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Atividade da fracdo hidrometandlica de milheto sobre o metabolismo e

crescimento de amendoim-bravo

RESUMO

O amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) é uma planta daninha que esta
presente em toda area de producdo de culturas como a soja e tem alto potencial
de reduzir a produtividade e lucratividade destas. Devido aos casos de resisténcia
dessa e outras daninhas aos mais diversos mecanismos de agdo de herbicidas,
alternativas no manejo dessas invasoras tém sido estudadas. Neste sentido, a
alelopatia tem se aprofundado em estudos com uso de culturas de cobertura para
o0 controle das mais diversas daninhas. O milheto (Pennisetum glaucum) é uma
cultura de cobertura utilizada na alimentacdo animal bem como recuperagéo de
terras degradadas que tem causado supressdo de crescimento de ervas daninhas,
mostrando, assim, grande potencial para esse fim. A fim de avaliar a atividade
alelopética de milheto, foram obtidos extratos em solventes orgéanicos. O extrato
hidrometandlico, o particionado mais ativo, foi utilizado em ensaios de
crescimento, avaliacdo de atividade de enzimas da via de fenilpropanoides
(fenilalanina aménia liase e peroxidase ligada a parede celular) e no estresse
oxidativo (peroxidase soluvel e peroxidacdo lipidica) de amendoim-bravo, além
de estudo da viabilidade celular das raizes e observacdo destas em microscopia
eletrénica de varredura (MEV), absorcdo de solucdo nutritiva, nitrato e aménia.
O crescimento de amendoim-bravo foi amplamente reduzido bem como a
atividade da fenilalanina amonia liase e peroxidase ligada a parede celular
(p<0,05). Foram observados intumescimento e reducdo da zona de alongamento
da raiz. Este sintoma pode ser resultado de uma divisdo celular acelerada,
estimulada por aleloquimicos da fragdo. Danos as raizes causados pelo extrato
foram visiveis em MEV e comprovados pela reducdo da viabilidade celular
(p<0,05) podendo ter ocasionado colapso no sistema de absorcdo de ions e
solucdo nutritiva. N&o foi observado estresse oxidativo nas plantas.

Palavras-chave: Alelopatia. Pennisetum glaucum. Euphorbia heterophylla.
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Hydromethanol fraction activity of pearl millet on the metabolism and

growth of wild poinsettia

ABSTRACT

Wild poinsettia (Euphorbia heterophylla) is a weed present in every area of crops
as soybean, and it has a high potential to reduce productivity and profitability of
this plant species. Due resistance records of this and other weeds to the diverse
mechanisms of herbicides action, alternatives management of weeds has been
studied. Therefore, allelopathy has deepened in studies with use of cover crops to
control the most diverse weed. Pearl millet (Pennisetum glaucum) is a cover crop
used in animal feed as well as reclamation land degraded which have caused
suppression of weed growth, thus showing great potential for this purpose. For
evaluate a possible activity allelopathic, millet extracts were obtained by organic
solvents. Hydromethanolic extract, the fraction more active, was used for growth
assays, evaluation of enzymes activity of phenylpropanoid pathway
(phenylalanine ammonia lyase and cell wall-bound peroxidase) and oxidative
stress (soluble peroxidase and lipid peroxidation) of wild poinsettia, roots cell
viability and scanning electron microscopy (SEM), absorption of nutrient
solution, nitrate and ammonia. Wild poinsettia growth was greatly reduced well
as activity of phenylalanine ammonia lyase and cell wall-bound peroxidase
(p<0.05). Swelling and root elongation zone reduction were noted. This symptom
can be result of accelerated cell division, stimulated by allelochemicals from
hydromethanolic fraction. Damage in the roots caused by extract were visible by
SEM and confirmed through reduction in cell viability (p<0.05) and may have
caused the collapse in absorption of ions and nutrient solution. Oxidative stress
has not been observed in the plants.

Keywords: Allelopathy. Pennisetum glaucum. Euphorbia heterophylla.
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1. INTRODUCAO

O estudo da alelopatia tem recebido consideravel atencdo, pois 0s
aleloquimicos podem reduzir a producdo agricola, constituir defensivos agricolas
naturais e permitir a utilizacao de restos culturais como uma ferramenta no manejo
integrado de plantas daninhas (FERREIRA & AQUILA, 2000; MORAES et al.,
2009).

Geralmente, os aleloquimicos provém das vias metabdlicas do é&cido
chiguimico e do acetato e podem ser divididos em trés grupos: compostos
fenolicos, terpenos e compostos nitrogenados (TAIZ & ZEIGER, 2013). Estes
podem agir alterando a atividade de enzimas, afetando a divisdo celular,
germinacdo, viabilidade celular e crescimento, bem como no acumulo de massa
das plantas alvo, além de interferir na fotossintese e ainda diminuir a absorcao de
agua e nutrientes pelas plantas (SZCZEPANSKI, 1977; EINHELLIG, 2004; dos
SANTOS et al., 20083, b; POPA et al., 2008; ZANARDO et al., 2008).

O milheto (Pennisetum glaucum (L.)) é uma graminea amplamente
empregada na recuperacdo de solos degradados e alimentacdo animal e que,
entretanto, apresenta poucos estudos sobre possiveis efeitos alelopaticos. Por sua
vez, 0 incremento constante no nimero de daninhas resistentes aos herbicidas
sintéticos gera a necessidade de adocdo de novas estratégias de manejo de plantas
daninhas bem como a busca por novas substancias que atuem como herbicidas
(BHOWMIK, 2000; DUKE et al., 2002). O amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla (L.)), por exemplo, é uma planta daninha que infesta a maioria dos
campos de soja do Brasil e tem alto potencial de reduzir a sua (MASCHEDE et al.,
2002), pois, quando esta cultura € submetida a competicdo com esta planta
daninha, a altura de plantas ¢é afetada e ocorre reducdo no niumero de trifélios e no
acumulo de matéria seca, que refletem em menor produtividade (CARVALHO
etal., 2010). Tendo em vista 0s diversos casos de resisténcia aos mecanismos de
acdo que esta planta apresenta (TREZZI et al., 2005; HEAP, 2011), o controle
quimico desta daninha tem se dado muitas vezes de forma insatisfatoria. Como 0s

aleloguimicos podem agir pelos mais variados e novos mecanismos de acdo, 0 uso



da alelopatia no manejo ou o controle de plantas daninhas é uma alternativa que

pode se somar as opgdes de controle existentes.

TREZZI e VIDAL (2004) verificaram que a utilizacdo de 4,0 ton ha™ de
palhada de milheto suprimiu em 91% a populacédo de Brachiaria plantaginea. Em
2006, estudos conduzidos por TREZZI e colaboradores constataram que a palhada
de sorgo, milho ou aveia, na superficie do solo, reduziram a velocidade de
emergéncia e o numero de folhas de E. heterophylla. Eles atribuiram este resultado
tanto ao efeito fisico da palhada como a alelopatia. No entanto, poucos estudos
isolaram o efeito alelopéatico da barreira fisica imposta pela palhada a germinacgéo

e crescimento de daninhas.

Neste sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da fracdo
hidrometandlica obtida a partir do fracionamento da palhada seca de milheto cv.

ADR-300, no metabolismo e crescimento de amendoim-bravo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alelopatia

2.1.1 Histdrico e definicéo

O primeiro relato de interferéncia de uma planta sobre o desenvolvimento
de outra se deu por volta de 300 a.C.. Theophrastus e, mais tarde, Pliny
descreveram efeitos deletérios entre uma planta e outra como um fendmeno
importante na agricultura. Em 1832, Dencandolle sugeriu que plantas poderiam
liberar substancias pelas raizes, as quais seriam prejudiciais as culturas
subsequentes. Em 1881, Hoy e Stickney reforcaram a existéncia desse fendmeno
ao observar a supressdao de crescimento da comunidade vegetal ao redor de
nogueira-preta (Juglans nigra). Uma substancia proveniente da parte aérea desta
arbérea em contato com o solo sofria hidrolise e oxidagdo formando uma
naftoquinona fitotoxica, chamada juglona. Enfim, em 1937, Molisch criou a
expressdo alelopatia (do grego allelon = de um para outro, pathds = sofrer)
(FRIEDMAN & WALLER, 1984). Em 1984, Rice utilizou 0 mesmo termo para
designar interacdes bioguimicas prejudiciais ou benéficas que acontecem tanto
planta-planta como entre planta e micro-organismos. Nos dias de hoje, a defini¢ao
para 0 termo alelopatia adotada pela Sociedade Internacional de Alelopatia
descreve “qualquer processo envolvendo metabolitos secundarios produzidos por
plantas, algas, bactérias e fungos que influenciem o crescimento das culturas ou
sistemas biologicos” (PINTO et al., 2002).

A alelopatia representa uma contribui¢do quimica as adaptacdes de defesa
das plantas ao ambiente (INDERJIT et al., 2011). Essas interacfes aleloquimicas
entre plantas sdo reconhecidas como fatores-chave no padrdo de crescimento da
vegetacdo, no crescimento das plantas invasoras e na produgdo das culturas nos
sistemas agricolas (RICE, 1984). Compostos secundarios com potencial
aleloguimico tem grande diversidade quimica, estdo envolvidos em muitos
processos metabolicos e ecologicos (RICE, 1984; EINHELLIG, 1995) e podem



exercer efeitos devidos as suas estruturas quimicas originais ou serem precursores
de diferentes compostos toxicos resultantes da decomposicdo da matéria organica.

A producdo de aleloguimicos é fortemente influenciada por fatores
externos e, portanto, a composicdo e concentragdo produzida sdo variaveis em
funcdo do estresse bidtico e abidtico ao qual a planta € submetida. Estresses
abidticos, como toxicidade por metais pesados, sombreamento, altas temperaturas
e alta concentracdo de sais no solo, aumentam a producdo de aleloquimicos
(EINHELLIG, 1999; WU et al., 1999; BELZ, 2007). No entanto, pouco se sabe
sobre os processos envolvidos na sinalizagdo para a producdo de aleloquimicos.
KATO-NOGUCHI (2009) defende que a producdo destes metabolitos secundarios
em arroz € induzida pelos acidos jasmdnico e salicilico, importantes moléculas de
sinalizacdo que regulam genes de defesa da planta.

Para entender melhor o fendmeno da alelopatia, € preciso diferencia-lo da
simples competicdo entre plantas. Ambas sédo formas de interferéncia, mas na
alelopatia a planta com potencial alelopatico libera um principio toxico no meio,
enquanto que na competicdo entre plantas um ou mais fatores necessarios para o
crescimento destas (adgua, nutrientes e outros) sdo retirados do ambiente
(FRIEDMAM & WALLER, 1985). Outro evento comum observado na ciéncia da
alelopatia € que um composto alelopatico pode tambeém ser tdxico para o préprio
individuo doador (SZCZEPANSKI, 1977). A esse efeito autoinibitorio da-se o
nome de autotoxicidade ou ainda autoalelopatia. Na agricultura, sdo importantes
os relatos de ocorréncia de autoalelopatia em areas de cultivo de cenoura, cana-de-
acucar, trigo e pepino (YOUNG et al., 1989; JASICKA-MISIAK et al, 2005;
SAMPIETRO, 2006; YE et al., 2006).

