (0.9273)

TMG (d) 1,89+0,22 a 2,15+0,23 a 1,98 +£0,09 a 2,39+0,34 a 0,929 (0,4568)

VMG (d) 0,53+0,04 a 0,53 +0,05a 0,48 £0,02 a 0,44 + 0,06 a 0,566 (0,6478)
HFC

G (%) 72,50+4,78 a 72,55+4,78 a 70+ 4,08 a 70+ 7,07 a 0,074 (0,9729)

TMG (d) 1,89+0,22 a 1,79 +0,07 a 1,70£0,11 a 1,74 £ 0,07 a 0,665 (0,5896)

VMG (d) 0,53+0,04 a 0,56 +0,02 a 0,59+0,03 a 0,58+ 0,02 a 0,671 (0,5858)
HCS

G (%) 72,50+4,78 a 67,55+629 a 82,55+4/78 a 72,50 +£4,78 a 1,462 (0,2743)

TMG (d) 1,89+0,22 a 1,83+0,01 a 1,78 0,07 a 2,08+0,38 a 0,352 (0,7887)

VMG (d) 0,53+0,04 a 0,55+0,04 a 0,56 +0,02 a 0,53+ 0,08 a 0,102 (0,9575)
HRS

G (%) 72,50+4,78 a 60+ 4,08 a 77,50 +4,78 a 75+ 6,45 a 2,320 (0,1271)

TMG (d) 1,89+0,22 a 1,92+0,25a 1,82+0,12 a 1,53+0,12 a 1,123 (0,3786)

VMG (d) 0,53+0,04 a 0,54+ 0,05 a 0,55+0,03 a 0,66 + 0,04 a 1,752 (0,2096)
AFS

G (%) 72,50+4,78 a 70 + 4,08 a 55+645a 72,50 +4,78 a 2,720 (0,0910)

TMG (d) 1,89+0,22 a 2,16+0,14 a 2,01 £0,12 a 1,79+ 0,17 a 1,141 (0,3718)

VMG (d) 0,53+0,04 a 0,47+0,03 a 0,50+ 0,03 a 0,57+ 0,05 a 1,141 (0,3718)
AFC

G (%) 72,50+4,78 a 70 + 4,08 a 70 + 4,08 a 70 + 4,08 a 0,086 (0,9666)

TMG (d) 1,89+0,22 a 2,16+0,29 a 1,86+0,22 a 1,60 £0,14 a 1,187 (0,3558)

VMG (d) 0,53+0,04 a 0,48 £0,05 a 0,55+0,06 a 0,64 +0,05 a 1,495 (0,2658)

Medias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5% de probabilidade. G: porcentagem de germinacao, TMG: tempo médio de germinagao,
VMG: velocidade média de germinagao, HFS (fragdo hexanica de folhas época seca), HFC (fragdo hexanica de folhas época chuvosa), HCS (fragdo hexanica de casca de caule

época seca), HRS (fracdo hexanica de raizes época seca), AFS (fragdo aquosa de folhas época seca), AFC (fragdo aquosa de folhas época chuvosa), F:estatistica do teste F.



59

Tabela 6. Germinagao de sementes de E. heterophylla submetidas a diferentes tratamentos (200, 400 e 800ppm) de fragdes oriundas de O. pulchella.

(continuagao)
e Concentragdes (ppm) Estatistica
Varidves 0 200 400 800 F(p)
ACS
G (%) 65,50+ 645 a 60+ 4,08 a 60+7,07a 70+ 4,08 a 0.733 (0.5519)
TMG (d) 1,76 £ 0,13 a 1,81 £0,08 a 2,19+0,27 a 2,29+0,32a 1,349 (0,3050)
VMG (d) 0,57+0,04 a 0,55+0,02 a 0,48 £0,07 a 0,46 £ 0,06 a 0,926 (0,4579)
ARS
G (%) 65,50+ 6,45a 67,50+6,29 a 67,50+£7,50 a 65+6,45a 0,047 (0,9861)
TMG (d) 1,76 £ 0,13 a 1,85+0,14 a 1,79+£0,17 a 1,84 +£0,06 a 0,094 (0,9619)
VMG (d) 0,57+0,04 a 0,55+0,03 a 0,57+0,04 a 0,54+0,01 a 0,226 (0,8765)
AEFS
G (%) 65,50+ 6,45 a 60+ 4,08 a 70+ 4,08 a 62,50+4,78 a 0,745 (0,5459)
TMG (d) 1,76 £ 0,13 a 1,77+0,13 a 1,67+0,14 a 1,94 +0,30 a 0,337 (0,7991)
VMG (d) 0,57+0,04 a 0,57+ 0,04 a 0,61 +0,05a 0,55+0,08 a 0,164 (0,9188)
AEFC
G (%) 65,50 + 6,45 ab 77,50+4,78b 60 + 4,08 ab 52,50+4,78 a 4,240 (0,0293)
TMG (d) 1,76 £ 0,13 a 1,57+0,13 a 1,69+£0,10 a 1,92+0,21 a 0,858 (0,4890)
VMG (d) 0,57+0,04 a 0,64 + 0,05 a 0,59+0,03 a 0,54+ 0,06 a 0,712 (0,5631)
AECS
G (%) 65,50+ 645 a 72,50 +4,78 a 77,50+4,78 a 60+ 4,08 a 2,320 (0,1271)
TMG (d) 1,76 £ 0,13 a 1,98 £0,21 a 2+0,19a 2,16 £0,06 a 0,967 (0,4399)
VMG (d) 0,57+0,04 a 0,52+ 0,06 a 0,51+0,05a 0,46 +0,01 a 0,928 (0,4570)
AERS
G (%) 65,50+ 645 a 75+ 6,45 a 62,50+6,29 a 75+ 645 a 1,051 (0,4058)
TMG (d) 1,76 £ 0,13 a 2,04+0,14 a 1,94+ 0,29 a 1,79 +£0,15 a 0,453 (0,7200)
VMG (d) 0,57+0,04 a 0,49+ 0,03 a 0,55+0,06 a 0,57+0,05a 0,506 (0,6857)

Medias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5% de probabilidade. G: porcentagem de germinacao, TMG: tempo médio de germinagao,
VMG: velocidade média de germinagdo, ACS (fragdo aquosa de casca de caule época seca), ARS (fracdo aquosa de raizes época seca), AEFS (fragdo acetato etilica de folhas
época seca), AEFC (fragdo acetato etilica de folhas época chuvosa), AECS (fragdo acetato etilica de casca de caule época seca), AERS (fragdo acetato etilica de raizes época

seca), F:estatistica do teste F.
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Tabela 7. Germinagdo de sementes de E. heterophylla submetidas a diferentes tratamentos (200, 400 e 800ppm) de fragdes oriundas de O. pulchella.

(continuacio)
o Concentragdes (ppm) Estatistica
Varidveis 0 200 400 800 F(p)
HCC
G (%) 70+4,08a 62,5+4,79a 67,5+4,79a 70+4,08a 0.632 (0.6086)
TMG (d) 1,85+0,17a 1,86+0,09a 2,33+0,17a 2,29+0,33a 1.592 (0.2430)
VMG (d) 0,55+0,05a 0,54+0,03a 0,44+0,04a 0,47+0,07a 1.430 (0.2826)
HRC
G (%) 70+4,08a 70+4,08a 67,5+7,5a 67,5+4,79a 0.074 (0.9729)
TMG (d) 1,85+0,17a 1,91+0,15a 1,8+0,18a 1,9+0,07a 0.116 0.9488
VMG (d) 0,55+0,05a 0,53+0,04a 0,57+0,05a 0,53+0,02a 0.2150.8843
ACC
G (%) 70+4,08a 75+6,45* 80+4,08a 62,5+4,78a 2.2770.1319
TMG (d) 1,85+0,17a 1,94+0,19° 2,05+0,17a 2,22+0,09a 0.972 0.4378
VMG (d) 0,55+0,05a 0,53+0,06* 0,49+0,04a 0,45+0,01a 0.903 0.4684
ARC
G (%) 70+4,08a 77,5+4,78 67,5+4,78a 77,5+4,78a 1.244 0.3370
TMG (d) 1,85+0,17a 2,09+0,11° 1,95+0,30a 1,83+0,16a 0.346 0.7928
VMG (d) 0,55+0,05a 0,48+0,02* 0,54+0,06a 0,55+0,05a 0.459 0.7158
AECC
G (%) 70+4,08a 67,5+4,79%a 70+4,08a 62,5+4,78a 0.632 0.6086
TMG (d) 1,85+0,17a 1,80+0,15a 1,74+0,18a 1,91+0,27a 0.121 0.9459
VMG (d) 0,55+0,05a 0,56+0,05a 0,59+0,06a 0,55+0,08a 0.077 0.9711
AERC
G (%) 70+4,08ab 70+4,08b 62,5+4,78ab 60+4,08a 4.429 0.6258
TMG (d) 1,85+0,17a 1,63+0,09a 1,74+0,08a 1,78+0,18a 0.416 0.7444
VMG (d) 0,55+0,05a 0,61+0,03a 0,57+0,02a 0,57+0,05a 0.3970.7576

Medias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste tukey a 5% de probabilidade. G: porcentagem de germinacao, TMG: tempo médio de germinacdo,
VMG: velocidade média de germinagao, HCC (fragdo hexanica de casca de caule época chuvosa), HRC (frag@o hexanica de raizes época chuvosa), AECC (fragdo acetato etilica
de casca de caule época chuvosa), AERC (fragdo acetato etilica de raizes época chuvosa), ACC (fragao aquosa de casca de caule época chuvosa), ARC (fragdo aquosa de raizes
época chuvosa), F:estatistica do teste F.
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Os bioensaios de crescimento de plantulas de M. maximus e E. heterophylla mostraram
atividades variadas das fragoes de O. pulchella sobre o desenvolvimento da parte aérea e do
sistema radicular. O herbicida exerceu os maiores valores de porcentagem de inibigdo em todas
as concentragdes testadas, tanto para a parte aérea quanto para o sistema radicular de ambas
espécies (Figura 6, 7, 8 €9). M. maximus foi a espécie que apresentou uma resposta mais variada
com a aplicagdo das fragdes testadas. HFS, HCS, HRS, HCC, HRC e AERC foram as fra¢des
que inibiram significativamente o crescimento das raizes apenas na maior concentracdo testada
(0,8 mg. mL™!) e a fragio AECC inibiu o crescimento do sistema radicular nas concentragdes
0,8 mg. mL! e 0,4 mg. mL! Ji as fracdes AFS, ACS, ARS e ACC estimularam

significativamente o crescimento do sistema radicular desta espécie (Figuras 6 ¢ 7).

Na parte aérea, observou-se uma resposta mais homogénea com 14 fragdes (HFS, HFC, HCS,
HRS, AEFS, AEFC, AECS, AERS, HCC, HRC, ACC, ARC, AECC e AERC) inibindo
significativamente o crescimento pelo menos na maior concentragdo testada. O grupo de fragdes
de acetato de etila (AEFS, AEFC, AECS, AERS, AECC e AERC) destacou-se por ser o grupo
que exerceu uma resposta mais uniforme na inibicdo deste parametro (apenas a menor
concentracdo da fragdo AECS nido apresentou inibigdo significativa) em comparagdo com 0s

grupos de fragdes hexanicas e aquosas (Figuras 6 ¢ 7).
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Figura 6. Efeito do herbicida GOAL® e das fragdes de folhas, casca de caule e raizes de O.
pulchella sobre o crescimento de plantulas de M. maximus. Os valores estdo expressos em
porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle negativo. (*) Médias diferem
significativamente do controle pelo teste de tukey, a 0,05 de significancia. HFS (fragdo hexanica
de folhas época seca), HFC (fracdo hexanica de folhas época chuvosa), HCS (fracdo hexanica
de casca de caule época seca), HRS (fragdo hexanica de raizes época seca), AFS (fracdo aquosa
de folhas época seca), AFC (fragdo aquosa de folhas época chuvosa), ACS (fragdo aquosa de
casca de caule época seca), ARS (fracdo aquosa de raizes época seca), AEFS (fragdo acetato
etilica de folhas época seca), AEFC (fracdo acetato etilica de folhas época chuvosa), AECS

(fragdo acetato etilica de casca de caule época seca), AERS (fragdo acetato etilica de raizes
€poca seca).
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Figura 7. Efeito do herbicida GOAL® e das fragdes de casca de caule e raizes de O. pulchella
sobre o crescimento de plantulas de M. maximus. Os valores estdo expressos em porcentagem
de inibicdo em relacdo ao controle negativo. (*) Médias diferem significativamente do controle
pelo teste de tukey, a 0,05 de significancia. HCC (fracdo hexanica de casca de caule época
chuvosa), HRC (fragdo hexanica de raizes época chuvosa), ACC (fracdo aquosa de casca de
caule época chuvosa), ARC (fracdo aquosa de raizes época chuvosa), AECC (fracdo acetato
etilica de casca de caule época chuvosa), AERC (fragdo acetato etilica de raizes época chuvosa).

Enquanto que para E. heterophylla, as plantulas apresentaram uma resposta mais uniforme, no
sistema radicular apenas as fragdes HRS e HRC néo inibiram significativamente o crescimento
em nenhuma das concentragdes testadas, as 16 fragdes restantes, inibiram significativamente o
crescimento pelo menos na maior concentragdo aplicada (Figuras 8 e 9). Nesta espécie,
novamente o grupo de fracdes de acetato de etila mostrou o melhor perfil nos valores de
porcentagem de inibicdo. J& na parte aérea, todas as 18 fracdes testadas apresentaram inibicao

significativa em pelo menos a maior dose testada (Figuras 8 ¢ 9).
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Figura 8. Efeito do herbicida GOAL®™ e das fragdes de folhas, casca de caule e raizes de O.
pulchella sobre o crescimento de plantulas de E. heterophylla. Os valores estdo expressos em
porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle negativo. (*) Médias diferem
significativamente do controle pelo teste de tukey, a 0,05 de significancia. HFS (fragdo hexanica
de folhas época seca), HFC (fracdo hexanica de folhas época chuvosa), HCS (fracdo hexanica
de casca de caule época seca), HRS (fragdo hexanica de raizes época seca), AFS (fracdo aquosa
de folhas época seca), AFC (fragdo aquosa de folhas época chuvosa), ACS (fragdo aquosa de
casca de caule época seca), ARS (fracdo aquosa de raizes época seca), AEFS (fragdo acetato
etilica de folhas época seca), AEFC (fracdo acetato etilica de folhas época chuvosa), AECS

(fragdo acetato etilica de casca de caule época seca), AERS (fragdo acetato etilica de raizes
€poca seca).
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Figura 9. Efeito do herbicida GOAL® e das fragdes de casca de caule e raizes de O. pulchella
sobre o crescimento de plantulas de E. heterophylla. Os valores estdo expressos em
porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle negativo. (*) Médias diferem
significativamente do controle pelo teste de tukey, a 0,05 de significincia. HCC (fragdo
hexanica de casca de caule época chuvosa), HRC (fragdo hexénica de raizes época chuvosa),
ACC (fragdo aquosa de casca de caule época chuvosa), ARC (fracdo aquosa de raizes época

chuvosa), AECC (fragdo acetato etilica de casca de caule época chuvosa), AERC (fragdo acetato
etilica de raizes época chuvosa).
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4. DISCUSSAO

Os estudos na area da alelopatia vem se tornando uma ferramenta importante na identificacao
de espécies vegetais que produzem aleloquimicos, que possam ser utilizadas como herbicidas
naturais, especificos e sendo menos prejudiciais para o ambiente (Imatomi et al., 2013). Devido
as caracteristicas encontradas no Cerrado (solos com baixa disponibilidade nutricional, acidos,
com altos niveis de aluminio, e variacdo sazonal de disponibilidade hidrica; situagdes que
podem ser determinantes para a produgdo e liberagdo de aleloquimicos), este ¢ um importante

foco de estudos para a busca de metabolitos secundarios (Imatomi et al., 2013).