Os aleloquimicos podem ser secretados pelas raizes ou lixiviados dos
tecidos de plantas, volatilizados ou liberados ap0s a decomposicdo destas
(SZCZEPAHISKI, 1977; FRIEDMAN & WALLER, 1985). No entanto, a
exsudacéo pelas raizes parece ser a forma mais comum pela qual estas substancias
ativas sdo liberadas para o meio (RICE, 1984). Alguns quimicos liberados pelas
raizes das especies de plantas podem até mesmo tornar nutrientes complexados

disponiveis (INDERJIT et al., 2011). Estes produtos quimicos podem ainda ter
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outros papeis ecoldgicos importantes como a defesa da planta, quelar metais,
regulacdo da biota do solo e sua fertilidade. Vale lembrar que nem todos os
compostos organicos liberados no ambiente externo tém carater alelopatico.

O estudo da alelopatia tem recebido consideravel atencdo nos ultimos
anos, seja pelos aleloquimicos liberados ao meio, que podem diminuir a producéao
agricola, seja pelo potencial que representam como defensivos agricolas naturais.
Outra possibilidade de interesse é a integracdo dos fendmenos alelopaticos dentro
dos sistemas de producdo agricola que permita a utilizacdo de restos culturais
como uma ferramenta no manejo integrado de plantas daninhas (FERREIRA &
AQUILA, 2000; MORAES et al., 2009).

Apesar dos relatos de alelopatia antecederem a era crista, a natureza de
aleloguimicos, as formas pelas quais estes sdo liberados no meio pela planta
doadora, 0 seu destino no solo e sua absorcao, translocacdo e modo de acdo dentro
da planta receptora sdo processos que ainda precisam ser melhor entendidos
(FRIEDMAN & WALLER, 1985).

2.1.2 Aleloguimicos e seus mecanismos de acao

Os aleloquimicos sdo primordialmente oriundos do metabolismo
secundario. Com raras excecgdes, eles provém em geral das vias metabdlicas do
acido chiguimico ou do acetato ou, ainda, de esqueletos quimicos resultantes da
combinacdo dessas duas vias.

Existem muitos compostos envolvidos na alelopatia como os acidos
graxos de cadeia longa e poliacetilenos, acidos organicos solGveis em agua,
aldeideos alifaticos e cetonas, alcaloides e cianidrinas, alcoois de cadeia curta,
aminoacidos como o aminoacido ndo-proteico L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA), derivados de aminoacidos e polipeptideos, derivados sulfurados e
glicosideos, chalconas e flavonoides, taninos, terpenoides, lactonas simples
insaturadas e esteroides, naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas,
dentre estas quinonas é importante citar sorgoleona e juglona, acidos carboxilicos,
acidos fendlicos como acido benzoico, acidos hidrobenzoicos como o BOA

(benzoxazolinona) e seu derivado DIBOA (2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona) e



hidroxicinamicos como o cafeico, p-cumarico, ferulico, sinapico e seus derivados,
lignina e seus derivados, purinas e nucleosideos (SZCZEPANSKI, 1977; RICE
1984; YENISH et al., 1995; EINHELLIG, 1986; INDERJIT, 1996; INDEJIT &
DUKE 2003; YE, 2006; HACHINOHE & MATSUMOTO, 2007; MAIRESSE et
al., 2007; POPA, 2008; MATSUMOTO et al., 2010).

S&o conhecidos pelo menos quarenta e cinco mil compostos secundarios.
Apbs diversas tentativas de agrupamentento destes compostos, TAIZ & ZEIGER
(2013) adotaram uma divisdo destes em trés grupos que foram formados levando
em conta a via de biossintese destes compostos que vem sendo utilizada até os dias
de hoje. S@o eles: compostos fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados. Os
compostos fenolicos e 0s terpenos representam o0s principais compostos com
caracteristicas alelopaticas. Os primeiros constituem um grupo formado por acidos
fenolicos, flavonoides e cumarinas. Os terpenos, por sua vez, constituem um grupo
formado pelo monoterpenos, di e triterpenos, sesquiterpenos e politerpenos.

Nos ultimos anos, os acidos fendlicos simples, em especial os derivados
dos acidos cinamico e benzoico como os acidos clorogénico, p-cumarico, cafeico,
feralico, protocatecuico, p-hidroxibenzoico, galico e salicilico, tém ganhado
importancia. Entre suas conhecidas atividades, estdo as acBes antioxidantes,
antifungicas, associadas aos mecanismos de defesa, alelopatia e resisténcia. Esta
grande amplitude deste fenbmeno ocorre porque a hidrdlise acida dos tecidos de
plantas vasculares libera derivados fendlicos. Entre as angiospermas, por exemplo,
sdo comumente encontrados os acidos vanilico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico
e siringico (LAPIERRE, 1993).

Assim, estudos com compostos fenolicos parecem ser os mais difundidos.
Dos SANTOS et al. (2004; 2008,b) avaliaram os efeitos do acido fertlico em
raizes de soja e observaram reducdo do crescimento da raiz, massa fresca e seca e
incremento da atividade das peroxidase ligada e solavel, da PAL (fenilalanina
amonia liase) e do teor de lignina, além da reducéo da atividade da CAD (cinamil
alcool desidrogenase). O estimulo das enzimas envolvidas na via dos
fenilpropanoides leva a maior producéo de lignina que formam uma parede celular

mais rigida impedindo o crescimento das raizes. Ainda sdo citados o efeito de



acido feralico na utilizacdo de agua, expansdo foliar, fotossintese, respiracao
celular e integridade de membrana, e na absorcdo de nutrientes, entre outros. A
hipdtese de que o &cido ferulico exdgeno pode ser esterificado com polissacarideos
da parede celular, incorporando-se na estrutura da lignina ou formar pontes que
ligam a lignina com polissacarideos, enrijecendo a parede das células e, assim,
restringindo o crescimento celular, tem sido defendida por dos SANTOS et al.
(2008a).

Estudando o é&cido p-cumarico ZANARDO et al. (2008) tambem
constataram reducdo no comprimento da raiz, massa fresca e seca de raizes de soja
com incremento das doses deste aleloquimico, bem como reducdo da viabilidade
celular, atividade da PAL e da producdo de peroxido de hidrogénio, além de
maiores teores de lignina. BUBNA et al. (2011) encontraram resultados parecidos
com a aplicacdo do 4cido cafeico. Da mesma forma, o crescimento, massa fresca e
seca das raizes, atividade da PAL, peroxidades soluvel e ligada de soja foram
suprimidas. Segundo estes dois Ultimos autores, os acidos p-cumarico e cafeico,
aplicados exogenamente, podem ser canalisados para via dos fenilpropanoides e
serem convertidos, no final dela, em mais lignina, dando origem a uma parede
celular mais rigida, o que impede o crescimento.

Alguns compostos fendlicos parecem atuar como inibidores enddgenos da
germinacao, ja que o acumulo dessas substancias provocaria a perda da viabilidade
da semente. E o que pressupds SATHIYAMOORTHY (1990) ao identificar o
acido p-cumarico em lixiviados de sementes de soja ndo viaveis, mas ndo em
sementes consideradas viaveis. O custo da biossintese ndo é conhecido, mas ha
indicacdes de que cerca de 2% do carbono fotossintético é desviado para a
biossintese de acidos fendlicos (STRACK, 1997).

Quando se trata de efeito alelopatico em sementes, quase sempre a
reducdo na porcentagem de sementes germinadas € observada (WINK &
TWARDOWSKI, 1992; EINHELLIG, 2004). Acidos araquidico, behénico,
palmitico e estedrico bem como os acidos cafeico e ferdlico, reduziram a

emergéncia de plantulas de diversas espécies daninhas, sendo que os derivados



hidrocindmicos se mostraram mais ativos em doses dez vezes menores gque 0S
demais (XUAN & TSUZUKI, 2004).

SZCZEPANSKI (1977) descreveu a interferéncia de aleloquimicos na
fotossintese uma vez que o transporte de carboidratos é severamente afetado por
certos aleloguimicos (RIZVI et al., 1992). A respiracdo e diversas enzimas do
metabolismo também sdo constantemente afetadas, bem como alteracdo da
permeabilidade da membrana e a absorcdo de ions (EINHELLIG, 1986;
EINHELLIG, 2004). Entre os eventos que comumente sdo afetados por
sesquiterpenos, lactonas, acidos fenolicos e orgénicos incluem a reducdo no teor
de clorofila, reducdo na absorcdo de agua e nutrientes, e ainda a inibicdo de
estabelecimento da simbiose em leguminosas, o que leva a formacdo de nédulos
responsaveis pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (POPA et al., 2008).

Sorgoleona, uma quinona encontrada nos exsudados de sorgo, é um
inibidor do mesmo sitio de atuacdo do herbicida atrazina. Assim como este
herbicida, sorgoleona é inibidor do transporte de elétrons do fotossistema Il
(GONZALEZ et al., 1997) e é considerado um potente herbicida por bloguear a
transferéncia de elétron de QA para QB da proteina D1, uma vez que tem
afinidade no sitio de ligacdo da QB, bloqueando a passagem de elétron
(CZARNOTA et al., 2001). GATTAS-HALAK et al. (1999) comprovaram que
sorgoleona também influencia a divisao celular, inibindo a mitose e ainda reduz
severamente o crescimento tanto de dicotiledéneas como de monocotileddneas
(CZARNOTA et al., 2001).

Juglona, outra quinona, reduziu o comprimento da raiz e a massa fresca e
seca de soja, seguida por perda importante na viabilidade celular. Peroxidades,
sollvel e ligada a parede celular, tiveram a atividade diminuida, e a atividade da
PAL bem como o contetdo de lignina foram incrementados por este aleloquimico
(BOHM et al., 2010).

GLASS (1973) e YU e MATSUI, (1997) observaram o grande potencial
dos acidos fendlicos em inibir a absorcdo de ions devido a despolarizacdo das
membranas ocasionadas por estes acidos. YU & MATSUI (1997), em estudos com

acido cindmico em pepino, observaram aumento de extravasamento de ions e da



permeabilidade de membranas bem como incremento da atividade de enzimas
antioxidantes como peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD) que
ocasionaram a reducéo de fotossintese (YU et al., 2003).

Reducdo da area foliar e incremento da atividade de enzimas envolvidas
no metabolismo oxidativo, como a SOD, GPX (glutationa peroxidase) e APX
(ascorbato peroxidase), em pepino submetidos ao crescimento com 4cido
cindmico, bem como aumento de espécies reativas de oxigénio como H,0O, e O,
e da peroxidacao lipidica, também foi observado por YE et al. (2006). Os mesmos
autores ainda verificaram significante decréscimo nas atividades das enzimas
ATPase (adenosina trifosfasto sintetase) e PPase (pirofosfatase) com incrementos
das doses de cinamico. O &cido cindmico ainda causou grande incremento da
atividade de enzimas envolvidas na via de formacao de lignina como a PAL e PPO
(polifenolase) nas raizes destas plantas. Quase sempre, 0 aumento da atividade das
enzimas desta via refletem em aumento no contetdo de lignina.

O metabolismo oxidativo de plantas também pode ser alvo de
aleloguimicos. BAIS et al. (2003) relataram que o polifenol catequina pode
aumentar a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). A superproducéo de
ROS leva ao estresse oxidativo causando danos através de acGes como a
peroxidacdo lipidica, destruicdo de membranas, inativacdo de proteinas e até
mesmo a mutacdo do DNA.

Flavonoides, como as flavonas, catequinas, antocianinas, proantocianinas
e isoflavonoides, também podem agir como aleloquimicos. MATSUMOTO et al.
(2010) observaram efeito inibitério do extrato de Annona glabra L. no
crescimento inicial de varias espécies. Estes autores ligaram esse efeito a presenca

do flavonoide quercetina.

2.1.3 Isolamento e caracterizacéo de aleloquimicos

Grande parte dos estudos no campo da alelopatia esta voltada para o
isolamento e identificacdo de estruturas dos compostos que causam efeito
alelopatico. Ha abundantes informacGes sobre as estruturas quimicas e aspectos

pertinentes de sua interacdo com o ambiente. MACIAS et al. (2007) citam que



entre as técnicas analiticas mais promissoras, normalmente empregadas nas
analises de extratos vegetais, encontram-se as cromatograficas aliadas a analise de
RMN (ressonancia magnética nuclear) e analise de raios X. Outras técnicas
importantes no ramo da quimica de produtos naturais incluem, ainda, analise de
combustdo e espectrometria de massa.

Geralmente a preparacdo das amostras para isolamento e caracterizacéo
envolve a particdo do extrato bruto da planta em diversos solventes de polaridades
variaveis como hexano, acetato, butanol, etanol e metanol. Cada fracdo € entéo
testada separadamente e as ativas sofrem nova particdo ou purificagdo para
caracterizacdo por técnicas de RMN, cromatografia de camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), eletroforese capilar entre outras
(SOUZA FILHO et al., 2005; REZENDE et al., 2011).

Para estudar os aleloquimicos disponiveis em Brachiaria humidicola,
SOUZA FILHO et al. (2005) particionaram sucessivamente a massa seca desta
planta em solventes com polaridade crescente, partindo do hexano, passando pelo
acetato de etila, metanol e metanol + agua. Cada uma dessas fracGes foi filtrada a
vacuo, destilada sobre presséo reduzida e rota-evaporada, formando fra¢Ges brutas.
Cada extrato bruto teve seu potencial alelopatico testado frente a germinacédo de
Mimosa pudica. A fragdo hidrometandlica, a mais promissora entre as testadas, foi
entdo novamente destilada a vacuo até eliminagdo total do metanol, e a solucéo
resultante submetida foi mais uma vez fracionada por particéo liquido-liquido com
n-hexano, diclorometano e acetato de etila. As fracdes foram submetidas a
cromatografia liquida, em coluna de silica, e as fraces separadas foram reunidas,
apos destilacdo e analise por cromatografia em camada delgada, obtendo-se seis
grupos de fracdes. Foram realizadas sucessivas cromatografias, em coluna e em
placa preparativa, até a purificagdo das substancias quimicas com atividade
alelopatica. A identificacdo estrutural foi realizada por RMN e o &cido p-cumarico
foi definido como substancia ativa. Procedimento parecido foi adotado para
identificacdo de catequinas em Tachigali myrmecophyla por LOBO et al. (2008) e
de estigmasterol glicosilado e sitosterol glicosilado em Annona crassiflora
(INOUE et al., 2010).
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A aplicacdo de tais técnicas, porém, constitui um procedimento que
consome tempo razoavel, podendo tornar-se monétono, especialmente quando se
envolvem misturas complexas de varias classes de produtos provenientes dos

extratos de plantas.

2.1.4 Aleloguimicos naturais como herbicidas

O incremento constante no numero de plantas daninhas resistentes aos
herbicidas sintéticos existentes, cada vez menos eficazes no controle de bidtipos
resistentes, gera a necessidade de adocdo de novas estratégias de manejo de
plantas daninhas, bem como a busca por novas substancias que atuem como
herbicidas (BHOWMIK 2000; DUKE et al., 2002). As notificacbes importantes de
bidtipos de daninhas resistentes no Brasil incluem a resisténcia cruzada de
Euphorbia heterophylla e Bidens pilosa as imidazolinonas e sulfuniluréias, e a
resisténcia mudltipla de E. heterophylla aos herbicidas inibidores da ALS
(acetolactato sintase) e da Protox detectada em lavouras da regido sudoeste do
Parana (TREZZI et al., 2005). Outros casos importante estdo ligados ao grupo dos
inibidores da EPSPsintase, no qual o principal representante € o glyphosate, o
herbicida mais largamente empregado na agricultura atualmente. Diversas espécies
de daninhas j& foram descritas como tolerantes ou resistentes ao mecanismo de
acdo do glifosato, sendo importante citar a descoberta de populagdes resistentes de
Conyza canadensis e C. bonariensis, bem como E. heterophylla e Amaranthus sp.
(CERDEIRA et al., 2007; LAMEGO & VIDAL, 2008).

Para DUKE et al. (2000), compostos naturais tém varias vantagens sobre
0s compostos sintéticos quando apresentam bioatividade. Um dos motivos é que
compostos naturais podem apresentar mecanismo de acdo novo devido a maior
diversidade de estrutura molecular (BHOWMIK, 2003) agindo de forma incomum
a dos mecanismos de acdo de herbicidas utilizados hoje, sendo, portanto, menos
possivel encontrar populacdes resistentes.

Substancias alelopaticas isoladas de plantas que mais tarde foram
sintetizadas por empresas para serem utilizadas como agroquimicos incluem o
Cineol (SHELL), benzoxazinonas (BASF), o acido quinolinico (BASF) e
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leptospermones (ZENECA). Estas tém sido utilizados na agricultura com
resultados promissores (KOHLI et al., 1998). Alguns dos produtos naturais
explorados como herbicidas comerciais ainda incluem triquetona, cimetilina,
bialafos, glufosinato, cloraben e o dicamba. O dicamba e clorabem, por exemplo,
sdo derivados de acido benzoico encontrado em plantas. Alguns outros compostos
naturais apresentam grande atividade herbicida, mas ainda ndo sdo utilizados
comercialmente, entre eles estdo artemisinina, sorgoleona e ailanthona
(BHOWMIK, 2003).

No entanto, também existem algumas limitagdes para a utilizagdo de
aleloguimicos como herbicidas. Muitas das substancias ativas apresentam custo
elevado para sintese e a maioria tem atividade limitada e meia-vida curta no
ambiente (DUKE et al., 2000). Além do que, os herbicidas naturais, assim como o
sintéticos, também podem ser toxicos para 0s organismos ndo-alvo como inimigos
naturais e vegetacdo adjacente a areas de cultivo (BHOWMIK, 2003). MACIAS
(1995) defende que bons candidatos a herbicidas naturais, do ponto de vista
ambiental, devem ser ativos em concentracdes entre 10° e 107 M. Muitos
compostos fendlicos, alcaloides e quinonas tém uma faixa de atividade de 102 a
10°M. Outro desafio é que a supressdo de materiais vegetais em espécies de
plantas daninhas é seletiva. Uma espécie de planta pode apresentar fortes
propriedades alelopaticas sobre uma planta daninha, mas ndo interferir nas demais
que fazem parte da comunidade infestante. Assim, o impacto das plantas
alelopaticas sobre plantas daninhas € diferente de espécie para espécie (XUAN,
2005).

A maior parte dos acidos fenolicos simples e flavonoides sdo conhecidos
por serem bioativos. No entanto, no solo, parecem se apresentar como fitotoxinas
fracas. Outros compostos, como o0s acidos salicilico e p-hidroxibenzoico, por
exemplo, em doses elevadas, sdo eficazes contra as ervas daninhas e sdo
relativamente ndo seletivos a maioria das espécies (DUKE & LYDON, 1987).
AlteracBes sintéticas estruturais destes compostos, no entanto, podem aumentar a
sua atividade e seletividade contra as especies de plantas daninhas e cultivadas,

respectivamente.
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2.2 Alelopatia e a agricultura

2.2.1 Culturas de cobertura e manejo de plantas daninhas

RICE (1995) avaliou os aspectos da aplicacdo da alelopatia no manejo de
plantas daninhas. Residuos vegetais provenientes de culturas podem fornecer
controle de plantas daninhas através da resisténcia fisica que imp&em, bem como
agir de forma a barrar a captacdo de luz pelas espécies daninhas, impedindo a
emergéncia destas plantas, ou ainda limitar ou suprimir a germinacdo e
crescimento pela liberacdo de aleloquimicos (INDERJIT & KEATING, 1999).
Culturas, como centeio (Secale cereale L.), trigo (Triticum aestivum L.), trigo
mourisco (Fagopyrum esculentum Moench.), mostarda preta (Brassica nigra L.
Koch), hibridos de sorgo (Sorghum sp.), mucuna (Mucuna pruriens), girassol
(Helianthus annus), bem como as varias espécies de brachiaria, atuam desta forma
quando utilizadas nos sistemas de rotacdo e tem, portanto, potencial de uso no
manejo de plantas daninhas (WESTON, 1996; SOUZA FILHO et al., 1997).

A alelopatia pode desempenhar um papel benéfico em varios sistemas de
cultivos como a policultura, uso de culturas de coberturas, rotagdo de culturas,
cultivo minimo e plantio direto. O cultivo de girassol (Helianthus annuus L.), em
rotacdo com aveia durante cinco safras, causou menor incremento na densidade de
plantas daninhas nas parcelas onde o sistema de rotacdo foi adotado (LEATHER,
1987). Lactonas sesquiterpénicas com germacranolide e esqueletos guaianolide e
heliannuol liberados pela decomposicdo do girassol seriam responsaveis pela
atividade alelopatica (MACIAS et al., 2000).

Métodos de manejo alternativos tém merecido atencdo no controle de
plantas invasoras e a alelopatia oferece potencial para ser usado no controle
racional dessas plantas. A esperanca é que os aleloguimicos, algumas vezes
referidos como herbicidas naturais, possam ajudar na preservacdo do potencial
reprodutivo aliado a reducdo da degradacdo do meio ambiente. BARNES &
PUTNAM (1983) relataram que o residuo de centeio, utilizado como cobertura
morta, reduziu a biomassa total de plantas daninhas em 63%. Apesar de

CARDINA (1995) defender que parte de supressdo de plantas daninhas seja
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devido ao impedimento fisico de germinagdo das sementes ou de sombreamento
proporcioando pela cobertura, o desaparecimento de aleloquimicos centeio foi
intimamente relacionado com a reducéo do nivel de supresséo de plantas daninhas.

FUJII et al. (1992) relataram que a mucuna (Mucuna pruriens (L.) DC.
var. utilis) é boa candidata para controle de plantas daninhas de facil manejo. Eles
identificaram o L-DOPA (L-3,4-di-hidroxifenilalanina) como o composto quimico
responsavel pela fitotoxicidade desta planta. A alfafa (Medicago sativa L. alfafa cv
Rasen.), utilizada para producéo de feno na pecuaria, reduziu em 80% a biomassa
de plantas daninhas, sob condic¢des de campo (XUAN et al., 2002).

Brachiaria decumbens, Brachiaria brizantha e Panicum maximum, trés
das espécies mais utilizadas como gramineas de pastejo no Brasil, foram avaliadas
em sistemas de integragdo com a cultura do milho no que diz respeito aos efeitos
destas plantas sobre a infestacdo de plantas daninhas (SEVERINO et al., 2006). Os
resultados mostraram que B. brizantha foi a forrageira mais eficiente em reduzir a
infestacdo de Ipomea grandifolia. P. maximum foi a espécie que mais reduziu o
crescimento de Amaranthus hybridus e a area foliar de Digitaria horizontalis.