Os metabolitos secundarios s@o um grupo de compostos, geralmente possuem estrutura
complexa, com baixo peso molecular, possuem diversas atividades biologicas (Pereira &
Cardoso, 2012; Lima Neto et al., 2015). Alguns metabolitos secunddrios desempenham um
papel importante na interacdo das plantas com o meio ambiente podendo atuar como
aleloquimicos na interferéncia com outras espécies vegetais (Kroymann, 2011). No presente
trabalho foi verificado o efeito fitotoxico das fracdes de folhas, cascas de caule e raizes da
espécie O. pulchella. Em total 18 fragoes desta espécie foram testadas, as fragdes de folha foram
as que apresentaram a maior inibi¢do sobre o crescimento dos coleoptilos de 7. aestivum
corroborando com os resultados de Candido (2016) que testou extratos foliares, de caule ¢ de
raizes de O. pulchella e relatou que os extratos foliares foram os que apresentaram maior

atividade sobre o crescimento de coledptilos de T. aestivum.

As plantas durante todo seu ciclo de vida, possuem a capacidade de sintetizar aleloquimicos,
essas substancias estdo presentes em todos os 6rgdos da planta como raizes, rizomas, caules,
folhas, flores, frutos e sementes (Gusman et al., 2012). A quantidade produzida varia de varia
de um 6rgdo para o outro e de espécie para espécie (Ferreira e Aquila, 2000) e sua produgao
esta influenciada por diversos fatores como temperatura, umidade, precipitagdo, radiacdo e
variacdo sazonal (Pelegrini & Cruz-Silva, 2012). O suprimento limitado de compostos de
defesa esta concentrado onde ¢ mais necessario para maximizar a adequagdo ao ambiente.
Metabolicamente ativas, as folhas sintetizam substancias quimicas, que atuam na defesa contra
predadores. Por esse motivo as concentragdes de metabolitos secundarios devem ser maiores
nas folhas (Borella & Pastorini, 2010; Novaes, 2011), principalmente em folhas jovens em

desenvolvimento do que em folhas mais velhas (Taiz et al., 2017).

Em estudos envolvendo atividade fitotdxica, as folhas sdo o 6rgdo mais frequentemente

utilizado (Grisi et al., 2013; Novaes et al., 2013; Pereira et al., 2014). Diversos autores que ja
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trabalharam com espécies vegetais do cerrado relataram atividade fitotoxica de extratos foliares
sobre o crescimento de coledptilos de 7. aestivum (Novaes, 2011; Moraes et al., 2014; Accarini,
2016; Habermann et al., 2016; Jatoba et al., 2016). Confirmando que os bioensaios de
crescimento de coledptilos de 7. aestivum sdao um método classico e eficiente para avaliar a
atividade fitotoxica de compostos pertencentes ao metabolismo secundario (Habermann et al.,

2015).

Nos bioensaios de germinacdo, nas sementes de M. maximus, apenas duas fragdes exerceram
diferenga significativa sobre o tempo medio de germinacdo e sobre a velocidade media de
germinagdo. Enquanto que, para as sementes de E. heterophylla, nenhuma das 18 fracdes
exerceram diferenca estatistica significativa nos tres parametros avaliados. Diferindo dos
resultados de Candido (2016), que relatou que sementes de M. maximus tiveram inibida sua
porcentagem de germinacdo pela influéncia dos extratos foliares de hexano, acetato de etila e
aquoso de O. pulchella e o extrato foliar acetonico desta espécie doadora também exerceu
atividade inibitéria sobre a porcentagem de germinacdo de sementes de E. heterophylla. O
mesmo autor também relatou que os pardmetros tempo medio de germinagdo e velocidade
media de germinagdo foram os parametros mais afetados nas sementes de E. heterophylla ¢ M.

maximus.

Frequentemente o efeito alelopatico dos aleloquimicos ndo ¢ manifestado na porcentagem final
de germinacdo das sementes, mas sobre outros parametros dos processos de germinagdo
(Ferreira, 2004) e crescimento da planta (Grisi et al., 2012). O crescimento inicial de plantulas
¢ caracterizado por uma alta atividade metabolica e sensibilidade a fatores de estresse
ambiental, sendo, portanto, um processo mais sensivel que a germinagdo (Ferreira & Aquila,

2000).

Além disso, os aleloquimicos podem afetar processos fisiologicos e bioquimicos como sdo a
fotossintese, absor¢do de nutrientes, a expansao foliar, o metabolismo dos aminoacidos, sintese
proteica, respiragdo mitocondrial (Guidotti et al., 2013), divisdo e diferenciacdo celular,
metabolismo de fitormonios entre outros (Oliveira et al., 2012). O efeito fitotéxico dos
aleloquimicos pode ser observado em processos como a diminui¢do do comprimento da raiz
primaria (Ferreira & Borghetti, 2004; Weston & Mathesius, 2013), a redug@o do crescimento
inicial de plantulas (Silveira, 2010), assim como também no aparecimento de plantulas

anormais (Omena et al., 2020).
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Nos bioensaios de crescimento inicial, as plantulas de M. maximus se mostraram menos
sensiveis a agdo das fragdes de O. pulchella. O sistema radicular foi o pardmetro menos afetado,
sendo observado estimulo em alguns casos. Alguns aleloquimicos dependendo da sua
concentracdo no ambiente podem atuar como estimulantes de crescimento, promovendo o

aumento do comprimento na parte aérea e no sistema radicular (Oliveira et al., 2014).

Ja a parte aérea mostrou uma resposta mais uniforme na inibigdo com a aplica¢do das fragdes e
ndo foi observado estimulo no crescimento. Corroborando com os resultados de Candido
(2016), quem também encontrou resultados similares, a inibi¢do da parte aérea foi o parametro
que presentou melhor uniformidade ja que os extratos de O. pulchella ndo promoveram
estimulo no crescimento desta espécie alvo. Enquanto que no sistema radicular, metade dos
extratos utilizados por este autor promoveram estimulo no crescimento das plantulas de M.

maximus, efeito similar aos resultados encontrados no presente trabalho.

Nas plantulas de E. heterophylla, todas as 18 fragdes promoveram inibi¢do significativa tanto
da parte aérea como do sistema radicular desta espécie (apenas a fragdo HRS ndo provocou
inibicdo nem estimulo no crescimento do sistema radicular) com o maior valor de inibi¢do
obtido no sistema radicular. Corroborando com os resultados de Candido (2016) que constatou
que plantulas de E. heterophylla foram susceptiveis a aplicacdo de extratos de O. pulchella. O
mesmo autor ainda mencionou que a redugdo do comprimento de raizes de E. heterophylla,
provocados pelos extratos foliares de O. pulchella estd associado com a diminui¢do no

alongamento de células do metaxilema.

Outros trabalhos na literatura observaram efeito inibitério de extratos de diversas espécies
vegetais do cerrado sobre o crescimento de plantulas de E. heterophylla, sendo o sistema
radicular o mais afetado pela agdo destes (Grisi et al., 2013; Anese et al., 2015; Habermann et
al., 2015). Os aleloquimicos quando estdo em contato com o sistema radicular, podem afetar
diretamente o seu crescimento ou provocar modificagdes morfologicas que comprometeram o
desenvolvimento das plantulas (Teerarak et al., 2012). Plantulas com tamanho reduzido podem
estar mais suscetiveis a fatores de estresse e ter menor chance na competi¢do de recursos com

outras espécies vegetais (Gatti et al., 2007).

Os aleloquimicos podem provocar uma menor absor¢do de agua e minerais pelas as raizes,
devido que a ag@o destes exerce um efeito mais visivel no sistema radicular, ja que existe
contato direto destas com a solugdo dos aleloquimicos (Lupini et al, 2010), sendo assim, as

raizes das plantas apresentam maior sensibilidade a aleloquimicos em compara¢do com outras
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estruturas das plantas (Carvalho et al., 2014). Também estes compostos podem inibir o
alongamento das células, isto esta associado com alteragdes na concentragdo de hormdnios
vegetais responsaveis pelo crescimento como citocininas e auxinas e quando estas sdo inibidas,
interferem no seu desenvolvimento normal, dando como resultado, redugdo do alongamento de

raizes e caules das plantulas (Grisi et al., 2013; Kenany & Darier, 2013).

Os maiores valores inibicdo exercida pelas fragdes de O. pulchella nos bioensaios de
crescimento de coleodptilos de 7. aestivum e crescimento inicial das espécies infestantes foram
observados sobretudo na maior concentragio testada (0,8 mg. mL™) corroborando com
informagdes da literatura que confirmam que, a atividade fitotoxica ¢ acentuada com o aumento
na concentragdo dos extratos (Mendes et al., 2013; Borella et al., 2012). De forma geral, as
fragcdes que exerceram maior atividade inibitdria no crescimento inicial em ambas espécies alvo
foram as fragdes de acetato de etila, corroborando com os resultados de Candido (2016) que
relatou que, dentre os extratos analisados, o extrato acetato de etila de folhas de O. pulchella
foi 0 mais ativo ao inibir significativamente tanto o crescimento de parte aérea quanto o sistema
radicular de M. maximus e E. heterophylla. Cabe ressaltar que esse efeito também foi observado
no teste com coledptilos de T. aestivum, onde este grupo de fragdes foram as que ocasionaram

os maiores valores de porcentagem de inibi¢ao.

Accarini, 2016, relatou resultados similares, extratos foliares de acetato de etila da espécie
Piptocarpha rotundifolia foram os que mais inibiram tanto o crescimento dos coleoptilos de T.
aestivum, como a parte aérea e raizes das plantulas das espécies invasoras de culturas agricolas
M. maximus ¢ E. heterophylla. O solvente acetato de etila (CH3COOCH2CH3) é comumente
utilizado na obtengao de extratos com compostos fendlicos (Imatomi et al., 2013), mencionados
na literatura como compostos fitotoxicos (Li et al., 2010; Weston & Mathesius, 2013; Lopes,

2014).

Nos bioensaios de crescimento inicial de plantulas, E. heterophylla foi a espécie que se mostrou
mais sensivel a agdo das fracdes que o M. maximus, esta diferenca observada na sensibilidade
pode ser devida as diferencas fisiologicas e bioquimicas das espécies utilizadas, ja que uma
delas ¢ uma monocotiledonea (M. maximus) e a outra, uma eudicotiledonea (E. heterophylla).
Isto demonstra que a resisténcia ou a tolerancia aos metabolitos secundarios é uma caracteristica
espécie-especifica (Ferreira & Aquila, 2000), ja que algumas espécies podem apresentar maior
sensibilidade a determinados compostos que outras. E importante mencionar também que, as
vezes um composto que € toxico para uma espécie pode ndo ser para outra (Oliveira et al., 2014)

ou até mesmo pode atuar estimulando o seu desenvolvimento (Moraes et al., 2012).
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A atividade estimulatoria observada nos resultados de crescimento inicial do presente trabalho,
principalmente quando aplicadas as fracdes aquosas pode ser explicada pela maior
concentracdo de agucares, neste grupo de fragdes. Em fragdes aquosas podem ser encontradas
substancias com elevada polaridade como agucares, que podem estimular processos de
crescimento vegetal como a divisdo e o alongamento celular (Aloni et al., 2006; Accarini,
2016). Informagdes sobre o0 modo de agdo dos aleloquimicos sdo escassas, uma vez que estas
substancias afetam varias fungdes e provocam efeitos colaterais tornando-os dificeis de

identificar dos principais (Goldfarb, 2009).

5. CONCLUSAO

A traves dos resultados obtidos é possivel concluir que as fragdes de O. Pulchella apresentam
potencial fitotoxico, principalmente nas fragdes foliares de acetato de etila. Isto devido a estes
que foram capazes de inibir o crescimento dos coledptilos de 7. aestivum e o crescimento inicial
das espécies invasoras de culturas agricolas M. maximus e E. heterophylla. Esse potencial
fitotoxico foi mais evidente na invasora E. heterophylla devido a que foi a espécie mais afetada
nos parametros avaliados. Confirmando assim o potencial fitotoxico de fragdes oriundas da

espécie O. Pulchella.
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Potencial fitotoxico de salicilato de benzila e benzoato de benzila sobre espécies

bioindicadoras e invasoras

RESUMO

O crescente numero de espécies invasoras nas areas agricolas reduz a produtividade e resulta
em perdas de produgdo. A necessidade de descobrir novos compostos com atividade herbicida
aumenta a medida que aumentam os casos de resisténcia de plantas invasoras aos herbicidas. O
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fitotoxico do salicilato de benzila e do benzoato de
benzila sobre o crescimento de coledptilos de Triticum aestivum e sobre o crescimento inicial
de Lactuca sativa, Solanum lycopersicum, Allium cepa, T. aestivum, Euphorbia heterophylla ¢
Megathyrsus maximus. Para os bioensaios com coleoptilos de T. aestivum, os tratamentos
usaram as concentra¢des de 10> M, 310 M, 10 M, 3+10° M e 103 M; enquanto que para 0s
bioensaios de crescimento inicial foram usadas as concentragdes de 10> M, 10% M e 107 M.
Ambos 0s compostos apresentaram um minimo de 89% de inibicdo no crescimento dos
coledptilos de 7. aestivum em todas as concentracdes. Ambos os compostos inibiram o
crescimento do sistema radicular e da parte aérea de 4. cepa ¢ E. heterophylla em todas as
concentracdes. A espécie mais afetada por ambos os compostos em todos os pardmetros
avaliados foi E. heterophylla. Para o benzoato de benzila, a inibigdo das raizes de E.
heterophylla foi estatisticamente igual as obtidas com o herbicida. Com relagdo ao salicilato de
benzila, a inibicdo radicular nesta espécie, nos tratamentos 10* M e 10° M ndo diferiu
estatisticamente do herbicida nas mesmas concentra¢des. Salicilato de benzila e benzoato de
benzila sdo compostos que apresentam atividade fitotoxica sobre E. heterophylla e pela

primeira vez ¢ relatado o efeito fitotoxico desses compostos em espécies invasoras.

Palavras-chave: aleloquimicos, fitotoxicidade, compostos secundarios.
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ABSTRACT

The growing number of invasive species in agricultural areas reduces productivity and results
in production losses. The need to discover new compounds with herbicidal activity increases as
cases of resistance of invasive plants to herbicides rise. The aim of this study was to evaluate
the phytotoxic potential of benzyl salicylate and benzyl benzoate upon the growth of Triticum
aestivum coleoptiles and on the initial growth of Lactuca sativa, Solanum lycopersicum,
Euphorbia heterophylla, and Megathyrsus maximus. For the T. aestivum coleoptile bioassays,
the treatments used the concentrations of 10 M, 3¢10*M, 10* M, 310 M, and 10 M; while
for the initial growth bioassays the concentrations of 103 M, 10* M, and 10 M were used.
Both compounds presented a minimum of 89% growth inhibition on 7. aestivum coleoptiles in
all concentrations. Both compounds inhibited the growth of the root system and shoot of A.
cepa and E. heterophylla at all concentrations. The species most affected by both compounds
in all evaluated parameters was E. heterophylla. For the benzyl benzoate, the inhibition of the
roots of E. heterophylla were statistically equivalent to those obtained with the herbicide.
Regarding benzyl salicylate, the root inhibition in this species in the 10* M and 10° M
treatments did not differ statistically from the herbicide in the same concentrations. Benzyl
salicylate and benzyl benzoate are compounds that presented phytotoxic activity on E.
heterophylla and for the first time the phytotoxic effect of these compounds on invasive species

is reported.

Keywords: allelochemicals, phytotoxicity, secondary compounds.
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1. INTRODUCTION

The increase in the number of invasive species in agricultural areas causes a reduction in the
productivity of agricultural crops resulting in economic losses (Lamego et al., 2013). These
plants, besides competing for space with the crop, also compete for nutrients, water, light
(Galon et al., 2018), and may also host pests and diseases common to the crop (Alvino et al.,
2011; Vasconcelos, Silva & Lima, 2012). The need to discover the herbicidal potential of new
compounds increases as cases of resistance to commercial products rise. Brazil is the fifth
country with the largest number of herbicide-resistant species, with 50 plant species, behind the
United States (165), Australia (95), Canada (68), and France (55) (Heap, 2020). These numbers
increase more and more due to bad agricultural practices such as the recurrent use of the same
herbicide or herbicides with the same mechanism of action in the same agricultural area. This
leads to the selection of herbicide-resistant invasive plant biotypes for a particular mechanism

of action.

Guinea grass (M. maximus) (Jacq.) B. K. Simon and S. W. L. Jacobs is a Poaceae with intense
seed production and high dispersion capacity (Costa, Matallo, Carvalho & Rozanski, 2002).
This species is highly invasive and is considered one of the most aggressive species in Brazil
(Mantoani & Torezan, 2016), being difficult to control (Aimar & Durigan, 2001) and frequently

found in sugarcane crops, causing reduced productivity (Correia, Gomes & Perussi, 2012).

Another species that impairs agricultural production is wild poinsettia (E. heterophylla L.), a
Euphorbiaceae characterized by high competitive capacity (Oliveira Jr et al., 2011). This
species causing losses in quality and productivity in agricultural systems (Kern et al., 2009). E.
heterophylla can occur in several crops of agricultural importance, including soybean
(Carvalho, Bianco & Guzzo, 2010, Lopes Ovejero et al., 2013), corn (Cury et al., 2012), sugar
cane (Marques, Martins, Costa, & Vitorino, 2012), and beans (Cury et al., 2011; Machado et
al., 2015). It is a hard to control invasive plant, presenting a fast-initial development and great
genetic variability (Trezzi, Machado & Xavier, 2014). In addition, due to mutations in the gene
that codes the acetolactate synthase (ALS) enzyme, this is a multi-resistant herbicide species.
It inhibits the enzyme protoporphyrinogen oxidase - Protox, acetolactate synthase - ALS (Trezzi
et al., 2011; Xavier, Trezzi, Oliveira, Vidal & Brusamarello, 2018), being recently reported as
resistant to the herbicide glyphosate (inhibitor of the enzyme 5-enolpyruvate-chiquimate-3-
phosphate synthase - EPSPS) (Adegas, Gazziero, Oliveira Jr, Mendes & Rodrigues, 2020).
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Thus, the search for compounds that have new mechanisms of action, as well as improvements
in their application, are essential for the control of invasive plants (Grigolli, Pereira,
Pefiaherrera, Santos & Ferreira, 2011). An alternative is the use of compounds from the
secondary metabolism of plants, which are called allelochemicals, and are associated with plant
defense strategies. When released into the environment these compounds may positively or
negatively affect the development of other plant species, in the process known as allelopathy
(International Allelopathy Society - TAS, 2020; Alves, Medeiros Filho, Innecco & Torres,
2004).

Essential oils are secondary metabolites from different parts of plants that have a complex
chemical composition (Oussalah, Caillet, Saucier & Lacroix, 2007). Due to their volatility, they
can be used to emit chemical communication signals and as defense mechanisms (Saito &
Scramin, 2000). Its effects have been studied mainly due to phytotoxic properties, and uses such
as bactericides (Hussain, Anwar, Sherazi & Przybylski, 2008), insecticides (Coitinho, Oliveira,
Gondim Junior & Camara, 2010), herbicides (Souza Filho, Guilhon & Santos, 2010), and
fungicides (Guimaraes, Cardoso, Sousa, Andrade & Vieira, 2011).

Among the variety of compounds with these characteristics that can be extracted from plants,
the aromatic esters benzyl salicylate (C14H1203) and benzyl benzoate (C14H1202) deserve
to be highlighted because they have part of their unexplored potential. Benzyl salicylate is a
benzyl ester of salicylic acid widely used in industry, being used as a fragrance fixer in the
cosmetic, personal hygiene, and household cleaning areas (Lapczynski et al., 2007). This
compound is found naturally in plants such as Polianthes tuberosa L. (International Fragrance

Association - [FRA, 2009) and Ocotea pulchella Nees and Mart (Candido et al., 2016).

Benzyl benzoate is a compound frequently used in the pharmaceutical industry as an active
ingredient for medicines used in the treatment of scabies (Salavastru, Chosidow, Boffa, Janierv
& Tiplica, 2017) and pediculosis (Salavastru, Chosidow, Janierv & Tiplica, 2017). In addition,
it is used as an insect repellent (Knowles, 1991), solvent, in the perfumery and cosmetics
industry (Pybus & Sell, 2006), as well as in the composition of pesticides (Johnson et al., 2017).
This compound can be found naturally in the plants Citharexylum spinosum L. (El Ayeb-
Zakhama, Sakka-Rouis, Flamini, Jannet & Harzallah-Skhiri, 2017), Magnolia champaca L.
(Sa, Meneses, Aratjo & Oliveira, 2017), and O. pulchella (Candido et al., 2016).

Although there are studies reporting the importance of these compounds in several areas, studies

on the phytotoxic potential of benzyl salicylate and benzyl benzoate in plant species are still
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insufficient. Highlighting the need for studies on their properties and mode of action, in invasive
and cultivated plants. Candido et al. (2016), isolated these two compounds from O. pulchella
plants and evaluated their phytotoxic activity on 7. aestivum coleoptiles and on the germination
and initial growth of S. lycopersicum seedlings, verifying its phytotoxic potential. Thus, the
potential of these compounds as growth inhibiting agents for some plant species is emphasized.
Therefore, this work aimed to evaluate the phytotoxic potential of these compounds on the
initial growth of the bioindicator species L. sativa, S. lycopersicum, A. cepa, and T. aestivum
and of the invasive species E. heterophylla and M. maximus in order to evaluate if any of these

compounds have greater phytotoxicity than the herbicide (a.i. oxyfluorfen).
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2. MATERIALS AND METHODS

The work was developed at the Laboratory of Ecophysiology of Reproduction and
Phytochemical Studies, Department of Botany, Center for Biological and Health Sciences -
CCBS, at the Federal University of Sao Carlos, in the city of Sdo Carlos-SP, Brazil. Both
compounds are commercial products that were purchased from a local supplier (benzyl
salicylate 98% from Sigma-Aldrich and benzyl benzoate 99% from Neon Commercial Ltda).
All experiments were carried out in a climate-controlled chamber type B.O.D under controlled

conditions.

2.1. Preparation of solutions

The pure benzyl salicylate and benzyl benzoate compounds were pre-solubilized in dimethyl
sulfoxide (DMSO) with a concentration of 5 uL.mL" and diluted in a buffer solution (pH =
5.6) containing citric acid monohydrate (1.05 g.L), potassium hydrogen phosphate trihydrate
(2.9 gL), and 2% sucrose according to the recommendations of Macias, Lacret, Varela,

Nogueiras & Molinillo (2010).

In all bioassays three compounds were evaluated: benzyl salicylate, benzyl benzoate, and
positive control, commercial Goal® herbicide (a.i. oxyfluorfen 240 g.L). In the T. aestivum
coleoptile bioassay, five concentrations were used for each compound: 10 M (treatment 1),
3¢10™* M (treatment 2), 10™* M (treatment 3), 310 M (treatment 4), and 10 M (treatment 5),
totaling 15 treatments. In the initial seedling growth bioassays, three concentrations were used
for each compound: 10 M (treatment 1), 10% M (treatment 2), and 10° M (treatment 3),
totaling nine treatments. In addition, in each bioassay, one negative control was performed with

buffer solution and DMSO (5 pL.mL™).

2.2. Bioassays

2.2.1. General activity bioassay (cytotoxicity) with 7. aestivum coleoptiles.

The bioassays were performed with wheat diaspores (7. aestivum L: Poaceae), BRS 264
cultivar, pre-twinned in plastic boxes covered with 2 sheets of filter paper, moistened with
distilled water (= 12 mL) and stored in a B.O.D. for 72 hours at 24 = 1 °C in the absence of
light.

After the time spent in the B.O.D. chamber, the coleoptiles were cut in a Van der Weij guillotine
and the apical part (2 mm) was discarded as recommended by Hancock, Barlow & Lacey

(1964). After this stage, the coleoptiles were cut into 4 mm segments and used in bioassays
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(Macias et al., 2010). The assembly of this experiment was carried out in a closed environment

with green safety light (Nitsch & Nitsch, 1956).

Three repetitions were used in each treatment, each one being composed of five coleoptiles of
T. aestivum, kept in test tubes containing 2 mL of solution. The samples, properly identified,
were kept at 24 + 1 °C, in the dark, and with a constant rotation of 1.4 rpm for 24 h, in order to
guarantee the homogeneity of the contact between the plant material and the solution. After that
period the coleoptiles were removed, photographed, and measured using the Image]® 1.8.0

software (Macias et al., 2010).

2.2.2. Phytotoxicity bioassays

2.2.2.1. Initial growth bioassays

To evaluate the effect of the compounds on the initial growth of invasive plants, two invasive
target species were used: the eudicotyledon wild poinsettia (E. heterophylla L. Euphorbiaceae)
and the monocotyledon guinea grass (M. maximus J. Poaceae). In addition, four target
bioindicator species were also employed, two eudicotyledons, lettuce (L. sativa L. Asteraceae)
and tomato (S. /ycopersicum L. Solanaceae); and two monocotyledons, wheat (7. aestivum L.
Poaceae) and onion (4. cepa L. Amaryllidaceae). These species are considered indicators of
phytotoxic activity because they present important characteristics such as rapid and uniform
germination and sensitivity to phytotoxic substances even in low concentrations (Ferreira &

Aquila, 2000; Souza Filho et al., 2010).

The diaspores were placed in plastic boxes for germination and moistened with distilled water.
After the emergence of the primary root (2 mm) and the identification of positive gravitropism,
the diaspores were considered germinated (Brazil, 2009). Then, the diaspores that germinated
were transferred to transparent plastic boxes (10.5 x 6 x 4.5 cm) containing two sheets of filter

paper moistened with 6 mL of each solution.

Each treatment contained four replicates with ten seedlings of the target species. The boxes
with the respective treatments were identified, closed, and kept in a germination chamber at 27
+ 1 °C, under a 12-hour photoperiod, according to Inoue et al. (2010). After eight days, the
material was removed from the germination chamber, and measurements were taken of the
length of the shoot and the main root (for eudicotyledons L. sativa, S. lycopersicum, and E.
heterophylla) and of the shoot and the longest root (for monocotyledons 7. aestivum, A. cepa,

and M. maximus).
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This step was performed with the aid of the ImageJ® 1.8.0 software. In addition, in the presence
of abnormalities, they were photographed, counted, and characterized as described by Brazil,

(2009).

2.3. Statistical analysis

The data obtained were submitted to the Shapiro-Wilk normality test using the Past® v.2.17¢
software (Hammer, Harper & Ryan, 2001). Normal data were subjected to Analysis of Variance
(ANOVA), followed by the Tukey test at 5% significance with the aid of the Sisvar® v.5.7
software (Ferreira, 2011). Non-normal data were submitted to the Kruskal-Wallis non-
parametric test followed by the Dunn test at 5% significance with the aid of the Past® v.2.17¢

software.
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3. RESULTS

Strong inhibitory activity was observed for both compounds on the growth of 7. aestivum
coleoptiles in all tested concentrations. These results were statistically equivalent to the data
obtained with the herbicide in treatments at concentrations of 10> M, 3104 M, and 10* M. In
the five concentrations tested for both evaluated compounds (10 M, 3410 M, 10* M, 310
M, and 10° M), coleoptile growth was inhibited compared to the negative control. The
herbicide presented a greater decrease in the inhibition of coleoptile growth especially at
concentrations of 3¢+10° M and 10° M (54% and 51%, respectively), differing significantly
from the treatments with benzyl salicylate and benzyl benzoate, while the same compounds

showed no reduction in phytotoxic activity at the five concentrations tested (Figure 1).
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Figure 1. Percentage inhibition of benzyl salicylate, benzyl benzoate, and the herbicide GOAL®
on the growth of 7. aestivum coleoptiles. Values expressed as a percentage of inhibition
compared to the negative control. (*) Means differ significantly from the negative control by
the Tukey test at 0.05 significance. Means followed by the same letter do not differ significantly
from the positive control at the same concentration, by the Tukey test at 0.05.

The results obtained in the initial growth bioassay for the bioindicator species L. sativa showed
a significant inhibitory activity of benzyl salicylate in the plant shoot and root, at the three
concentrations tested. However, the treatments with benzyl benzoate resulted in shoot inhibition
at 10° M and 10 M concentrations. For the root system there was no significant difference in
any of the tested concentrations compared to the negative control in this species. Regarding the
root system, all the inhibition values obtained with both compounds in this species were lower

than those obtained with the herbicide. However, in the shoot, the 10~ M treatment with benzyl
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salicylate was not statistically different from the treatment with the herbicide at the same

concentration (Figure 2).

For the bioindicator species S. lycopersicum, treatments with benzyl salicylate showed no
significant difference from the negative control in the shoot at the three concentrations tested.
On the other hand, treatments with this compound resulted in a decrease in root growth, at the
three concentrations. However, treatments with benzyl benzoate significantly inhibited the
growth of the shoot of this species at concentrations 10~ M, and 10"* M. In the roots showed

reduced growth in all treatments tested compared to the negative control (Figure 2).
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Figure 2. Percentage of inhibition promoted by the action of benzyl salicylate, benzyl benzoate,
and the herbicide GOAL® on the growth of roots and shoot of the bioindicator species L. sativa
and S. lycopersicum. Values expressed as a percentage of inhibition / stimulus with respect to
the negative control. (*) Means differ significantly from the negative control by the Tukey test
at 0.05 significance. Means followed by the same letter do not differ significantly from the
positive control at the same concentration, by the Tukey test at 0.05.

In the bioindicator species A. cepa, a significant percentage of inhibition was observed

compared to the negative control both in the shoot and in the root with all treatments of both
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compounds. In this species, all the values of root and shoot inhibition using both compounds

were statistically different from those obtained with the herbicide (Figure 3).

For the bioindicator species 7. aestivum, significant root inhibition was observed with the
treatments with both compounds at the concentrations of 10° M and 10 M compared to the
negative control. When compared to the herbicide, the treatments of both compounds were
statistically different. In the shoot, the application of both compounds significantly inhibited
the growth at all concentrations compared to the negative control. Regarding the positive
control, all the treatments with both compounds showed significant statistical difference from

the herbicide (Figure 3).
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Figure 3 Effect of benzyl salicylate, benzyl benzoate, and the herbicide GOAL® on the growth
of roots and shoot of the bioindicator species 4. cepa and T. aestivum. Values expressed as a
percentage of inhibition / stimulus compared to the negative control. (*) Means differ
significantly from the negative control by the Tukey test at 0.05 significance. Means followed
by the same letter do not differ significantly from the positive control at the same concentration,
by the Tukey test at 0.05.

For the invasive species E. heterophylla, the application of both compounds had a significant

inhibitory effect on the growth of the shoot and roots at all concentrations compared to the
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negative control. In the shoot, the three compounds significantly inhibited growth at all
concentrations tested. For the root system, all treatments with benzyl benzoate were not
statistically different from the treatments with the herbicide at the same concentrations. For
benzyl salicylate, the treatments 10* M and 10> M did not differ statistically from the herbicide

treatments at the same concentrations (Figure 4).

Benzyl salicylate significantly reduced the shoot growth of M. maximus at the highest
concentration (107 M). This compound also reduced the root growth at the three concentrations
compared to the negative control. On the other hand, treatments with benzyl benzoate
significantly reduced the shoot growth of this species at concentrations of 10 M and 10™* M.
For the root part, there was a significant reduction in growth only when the treatment with the
highest concentration was applied, compared to the negative control. All the inhibition values
of the shoot and the root obtained with the application of both compounds in this species proved

to be statistically inferior to those obtained with the herbicide (Figure 4).
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Figure 4. Effect of benzyl salicylate, benzyl benzoate, and the herbicide GOAL® on root and
shoot growth of invasive species E. heterophylla and M. maximus. Values expressed as a
percentage of inhibition / stimulus compared to the negative control. (*) Means differ
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significantly from the negative control by the Tukey test at 0.05 significance. Means followed
by the same letter do not differ significantly from the positive control at the same concentration,
by the Tukey test at 0.05.