Para grande parte dos autores, culturas de cobertura ndo séo tao eficazes
na contencdo de espécies de plantas daninhas se adotadas como Unica estratégia de
manejo, devendo assim ser atrelada ao controle quimico. E senso comum, que
além da utilizacdo de culturas de cobertura ou residuos, herbicidas pos-emergéncia
sdo necessarios (SEVERINO & CHRISTOFFOLETI, 2004). O uso de plantas
alelopaticas em rotacdo ou como adubo verde ndo fornece o mesmo nivel de
controle de ervas daninhas como os herbicidas sintéticos, mas 0 montante restante
de plantas daninhas que nascem do banco de sementes do solo ap6s o
desaparecimento dos aleloquimicos podem ser controlados com sucesso com uma
dose menor de herbicidas ou pelo sombreamento da cultura que foi favorecida nos
estadios iniciais (XUAN, 2005).

Plantas daninhas perenes em geral ndo tém crescimento afetado pelo uso
de culturas de cobertura. Acredita-se que o crescimento de certas ervas daninhas
perenes possa ser favorecido devido a luz vermelha-distante que ocorre abaixo da

massa de cobertura morta sobre o solo (ALDRICH, 1984). No entanto, um estudo
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com alelopatia e dois biotipos triazina-resistentes e suscetiveis de Amaranthus
retroflexus, uma daninha perene, mostrou que biotipos resistentes foram mais
influenciados por aleloquimicos quando comparado com biotipo sensivel. Assim,
alguns biotipos resistentes de plantas daninhas poderiam ser controlados com
plantas de cobertura ou residuos alelopaticos (HENSLEY & COUNSELMAN,
1979).

Segundo INDERJIT & KEATING (1999), até 100% de controle das
plantas daninhas poderia ser alcancado pelo manejo de culturas de cobertura ou de
residuos de colheita. PUTNAM et al. (1983) sugeriram que o sucesso do controle
de plantas daninhas poderia ser alcancado por meio de cultivo de culturas de
coberturas como o centeio, cevada, trigo e sorgo até que atinjam uma altura de 40-
50 cm, as quais seriam, em seguida, dessecadas por herbicidas, permitindo, assim,

que os residuos destas permanecessem na superficie do solo.

2.2.2 Alelopatia em gramineas e uso de milheto como cobertura

Acidos  hidroxicindmicos  (4-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-onas)  estdo
presentes em espécies cultivadas e ndo domesticadas da familia das poaceas
(NIEMEYER et al., 1992). Dos hidroxicindmicos relatados em cereais, grande
parte inclue BOA, DIBOA e DIMBOA (2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-
ona) (BHOWMIK, 2003).

A escopoletina, assim como varios &cidos fendlicos e aminoécidos, é
citada como possivel aleloquimico proveniente de aveia (FAY & DUKE, 1977,
SANCHEZ-MOREIRAS et al., 2004). Varios 4cidos fendlicos (p-hidroxibenzoico,
trans-p-cumarico, acido cis-p-cumarico, siringico, vanilico, acidos trans- e cis-
ferulico e 2,4-di-hidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona) foram identificados em
trigo (WU et al., 2000). Diversas cultivares de trigo que apresentaram atividade
alelopatica possuem grandes quantidades destes compostos (WU et al., 1998).
ALMEIDA & RODRIGUES (1984) verificaram que o acido ferulico, presente em
residuos de trigo em decomposicéo, em lavouras sobre plantio direto, foi capaz de
afetar a germinacdo e crescimento de culturas como a soja, sendo de grande

importancia também no controle de espécies de plantas daninhas. O uso destas
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substancias ou cultivo de cultivares de trigo com caracteristica alelopatica pode ser
utilizado para manejar plantas daninhas naturalmente (BHOWMIK, 2003).

Em relacdo a aveia, estudos de diferentes pesquisadores sugerem que a
exsudacéo de escopoletina pelas raizes destas plantas poderia ser responsavel pelo
possivel efeito alelopatico da cultura. No entanto, além deste composto, cumarina,
acido p-hidroxibenzoico e acido vanilico também estdo presentes em exsudatos de
espécies do género avena (PEREZ & NUNES, 1991), sugerindo que os efeitos
possam ser oriundos de outros compostos ou da interacdo entre eles. Tal interesse
tem despertado a atencdo de programas de melhoramento no sentido de identificar
gendtipos de aveia com maior potencial alelopatico (JACOBI & FLECK, 2000).

O efeito alelopatico do sorgo é um dos mais bem conhecidos. Um estudo
realizado no campo, com sorgo granifero (Sorghum bicolor) precedendo milho e
soja, mostrou que o efeito supressivo do sorgo na emergéncia de plantas daninhas
foi evidente nas culturas seguintes (EINHELLIG & RASMUSSEN, 1989).
GUENZI et al. (1967) relataram que os residuos de sorgo, aveia e milho foram
toxicos tanto na época da colheita como apds a decomposicao parcial da palhada.
A toxicidade persistiu por quatro semanas em residuos de trigo e aveia, e por vinte
e duas semanas em residuos de milho e sorgo.

Foram evidenciados efeitos expressivos de Brachiaria plantaginea na
reducdo do banco de sementes de Commelina benghalensis no solo. Nos extratos
da B. plantaginea, foram identificados altos teores de acido aconitico. O composto
purificado foi testado em algumas espécies de plantas daninhas, confirmando sua
atividade alelopética (VOLL et al., 2004; 2009). Existem informacdes na literatura
citando a presenca do acido aconitico em diversas espécies de gramineas, que
evidencia a importancia de se entender o efeito potencialmente alelopatico que
especies utilizadas em pastagens podem ter sobre as plantas daninhas.

O milheto € uma graminea anual, oriunda da Africa, e introduzida no
Brasil nos anos 70. O seu nome cientifico é Pennisetum glaucum (L.) R. Br. e
recebe diferentes nomes vulgares, tais como milheto-comum e milheto-pérola.
Pode ser plantado em diversas regides, mas seu cultivo tem sido feito em regides

semiaridas, como o Nordeste brasileiro, e em regides de Cerrados e no Brasil
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Central. O uso do milheto como planta forrageira no Brasil tem sido indicado para
trés finalidades: implantacdo e recuperacdo de pastagens, producdo de forragem
para pastejo ou silagem. Presta-se, também, para plantio tardio ou de safrinha,
apos a colheita da cultura principal, para regiées nas quais ndo ocorrem geadas e
que tém precipitacbes até o més de maio. Nestas condi¢cbes, o milheto pode
alcancar producdo de massa seca superior ao sorgo, com melhor qualidade de
grdos e também proporcionar boa cobertura do solo (PEREIRA FILHO, et al.,
2003; AMIN & MELLO, 2009).

Como principais caracteristicas agronémicas do milheto vale citar a alta
resisténcia a seca, adaptacdo aos solos acidos e de baixa fertilidade, rapido
crescimento, grande capacidade de producédo de massa, alta qualidade de forragem
e facil producdo de sementes (CALVO et al., 2010). Além disso, sua
multiplicidade de uso dentro de sistemas de rotacdo, sucessao, tem estimulado o
forte crescimento da area plantada, especialmente enquanto alternativa de manejo
das areas degradadas de pecuaria (BRUCK et al., 2000).

Entretanto, estudos sobre possiveis efeitos alelopaticos do milheto séo
limitados. H& o relato de TREZZI & VIDAL (2004) que verificaram que a
utilizacdo de 4,0 ton ha™ de palha de milheto resultou na supressdo de 91% da
populacdo de Brachiaria plantaginea. Em trabalhos desenvolvidos por FREITAS
et al. (2006), concluiram que a utilizacdo da palhada de milheto antecedendo o
plantio de soja possibilitou a reducdo das doses dos herbicidas utilizadas para o
controle em pds-emergéncia das plantas daninhas que infestavam a cultura. Em
ambos 0s casos, no entanto, as avaliagOes se restringiram ao efeito das palhadas
sobre a emergéncia das plantas daninhas presentes nas areas experimentais, sem
isolar os efeitos predominantes (quimico, mecanico, bioldgico) destas.

O trabalho de TREZZI & VIDAL (2004) constatou que o plantio do
gendtipo de milheto Comum RS reduziu a densidade de Bidens pilosa bem como
da comunidade em geral de plantas daninhas na linha de cultivo. TREZZI et al.,
(2005) avaliaram a toxicidade dos extratos hidrofobicos e hidrofilicos provenientes
da parte aérea de milheto (Pennisetum americanum) e sorgo em plantas de alface

e constataram que os extratos de milheto apresentaram maior toxicidade que os de
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sorgo e reduziram a germinacdo e comprimento da raiz e parte aérea da planta
receptora. Trabalho realizado por TOKURA & NOBREGA (2006) testando
culturas de coberturas como trigo, aveia preta, colza, nabo forrageiro e milheto
(Pennisetum americanum (L.) Leeke/K.Schum) precedendo milho, constatou que
0 milheto apresentou maior controle sobre as plantas infestantes.

FARIA et al. (2009) analisaram a influéncia de extratos de milheto
(Pennisetum americanum (L.) Leeke/K.Schum), mucuna (Stizolobium aterrimum
Piper & Tracy) e Pinus sp. na germinacéo, colonizagdo micorrizica e crescimento
inicial de milho, soja e feijdo cultivados em casa de vegetacdo. Estes autores
constataram que, em soja, 0 extrato de milheto diminuiu 0 comprimento do
hipocotilo e da radicula, no entanto, em feijdo, aumentaram. O extrato do milheto
reduziu a porcentagem e a velocidade de germinacdo em feijdo e ainda reduziu a
colonizacdo micorrizica € o numero de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares em soja, milho e feijdo. PARTELLI et al. (2010) observaram que 0
cultivo de milheto (Pennisetum glaucum cv. ENA 1) na entrelinha de café auxiliou
na supressao de plantas espontaneas durante o ciclo da cultura. O plantio de
milheto (Pennisetum glaucum), precedendo a cultura da soja reduziu o acimulo de
massa seca e densidade de plantas daninhas, sendo que o efeito foi mais acentuado
quando as deposicOes de palhada ocorreram até 15 dias antes da semeadura e
nenhum efeito negativo foi observado na produtividade da cultura da soja
(PEREIRA et al., 2010).

E ndo é apenas pelo efeito de supressdo imposto pela palhada que agem
como barreira fisica e liberam aleloguimicos atuando sobre daninhas que o uso de
coberturas pode ser importante. Gramineas em geral sdo excelentes opc¢des para
rotacdo com leguminosas como a soja, pois contribuem para quebra de ciclo de
pragas e doencas as quais ndo sdo hospedeiras, reduzindo, assim, o inéculo para as
safras seguintes. A rotacdo de culturas, como a soja e feijdo com gramineas como
milho e brachiaria, tem sido adotada como um método cultural do controle de
mofo-branco, um patégeno importante destas leguminosas (COSTA, 2002;

ROUSSEAU et al., 2006). Extratos etanolicos de aveia, ervilhaca, feijao, milheto,

18



milho e trigo suprimiram a germinacdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum
atuando como fungicidas (DA SILVA et al., 2011).