E. heterophylla was the species that presented the highest percentage of abnormalities with the
application of both compounds at all tested concentrations (Figure 5). In this species, the
application of both compounds showed a statistical difference in all concentrations in relation
to the negative control. However, only treatments with the highest concentration of benzyl
benzoate showed a significant difference in the species S. lycopersicum, L. sativa and M.
maximus (Figure 5). It should be noted that in treatments with the herbicide, there were no

abnormalities in the target species due to the high percentage of recorded dead seedlings.
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Figure 5. Effect of benzyl salicylate and benzyl benzoate compounds on the percentage of
abnormalities in S. lycopersicum, L. sativa, E. heterophylla, M. maximus, A. cepa, and T. aestivum
species. (*) Means differ significantly from the negative control by the Dunn's test at 0.05 significance.

As for the characterization of the abnormalities, E. heterophylla was the most affected species.
This phenomenon was observed with the application of both compounds. When treatments with
benzyl salicylate were used nine abnormalities were verified. Of these, root necrosis (RN),
hypocotyl winding (HW), and the poorly developed main root (PDMR) may be highlighted
(Figures 6 and 7). Treatments with benzyl benzoate resulted in seven different abnormal
parameters, among these the poorly developed main root (PDMR) and hypocotyl winding (HW)
stand out (Figures 6 and 7).
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Figure

6. Percentage of abnormalities found, types of anomalies, and dead seedlings identified in treatments
with benzyl salicylate and benzyl benzoate in the species E. heterophylla. RN (root necrosis), SN (shoot
necrosis), Gl (gravitropic inversion), PDMR (poorly developed main root), PDSR (poorly developed
secondary root), WMR (without main root), WLR (without lateral root), HW (hypocotyl winding), STR
(short and thick root) and DS (dead seedling). (*) Means differ significantly from the negative control
by the Dunn's test at 0.05 significance.
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Figure 7. Types of abnormalities found in treatments with benzyl salicylate and benzyl benzoate in the
species E. heterophylla. Root necrosis (A), gravitropic inversion (B), shoot necrosis (C poorly developed
main root (D), poorly developed secondary root (E), without main root (F), without lateral root (G),
hypocotyl winding (E), short and thick root (C), and dead seedling (H).

Among the evaluated species, the bioindicator species and the invasive species M. maximus
were more tolerant to the compounds used, presenting the lowest percentages of abnormalities

and dead seedlings (Table 1).
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Table 1. Percentage of anomalies and dead seedlings found in the species M. maximus, L. sativa,
S. lycopersicum, A. cepa, and T. aestivum in treatments with benzyl salicylate and benzyl
benzoate.

Anomalies and dead seedlings (%)

Compound  species RN AN GI PDMR WMR HW DS
M. maximus - 0.92 1.83 - 092 092 9.17
Benzyl L. sativa 6.67 - 2.5 - - - -
salicylate
S. lycopersicum 3.48 1.74 - 1.74 - - 4.17
A. cepa - - - - - - 1.6
T. aestivum - - - - - - -
M. maximus - 1.67 - 3.33 583 - -
Benzyl L. sativa 6.67 - - - - - -
benzoate
S. lycopersicum - 4.35 - 2.61 - 1.74 -
A. cepa - - - - - - 4.16
T. aestivum - - - - - - -

Note: RN (root necrosis), AN (aerial necrosis), GI (gravitropic inversion), PDMR (poorly
developed main root), WMR (without main root) HW (hypocotyl winding), and DS (dead
seedling).

For the percentage of dead seedlings, in the species E. heterophylla the treatments with benzyl
salicylate in concentrations 10~ M and 10 M showed a statistical difference from the negative
control. In the M. maximus species, only the application of the highest concentration of this

compound showed a statistically significant difference (Figure 8).

However, when the tests were performed with benzyl benzoate, the application of the 10~ M
and 10 M treatments showed a significant difference from the negative control only in the
species E. heterophylla (Figure 8). Finally, in the treatments with the herbicide, only the
application of the lowest concentration showed no statistical difference in the species 7.

aestivum (Figure 8).
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Figure 8. Effect of the benzyl salicylate, benzyl benzoate and the herbicide GOAL® on the
percentage of dead seedlings found in the species S. lycopersicum, L. sativa, E. heterophylla,

and M. maximus. (*) Means differ significantly from the negative control by the Dunn's test at
0.05 significance.
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4. DISCUSSION

Some secondary metabolites are important for plant-environment interaction, for instance,
allelochemicals may interfere with other plants (Kroymann, 2011). Essential oils have their
phytotoxic potential often associated with the content of monoterpenes. This because they affect
the growth of plants, causing morphological and physiological changes (Miranda et al., 2014).
Inserted in this group of secondary metabolites, esters are characterized by acting as active

ingredients with a phytotoxic nature (Tello, 2014).

In the present work, the phytotoxic effect of the esters benzyl salicylate and benzyl benzoate on
the development of 7. aestivum coleoptiles was observed. For the first time its phytotoxic effect
on the initial growth of invasive species is reported. Positive results were obtained mainly in
the species E. heterophylla. These compounds can be potential selective herbicides, since they
more effectively inhibited the growth of the species E. heterophylla, an invasive species that
presents multiple resistance to Protox, ALS, and EPSPS inhibiting herbicides (Trezzi et al.,
2011; Xavier et al., 2018; Adegas et al., 2020). This makes this plant an invasive species that is
difficult to control, resulting in significant in productivity losses in agricultural systems (Kern

et al., 2009).

In the bioassays with 7. aestivum coleoptiles, the results of the present study showed better
uniformity in the inhibition values. This mainly in the lower concentrations (310> M and 107
M), when compared to the results of Candido et al. (2016), who evaluated the phytotoxic effect
of these compounds on the growth of T. aestivum coleoptiles (Table 2). This difference may be
attributed to the fact that these authors worked with compounds extracted from O. pulchella,
ignoring their level of purity. Or due to the decrease in the activity of the compounds along the
chromatographic fractionations. This may also take place due to the chemical modification or
degradation of the active compounds (Dayan & Duke, 2006). In contrast, the compounds used

in this work are synthetic compounds with a purity level above 98%.
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Table 2. Percentage of growth inhibition of T. aestivum coleoptiles under the action of benzyl
salicylate and benzyl benzoate compounds.

Concentration 1* 2%
10° M and 3+10* M >90% >93%
10* M >80% >90%
3¢10° M and 10° M <40% >89%

Note: 1 * values reported in the literature (Candido et al., 2016) and 2 * values obtained in the

present study.

Other authors used pure compounds extracted from different plant species and found their
phytotoxic effects on the growth of T. aestivum coleoptiles (Anese, Jatoba, Grisi, Gualtieri,
Santos, & Berlinck, 2015; Miranda et al., 2015; Jatoba et al., 2016; Silva et al., 2017). Thus,
they confirmed that the initial growth bioassays of 7. aestivum coleoptiles are a classic and
efficient method to evaluate the phytotoxic activity of compounds belonging to the secondary
plant metabolism (Hancock et al., 1964). Bioassays using 7. aestivum coleoptiles have the
advantage of being fast and sensitive to a wide variety of bioactive substances (Nepomuceno,
2011). In addition, they are widely used because they have proved to be able to evaluate the

inhibition or growth stimulus when exposed to phytotoxic substances (Accarini, 2016).

In the initial growth bioassays of S. lycopersicum both compounds inhibited root growth at all
concentrations. While shoot growth was significantly inhibited only by benzyl benzoate at
concentrations of 10 M and 10 M. These results corroborated those of Candido et al. (2016)
who tested the same compounds and observed root and shoot inhibition of this species at the
highest concentration (10 M). However, the data of these authors presented a notable decrease
in root growth inhibition as the concentrations decreased, as well as stimulation of shoot growth.

While the results of the present work remained uniform over the different concentrations.

In general, the four bioindicator species showed uniform inhibition values between treatments
with the application of the same compound, even at the lowest concentrations. Corroborating
data from the literature that tested different pure compounds from plant extracts. The authors
used these bioindicator species and reported root and shoot inhibition mainly at the highest

concentration tested. They also reported that there was a rapid decrease in inhibition when the
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compounds used were diluted, and in some cases, growth stimulus was observed (Miranda et

al., 2015; Silva et al., 2017).

This may emphasize what was previously mentioned. The high purity of the compounds used
in this work has interfered in this observed difference, since the data in the literature are related
to compounds isolated from plant species. The methods employed to isolate these compounds
may leave them with impurities (Leite, 2009). Compared to a synthetic compound with a high
degree of purity, such as the ones employed in this study. Other factors may have contributed
to the differences observed, such as the variety of the species used, the temperature at which
the experiments were conducted, the length of the experiments, as well as the type of compound
used. This shows that the response of the plant to secondary metabolites is a species-specific
characteristic, in which some species being more sensitive to certain compounds or molecules

than others (Ferreira & Aquila, 2000).

Among the invasive species, M. maximus was the least affected by both compounds, with the
roots being the most affected parameter, in accordance with the results of Candido (2016).
Nevertheless, this author, who used leaf extracts of O. pulchella containing benzyl salicylate
and benzyl benzoate in their composition, observed a greater susceptibility of the M. maximus
roots to these extracts. On the other hand, E. heterophylla obtained a high percentage of
inhibition both in the root and in the shoot, being as efficient as the herbicide mainly in the root
system. Confirming the results of Candido (2016), who observed the same inhibitory effect on

this plant species, mainly in shoot.

In addition, the same author mentioned that the length reduction of E. heterophylla roots caused
by leaf extracts of O. pulchella is due to the decrease in the elongation of metaxylem cells. The
presence of benzyl salicylate and benzyl benzoate may have resulted in a lower absorption of
water and minerals by the roots. Since the action of the allelochemicals is more evident on these
structures, because they have a direct contact with the solution of allelochemicals (Lupini,
Sorgona, Miller & Abenavoli, 2010). However, Carvalho, Carvalho, Abbade Neto & Teixeira
(2014) highlighted that this condition makes plants more sensitive, since their elongation
depends on cell divisions. Once inhibited they affect the normal development of the plant,
resulting in a reduction of the roots and stems of the seedlings (Bogatek, Gniazdowska,
Zakrzewska, Oracz & Gawronski, 2005; Kenany & Darier, 2013).

Compounds with phytotoxic activity can inhibit cell elongation. This might be associated with

changes in the concentration of plant hormones such as cytokinins and auxins, since these are
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of vital importance in the development of roots, vascular differentiation, and in the gravitropism
of plants (Gatti, Ferreira, Arduin & Perez, 2010; Grisi, Gualtieri, Anese, Pereira & Forim,

2013).

Cell growth in plants is dependent on the mitotic process. When cell divisions are compromised
during germination, most seedlings die or present abnormalities (Imatomi, Novaes & Gualtieri,
2013). Some allelochemicals, besides affecting seedling growth, can completely inhibit the
formation of normal seedlings (Juchem, Lauxen, Silva, Denardin & Sobral, 2013). Causing
morphological changes such as root atrophy (Formigheiri et al., 2018), little or no root
development, necrotic apexes, and hypocotyl winding, which can impair the emergence of the

seedlings from the soil (Denardin et al., 2018).

The compounds benzyl salicylate and benzyl benzoate induced the appearance of several
abnormalities and dead seedlings in the species tested with a higher incidence in E.
heterophylla. Corroborating the results obtained by Candido (2016), who observed several
abnormalities in this species, with the highest percentage of anomalies found in the root system,

using O. pulchella leaf extracts.

Allelochemicals can cause changes in the plant growth and development such as cellular
alterations, changes in the enzymatic activities of the phenylpropanoid pathway, reduction of
leaf expansion and root elongation, reduction of the photosynthetic rate, disintegration of the
cap, increase in the diameter of the vascular cylinder, and premature lignification of the
metaxylem and cell wall. This may impair the nutrient absorption ability, the expansion of cells,
and the ability to sustain plant growth (Soltys et al., 2011; Grana et al., 2013; Ferro et al., 2015;
Bido et al., 2018).

The high percentage of abnormalities found in E. heterophylla in the present study, mainly in
the root system, may reveal the action of both compounds on this species. Also, some of the
abnormalities observed may seriously compromise the development of the plant. The growth
of the root system is characterized by a high metabolic activity and for this reason, the roots are
particularly more susceptible to stress by allelochemicals. Some studies have indicated that the
impairment of root system growth by the action of allelochemicals is associated with premature

lignification of cell walls (Politycka & Mielcarz, 2007; Bubhna et al., 2011).

Abnormal seedlings are those with a damaged or absent primordial structure, that present fragile

development or are so deteriorated that their normal development is compromised (Brazil,
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2009). The evaluation of abnormalities in seedlings is a fundamental parameter in detecting the
phytotoxic effects of allelochemicals. Since they can induce the appearance of abnormalities,

thus inhibiting their normal development (Ferreira & Aquila, 2000).

In general, the four bioindicator species and the invasive M. maximus presented a low
percentage of abnormalities, as well as a low or zero percentage of dead seedlings, as a result
of the compounds used. No pattern was observed regarding the presence of abnormalities
between monocots and eudicots, with E. heterophylla being the species most sensitive to

treatments with both compounds.

Candido (2016) found abnormalities in the seedlings of M. maximus and E. heterophylla, when
subjected to the action of O. Pulchella extracts. Favaretto (2018) described some abnormalities
such as root necrosis, absence of secondary roots, and short and thick roots in L. sativa
seedlings, when treated with different concentrations of catechin, caffeic acid, and vanillic acid.
Likewise, Melo et al. (2017) found abnormalities in this species when treated with different
concentrations of Curcuma zedoaria essential oil. However, the same authors reported that S.
lycopersicum seedlings did not show changes in the percentage of abnormal seedlings when
exposed to the same treatments with this essential oil. This information shows that tolerance or
resistance to secondary metabolites is a species-specific characteristic, in which some species
are more sensitive to certain compounds or molecules than others (Ferreira & Aquila, 2000), as

observed in the results of the present study.

Information on the mode of action of some allelochemicals on plants is scarce. Since these
substances affect several functions and cause many side effects, making them difficult to
distinguish from other effects (Goldfarb, Pimentel & Pimentel, 2009). Phytotoxic substances
may or may not inhibit germination, besides inducing the appearance of abnormal seedlings.
Therefore, the evaluation of seedling abnormalities is an important tool for the identification of
phytotoxic substances (Ferreira & Aquila, 2000; Alves, Oliveira, Franga, Alves & Pereira,
2011).

Oliveira Jr, Pereira, Muller & Matias (2014), mentioned that some compounds may be toxic for
one species and not have the same effect on another one, even acting as a stimulant (Almeida,
1988). It is important to mention that results obtained in the laboratory involving phytotoxic
activity may be different under natural conditions, since the simultaneous occurrence of biotic

and abiotic factors may interfere with the results (Formagio et al., 2010).
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5. CONCLUSIONS

This study provided knowledge on the effect of the tested compounds upon plant species,
reporting for the first time their effect on invasive species. The results obtained showed that the
benzyl salicylate and benzyl benzoate compounds have phytotoxic potential. This effect was
more evident in E. heterophylla since it was the most affected species according to all the
evaluated parameters, and in some parameters, the inhibitory effects of both compounds have
proved to be as efficient as the herbicide, therefore confirming the phytotoxic potential of both

compounds.
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CAPITULO 3

Atividade fitotoxica de subfracoes oriundas da fragao acetato
etilica de folhas de Ocotea pulchella Nees & Mart sobre espécies

invasoras de culturas agricolas
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial fitotoxico de subfra¢des oriundas da
fracdo acetato etilica de folhas da espécie Ocotea pulchella, sobre o crescimento de coledptilos
de Triticum aestivum, no crescimento inicial das espécies invasoras Euphorbia heterophylla e
Megathyrsus maximus e no alongamento das células do metaxilema radicular de F.
heterophylla. Todas as oito subfracdes inibiram significativamente o crescimento de coleoptilos
de T. aestivum na maior concentracdo ¢ scte destas o fizeram também nas outras duas
concentracdes. As subfracdes Al, A2, A3 e¢ A4 foram selecionadas para continuar os
experimentos de crescimento, onde ambas espécies-alvo se mostraram suscetiveis a acdo das
subfragdes tanto na parte aérea como nas raizes. Em ambas espécies, todos os tratamentos das
subfracdes Al e A2 exerceram os maiores valores de inibi¢do no crescimento da raiz e parte
aérea. Na espécie E. heterophylla, as subfracdes Al e A2 exerceram valores de inibigdo
estatisticamente iguais aos exercidos pelo herbicida em todas as concentragdes. As quatro
subfragdes promoveram o aparecimento de anormalidades e plantulas mortas em E.
heterophylla, mas os maiores valores foram observados quando aplicados os tratamentos das
subfracdes Al e A2. A cromatografia em camada delgada revelou que na fracdo Al estdo
presentes os compostos fitotdoxicos salicilato de benzila e benzoato de benzila. A redugdo no
crescimento radicular das plantulas de E. heterophylla pode estar relacionada com a diminuigdo
no alongamento das células do metaxilema. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que

subfragdes da espécie O. pulchella possuem atividade fitotoxica.

Palavras chave: Fitotoxinas, subfracionamento, plantas invasoras.

Phytotoxic activity of subfractions of the ethyl acetate extract from leaves of Ocotea pulchella

Nees & Mart on invasive species of agricultural crops
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the phytotoxic potential of subfractions from the ethyl
acetate extract of leaves of the species Ocotea pulchella, on the growth of coleoptiles of
Triticum aestivum, on the initial growth of invasive species Euphorbia heterophylla and
Megathyrsus maximus and on the elongation of E. heterophylla root metaxylem cells. All eight
subfractions significantly inhibited the growth of 7. aestivum coleoptiles in the highest
concentration (0.8 mg. ML-1) and seven of these also did in the other two concentrations (0.4
mg. ML-1 and 0.2 mg ml-1). Subfractions Al, A2, A3 and A4 were selected to continue the
growth experiments, where both target species were susceptible to the action of subfractions
both in the aerial part and in the roots. In both species, all treatments of subfractions A1l and A2
exerted the highest values of inhibition on root and shoot growth. Subfractions Al and A2
exerted inhibition values statistically equal to those exerted by the herbicide in all tested
concentrations. The four subfractions promoted the appearance of abnormalities and dead
seedlings in E. heterophylla, but the highest values were again observed when the treatments
of subfractions Al and A2 were applied. Thin layer chromatography revealed that fraction Al
contains the phytotoxic compounds benzyl salicylate and benzyl benzoate. The reduction in
root growth of E. heterophylla seedlings may be related to the decrease in the elongation of
metaxylem cells. Based on the results obtained, it is concluded that subfractions of the O.

pulchella species have phytotoxic activity.

Keywords: Phytotoxins, subfractionation, weeds.
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1. INTRODUCAO

Nas plantas, o desenvolvimento de rotas biossintéticas, a partir do metabolismo primario, foi
determinante na producdo de compostos secundarios com fungdes fisiologicas diversas. A agdo
dessas substancias representa uma adaptagdo evolutiva dos vegetais, em resposta aos estresses
bidticos e abiodticos (Moraes et al., 2014) como proteg¢do contra herbivoros e patogenos (Riffel
& costa, 2015), também servem como atraentes de polinizadores (aroma, cor, sabor), tem a
funcao de agentes de competi¢do entre plantas, simbiose entre plantas e microrganismos (Taiz
et al., 2017) e podem estar envolvidos também em diversas fun¢des ecologicas (Bertin et al.,
2003). Essas substancias, provenientes do metabolismo secundario sdo conhecidas como
aleloquimicos, substancias alelopaticas, fitotoxinas ou produtos secundarios (Pires & Oliveira,

2011; Silva et al., 2011).

A presenga de compostos secundarios ou aleloquimicos tem sido verificada em todos os 6rgidos
vegetais, havendo tendéncia de acimulo nas folhas (Borella & Pastorini, 2010). A folha ¢ o
6rgdo da planta metabolicamente mais ativo, sendo assim, as concentragcdes de metabolitos
secundarios assim como a maior diversidade destes, devem ser maiores nas folhas (Borella &
Pastorini, 2010; Tur et al., 2010; Novaes, 2011). Os aleloquimicos, podem ser liberados no
ambiente por meio da lixiviagdo, volatilizacdo, exsudagdo radicular e decomposi¢cdo dos
residuos vegetais (Rice, 1984; Reigosa et al., 2013). Quando liberados no ambiente, podem
influenciar de forma positiva ou negativa o desenvolvimento de outras espécies vegetais no

processo conhecido como alelopatia (International Allelopathy Society - IAS, 2020).

O uso dos aleloquimicos surge como uma alternativa para o controle de plantas invasoras de
culturas agricolas que tem sido um problema desde o comeco da agricultura. Os aleloquimicos
com potencial fitotoxico fornecem alternativas aos herbicidas comerciais ja que apresentam
vantagens com relacdo a estes. Os herbicidas usados atualmente provocam mudangas nas
populagoes de plantas invasoras além do risco de contamina¢do ambiental (Verdeguer et al.,
2011). Pelo fato dos aleloquimicos serem de origem natural, estes podem ser usados junto a
outros métodos de controle sem ocasionar contaminagdes no solo e agua, ja que os residuos se

degradam mais rapido (Oliveira et al., 2015).

Os aleloquimicos sdo substancias que podem ou ndo, apresentar potencial fitotoxico no
desenvolvimento de espécies de plantas invasoras (Linhares Neto et al., 2014). Isto ¢ devido a
que a tolerancia ou resisténcia a metabdlitos secundarios ¢ uma caracteristica espécie-

especifica, onde algumas espécies apresentam maior sensibilidade a determinados compostos
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ou moléculas que outras (Ferreira & Aquila, 2000). Devido a caracteristicas como auséncia de
moléculas halogenadas, meia-vida reduzida, maior solubilidade em agua e por serem
biodegradaveis (Duke et al., 2000), os aleloquimicos sdo identificados como herbicidas
naturais, que estdo livres dos efeitos prejudiciais provocados pelos herbicidas sintéticos

(Gongalves et al., 2016).

Outro motivo importante para a descoberta de aleloquimicos estd no aumento de espécies de
plantas invasoras resistentes aos herbicidas comerciais que ¢ um problema de grande
importancia na agricultura atual (Agostinetto & Vargas, 2014). O Brasil é o quinto pais com
maior nimero de casos de espécies resistentes a herbicidas, com 50 casos de resisténcia
relatados em 28 espécies de plantas invasoras (Heap, 2020). Isto torna os estudos envolvendo
a alelopatia uma importante ferramenta na identificagdo de espécies vegetais que apresentam
compostos com efeito fitotoxico com novos mecanismos de acdo a partir dos quais se podem
produzir herbicidas naturais, mais especificos e menos prejudiciais para o ambiente
(Bertholdsson 2010; Imatomi et al., 2013), para controlar de maneira satisfatoria espécies de

plantas invasoras (Grigolli et al., 2011).

Dentre as espécies invasoras de culturas agricolas do Brasil, tem-se o amendoim-bravo
(Euphorbia heterophylla) ¢ uma planta invasora de dificil controle, se caracteriza por ter uma
alta capacidade de competi¢do por recursos (Oliveira Jr. et al., 2011). Esta espécie apresenta
um desenvolvimento inicial rapido e uma grande variabilidade genética (Trezzi et al., 2014). A
presenca desta espécie em lavouras agricolas ocasiona perdas na qualidade e produtividade em
culturas como a soja (Carvalho et al., 2010, Lopes Ovejero et al., 2013), milho (Cury et al.,

2012), cana-de-agticar (Marques et al., 2012) e feijdo (Cury et al., 2011; Machado et al., 2015).

Além disso, essa espécie apresenta resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da enzima
protoporfirinogénio oxidase — Protox, acetolactato sintase - ALS (Trezzi et al., 2011; Xavier et
al., 2018) e recentemente foi relatada como resistente ao herbicida glifosato (inibidor da enzima
5-enolpiruvato- chiquimato-3-fosfato sintase - EPSPS) (Adegas et al., 2020), dificultando ainda

mais o controle eficiente desta espécie nas lavouras agricolas.

O capim-colonido (Megathyrsus maximus), ¢ uma graminea que ¢ encontrada frequentemente
em cultivos agricolas. Esta espécie se destaca por ser uma planta vigorosa e com uma grande
capacidade de ocupar ambientes rapidamente, devido a sua agressividade e pela intensa
capacidade na producdo de sementes (Costa et al., 2002). E considerada como uma planta

invasora altamente competitiva (Lorenzi, 2008). A presenca desta espécie € comum em lavouras
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de cana-planta sendo considerada como infestante (Correia et al., 2012), a sua interferéncia nas

culturas contribui para a reduc@o na produtividade (Kuva et al., (2003).

Dentre as pesquisas sobre o potencial alelopatico de extratos de uma espécie, além da
identificacdo de suas potencialidades, ¢ de vital importancia também o isolamento, a
identificacdo e quantificagdo das substancias que ocasionam tal efeito, assim como também
compreender o fendmeno biologico (Souza Filho et al., 2010). Sendo assim, o isolamento
biodirigido ¢ uma das principais técnicas utilizadas para a busca de novos compostos quimicos.
Esta técnica consiste no fracionamento sucessivo dos extratos, com a identificacdo das fracdes
com maior atividade, para identificar os compostos presentes (Macias et al., 2010; Oliveira et
al., 2012). Diante disso, objetivou-se fracionar a fracdo acetato etilica de folhas da época
chuvosa da espécie O. pulchella e avaliar o potencial fitotoxico das subfracdes sobre o
crescimento de coleoptilos de 7. aestivum, no crescimento inicial de duas espécies invasoras de
culturas agricolas (E. heterophylla e M. maximus), bem como a avaliagdo do crescimento das

células do metaxilema radicular de E. heterophylla.
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2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Ecofisiologia da Reprodugdo e Estudos
Fitoquimicos, do Departamento de Botanica, pertencente ao Centro de Ciéncias Biologicas e
da Satide — CCBS, da Universidade Federal de Sdo Carlos, no municipio de Sao Carlos, Brasil.
Todas os experimentos foram realizados em camara climatizada tipo B.O.D sob condi¢des

controladas.

2.1. Fracionamento cromatografico da fracio acetato etilica

Apbs aidentificacdo da fracdo acetato etilica de folhas da época chuvosa como a mais fitotoxica
(capitulo 1), procedeu-se a realizar o seu fracionamento. A massa da fragdo (3,37 g) foi aplicada
em uma coluna de 6 cm de diametro e 60 cm de altura, contendo silica gel (0,06 — 0,02 mm)
como fase estaciondria em pressdo atmosférica. Utilizou-se uma série de eluentes, em ordem
crescente de polaridade para a fase movel: hexano/ acetona 70/30, 50/50 e 30/70%, acetona
100%, acetona/ metanol 70/30, 50/50 e 30/70% e metanol 100%. O volume das solugdes
utilizadas na fase movel foi de 500 ml, sendo 70% correspondente a 350 ml, 50% equivalente
a 250 ml, 30% correspondente a 150 ml e 100% igual a 500 ml de cada solvente. Este
procedimento rendeu oito subfracdes (Al a A8) que posteriormente foram submetidas aos

bioensaios de fitotoxicidade.

2.2. Preparo das solucdes

As subfragdes foram pré-solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 5
uL.mL! e diluidos em solu¢do tampdo (pH=5,6) contendo acido citrico monohidratado (1,05
g.L), hidrogenofosfato de potéssio tri-hidratado (2,9 g.L) e sacarose a 2% de acordo com

recomendacdes de Macias e colaboradores (2010).

Os tratamentos consistiram em diferentes concentragoes de cada subfragdo. Desse modo, nos
bioensaios com coleodptilos de 7. aestivum e crescimento inicial de espécies invasoras de
culturas agricolas foram utilizados 3 tratamentos com cada uma das subfracdes e um controle
positivo com 3 tratamentos com o herbicida comercial Goal® (i.a. oxyfluorfen 240 g.L). Sendo
assim, os tratamentos das subfragdes e do herbicida ficaram da seguinte forma, no tratamento
1 foi utilizada a concentracio de 0,8 mg.mL!, no tratamento 2, 0,4 mg.mL"! e no tratamento 3,
0,2 mg.mL!, além disso, em cada bioensaio foi realizado 1 controle negativo com solugio

tampao e DMSO (5 pL.mL™).
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2.3. Bioensaios

2.3.1. Bioensaio de atividade geral (citotoxicidade) com coledptilos de 7. aestivum

Os bioensaios foram realizados com didsporos de trigo (7. aestivum L: Poaceae), cultivar BRS
264, pré-geminados em caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) com 2 folhas de papel de filtro,
umedecidos com agua destilada (= 12 mL) e armazenados em camara de germinagao tipo
B.O.D. durante 72 horas a 24 + 1°C sem a presenca de luz. Apo6s o tempo decorrido na cdmara
de germinagdo B.O.D., os coleodptilos foram cortados em guilhotina de Van der Weij sendo
descartada a parte apical (2 mm) como recomendado por Hancock e colaboradores (1964). Apos
esta etapa, os coledptilos foram cortados em segmentos de 4 mm e usados nos bioensaios
(Macias et al., 2010). A montagem deste experimento foi realizada em ambiente fechado com

luz de seguranca verde (Nitsch & Nitsch, 1956).

Foram utilizadas trés repetigdes em cada tratamento, cada repeticdo foi composta por cinco
coledptilos de 7. aestivum, que foram mantidos em tubos de ensaio contendo 2 mL de solugao.
As amostras, devidamente identificadas foram mantidas a 24 + 1°C, no escuro € com rotagao
constante de 1.4 rpm durante 24 h, visando garantir a homogeneidade do contato entre o
material vegetal ¢ a solucdo (Macias et al., 2010). Apds esse periodo os coleoptilos foram

retirados, fotografados e medidos utilizando o software ImageJ® 1.8.0.

2.3.2. Bioensaios de fitotoxicidade

2.3.2.1. Bioensaios de crescimento inicial de plintulas

Para avaliar o efeito das subfragdes sobre o crescimento inicial de plantas invasoras, foram
realizados bioensaios com duas espécies invasoras de culturas agricolas, E. heterophylla e M.
maximus. Os didsporos foram colocados em caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) para germinacao
e umedecidos com agua destilada. Apds o surgimento da raiz primaria (2 mm) e da identificacao
do gravitropismo positivo, os diasporos foram considerados germinados (Brasil, 2009). Em
seguida, os diasporos que germinaram foram transferidos para caixas plasticas transparentes de
10,5 x 6 x 4,5 cm (10 diasporos por caixa) contendo duas folhas de papel filtro e umedecidos

com 6 mL de cada solucéo.

Cada tratamento continha quatro repeti¢des com 10 plantulas das espécies-alvo. As caixas com
os tratamentos foram identificadas, fechadas e mantidas em cdmara de germinacao tipo B.O.D.
a 27 £+ 1°C, sob fotoperiodo de 12 h (Inoue et al., 2010). Apds oito dias, o material foi retirado
da camara de germinagdo, sendo realizadas as medidas de comprimento da parte aérea e da raiz

principal (para a eudicotiledonea E. heterophylla) e da parte aérea e da raiz mais longa (para a
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monocotileddnea M. maximus). Esta etapa foi realizada com o auxilio do software Image]®

1.8.0.

Alguns aleloquimicos podem agir induzindo o aparecimento de plantulas anormais, diante
disso, a avaliagdo de anormalidades das plantulas ¢ uma ferramenta importante para a
identificagdo de substancias com efeito fitotoxico (Ferreira & Aquila, 2000; Alves et al., 2011).
Com base nisso, na presenca de plantulas com anormalidades ou plantulas mortas, estas foram

fotografadas, contabilizadas e caracterizadas como descrito por Brasil (2009).

2.3.2.2. Bioensaio de crescimento de células do metaxilema de E. heterophylla

A anatomia interna das eudicotileddneas favorece a visualizacdo das células do metaxilema
radicular em microscopico Optico. Desta maneira, o teste de crescimento de células do
metaxilema radicular foi desenvolvido na espécie E. heterophylla. As raizes utilizadas neste
experimento foram as raizes do bioensaio de crescimento inicial, que foram submetidas aos
tratamentos com as concentracdes de 0,8 mgmL™! 0,4 mgmL' e 0,2 mgmL"'. Foram
utilizadas as raizes onde as subfragdes exerceram maior atividade inibitoria (Al e A2) assim
como também foram utilizadas as raizes do controle negativo (Solug¢do tampao e DMSO). Para
cada tratamento foram utilizadas quatro raizes primarias crescidas nos diferentes tratamentos

das subfragdes Al e A2 e do controle negativo.