A presenca de cobertura sobre o solo em periodos de entressafra atua
minimizando o impacto de gotas de chuva sobre 0 solo bem como do escorrimento
superficial proporcionado pelas enxurradas, reduzindo, assim, os efeitos da eroséo.
Outro fator importante € que apds a decomposicdo, as culturas de coberturas
contribuem para o aumento de matéria organica nos solos, tornando-os mais
férteis. Cooperam ainda para a manutencdo da temperatura média do solo mais
baixa, uma vez que é um empecilho para a incidéncia de luz direta sobre a camada
mais superficial, bem como na retencdo de umidade deste.

Palhadas provenientes de gramineas apresentam razdo carbono por
nitrogénio maior, o0 que torna sua decomposi¢do pelos micro-organismos mais
dificil. Do ponto de vista de fertilidade e conservacdo de solo, isso é bom, pois
poderdo cobrir e condicionar o solo por mais tempo (MOREIRA e SIQUEIRA,
2002). Além de produzirem palhada com maior razdo carbono/nitrogénio do que
em sucessdes leguminosas/leguminosas, estas coberturas podem ainda funcionar
como adubo verde. De fato, uma vez ceifadas, sofrem mineralizacao,
disponibilizando diversos nutrientes na superficie do solo, e ainda contribuem para
descompactacdo, pois a presenca de suas raizes nas camadas mais profundas
aumenta a densidade do solo bem como propiciam a sobrevivéncia de diversos

micro-organismos, tornando-os microbiologicamente mais ricos.

2.3 Euphorbia heterophylla

2. 3.1 Biologia e interferéncia no cultivo da soja

A Euphorbia heterophylla L., conhecida popularmente como amendoim-
bravo, leiteiro ou leiteira, flor-de-poetas ou ainda cafée-do-diabo, pertence a familia
das euphorbiaceaes e € uma planta anual e lactescente (principal caracteristicas das
plantas desta familia). Apresenta porte ereto, medindo de 30 a 80 cm de altura,
apresenta folhas glabras ou levemente pubescentes, de forma bastante variavel
medindo de 4 a 10 cm de comprimento, sendo que as folhas inferiores apresentam
disposicdo alternada e as superiores oposta. Muitas vezes tém uma base
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esbranquicada ou vermelho brilhante. Reproduz sexuadamente produzindo
sementes e seus frutos apresentam trés l6bulos que explodem quando maduros,
dispersando as sementes de 2 a 5 m ou mais da planta-mae (LORENZI, 2006). As
sementes provenientes germinam rapidamente em temperaturas alternadas de 25 a
35° C. A emergéncia ¢ maior quando as sementes estdo entre 0-8 cm de
profundidade (40 a 47%) e cai para 22% a 10 cm, 12% a 12 cm e zero a 14 cm.
Esta capacidade de sair de tais profundidades aumenta a competitividade da
daninha em relacdo a cultura e dificulta o controle de E. heterophylla (FAO,
2012).

Agressiva em regides de clima quente, esta planta daninha tem centro de
origem na América do Sul (DARLINGTON & WYLIE, 1955). E uma diploide
(2n=28 cromossomos) que sofreu poliploidizagdo (2n=56 cromossomos) em
outros centros de dispersdo para adaptacdo nas mais diversas regides do mundo.
Sementes recém-colhidas de areas tropicais ndo apresentam dorméncia, mas a
laténcia é comum durante temperaturas mais baixas do inverno. Trata-se de uma
adaptacdo, pois plantas que dariam inicio ao crescimento no final da estacdo
quente seriam mortas por temperaturas de inverno. As sementes germinam durante
um periodo prolongado no campo e as plantas crescem muito rapidamente, por
ISSO sd0 muito competitivas com as culturas e podem cobrir completamente uma
cultura de soja dentro de 2 a 3 semanas ap0s a emergéncia. E citada como
problema durante o ciclo de cultivo de legumes, pastagens e particularmente em
soja, ervilha, milho e cana-de-agucar (FAO, 2012).

No Brasil, E. heterophylla infesta mais de 25% dos campos de soja e é
uma dicotileddnea com elevada incidéncia na regido Sul, estando presente em 74%
das areas de soja na regido do Planalto do Estado do Rio Grande do Sul
(BIANCHI, 1996). KARAM et al. (1993) observaram significativas redugdes de
produtividade da soja, onde uma infestacdo de 42,5 plantas m? de E. heterophylla
reduziu a producéo em 30%, em média. E uma espécie alégama, produz até 3.000
sementes por planta e pode reduzir o rendimento de gréos da cultura da soja em até
80% (KISSMANN & GROTH, 1992). BIANCO et al. (2007) destacaram que essa

planta daninha é um forte competidor por nutrientes com a soja, sobretudo no
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estddio de florescimento, periodo em que a soja tem maior requerimento
nutricional.

Para cada dia de auséncia de E. heterophylla na cultura da soja, entre 5 e
44 dias ap0s a emergéncia da cultura ha um ganho diario de produtividade de 7,27
kg ha™. No entanto, em areas onde é adotada baixa densidade de semeadura, a
convivéncia de plantas daninhas numa densidade média de 25 plantas m™ com a
soja do 17° até o 44° de emergéncia resultou numa perda diaria de 5,15 kg ha™ em
termos de produtividade de grdos (MESCHEDE et al., 2002). E néo ¢ apenas pela
competicdo por recursos com a cultura que o leiteiro causa prejuizo ja que o latex
pegajoso proveniente da seiva da planta daninha contamina os gréos de sujeira
durante a colheita podendo aumentar seu contetdo de umidade e a porcentagem de
grdos ardidos, levando a menor remuneracao da cultura (FAO, 2012).

Diversos herbicidas sdo utilizados no controle de E. heterophylla,
incluindo o 2,4-D, aciflurofen, fomesafen, oxyflurofen, bentazon, lactofen,
Imazetapir, imazaquin, e chlorimuron. Herbicidas a base de triazina, como
atrazina e metribuzin, podem dar controle aceitavel por varias semanas
(especialmente quando as chuvas sdo abundantes apés a aplicacdo), mas raramente
para a temporada completa. Uréias substituidas, tais como linuron e diuron, nao
possuem nenhum efeito sobre esta erva daninha (FAO, 2012). No entanto, a
integracdo de uso, mecéanica manual, cultural e herbicidas em sistemas de gestdo

bem planejada é a melhor abordagem para controle desta invasora.

2.3.2 Alelopatia no manejo de Euphorbia heterophylla

Sobre alternativas ao controle quimico de E. heterophylla, pesquisas
foram feitas no sentido do controle bioldgico pelo fungo Bipolaris euphorbiae.
Apesar deste agente ter se mostrado promissor, estudos basicos de sua biologia e
de interacdo com o hospedeiro para determinacdo das condi¢des favoraveis para o
crescimento e a esporulacdo do fungo e o estabelecimento de um método eficiente
para a producdo de biomassa ainda sé@o necessarios (PENARIOL et al., 2008).

Neste contexto em busca de alternativas ao controle quimico, o uso de culturas de
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cobertura que apresentem potencial alelopatico vem sendo empregadas ainda de
forma incipiente.

O primeiro caso de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas no
Brasil foi encontrado em E. heterophylla aos inibidores da ALS que depois passou
a ser resistente também ao grupo dos inibidores da PROTOX e aos derivados de
glicina e, mais recentemente, aos inibidores da EPSPsintase (TREZZI et al., 2005;
HEAP, 2011). Tendo em vista a estes diversos casos de resisténcia aos diversos
mecanismos de acédo, o controle desta planta daninha tem se dado muitas vezes de
forma insatisfatoria. Como os aleloquimicos podem agir pelos mais variados e
novos mecanismos de acdo, o uso da alelopatia no manejo ou no controle de
plantas daninhas se somam as alternativas existentes.

Inicialmente, ALMEIDA & RODRIGUES (1985) constaram que trigo,
triticale, aveia, centeio, nabo, tremogo e colza inibem significativamente a
germinacgdo e crescimento de E. heterophylla, bem como de Brachiria plantaginea
e Cenchrus echinatus. Mais tarde, GUSMAN et al. (1990) demonstraram que 0
citronelol, constituinte do 6leo essencial de espécies citricas, também inibiu a
germinacdo de sementes e o crescimento inicial desta invasora (Euphorbia
heterophylla), apontando o potencial de reducdo e supressao de crescimento desta
daninha por meio de alelopatia.

Em 2006, estudos conduzidos por TREZZI e colaboradores constataram
que a palhada de sorgo, milho ou aveia, na superficie do solo, reduziram a
velocidade de emergéncia e numero de folhas de E. heterophylla. Eles atribuiram
este resultado tanto ao efeito fisico da palhada como a alelopatia. Os autores citam
que o uso de culturas de cobertura poderia beneficiar a intervencao posterior com
métodos quimicos, ampliando o periodo em que estas plantas estdo mais
suscetiveis a acdo de herbicidas. Resultados promissores foram encontrados por
RIZZARDI (2007) na reducéo de infestacdo de E. heterophylla na cultura de soja
e de outras plantas daninhas, como picéo-preto, carrapichdo em areas precedidas
pelo cultivo de aveia-preta. No mesmo trabalho, ainda se observou reducdo de

infestacdo por carrapichdo onde a cultura foi precedida por canola.
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O extrato bruto de Artemisia annua reduziu a germinacdo de leiteiro
(MAGIERO et al., 2009). Da mesma forma, extratos da parte aérea de aveia-
branca e aveia-preta provocaram reducdo na germinacdo e no crescimento da
radicula e do hipocétilo do azevém e do amendoim-bravo (HAGEMANN et al.,
2010). Os mesmos autores citam ainda que houve efeito diferenciado em funcéo
do gendtipo testado de cada espécie de aveia. Sobre o efeito de milheto sobre E.
heterophylla, pouco tem se discutido. E possivel, portanto, a utilizacdo da
alelopatia como ferramenta de controle ou manejo cultural de diversas plantas
daninhas, especialmente o leiteiro, minimizando os custos com herbicidas e
obtendo niveis de controle mais satisfatorios que os obtidos com 0s manejos
convencionais adotados hoje.

Em meio a estas evidéncias, ainda existem desafios persistentes no ramo
da alelopatia para determinar, por exemplo, 0 mecanismo de a¢do dos compostos,
isolar novos compostos, avaliar as interagfes ambientais e compreender a
atividade destas substancias no solo. Romper estas barreiras podem levar ao uso
mais aplicado da alelopatia para melhorar a producédo agricola e desenvolver uma
agricultura mais sustentavel, incluindo o controle de plantas daninhas e de pragas
através de rotacBes de culturas, manejo dos residuos e uma variedade de

abordagens no controle bioldgico (POPA, 2008).
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3. OBJETIVOS

Diversos trabalhos citam o efeito prejudicial de plantas coberturas como o

milheto sobre o crescimento de plantas daninhas. No entanto, poucas pesquisas

isolaram o efeito fisico imposto pela palhada do efeito alelopatico no crescimento,

bem como identificaram e estudaram os compostos aleloquimicos presentes nestas

plantas. Muitos trabalhos mencionam a reducgéo de infestagdo por diversas plantas

daninhas quando as culturas de interesse foram precedidas por culturas de

cobertura. Apesar disso, ndo foram avaliados os possiveis efeitos de aleloquimicos

oriundos destas plantas no metabolismo e crescimento de plantas daninhas.