Ap0s ter finalizado o experimento de crescimento inicial, as plantulas foram retiradas das caixas
e com auxilio de um estilete foi separado o segmento da raiz primaria e colocado em alcool
70% durante sete dias. Apds decorrido esse tempo, as raizes foram lavadas com agua destilada
e colocadas em solugdo de hidroxido de sdédio 25%, em estufa a 40°C durante 48 h, periodo em
que foi observada a clarificagdo do material. A coloragdo do material foi a partir do método de
Fuchs modificado (Kraus & Arduin, 1997). O material vegetal foi corado com corante
Lacmoide a 25%, durante 24 h a temperatura ambiente, posteriormente as raizes foram lavadas
com agua destilada. Apds o procedimento de coloracdo, o material foi lavado novamente e
colocado em laminas de vidro, fixado com xarope Apathy e laminula e deixado em repouso

durante sete dias para secagem.

A observacdo do material foi feita em microscopio optico (Olympus-BX41) acoplado com
camera fotografica (Sony CCD-IRIS). Com auxilio do microscopio optico, de cada raiz foi
fotografado 50% do seu comprimento total, partindo da regido central em direcdo ao colo ¢ o
aumento utilizado foi de 20 vezes (Grissi et al., 2013). As células do metaxilema, (10 por

fotografia, 40 em total), foram medidas utilizando o programa ImageJ]® 1.8.0.
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2.4. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) das subfracoes Al e A2

A CCD foi realizada para identificacdo dos compostos salicilato de benzila e benzoato de
benzila nas subfra¢des com maior atividade fitotoxica (Al e A2). A técnica de cromatografia
em camada delgada foi realizada mediante a diferenga das forcas de adsor¢do dos compostos
presentes nas subfracdes, entre a solubilidade da fase mével e da fase estaciondria sendo a placa
de silica (fase normal). Para a fase movel foi utilizada a mescla dos solventes hexano e acetona
na proporcao de 70/30%. Como fase estacionaria foram utilizadas placas simples de silica de 4

X 5 cm.

Ambas subfragdes (Al e A2) assim como os compostos salicilato de benzila e benzoato de
benzila foram solubilizados em acetato de etila para aplicagdo nas placas. Em cada
cromatoplaca de silica foram colocados quatro pontos, sendo dois pontos correspondentes as
duas fragdes e os outros dois pontos para os compostos salicilato de benzila e benzoato de
benzila, formando manchas semelhantes e regulares, este procedimento foi feito com ajuda de
tubos capilares de vidro. As cromatoplacas foram analisadas sob luz ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm e o revelador utilizado foi Oleum (solugdo de 10 mL
de acido sulfurico, 40 mL de 4gua destilada e 200 mL de éacido acético), posteriormente as

cromatoplacas foram aquecidas a 150°C e os resultados foram registrados.

2.5. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk por meio do software
Past® v.2.17c (Hammer et al., 2001). Dados normais foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA), seguidos do teste Tukey a 5% de significAncia com auxilio do software Sisvar®
v.5.7 (Ferreira, 2011). Dados ndo normais foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn a 5% de significAncia com o auxilio do software Past®

v.2.17c.
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3. RESULTADOS

Os rendimentos obtidos a partir da fragdo acetato etilica de folhas da época chuvosa da espécie
O. pulchella estdo expressos na Tabela 1. Os maiores rendimentos foram alcancados com as
subfragdes A4 ¢ A3 com 1,8833¢g ¢ 0,9303¢g respectivamente.

Tabela 1. Rendimentos das subfra¢des oriundas da fragdo acetato etilica de folhas da época
chuvosa de Ocotea pulchella obtidas no fracionamento com coluna.

Subfragdes Rendimento (g) Rendimento (%)
Al 0,2717 6,07
A2 0,1714 3,83
A3 0,9303 20,81
A4 1,8833 42,13
AS 0,4913 10,99
A6 0,0699 1,56
A7 0,1677 3,75
A8 0,0376 0,84

Os resultados obtidos no bioensaio de crescimento de coledptilos de trigo, mostraram que todas
as 8 subfragdes inibiram significativamente o crescimento dos coledptilos pelo menos na maior
concentracdo testada (0,8 mg.mL™) e sete destas (A1, A2, A3, A4, A5, A6 e A8) o fizeram
também nas outras duas concentragdes testadas (0,4 mg. mL™! e 0,2 mg. mL') em relagdo ao
controle negativo (solucdo tampao e DMSO). A subfracdo Al exerceu o mesmo efeito inibitdrio
nos coleoptilos de trigo que aquele observado pelo herbicida, sendo os tratamentos da mesma
concentracdo iguais estatisticamente. Esse mesmo resultado foi observado na subfragdao A2, nos

tratamentos com as concentra¢des 0,8 mg.mL! e 0,4 mg.mL™! (Figura 1).

Os coleodptilos de trigo mostraram maior suscetibilidade quando foram submetidos as maiores
concentracdes (0,8 mg.mL!) para todas as subfracdes testadas. As subfracdes Al, A2, A3 e A4
foram as que ocasionaram os maiores valores de porcentagem de inibigdo, sendo assim, estas
foram escolhidas para a realizagdo dos bioensaios de crescimento inicial de plantulas de

espécies infestantes.
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Figura 1. Efeito das subfra¢oes oriundas da fragdo acetato etilica de folhas da época chuvosa
da espécie O. pulchella e do herbicida GOAL®, sobre o crescimento de coledptilos de T.
aestivum. Os valores sdo expressos em porcentagem de inibicdo com relacdo ao controle
negativo. (*) Médias diferem significativamente do controle negativo pelo teste de tukey a 0,05
de significancia. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente do herbicida
na mesma concentragao, pelo teste de tukey a 0,05 de significancia.

No bioensaio de crescimento inicial de espécies invasoras de culturas agricolas, a espécie E.
heterophylla foi a espécie mais afetada pela agdo das subfra¢des testadas. No sistema radicular,
as subfragdes Al, A2 e A3 inibiram significativamente o crescimento em todas as
concentragdes testadas; enquanto que a subfracdo A4 inibiu significativamente o crescimento
das raizes nas concentragdes 0,8 mg.mL"' e 0,4 mg.mL"! em relagdo ao controle negativo
(Figura 2). E importante destacar que a subfracdo Al, na maior concentracio testada (0,8
mg.mL") mostrou ser superior estatisticamente que o herbicida na mesma concentragio,
exercendo o maior valor de porcentagem de inibi¢do observado (-75,86%). Ja as outras duas
concentracdes da subfracdo Al foram iguais estatisticamente aos tratamentos da mesma
concentracdo do herbicida. Enquanto que todos os tratamentos da subfragdo A2 foram

estatisticamente iguais aos tratamentos da mesma concentragdo do herbicida (Figura 2).

Para a parte aérea foi observado que todas as concentragdes das quatro subfracdes promoveram
inibicdo significativa em relagdo ao controle negativo. Neste pardmetro a subfragdo A2
novamente mostrou ser igual estatisticamente que os tratamentos da mesma concentracdo do

herbicida (Figura 2). Resposta semelhante foi observada nos tratamentos 0,8 mgmL™"' e 0,2
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mg.mL"! da subfracio Al e 0,8 mg.mL' da subfracio A3 que nio mostraram diferenga

estatistica dos tratamentos nas mesmas concentragdes do herbicida (Figura 2).

Euphorbia heterophylla Megathyrsus maximus
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Figura 2. Efeito das subfra¢oes oriundas da fragdo acetato etilica de folhas da época chuvosa
da espécie O. pulchella e do herbicida GOAL®, sobre o crescimento de plantulas de E.
heterophylla e M. maximus. Os valores estdo expressos em porcentagem de inibigdo em relagdo
ao controle negativo. (*) Médias diferem significativamente do controle pelo teste de tukey a
0,05 de significancia. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente do
herbicida na mesma concentragao, pelo teste de tukey a 0,05 de significancia.

Ja para a espécie M. Maximus o sistema radicular foi o parametro mais afetado pela acdo dos
tratamentos aplicados. As subfragdes Al, A2 e A3 inibiram significativamente o crescimento
das raizes em todas as concentragdes testadas (Figura 2). Em relag@o a parte aérea, apenas as
subfracdes Al e A2 inibiram significativamente o crescimento deste parametro em todas as
concentracdes testadas com relagdo ao controle negativo. Além disso, os tratamentos 0,8
mg.mL"! e 0,4 mg.mL" da subfragio A2 ndo mostraram diferenga estatistica dos tratamentos

com o herbicida na mesma concentragdo (Figura 2). Nesta espécie, as subfracdes Al e A2 foram
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também as que mostraram maior atividade inibitoria das subfragdes testadas, esse efeito ao

igual que na espécie E. heterophylla, foi mais visivel no sistema radicular.

No bioensaio de crescimento, a porcentagem de plantulas anormais e mortas variaram de acordo
com a espécie avaliada. A espécie M. maximus ndo apresentou anormalidades em nenhum dos
tratamentos aplicados. Por outro lado, a espécie E. heterophylla apresentou uma alta
porcentagem de anormalidades com a aplicag@o dos tratamentos das quatro subfragdes em todas
as concentragdes testadas (Figura 3). Cabe ressaltar que nos tratamentos com o herbicida nio
foram observadas anormalidades, isto devido a elevada porcentagem de plantulas mortas

encontradas.
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Figura 3. Efeito das subfracdes Al, A2, A3 e A4 sobre a porcentagem de anormalidades
observadas em plantulas de E. heterophylla. Os valores estdo expressos em porcentagem de
inibi¢do em relagdo ao controle negativo. (*) Médias diferem significativamente do controle
pelo teste de tukey, a 0,05 de significancia.

Com relagdo as anormalidades, nove destas foram encontradas sendo a raiz principal pouco
desenvolvida (RPPD), o enrolamento do hipocotilo (EH) e a necrose da raiz (NR) as principais
(Figura 4). De forma geral, os tratamentos 0,8 mg.mL™! de todas as subfragdes proporcionaram

os maiores valores de porcentagem de anormalidades.
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Figura 4. Porcentagem de anormalidades, tipos de anomalias e plantulas mortas identificadas
nos tratamentos com as subfracdes Al, A2, A3 e A4 na espécie E. heterophylla. NR (necrose
da raiz), NA (necrose da parte aérea), IG (inversdo gravitropica), RPPD (raiz principal pouco
desenvolvida), RSPD (raiz secundaria pouco desenvolvida), SRP (sem raiz principal), SRL
(sem raiz lateral), EH (enrolamento hipocoétilo), CeG (raiz curta e grossa) e M (plantula morta).

(*) As médias diferem significativamente do controle negativo pelo teste de Dunn a 0,05 de
significancia.

Com relagdo a porcentagem de plantulas mortas, E. heterophylla foi a espécie mais afetada,
sendo este parametro afetado por trés das quatro subfragdes utilizadas neste bioensaio (Figura
5). Enquanto que a espécie M. maximus, apenas a aplicagdo do tratamento 0,8 mg.mL™' da
subfragdo A2 mostrou diferenca estatistica do controle negativo. Ja os tratamentos com o
herbicida mostraram uma alta porcentagem de plantulas mortas em ambas espécies, 100%,

97,5% e 95% para E. heterophylla e 97,5%, 92,5% ¢ 90% para M. maximus (Figura 5).
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Figura 5. Efeito das subfracdes A1, A2, A3 e A4 e do herbicida GOAL®, sobre a porcentagem
de plantulas mortas encontradas nas espécies E. heterophylla e M. maximus. (*) As médias
diferem significativamente do controle negativo pelo teste de Dunn a 0,05 de significancia.

Com relag@o aos resultados do bioensaio de crescimento inicial, foi possivel observar que as
subfragdes Al e A2 foram as que promoveram os melhores resultados de inibigdo no sistema
radicular de E. heterophylla. Sendo assim, o estudo da anatomia do sistema radicular desta
espécie permitiu visualizar um dos modos de agdo dessas subfragdes a nivel celular (Figura 6).
Ambas subfragdes inibiram significativamente o crescimento das células do metaxilema em

todas as concentragdes testadas, com relagdo ao controle negativo.

O tamanho médio das células do metaxilema no controle negativo (127,73 um) foi cinco vezes
maior que o tamanho médio observado nas cé¢lulas da subfracdo Al na concentracao 0,8 mg.mL"
(25,34 pm). Com relacdo a subfracio A2, o tamanho médio das células do metaxilema do
controle foi quatro vezes maior que o tamanho médio observado nesta subfracao (30,64 pm) na
mesma concentracdo (Figura 6). O efeito das subfracdes Al e A2 sobre o crescimento das
células do metaxilema foi dependente da concentragdo. O menor comprimento das células foi

observado quando aplicada a maior concentragdo em ambas subfracdes (Figura 6).
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Figura 6. Tamanho médio das células do metaxilema radicular em plantulas de E. heterophylla
crescidas em diferentes concentracdes das subfragdes Al e A2 e do controle negativo. (*) As
médias diferem significativamente do controle negativo pelo teste tukey a 0,05 de significancia.

Foi realizada uma comparagao dos resultados obtidos no bioensaio do crescimento das células
do metaxilema radicular de E. heterophylla entre as duas subfracdes (Al e A2). Foi possivel
observar que o tamanho médio das células da subfracdo Al, na maior concentracao testada (0,8
mg.mL"!) diferiu estatisticamente do tamanho médio das células obtidas com a aplicacdo da
mesma concentra¢do da subfracdo A2 (Figura 7). Enquanto que os outros dois tratamentos (0,4
mg.mL"' e 0,2 mgmL") nio mostraram diferenga estatistica entre si na mesma concentragio
aplicada (Figura 7). Efeito similar ao observado no bioensaio de crescimento inicial desta
espécie, onde o tratamento (0,8 mg.mL™") da subfrago A1l exerceu o maior valor de inibi¢io de
crescimento mostrando diferenga estatistica da subfracdo A2 na mesma concentra¢do. Enquanto
que os outros dois tratamentos (0,4 mg.mL "' e 0,2 mg.mL™") ndo diferiram estatisticamente entre

si nas mesmas concentragdes (Figura 2).



128

80
a
a *
*
£ 60 -
o a a
3 - -
=]
[0
(&
@ 40 1
© b
_8 *
= a
© *
g
= 20
0 -
A1 A2

L O.8mg.mL'1 / O.4mg.mL'1 [ — O.2mg.mL'1

Figura 7. Comparagdo do tamanho das células do metaxilema radicular de plantulas de E.
heterophylla entre os diferentes tratamentos das subfragoes Al e A2. (*) As médias diferem
significativamente do controle negativo pelo teste tukey a 0,05 de significancia. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si na mesma concentragdo, pelo
teste de tukey a 0,05 de significancia.

No controle negativo, células com tamanhos entre 85 a 175 um foram observadas, com um
maior numero de observacdes (25%) para células com tamanho entre 115 a 130 um (Figura 8).
As raizes que cresceram sob a influéncia do tratamento 0,8 mg.mL™' da subfracio Al
apresentaram valores médios de tamanho das células entre 15 e 40 um, com maior ocorréncia
(40%) para as células com tamanho entre 20 a 25 um (Figura 9A). Ja para o tratamento com a
concentracdo 0,4 mg.mL"! foram observados valores médios do tamanho das células entre 25 a
100 pm, com predominio (47,5%) para células com tamanho entre 40 a 55 um (Figura 9B).
Enquanto que no tratamento 0,2 mg.mL"!, células com tamanho médio entre 40 a 100 um foram

observadas, com maior incidéncia (40%) nas células com tamanho entre 40-55 um (Figura 9C).
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Figura 8. Histograma e fotomicrografia das células do metaxilema radicular de plantulas de E.
heterophylla, crescidas no controle negativo (solugdo tampZo ¢ DMSO). As marcagdes
equivalem a medida correspondente de 50 micrometros.