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos da fracéo

hidrometandlica, obtida da parte aérea de milheto, sobre a planta daninha

amendoim-bravo. Os objetivos especificos foram:

1.

Avaliar o efeito da fracdo hidrometanolica de milheto no crescimento de
amendoim-bravo;

Verificar o efeito desta fracdo sobre o estresse oxidativo desta daninha
através da mensuracéo da atividade da peroxidase sollvel e da peroxidacédo
lipidica;

Analisar o efeito desta mesma fracdo sobre enzimas da via de sintese de
lignina através da determinacdo da atividade de fenilalanina amoénia liase e
peroxidase ligada a parede celular;

Determinar o efeito deste extrato na viabilidade celular da raiz;

Determinar o efeito deste extrato no consumo de solugdo nutritiva e

nitrogénio.
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4.  MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencédo de material bioldgico e cultivo

Sementes de Euphorbia heterophylla foram obtidas da AgroCosmos Ltda.
Antes da incubacdo em sala de crescimento, elas foram germinadas em rolo por 5
dias em BOD a 25°C (x 2) e fotoperiodo de 12 h. Para tanto, as sementes foram
dispostas em uma folha papel germitest CEL-060 e cobertas com mais uma, ambas
umedecidas com agua no volume de 2 vezes o peso do papel. Depois de
germinadas, elas foram distribuidas em um sistema contendo um copo de
capacidade 300 mL e uma circunferéncia de isopor com espessura 1,5 cm para
suporte das plantas que tiveram os colos envolvidos por uma camada de esponja
com o objetivo de fixa-la no isopor. Cada copo recebeu 250 mL contendo solucéo
nutritiva utilizada por DONG et al. (2006) e seu respectivo tratamento em pH =
6,0, sendo esta renovada no 4, 7, 10 e 13° dia de incubacdo. Na sala de
crescimento, cada sistema foi conectado a uma pequena mangueira ligada a uma
linha central que distribuia o ar proveniente do compressor e, assim, garantia
aeracdo constante. A temperatura da sala foi mantida constante a 25°C (x 2) e a

1

intensidade luminosa era de 400 pmols de fétons m? s*. Este periodo de

incubacéo durou 15 dias.

4.2 Cultivo e obtencao da palhada de milheto

O milheto (cv. ADR-300) foi semeado em campo aberto na Fazenda
Experimental da Universidade Estadual de Maringa, distrito de Iguatemi, Parana,
Brasil (S 23 21; W 52 04), em espacamento 0,50 metros entre linhas, contendo de
25 a 30 sementes por metro linear de semeadura, em margo de 2011. Previamente,
amostras de solo da area foram coletadas para caracterizar as propriedades fisico-
quimicas que correspondem a pH = 5,5, 79% de areia, 3% de silte, 18% de argila e
10,62 g dm™ de carbono organico. Oitenta dias apds a emergéncia, a parte aérea

foi colhida, triturada e seca em estufa a 40°C durante 24 h.
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4.3 Obtencao do extrato hidrometanolico de milheto

Experimentos prévios a fim de avaliar o potencial alelopatico de cada
fracdo mostraram que o extrato hidrometanolico foi mais ativo sobre espécies
daninhas, milho e soja. Portanto, esta fracdo foi definida como a de trabalho
(MARCHIOSI, 2012).

Seiscentos e cinquenta gramas de massa seca proveniente da palhada de
milheto foram submetidos & maceracdo com metanol, resultando, apds a
evaporacdo do solvente em rotavapor, um extrato metandlico bruto. Este extrato
bruto foi dissolvido em uma solucdo agua/metanol (3:1) e fracionado trés vezes
por ordem de polaridade em 150 mL de cada um dos seguintes solventes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol. O residuo obtido apés esta extragdo com
0 butanol, dltimo na ordem de particdo, € o que chamamos de extrato

hidrometandlico que, entéo, foi liofilizado para retirada de umidade (Figura 1).

0,650 kg de massa

! metanol
Extrato bruto metandlico
Fracdo
agua/metanol (3:1) hidrometanélica
.V . de trabalho
25,759 de extrato hidrometandlico bruto

l hexano l diclorometano l acetato l butanol l
A

EBHX EBDM EBACT EBBN EHMT
m= 8,799 m= 1,699 m= 1,579 m= 3,179 m=9,82¢g

«

Figura 1. Fluxograma de fracionamento da palhada de milheto e obtencdo da fragcéo
hidrometanolica de trabalho. EBHX= extrato bruto hexanico. EBDM= extrato bruto
diclorometano. EBACT= extrato bruto acetato. EBBN= extrato bruto butanélico. EHMT=
extrato hidrometandlico de trabalho.

4.4 Delineamento experimental e estatistica

Experimentos realizados para avaliacdo das atividades de enzimas, exceto
a PAL (fenilalanina amdnia liase), e variaveis biométricas, foram montados em

delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 5 tratamentos e 6 repeticOes
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cada, sendo que os tratamentos foram compostos por controle, com somente
solucdo nutritiva, e quatro doses crescentes (250, 500, 750 e 1000 mg L™) de
extrato hidrometanolico. Os dados de atividades de enzimas (exceto a PAL),
peroxidacdo lipidica, viabilidade celular e das variaveis biométricas foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e de variancia comum dos
erros de Levene e, entdo, submetidos a analise de variancia (ANOVA) e de
regressdo linear por polinémios p-valor<0,05. As varidveis viabilidade celular e
mortalidade de plantas, que ndo se ajustaram a regressdo linear, foram submetidas
a regressao nao linear.

As variaveis dependentes consumo de solucdo nutritiva e nitrogénio da
solucdo em funcdo de duas varidveis independentes: doses de extrato (0, 250, 500,
750 e 1000 mg L) e dias de incubacdo (4, 7, 10, 13 e 15), formaram uma
regressao multipla e tiveram os modelos selecionados pelo método passo-atras
(“back-ward”) (p-valor <0,05).

O experimento para medir a atividade da PAL foi montado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 2 tratamentos (0 e 500 mg L™)
com 5 repeticBes que também foram submetidos ao teste de normalidade dos
dados e variancia comum dos erros, seguidos de ANOVA (p-valor <0,05), cujo o
teste F é conclusivo quando existe apenas 2 tratamentos.

Para as analises qualitativas em microscopio eletrénico de varredura,

nenhum tratamento estatistico foi empregado.

4.4 Obtencdo do extrato genérico para avaliacdo da atividade de
enzimas

Raizes conservadas em nitrogénio liquido foram pesadas em balanca digital
de quatro casas, e maceradas a 4°C com tampao fosfato de potassio 100 mM pH=
7,5 contendo 1 mM de EDTA e 3mM DTT e 4% de PVP (p/v) com volume 1,5
vez 0 peso de massa obtido. Este homogeneizado foi centrifugado a 10000 rpm
por 30 min a 4°C e o sobrenadante coletado e armazenado a -80°C para mensurar
as atividades das enzimas (AZEVEDO et al., 1998).
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4.5 Atividades das enzimas
4.5.1 Atividades de enzimas da via dos fenilpropanoides
4.5.1.1 Determinacéo da atividade da PAL

Para medir a atividade da PAL, 0,250 mL do extrato genérico e 1 ml de
tampé&o de borato de sddio 0,1 M, pH 8,7 foram aquecidos a 40° C, por 5 minutos
em banho-maria. Passado esse curto periodo de aquecimento, foi adicionado 0,300
mL de L-fenilalanina 50 mM para iniciar a reacdo, que foi interrompida ap6s uma
hora de incubacéo pela adi¢cdo de 50 ul de HCI 5 M (FERRARESE et al., 2000).

Para medida da atividade da enzima, estas amostras foram filtradas através
de um filtro de seringa descartavel de 0,45 uM e 20 pl de cada amostra foi
injetado e analisado em Cromatdgrafo Shimadzu® (Tdquio, Japao) equipado com
bomba LC-10AD, um injetor Rheodine®, detector UV SPD-10A, médulo de
comunicagdo de barramento CBM-101, e estacdo de trabalho Class-CR10. A fase
reversa Shimpack® GLC-ODS (M) (150 x 4,6 mm, 5 mm) foi utilizada em
temperatura ambiente, com um equivalente de pré-coluna (10 x 4,6 mm). A fase
mével utilizada foi metanol:4agua (70:30), com uma taxa de fluxo de 0,5 ml min™
em comprimento de onda 275 nm. A coleta de dados e integracdo da area dos
picos foram realizados pelo software Class-CR10 (Shimadzu®, Téquio, Japo).

O produto da reacdo da PAL, t-cinamato, foi entdo identificado por
comparacdo do seu tempo de retencdo com um padrdo a 10 uM. A atividade da

PAL foi entdo expressa em nmol t-cinamato produzido h™ g™* de proteinas.

4.5.1.2 Determinacdo da atividade da POD ligada (peroxidase ligada a parede
celular)

Para isolamento da peroxidase ligada a parede celular, o precipitado
restante da centrifugacdo para obtencdo da POD soluvel foi lavado com agua
deionizada até que fosse detectada, no sobrenadante, atividade da POD ligada. O
precipitado foi entdo incubado com 2 mL de NaCl 1M por 1 h a 4°C e depois

homogeneizado e centrifugado a 4000 rpm por cinco minutos. Deste sobrenadante,
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foi isolada a peroxidase que estava ligada ionicamente a parede celular. Da mesma
forma que a POD soluvel, a atividade foi lida em 470 nm de absorbancia, apds
reacdo de cinco minutos de 0,2 mL de extrato diluido no NaCl e 1,3 mL do meio
de reacdo contendo tampdo fosfato 25 mM pH= 6,8, agua oxigenada e guaiacol
(HERRIG et al., 2002).

4.5.2 Efeito sobre o estresse oxidativo

4.5.2.1 Determinacdo da atividade da POD soluvel (peroxidase sollvel,

dependente de guaiacol)

Para medir a atividade da POD solavel (EC 1.11.1.7) dependente de
guaiacol, o extrato genérico foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi utilizado como extrato de POD sollvel. A reacdo seguiu o
descrito em HERRIG et al. (2002), ou seja, 0,2 mL deste extrato diluido em
tampéo fosfato 67 mM pH = 7,0 reagiu por cinco minutos com 1,3 mL de meio de
reacdo contendo tampdo fosfato 25 mM pH = 6,8, agua oxigenada 10 mM e
guaiacol 2,50 mM, que teve a absorbancia lida em 470 nm. Ap6s 5 minutos de
oxidagcdo do guaiacol, a atividade da enzima foi calculada em funcdo do
coeficiente de extingdo do tetraguaiacol (25,5 mM™), e expressa em umol de

tetraguaiacol min™ g™* de proteinas.