Com relacdo a subfracio A2, o tratamento 0,8 mg.mL"! inibiu o crescimento das células do
metaxilema, apresentando estas valores médios entre 20 e 45 um; com maior ocorréncia
(42,5%) para as células com tamanho entre 25 a 30 um (Figura 10A). Quando aplicado o
tratamento 0,4 mg.mL'desta subfracio, foram obtidas células com valores médios entre 25 e
85 um e o maior predominio (35%) foi para as células com tamanho entre 55 a 70 um (Figura
10B). Finalmente com a aplicagio do tratamento 0,2 mg.mL™' foram observadas células com
tamanho médio entre 40 a 130 pm, com maior incidéncia para as células com tamanho entre 55
a 70 um (Figura 10C).
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Figura 9. Histograma e fotomicrografia das células do metaxilema radicular de plantulas de E.
heterophylla, tratadas com diferentes concentragdes da subfragdo Al. (A) 0.8mg.mL"!, (B) 0.4

mgmL! e (C) 0.2mgmL"'. As marcagdes equivalem a medida correspondente a 50
micrometros.
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Figura 10. Histograma e fotomicrografia das células do metaxilema radicular de plantulas de
E. heterophylla, tratadas com diferentes concentragdes da subfracio Al. (A) 0.8mg.mL", (B)

0.4 mgmL! e (C) 0.2mg.mL"!. As marcagdes equivalem a medida correspondente a 50
micrometros.



132

Os resultados obtidos na cromatografia em camada delgada podem ser observados na Tabela 2.
Aqui, o objetivo foi verificar a presenca ou ndo dos compostos salicilato de benzila e benzoato
de benzila nas subfracdes Al e A2, que foram as subfracdes que apresentaram maior atividade
fitotoxica em todos os bioensaios realizados. Pelos resultados obtidos, é possivel observar que
tanto o salicilato de benzila como o benzoato de benzila podem ser encontrados na subfragdo

Al.

Tabela 2 - Detecgdo dos compostos salicilato de benzila e benzoato de benzila nas subfragdes
Al e A2 oriundas da fragdo acetato etilica de folhas da época chuvosa (AEFC) da espécie O.
pulchella pelo método de cromatografia em camada delgada.

Subfracdes
Compostos
Al A2
Salicilato de benzila + -
Benzoato de benzila + -

+ (positivo); - (negativo).
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho foi verificado o efeito fitotoxico das subfra¢des oriundas do estrato acetato
etilico de folhas da época chuvosa da espécie O. pulchella. Em total oito subfragoes dessa fragdo
foram testadas sobre o crescimento dos coleoptilos de trigo. As subfragdes Al e A2 foram as
que apresentaram os maiores valores de porcentagem de inibi¢do sobre os coledptilos de trigo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Moraes et al. (2014); Habermann et al. (2015);
Miranda et al. (2015) e Candido et al. (2016) que relataram que extratos de acetato de etila

exerceram forte inibigdo sobre o crescimento de coleoptilos de 7. aestivum.

Além disso, dados de Candido et al. (2016) que trabalhou com extratos da mesma espécie aqui
citada, mencionam que esse autor também realizou o fracionamento do extrato acetato de etila
de folhas. O mesmo autor citou ainda que devido a polaridade do solvente acetato de etila, os

metabolitos mais ativos desta espécie tém uma polaridade media.

Os principais grupos de aleloquimicos que possuem uma polaridade intermediaria pertencem
ao grupo de alcaloides, flavonoides, fendis e terpenoides (Kim et al., 2005; Habermann et al.,
2015). Inseridos nestes grupos estdo os compostos espatulenol, salicilato de benzila e benzoato
de benzila, que segundo Candido et al., (2016) sdo os responsaveis pela atividade fitotdxica da
espécie O. pulchella. Desses trés compostos, foi avaliado e constatado o potencial fitotdxico do

salicilato de benzila e benzoato de benzila no capitulo 2.

Na extragdo de metabolitos secundarios € possivel utilizar diferentes métodos de extragdo para
garantir uma extracdo eficiente. Além do método utilizado, a escolha do solvente ¢ de vital
importancia, ja que esses fatores irdo influenciar significativamente no contetido de metabolitos
secundarios, influenciando na composi¢do final do extrato obtido (Tiwari et al., 2011;
Karabegovi¢ et al., 2014). Solventes como hexano, acetato de etila e etanol tem a capacidade

de extrair compostos fendlicos, flavonoides e terpenos (Patel et al., 2016).

Bioensaios com coledptilos de 7. aestivum sdao amplamente utilizados em experimentos
envolvendo atividade fitotoxica devido a serem rapidos (24 horas) e também por mostrar uma
alta sensibilidade aos aleloquimicos. Além disso, este bioensaio permite selecionar entre
extratos/fragdes com ou sem atividade, para posteriormente serem submetidos a outros
bioensaios mais especificos (Nepomuceno, 2011; Accarini, 2016). Esse método foi proposto
por Hancock et al. (1964), sendo considerado como um bioensaio padrio na avaliagdo da

bioatividade de extratos vegetais.
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Nos bioensaios de crescimento inicial, as subfragdes Al e A2 exerceram os maiores valores de
inibi¢do tanto na parte aérea quanto no sistema radicular de ambas espécies, sendo o
crescimento do sistema radicular o pardmetro mais afetado. Os valores de inibi¢ao obtidos por
estas subfracdes na espécie E. heterophylla sdo semelhantes aos valores de inibi¢do obtidos no
capitulo 2, onde foi avaliado ¢ comprovado o potencial fitotoxico dos compostos sintéticos
salicilato de benzila e benzoato de benzila. Tais compostos ja foram isolados da mesma espécie
vegetal aqui utilizada (O. pulchella), por Candido et al. (2016) que mencionaram estes
compostos junto a espatulenol como os responsaveis pela atividade fitotoxica desta espécie.
Nos resultados da cromatografia em camada delgada realizados com as subfragdes Al e A2 e
com os compostos salicilato de benzila e benzoato de benzila, foi possivel comprovar a presenga
de ambos compostos na subfracdo Al. Sendo assim sugere-se que esses compostos s30 0s

responsaveis pela atividade fitotoxica mostrada pela espécie O. pulchella.

Com relagdo a espécie M. maximus, no capitulo 2 foram observados valores de inibi¢do entre
12 ¢ 20% para a parte aérea nos tratamentos com salicilato de benzila e benzoato de benzila;
valores de inibicdo menores dos que foram observados neste capitulo com a aplicacdo
principalmente dos tratamentos das subfragoes Al e A2 (entre 17% e 68%). Enquanto que no
sistema radicular, parametro que foi mais afetado, no capitulo 2 foi observada uma inibi¢ao
entre 25% e 40% nos tratamentos com salicilato de benzila ¢ benzoato de benzila, inferior a
inibicdo entre 44% 69% observada nos tratamentos com as subfracdes Al e A2. Isto pode
sugerir que exista sinergismo entre os compostos salicilato de benzila e benzoato de benzila
(presentes na subfracdo A1) na inibicdo do crescimento de M. maximus. Também se sugere que
esse efeito observado seja produzido pelo composto espatulenol, que pode estar presente em
uma ou em ambas subfragdes, ja que ndo pode ser realizada a cromatografia em camada delgada
para sua detec¢do devido a que ndo ¢ produzido sinteticamente, dificultando assim obter
informagdes deste composto, que também é mencionado como um dos responsaveis pela

atividade fitotoxica da espécie O. pulchella.

Além de afetar o crescimento de plantulas, alguns aleloquimicos podem inibir por completo a
formacdo de plantulas normais (Juchem et al., 2013), provocando anormalidades como: atrofia
da raiz, pouco ou nenhum desenvolvimento das raizes, partes necrosadas, enrolamento do
hipocétilo, que pode impedir a emergéncia da plantula do solo (Ferreira & Aquila, 2000;
Denardin et al., 2018; Formigheiri et al., 2018), todas essas anormalidades foram encontradas

quando aplicados os tratamentos com as subfracdes Al, A2, A3 e A4 no presente estudo.
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E. heterophylla foi a espécie mais afetada quanto a porcentagem de anormalidades sendo
encontrados valores entre 72,5% e 97,5% de anormalidades quando aplicados os tratamentos
das quatro subfragdes. A raiz principal pouco desenvolvida, necrose da raiz e o enrolamento do
hipocotilo foram as anormalidades com maior incidéncia. O sistema radicular foi o pardmetro
mais afetado, sendo encontradas seis diferentes tipos de anormalidades e trés para a parte aérea.
Os aleloquimicos exercem efeitos mais visiveis no sistema radicular das plantas, devido a que
existe contato direto destas com a solucdo dos aleloquimicos (Lupini et al., 2010), esse efeito
foi corroborado nos resultados do presente trabalho, onde o sistema radicular foi o pardmetro
mais afetado pela agdo das subfragdes testadas. Esta condigo torna as plantas mais sensiveis a
acdo dos aleloquimicos, uma vez que seu alongamento depende de divisdes celulares e quando
estas sdo inibidas, interferem no seu desenvolvimento normal, influenciando o aparecimento de

anormalidades (Carvalho et al., 2014).

Alguns aleloquimicos podem agir inibindo processos como a germinacdo, além de serem
capazes de induzir o aparecimento de plantulas anormais, diante disso, a avaliagdo das
anormalidades de plantulas ¢ uma ferramenta importante na identificacdo de substancias
alelopaticas (Ferreira & Aquila, 2000; Alves et al., 2011). Além disso, o efeito visivel que
exercem os aleloquimicos sobre processos como o crescimento de plantulas ¢ apenas uma
manifestacao secundaria, de algum processo que ja ocorreu a nivel molecular e celular (Ferreira

& Aquila, 2000; Magiero et al., 2009).

A reducdo no crescimento das plantulas de E. heterophylla tratadas com as subfragdes de O.
pulchella pode ter relacdo com a diminuicdo no alongamento das células do metaxilema
radicular, como foi observado no presente estudo. Isto sugere uma provavel interferéncia dos
aleloquimicos no equilibrio entre os diferentes fitormonios, principalmente os fitormonios
responsaveis pelo crescimento da planta (Gatti et al., 2010). Estes resultados corroboram com
os resultados de Candido (2016) quem mencionou que a reducdo do comprimento de raizes de
E. heterophylla, provocados por extratos foliares de O. pulchella tem relagdo com a diminuigdo

no alongamento das células do metaxilema.

Os aleloquimicos podem afetar processos como a absor¢do de dgua e minerais pelas raizes,
comprometendo assim a membrana plasmatica e por conseguinte, a sintese de proteinas, a
respiragdo e a fotossintese, exercendo dessa maneira inibi¢do no alongamento de raizes e caules
(Bogatek et al., 2005; Kenany & Darier, 2013). Estes compostos podem interferir na inibi¢ao
do alongamento das células, o que pode ter relagdo com mudangas na concentragdo de alguns

fitormdnios vegetais como as auxinas e citocininas, ja que estes sdo considerados de vital
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importancia em processos como divisdo celular, crescimento celular e diferenciagdo celular em
distintas zonas do sistema radicular, diferenciagdo vascular e no gravitropismo das plantas

(Ding & Friml, 2010; Gatti et al., 2010; Grisi et al., 2013; Takatsuka & Umeda, 2014).

O herbicida comercial Goal® utilizado como controle positivo nos bioensaios realizados é um
herbicida que possui acdo seletiva. E indicado no controle de monocotiledéneas e
eudicotileddneas, sua aplicacdo é em pré-emergéncia ou pds-emergéncia inicial (Rodrigues &
Almeida, 2011). Desse modo, este herbicida controlou de maneira eficiente as espécies-alvo
utilizadas, inibindo o crescimento das plantulas, em todas concentragdes testadas, apresentando

também alta porcentagem de plantulas mortas em ambas espécies-alvo.

5. CONCLUSAO

As subfracoes oriundas da fragdo acetato etilica de folhas da época chuvosa da espécie O.
pulchella foram capazes de inibir o crescimento de coledptilos de 7. aestivum e de plantulas
das espécies invasoras de culturas agricolas E. heterophylla e M. maximus. As subfraces Al e
A2 foram as que apresentaram os maiores valores de inibi¢cdo em todos os parametros avaliados
em ambas espécies-alvo. O efeito fitotoxico destas subfracdes foi mais visivel na espécie F.
heterophylla, uma vez que os valores de inibicdo observados tanto na parte aérea como no
sistema radicular ndo mostraram diferenga estatistica com o controle positivo (herbicida). Desta
maneira, o efeito inibitério da maior concentracdo da subfracdo Al foi maior que o mostrado
pela acio do herbicida. E importante ressaltar que na subfracio Al, os resultados da
cromatografia em camada delgada mostraram a presenca do salicilato de benzila e benzoato de
benzila, compostos relatados na literatura como compostos com atividade fitotoxica. A redugdo
no crescimento radicular das plantulas de E. heterophylla pode estar relacionada com a
diminuigdo no alongamento das células do metaxilema. Isto pode indicar a interferéncia dos
aleloquimicos presentes nas subfragdes no equilibrio hormonal, uma vez que estes sdo de vital
importancia em diversos processos nas plantas. Dessa maneira foi comprovado o potencial
fitotoxico das subfragdes oriundas da fragdo acetato etilica de folhas da época chuvosa da

espécie O. pulchella.



137

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adegas, F. S., Gazziero, D. L. P, Oliveira JR, R. S., Mendes, R. R., & Rodrigues L. J.
Euphorbia heterophylla: um novo caso de resisténcia ao glifosato no Brasil. Embrapa soja.

Comunicado técnico 98, Londrina, PR. 5p, 2020.

Agostinetto, D. & Vargas, L. Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas. In: Agostinetto, D.;
Vargas, L. (Ed.). Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas no Brasil. Pelotas: Editora UFPel,
p. 9-32,2014.

Alves, L. L.; Oliveira, P. V. A.; Franca, S. C.; Alves, P. L. C.; Pereira, P. S. Atividade
alelopatica de extratos aquosos de plantas medicinais na germinacdo de Lactuca sativa L. e

Bidens pilosa L. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.13, n.3, p.328-336, 2011.

Bertholdsson, N. O. Breeding spring wheat for improved allelopathic potential. Weed Research
50:49-57. 2010.

Bertin C., Yang X.H., Weston L.A. The role of root exudates and allelochemicals in the
rhizosphere. Plant and Soil, 256: 6783, 2003.

Bogatek, R.; Gniazdowska, A.; Zakrzewska, W.; Oracz, K.; Gawronski, S. W. Allelopathic
effects of sunflower extracts on mustard seed germination and seedling growth. Biologia

Plantarum, v. 50, n. 1, p. 156-158, 2005.

Borella, J.; Pastorini, I. L. H. Efeito alelopatico de frutos de umbu (Phytolacca dioica 1.) sobre
a germinacdo e crescimento inicial de alface e picdo-preto. Ciéncias ¢ Agrotecnologia. v.34,

n.4, 1120, 2010.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Secretaria de Defesa

Agropecudria. Regras para andlise de sementes. Brasilia, 395 p 2009.

Candido, L. P. Busca de extratos e compostos ativos com potencial herbicida e inseticida nas
espécies Davilla elliptica St. Hill e Ocotea pulchella Nees & Mart. Tese (Doutorado em
Ecologia e Recursos Naturais) — Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde, Universidade

Federal de Sao Carlos, Sdo Carlos, 2016.

Candido, L. P.; Varela, R. M.; Torres, A.; Molinillo, J. M. G.; Gualtieri, S. C. J.; Macias, F. A.
Evaluation of the Allelopathic Potential of Leaf, Stem, and Root Extracts of Ocotea pulchella
Nees et Mart. Chemistry & Biodiversity. 13. p1058 — 1067, 2016.



138

Carvalho, L. B.; Bianco, S.; Guzzo, C. D. Interferéncia de Euphorbia heterophylla no

crescimento ¢ acimulo de macronutrientes da soja. Planta Daninha, v. 28, p. 33-39, 2010.

Carvalho, W. P., Carvalho, G. J., Abbade Neto, D. O., & Teixeira, L. G. V. Alelopatia de
extratos de adubos verdes sobre a germinagdo e crescimento inicial de alface. Bioscience

Journal, 30, 1-11, 2014.