4.5.2.2 Determinacdo dos produtos da peroxidacdo lipidica: conteddo de
malondialdeidos (MDA)

Para medir o nivel de peroxidacdo lipidica das raizes, 0,5 g de massa fresca
foi macerado com 5 mL de tampéo fosfato 67 mM pH = 7 e centrifugados por
cinco minutos em 4000 rpm a 4°C. Uma aliquota de 0,5 mL de extrato enzimatico
foi incubado em tubo de ensaio com 2 mL de acido tiobarbiturico (TBA), 0,5%,
preparado em 20% de acido tricloacético, e levado ao banho-maria a 90° C, por
10 minutos. Ao final deste periodo, a reacdo foi interrompida em banho de gelo
durante 15 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 3500 rpm por cinco

minutos e a absorbancia do sobrenadante, onde se formou o complexo colorido
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MDA-TBA, foi lida a 532 nm em espectro. O valor obtido foi subtraido de uma
absorbancia inespecifica obtida em 600 nm. O conteudo de MDA foi calculado a
partir do coeficiente de extincdo 155 mM™ cm™ (DOBLINSKI et al., 2003).

4.6 Dosagem de proteinas

A atividade de todas as enzimas foi expressa em funcdo da quantidade de
proteinas. Para dosagem de proteinas pelo método de BRADFORD (1976), foi
utilizado o mesmo extrato genérico usado para avaliacdo de cada atividade. Para
tanto 50 ul de extrato genérico diluido reagiram por cinco minutos com 2,5 mL do
reagente de Bradford, e a leitura foi realizada em 595 nm. O valor de absorbancia
foi entdo comparado com albumina padrdo 50 mg% e entéo obtida a quantidade de

proteinas em mg% da amostra.

4.7 Viabilidade celular

A andlise de viabilidade celular foi realizada segundo o proposto por GAFF
e OKONG 'O-OGOLA (1971). Raizes provenientes das plantas tratadas por 15
dias foram imersas em azul de Evans 0,25% por 15 minutos e entdo lavados com
agua destilada. As regides coradas foram entdo acondicionadas em tubo ependorff
contendo 1 mL de dimetilformamida por 50 minutos. Em seguida, procedeu-se a

leitura em espectro da solugdo contida no ependorff a 600 nm.
4.8 Variaveis biométricas

4.8.1 Comprimento da raiz e parte aérea

Ap6s o periodo de tratamento, o comprimento da raiz e do caule foi
tomado com auxilio de uma régua de 30 cm, sendo que a raiz foi obtida medindo-

se do apice até o colo da planta e a parte aérea do colo até o meristema apical.

4.8.2 Espessura do caule

Para mensurar a espessura do caule, foi utilizado um paquimetro digital e
ao final do periodo de incubacdo esta medida foi tomada na base do colo de cada

planta.
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4.8.2 Area foliar

Para medida de area foliar, foi adotado o fator de multiplicacdo proposto
por DUARTE et al. (2009). Assim, foi tomado o comprimento da nervura central
(C) e da maxima largura (L), que , multiplicados pelo fator 0,6816, deram origem
a area foliar, conforme a equacéo: Af'=0,6816*(C*L), onde Af’ corresponde area

foliar estimada em cm?2.

4.8.3 Massa fresca e seca da raiz e parte aerea

Apbs o periodo de tratamento, as plantas foram retiradas do sistema e
separadas em raiz e parte aérea. Imediatamente, a massa fresca foi tomada em
balanca digital de quatro casas. Raiz e parte aérea foram levadas a estufa de
ventilacdo forcada a 60°C até que fosse atingido peso constante. Para mensurar a
massa seca entdo, foram retiradas da estufa e levadas a um dessecador para

resfriamento e retirada da umidade, e a massa tomada.

4.8.4 Numero de folhas por planta

O numero de folhas foi obtido também ao final do periodo de 15 dias de
incubacdo contando-se as folhas completamente expandidas. Foram consideradas

completamente expandidas aquelas onde as bordas do limbo ndo mais se tocavam.

4.8.5 Numero de nds por planta

O numero de nés de plantas se deu pela simples contagem de nés visiveis

na regido do caule.

4.8.6 Mortalidade de plantas

Ao final do periodo de incubacdo, foi realizada a contagem do namero de
plantas incubadas que ndo sobreviveram ao tratamento, e que constituiram as

plantas mortas.
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4.9 Consumo de solucéo nutritiva e de nitrogénio

4.9.1 Consumo de solucéo nutritiva

O volume consumido de solucéo nutritiva foi tomado a cada renovacéo de
solugédo utilizando uma proveta graduada de 250 mL. Considerando que a cada
sistema foi adicionado um volume total de 250 mL de solucdo por tratamento, a
diferenga entre o volume adicionado e restante constituiu 0 volume de solucdo

consumido por sistema em mL.

4.9.2 Consumo de amonia da solugéo

A amonia livre em solucdo foi medida conforme WEATHERBURN
(1967). Para isto, 200 ul de solugéo nutritiva foram adicionados em tubo de ensaio
juntamente com 1,25 mL de solucdo de fenol (1%) e nitruprussiato de sodio
(0,005%) e 1,25 de solucédo hidréxido de sédio (0,5%) com hipoclorito (0,126%) e
levado a banho-maria por 20 minutos a 37°C. As absorbancias foram obtidas em
490 nm quando atingido a temperatura ambiente. Como a solucéo foi renovada aos
4,7, 10, 13 e 15 dias de incubagéo, a cada troca, o teor inicial e final de incubacéo
foi mensurado e indiretamente foi obtido o consumo de aménia. Os resultados
foram convertidos em teores de N-NH," na solugdo, com o auxilio de uma curva
de calibracdo preparada a partir de solucBes diluidas de sulfato de aménio, que

receberam o mesmo tratamento dado as amostras.

4.9.3 Consumo de nitrato da solucéo

O consumo de nitrato por E. heterophylla também foi medido
indiretamente a cada troca de solugdo. Uma aliquota da solugéo de incubacgéo nova
e a que seria descartada de cada repeticdo teve 0 teor de nitrato em solucéo
avaliado, conforme sugerido por CATALDO et al. (1975). Neste rapido teste
colorimétrico, 20 pl da solucdo de incubacdo reagiram por 20 minutos em
temperatura ambiente com 80 pl de acido salicilico 5% em &cido sulfurico
concentrado. Apos a reacdo, foram adicionados 1,9 mL de NaOH 2 M, elevando,

assim, o pH acima de 12. A absorbancia da mistura resultante foi entdo analisada a
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410 nm. Descontando a concentracdo inicial de nitrato e final de cada troca de
solugédo (4, 7, 10, 13 e 15 dias de incubacdo), obteve-se indiretamente 0 consumo
de nitrato por planta, em pmol L™.

Os resultados foram convertidos em teores de N-NO3 na solugdo, com o
auxilio de uma curva de calibracdo preparada a partir de solucGes diluidas de

nitrato de potassio, que receberam o mesmo tratamento dado as amostras.

4.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Qualitativamente, raiz, caule e folha foram analisados em microscépio
eletronico de varredura. Para estas analises morfoanatémicas, pequenas seccfes de
raizes, caules e folhas foram fixadas em ependorff contendo solucédo de Karnovsky
modificada (2,5% glutaraldeido e 2% paraformaldeido em tampéo cacodilato 0,05
M, pH = 7,2), onde foram armazenadas em refrigerador até 0 momento de analise.
No dia anterior a analise, a amostra foi desidratada em acetona (MAUNSBACH &
AFZELIUS, 1999) e, momentos antes da observacdo em microscopio, a acetona
presente nos tecidos foi substituida por gas carbonico liquefeito na camara do
aparelho de ponto critico de CO, depois metalizadas com ouro e observadas em
microscopio eletrénico de varredura (Shimadzu SS550) (SILVEIRA, 1989).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sobre o efeito do extrato no metabolismo secundério, foi observado
reducdo dos niveis de peroxidagdo com incrementos das doses (Figura 2A). Da
mesma forma, a POD solUvel, uma enzima antioxidante ativa no citosol que
protege as celulas da influéncia destrutiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs), teve sua atividade diminuida com o incremento das doses (Figura 2B),

indicando, assim, uma possivel reducdo na producdo de EROs pelas plantas

tratadas.
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Figura 2. (A) Efeito do extrato hidrometandlico de milheto sobre a peroxidacéo lipidica e (B)
sobre a atividade da POD solUvel dependente de guaiacol de plantas de Euphorbia heterophylla
(p<0.05).

Como a peroxidacdo lipidica e a atividade da POD soluvel reduziram, é
possivel assumir que a fracdo hidrometandlica de milheto ndo provoca estresse
oxidativo nas plantas de E. heterophylla, podendo at¢ mesmo agir de forma

protetora (antioxidante) contra as formas de EROs.
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Figura 3. (A) Efeito do extrato hidrometandlico de milheto sobre o comprimento do caule e (B)
sobre o comprimento da raiz de plantas de Euphorbia heterophylla (p<0.05).
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Assim como o observado por SAXENA et al. (1996) que estudaram a
autotoxidade de milheto (Pennisetum glaucum) cv. MH 179, todas as variaveis
relacionadas ao crescimento de E. heterophylla, como comprimento de raiz e
caule, espessura do caule, area foliar, nimero de nds e folhas por planta, massa
fresca e seca da raiz e parte aérea, foram diminuidas com incremento das doses de

extrato hidrometandlico de milheto (Figuras 3, 4, 5 e 6).
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Figura 4. (A) Efeito do extrato hidrometanolico de milheto sobre o nimero de n6s e (B) nimero
de folhas por planta de Euphorbia heterophylla (p<0.05).

A diminuicdo de nimero de nos e folhas (Figura 4) indica uma reducéo do
estadio vegetativo das plantas devido a interferéncia na organogénese, mostrando,
assim, efeito de supressdo de crescimento tdo comumente citado em trabalhos a
campo, utilizando coberturas no manejo de plantas daninhas. TREZZI et al. (2006)
também verificaram a reducdo no numero de folhas em leiteiro imposta por
palhada de sorgo, aveia e milho e atribuiram este efeito tanto a barreira fisica
estabelecida pela palhada quanto a atividade alelopatica. De certa forma, € mais
facil supor que o impedimento ao crescimento da planta daninha no campo ocorra
devido a barreira infligida pela palhada, pois o tratamento ¢ visivel. Estudos com
fracbes da cobertura de interesse separam o fator fisico e isolam o fator
alelopético, confirmando, assim, a possibilidade sugerida por TREZZI et al.
(2006) de que tenha ocorrido alelopatia.

Menor crescimento de raiz e, consequentemente, da parte aérea, bem
como a reducdo de espessura do caule (Figura 4 e 5B), ocasionaram menor
acumulo de massa fresca e seca da raiz e parte aérea (Figura 6) e menor indice de

area foliar (Figura 5A).
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Figura 5. (A) Efeito do extrato hidrometandlico de milheto sobre a (B) area foliar e espessura do
caule de plantas de Euphorbia heterophylla (p<0.05).

07 - ]
N | y=0620967-0.000570x (&) |57 o y=0534612-0.000465x (B)
g 06 R2=0.97 ~ 0.6 1 R2=0.65
8 05 - o €05 -
?‘:@0.4 . § 0.4 o
2803 - 3 03 -
=802 - <02 -
S %o 5 0.
3 01 - ® . @ 0.1 -
2 O T T T 1 2 O T T T ?
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
Doses de extrato (mg L) Doses de extrato (mg L)
0.03 -
= © | 0= (D)
£ 0025 y 3 0.0270275 - 0.0000247x CH °
o R2=0.93 NOUE o y = 0.0208857 - 0.0000187x
§3002 £ R2=0.88
c 50.015 - =0.
S $0.015 - o
g S 001 -
g 001 - 8
3 a3
S 0.005 - . e | 80.005
O T T T 1 2 0 T T T 1
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000

Doses de extrato (mg L-1)

Doses de extrato (mg L)

Figura 6. (A e C) Efeito do extrato hidrometandlico de milheto sobre a massa fresca e seca da parte
aerea e (B e D) raiz de plantas de Euphorbia heterophylla (p<0.05).