Correia, N. M.; Gomes, L. P.; Perussi, F. J. Control of Brachiaria decumbens and Panicum
maximum by S-metolachlor as influenced by the occurrence of rain and amount of sugarcane

straw on the soil. Acta Sci. Agron. vol.34 no.4 Maringa, 2012.

Costa, E. A. D.; Matallo, M. B.; Carvalho, J. C.; Rozanski, A. Eficiéncia de nova formulacdo
do herbicida oxyfluorfen no controle de plantas daninhas em éarea de Pinus caribaea morelet

var. hondurensis barr. et Golf. Revista Arvore, v. 26, p. 683-689, 2002.

Cury, J. P.; Santos, J. B.; Valaddo Silva, D.; Carvalho, F. P.; Braga, R. R.; Byrro, E. C. M_;
Ferreira, E. A. Produgfo e particdo de matéria seca de cultivares de feijdo em competigdo com

plantas daninhas. Planta Daninha, v. 29, n. 1, p. 149-158, 2011.

Cury, J. P.; Santos, J. B.; Silva, E. B.; Byrro, E. C. M.; Braga, R. R.; Carvalho, F. P.; Valadao
Silva, D. Acimulo e particdo de nutrientes de cultivares de milho em competicdo com plantas

daninhas. Planta Daninha, Vigosa-MG, v. 30, n. 2, p. 287-296, 2012.

Denardin, R. B. N.; Kraemer, A.; Corona, J. M.; Bernardi, D.; Sobral, L. S.; Moura, N. F.
Potencial alelopatico de extratos de folhas e frutos verdes de feijdo de porco (Canavalia
ensiformis (L.) DC.). In: X Congresso Brasileiro de Agroecologia. Anais, Brasilia. Vol. 13, N°
1,2018.

Ding, Z.; Friml, J. Auxin regulates distal stem cell differentiation in Arabidopsis roots.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 107, p.
12046-12051, 2010.

Duke, S. O.; Dayan, F. E.; Ramafnani, J.G.; RIMADO, A.M. Natural products as sources of
herbicides: current status and future trends. Weed Research, vol. 40, p.499-505, 2000.

Ferreira, G. A., & Aquila, M. E. A. Alelopatia: Uma area emergente da ecofisiologia. Revista

Brasileira de Fisiologia Vegetal, 12, 175-204, Edi¢ao Especial, 2010.

Ferreira, D. F. SISVAR: A computer statistical analysis system. Ciéncia e Agrotecnologia,

35(6), p.1039-1042, 201 1.



139

Formigheiri, F. B. Alelopatia de Ambrosia artemisiifolia na germinagdo e no crescimento de

plantulas de milho e soja. Revista de Ciéncias Agrarias, Lisboa, v. 41, n. 3, p. 729-739, 2018.

Gatti, A. B., Ferreira, A. G., Arduin, M., & Perez, S. C. G. A. Allelopathic effects of aqueous
extracts of Aristolochia esperanzae O. Kuntze on development of Sesamum indicum L.

seedlings. Acta Boténica Brasilica, 24, 454-461, 2010.

Gongalves, V. D.; Coelho, M. F. B.; Camili, E. C.; Valentini C. M. A.; Azevedo, R. A. B,;
Piton, L. P. Allelopathic activity of alibertia edulis Rich. leaf extract. Journal of Global
Biosciences, v. 5, p. 4166-4171, 2016.

Grigolli, J. F. J.; Pereira, F. C. M.; Pefiaherrera, L. C.; Santos, E. A. & Ferreira, M. C. Controle
de Euphorbia heterophylla com mesotrione e 6leos para diferentes pontas de pulverizagdo.

Revista Brasileira de Herbicidas, v. 10, n. 3, p. 266-276, 2011.

Grisi, P. U., Gualtieri, S. C. J., Anese, S., Pereira, V. C., & Forim, M. R. Efeito do extrato
etandlico de Serjania lethalis no controle de plantas daninhas. Planta Daninha, 31(2), 239-248,
2013.

Habermann, E.; Pereira, V. C.; Imatomi, M.; Pontes, F. C.; Gualtieri, S. C. J. Fitotoxicidade ¢
fracionamento biodirigido dos extratos de cascas de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg

(Myrtaceae). Biotemas 28:37-44, 2015.

Hammer, O.; Harper, D. A. T.; & Ryan, P. D. Past: Paleontological Statistic software package

for education and data analysis. Paleontologia Eletronica, 4(1), 1-9, 2001.

Hancock, C. R., Barlow, H. W. B., & Lacey, H. J. The east malling coleoptile straight growth
test method. Journal of Experimental Botany, 15(1), 166-17, 1964.

HEAP, 1. The International Herbicide-Resistant Weed Database, 2020. Acessado em Margo 04,

2020 disponivel em: http://www.weedscience.org/Pages/GeoChart.aspx.

IAS — International Allelopathy Society. (2020). Acessado em Janeiro 12,2020, disponivel em:
https://allelopathy-society.osupytheas.fr/about/.

Imatomi, M.; Novaes, P.; Matos, A. P.; Gualtieri, S. C. J.; Molinillo, J. M. G.; Lacret, R.; Varela,
R. M.; Macias, F. A. Phytotoxic effect of bioactive compounds isolated from Myrcia tomentosa

(Myrtaceae) leaves. Biochemical Systematics and Ecology, v. 46, p. 29-35, 2013.



140

Inoue, M. H.; Santana, D. C.; Vilhena, K. S. S.; Souza Filho, A. P. S.; Guilhon, G. M. S. P.;
Possamai, A. C. S.; Silva, L. E.; Dallacort, R. Avalia¢do do potencial alelopatico de substancias
isoladas em sementes de araticum (Annona crassiflora). Planta Daninha. v. 28, p. 735-741,

2010.

Juchem, F.; Lauxen, G. A.; Silva, F. B.; Denardin, R. B. N.; Sobral, L. S. Potencial alelopatico
de diferentes extratos de frutos de adubos verdes sobre a germinagdo de sementes de couve.

Cadernos de Agroecologia, v. 8, n. 2, dez. 2013.

Karabegovi¢, I. T.; Stojicevic’, S. S.; Velickovic’, D. T.; Todorovic’, Z. B.; Nikolic’, N. C.;
Lazic’, M. L. The effect of different extraction techniques on the composition and antioxidant
activity of cherry laurel (Prunus laurocerasus) leaf and fruit extracts. Industrial Crops and

Products, v.54, p.142-148, 2014.

Kenany, E. T. & Darier, S. M. Suppression effects of Lantana camara L. aqueous extracts on
germination efficiency of Phalaris minor Retz. and Sorghum bicolor L. (Moench). Journal of

Taibah University for Science, [S.1.], v. 7, n. 2, p. 64-71, 2013.

Kim, Y. O.; Johnson, J. D.; Lee, E. J. Phytotoxic effects and chemical analysis of leaf extracts
from three Phytolaccaceae species in South Korea. Journal of Chemical Ecology. New York,

v.31,n.5,p. 1175-1186, 2005.

Kraus, J. E. & Arduin, M. Manual basico de métodos em morfologia vegetal. Rio de Janeiro,

Seropédica. Editora Universitaria Rural, Rio de Janeiro, p. 198, 1997.

Kuva, M. A.; Gravena, R.; Pitelli, R. A.; Christoffoleti, P. J.; Alves, P. L. C. A. Periodos de
interferéncia das plantas daninhas na cultura da cana-de-agucar: III - capim-braquiaria
(Brachiaria decumbens) e capim-colonido (Panicum maximum). Planta Daninha, Vigosa, v.21,

n.1, p.37-44, 2003.

Linhares Neto, M. V.; Santana, F. S.; Malheiros, R. S. P.; Machado, L. L.; Mapeli, A. M.
Avaliacdo alelopatica de extratos etanolicos de Copaifera sabulicola sobre o desenvolvimento

inicial de Lactuca sativa, Lycopersicum esculentum ¢ Zea mays. Biotemas. v.27, n.3, p.23-32,

p.2175-7925,2014.

Lopes Ovejero, R. F.; Soares, D. J.; Oliveira, W. S.; Fonseca, L. B.; Berger, G. U.; Soteres, J.
K.; Christoffoleti, P. J. Residual herbicides in weed management for glyphosate-resistant

soybean in Brazil. Planta daninha vol.31 no.4, 2013.



141

Lorenzi, H. Plantas daninhas do Brasil: terrestres, aquaticas, parasitas e toxicas. 4. ed. Nova

Odessa: Editora Plantarum, 640 p, 2008.

Lupini, A., Sorgona, A., Miller, A. J., & Abenavoli, M. R. Short-term effects of coumarin along
the maize primary root axis. Plant Signaling & Behavior, 5, 1395-1400, 2010.

Machado, A. B.; Trezzi, M. M. L.; Vidal, R. A.; Patel, F.; Cieslik, L. F.; Debastiani, F.
Rendimento de graos de feijdo e nivel de dano econdmico sob dois periodos de competigdo com

Euphorbia heterophylla. Planta daninha vol.33 no.1 Vigosa, 2015.

Macias, F. A., Molinillo, J. M. G., Varela, R. M., Galindo, J. C. G. Allelopathy —a natural

alternative for weed control. Pest Managemente Science, 63: 327-348, 2010.

Magiero, E. C.; Assmann, L. M.; Marchese, J. A.; Capelin, D.; Paladin, M. V.; Trezzi, M. M.
Allelopathic effect of Artemisia annua L. on the germination and initial development of lettuce
(Lactuca sativa L.) and wild poinsettia (Euphorbia heterophylla L.) seedlings. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.11, n.3, p.317-324, 2009.

Marques, R. P.; Martins, D.; Costa, S. I. A.; Vitorino, H. S. Densidades de palha e condi¢des
de luminosidade na germinacdo de sementes de Euphorbia heterophylla. Semina: Ciéncias

Agrarias, Londrina, v. 33, n. 3, p. 867-872, 2012.

Miranda, M. A. F. M.; Varela, R. M.; Torres, A.; Molinillo, J. M. G., Gualtieri, S. C. J.; Macias,
F. A. Phytotoxins from Tithonia diversifolia. Journal of Natural Products. v.14, p.1-10, 2015.

Moraes, L. P. S.; Gualtieri, S. C. J.; Lima, M. 1. S.; Gatti, A. B.; Pereira, V. C.; Miranda, M. A.
F. M. Efeitos alelopaticos de Lafoensia glyptocarpa Koehne sobre Sesamum indicum L. e sobre
o crescimento de coleodptilos de Triticum aestivum L. IHERINGIA, Porto Alegre, v. 69, n. 1, p.
37-48,2014.

Novaes, P. Alelopatia e bioprospeccdo de Rapanea ferruginea e de Rapanea umbellate.

Dissertagdo. Pos-graduagdo em Ecologia e Recursos Naturais - UFSCar, 2011.

Oliveira JR, R. S.; Carneiro, J. C.; Constantin, J.; Santos, G.; Martini, P. E.; Francischini, A.
C.; & Osipe, J. B. Aplicagdes isoladas ou associadas de diuron, oxyfluorfen e prometryne para

o controle de Euphorbia heterophylla. Planta Daninha, Vigosa, vol. 29, n. 3, p. 635-645, 2011.

Oliveira, S. C. C.; Gualtieri, S. C. J.; Dominguez, F. A. M.; Molinillo, J. M. G.; Montoya, R.V.
Estudo fitoquimico de folhas de Solanum lycocarpum A. St.-Hil (Solanaceae) e sua aplicagdo

na alelopatia. Acta Botanica Brasilica 26(3): 607-618. 2012.



142

Oliveira, J. S.; Peixoto, C. P.; Poelking, V. G. C.; Almeida, A. T. Avaliacdo de extratos das
espécies Helianthus annuus, Brachiaria brizantha e Sorghum bicolor com potencial alelopatico

para uso como herbicida natural. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Campinas, v.17, n.3,

p.379-384, 2015.

Patel, S. M.; Venkata, K. C. N.; Bhattacharyya, P.; Sethi, G.; Bishayee, A. Potential of neem
(Azadirachta indica L.) for prevention and treatment of oncologic diseases. Seminars in Cancer

Biology, Elsevier, 2016.

Pires, N. M. & Oliveira, V. R. Alelopatia. In: Oliveira Jr, R. S.; Constantin, J.; Inoue, M. H.
Biologia de Plantas Daninhas. cap. 5. 2011.

Reigosa, M.; Gomes, A. S.; Ferreira, A. G.; Borghetti, F. Allelopathic research in Brazil. Acta
Botanica Brasilica, Sdo Paulo, v. 27, n. 4, p. 629-646, 2013.

Rice, E.L. Allelopathy. 2nd ed., New York, Academic Press, 1984

Riffel, A.; & Costa, J. G. Os volateis de plantas e o seu potencial para a agricultura. Aracaju:

Embrapa Tabuleiros Costeiros, 48 p, 2015.
Rodrigues, B. N.; Almeida, F. S. Guia de herbicidas. 6.ed. Londrina: IAPAR, 697 p, 2011.

Silva, J.; Fortes, A. M. T.; Gomes, F. M.; Pinto, T. T.; Bonamigo, T. & Boiago, N. P. Alelopatia
de Camelina sativa Boiss. (Brassicaceae) sobre a germinagdo e desenvolvimento inicial de

Bidens pilosa (L.) e Glycine max (L.) Merr. Biotemas 24(4):17-24, 2011.

Souza Filho, A. P. S.; Guilhon, G. M. S. P.; Santos, L. S. Metodologias empregadas em estudos
de avaliagdo da atividade alelopatica em condi¢cdes de laboratorio: revisdo critica. Planta

Daninha, Vigosa, v. 28, n. 3, p. 698-697, 2010.
Taiz, L.; Zeiger, E.; Moller, 1.; & Murphy, A. Fisiologia ¢ desenvolvimento vegetal. (6.ed.).
Porto Alegre: Artmed. 888 p, 2017.

Takatsuka, H.; Umeda, M. Hormonal control of cell division and elongation along

differentiation trajectories in roots. Journal of Experimental Botany, v. 65, p. 2633- 2643, 2014.

Tiwari, P.; Kumar, B.; Kaur, M.; Kaur, G.; Kaur, H. Phytochemical screening and Extraction:

A Review, Int. Pharmaceutica Sciencia,1(1):98-106, 2011.



143

Trezzi, M. M., Xavier, E., Vidal, R. A., Portes, E. D. S., Vottri, M., & Lamego, F. P. Teste
rapido de imersdo foliar de Euphorbia heterophylla para confirmacio de resisténcia a herbicidas

inibidores da Protox e da ALS. Planta Daninha, 29:901-12, 2011.

Trezzi, M. M., Machado, A. B. & Xavier, E. Soja: Impacto do leiteiro e estratégias de manejo.
Cultivar, n. 183, p. 8-10, 2014.

Tur, C. M.; Borella, J.; Pastorini, L. H. Alelopatia de extratos aquosos de Duranta repens sobre
a germinagdo e crescimento inicial de Lactuca sativa e Lycopersicum esculentum. Revista

Biotemas, v.2, n.23, p.13-22, 2010.

Xavier, E., Trezzi, M. M., Oliveira, M. C., Vidal, R. A., & Brusamarelo, A. P. Activity of
Antioxidant Enzymes in Euphorbia heterophylla Biotypes and their Relation to Cross
Resistance to ALS and Protox Inhibitors. Planta Daninha, v. 36, p. 1-14, 2018.



144

CONCLUSAO GERAL

Através dos resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que as fragdes,
principalmente as fragdes foliares de acetato de etila e subfragdes de O. pulchella possuem
aleloquimicos com atividade herbicida. Na subfragdo Al foi detectada a presenca dos
compostos salicilato de benzila ¢ benzoato de benzila. Da mesma forma, foi testada e
comprovada a atividade fitotoxica dos compostos sintéticos salicilato de benzila e benzoato de
benzila, mencionados na literatura como os responsaveis pela atividade fitotoxica exibida por
O. pulchella. Estes compostos exerceram em alguns casos, inibicdo estatisticamente igual a
aquela exercida pelo herbicida Goal® (i.a. Oxyfluorfen), especialmente na espécie E.
heterophylla. Comprovando assim o potencial fitotoxico da espécie O. pulchella e dos

compostos sintéticos salicilato de benzila e benzoato de benzila.