A variavel mortalidade de plantas, por sua vez, ndo apresentou relacdo

linear de incremento de doses (Figura 7). Para este parametro, foi possivel ajustar

uma curva de dose-resposta sigmoidal de Boltzmann similar a proposta por KUVA
et al. (2000), que seguem a formula geral y = A /(1 + exp ((x — C50)/D)),

onde: A representa a maior dose onde ndo houve fitotoxicidade; D, a declividade;

e Cso, a dose do herbicida necesséaria para causar 50% de mortalidade nas plantas
(adaptado de SEEFELDT et al., 1995).
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Figura 7. Efeito do extrato hidrometanélico de milheto sobre a mortalidade de plantas de
Euphorbia heterophylla (p<0,05).

Assim, a dose de extrato necessaria para reduzir 50% do estande de
plantas (Cs) foi 482,46 mg L™ . Nota-se que o ponto méximo da curva ocorre em
concentracdo de extrato préxima a 500 mg L™, dose préxima da Cs, indicando,
assim que o maximo de controle obtido pelo extrato hidrometandélico de milheto é
também préximo a 50% nas condi¢es testadas.

Aliando a taxa de mortalidade (Figura 7) aos dados de namero de nos e
folhas por planta (Figura 4), temos uma informacéo importante. No controle de
plantas daninhas, o estadio vegetativo em que estas se encontram tem extrema
relevancia. Quando adotado controle quimico, a maioria das recomendacdes
sugere que a aplicacdo seja feita até o estadio de 3-4 folhas para dicotiledéneas
(GAZZIERO et al., 2006; RAMIRES et al., 2006). Ao final dos 15 dias de
incubacdo, as plantas controle apresentaram 3 folhas, enquanto as tratadas na
maior concentracéo tinham cerca de 2 folhas expandidas. Desta forma, a supressédo
de crescimento imposta pelo extrato de milheto pode contribuir para manutencéo
do leiteiro nos estadios suscetiveis por mais tempo, facilitando, assim, o controle
quimico. Plantas daninhas controladas em estadios mais jovens garantem maior
indice de mortalidade de plantas e menores taxas de reinfestacdo, bem como
menor uso de herbicidas e misturas, o que implica em menor custo com controle
quimico, menor contaminacdo do ambiente e menor pressdo de selecdo da
populacéo resistente (MOREIRA et al., 2010).
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Figura 4. (A) Efeito do extrato hidrometandlico de milheto sobre a atividade da PAL pelo teste F
mais barra de erros e (B) da POD ligada a parede celular de plantas de Euphorbia heterophylla
(p<0.05).

Enzimas da rota de fenilpropanoides como a PAL, primeira enzima da via
de biossintese de lignina e flavonoides, que age desaminando L-fenilalanina para
formacédo de t-cindmico (JONES, 1984), e a POD ionicamente ligada a parede
celular, responsavel pela polimerizacdo oxidativa de monoligndis, tiveram as
atividades reduzidas com incrementos da dose de extrato (Figura 4).

Dos Santos et al. (2008b) encontraram aumento da atividade das enzimas
da via dos fenilpropanoides nas plantas tratadas com acido fertlico bem como dos
teores de lignina e atrelaram a reducdo de crescimento a maior lignificacdo dos
tecidos causada pela esterificacdo do ferulico a parede celular, o que seria um
impedimento da expansdo celular. O extrato hidrometandlico de milheto, por sua
vez, reduziu a atividade da PAL e POD ligada a parede celular, mas ainda assim o
crescimento das plantas foi afetado. Desta forma, a reducdo de crescimento das
plantas tratadas ndo parece ser efeito direto do extrato sobre a via da lignificag&o.

Plantas que tiveram seu crescimento prejudicado em funcdo do dano na
raiz e a divisdo celular acelerada poderiam apresentar menor atividade da enzima
PAL em funcdo da menor disponibilidade de produto (JONES, 1984). Em
consequéncia da menor atividade da PAL, menos &cido cindmico é formado e
assim, a POD ligada a parede celular, tltima enzima da via dos fenilpropanoides,
teria menos produto para oxidar, culminando em sua menor atividade enzimatica.

Apesar do aparente efeito protetor desta fracdo a EROs, a viabilidade
celular da raiz foi afetada, sobretudo em doses maiores que 250 mg L™ (Figura 6).

A curva gerada por meio de regressdao ndo linear mostra que incrementos da dose
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em até 500 mg L™ resultaram em pouca variacdo de efeito negativo na viabilidade
celular. A partir desta dose, a viabilidade diminui (absorbancia aumenta) numa

taxa bem superior as doses menores, sendo altamente afetada em 1000 mg L™.
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Figura 6. Efeito do extrato hidrometanolico de milheto sobre a perda de viabilidade celular
de plantas de Euphorbia heterophylla (p<0.05).

Imagens obtidas da raiz por meio de microscopia eletrénica de varredura
para 500 mg L™ de extrato hidrometanélico de milheto mostram que estas foram
extramente comprometidas pelo tratamento (Figura 7). E possivel que danos na
membrana promovidos pela absorcdo de extrato nas células mais superficiais

reflitam na perda de viabilidade que foi incrementada com as doses de extrato.
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tratadas com extrato hidrometanélico de milheto (c-aumento de 200x e d-aumento de 400x)
em comparacgdo com controle (a-aumento de 200x e b-aumento de 400x).

Além do aspecto deteriorado dos tecidos superficiais da raiz, foi possivel
observar modificagdes no tecido da coifa e da regido de alongamento, sendo que a
coifa das raizes tratadas de E. heterophylla se mostrou menor e mais abaulada
(Figuras 7C e D) que as do controle (Figuras 7A e B) e a regido de alongamento,
por sua vez se mostrou mais intumescida e curta nas raizes submetidas ao extrato.

Trabalho conduzido por dos SANTOS et al. (2008b) mostrou que o acido
feralico, um derivado hidroxicindmico, acelerou a divisdo celular fazendo com que
os elementos de vasos se desenvolvessem precocemente, dando origem a raizes
com maior didmetro e intumescidas devido a producao de cilindro vascular maior.
Da mesma forma, alguns herbicidas agem acelerando a divisdo celular, pois
promovem a acidificacdo da parede celular através do estimulo da atividade da
bomba de H*ATPase ligada & membrana celular. Assim, ativam o metabolismo da
planta, causando seu esgotamento pela inducdo de producdo de proteinas e
enzimas que seriam utilizadas durante o crescimento (OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2011).
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Durante a divisdo celular desordenada mais auxina e giberelina séo
sintetizadas, levando acidificagéo da parede celular e a producéo de etileno (TAIZ
& ZEIGER, 2013). O alongamento €, entdo, induzido pelo aumento da atividade
de enzimas responsaveis pelo afrouxamento celular como a celulase, que é
estimulada pela liberagéo de etileno (AHRENS, 1994; TAIZ & ZEIGER, 2013). A
medida que outras fungbes metabdlicas sdo afetadas, e 0 metabolismo geral e as

fungdes celulares normais séo interrompidas e mais etileno é liberado, causando

paralisacdo do crescimento e engrossamento de raizes (intumescimento).
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Figura 8. Consumo de solucdo nutritiva por Euphorbia heterophylla durante o periodo de
incubacdo em fungéo das doses de extrato. z= volume consumido (ml); x= dose de extrato (mg L

1); y= tempo de incubacéo (dias).

O consumo de solucdo nutritiva durante o periodo de incubacdo foi
afetado tanto pelo extrato como pelo dias de incubacdo. Com avango dos estadios
de crescimento, a raiz ganha maior area de absorcdo bem como maior superficie
de transpiracdo em si, mas, como o crescimento é sempre reduzido em funcdo das
doses de extrato, a absorcdo de solucdo é sempre menor a medida que se
incrementa a concentracdo deste (Figura 8). O crescimento e extensédo celular sdo
eventos dependentes de agua, uma vez que a reducdo da turgidez prejudica a
expansao celular. A inibicdo desse crescimento em extensdo diminui a area foliar e
leva a restricbes no acumulo de biomassa, limita o nimero de folhas, bem como o

crescimento do caule (OSORIO et al., 1998). Assim, reducbes nos variaveis de
crescimento e acumulo de massa seriam também consequéncia da reducdo de

absorcdo de agua e de nutrientes. O mesmo comportamento foi observado para o
consumo de amonia na solucéo (Figura 9).
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Figura 9. Consumo de amdnia por Euphorbia heterophylla durante o periodo de incubacéo em
funcéo das doses de extrato. z= amdnia consumida (UM); x= dose de extrato (mg L™); y= tempo
de incubacéo (dias).

Sobre 0 nitrato, 0 minimo de captacdo em doses préximas de 500 mg L™
independentemente do tempo de incubacdo (Figura 10). Em doses a partir de 500
mg L™, o consumo de nitrato passa a aumentar, sendo que o maximo de consumo é
atingido em 1000 mg L™. SEGONZAC et al. (2007) constataram em Arabidopsis a
possibilidade de efluxo de nitrato de dentro do compartimento celular para o meio

em condicOes de estresse. A metodologia adotada para mensuracédo de absorcao de
nitrato se d& de forma indireta, ou seja, esse valor é tomado em relacdo a
quantidade desse nutriente que sobra na solu¢do em cada periodo de tempo.
Assim, é possivel que a ideia de menor consumo de nitrato, identificado, entéo,

pela maior concentracdo deste elemento na solucdo, seja somente um falso
positivo em funcédo do efluxo de nitrato de dentro das células da raiz.

2= -0.00056592297-0,000011.14190%+0.00125246465y-+0.00000001225x2
~ R?=0.94 |

Consumo de nitrato Uy
g

Figura 10. Consumo de nitrato por Euphorbia heterophylla durante o periodo de incubacdo em
funcéo das doses de extrato. z= nitrato consumido (UM); x= dose de extrato (mg L™); y= tempo
de incubacéo (dias).
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Foi constatado que, a partir de 500 mg L™, a perda de viabilidade celular
da raiz aumenta drasticamente. Esse tipo de dano pode contribuiria para o efluxo
de nitrato para 0 meio, cooperando para maior concentracdo de nitrato na solucao
de incubacdo. Danos na membrana prejudicam o sistema de transporte de ions,
inclusive o de nitrato de amdnia, bem como a absorcdo de &gua e seus eventos
dependentes, como a expansdo e divisdo celular, que levam ao crescimento da
planta (TAIZ & ZEIGER, 2013).

E possivel supor que a queda na captacdo de amodnia leve a um
compensamento na obtencdo de nitrogénio pelas plantas atraves do incremento da
absorcédo de nitrato, sendo que o de absorcdo de nitrato cai em doses maiores que
500 mg L™ em funcdo do efluxo desse elemento de dentro das células, que s&o

sobretudo mais afetadas em doses iguais ou superiores a essa do extrato.
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6. CONCLUSOES

1. O crescimento de Euphorbia heterophylla foi drasticamente afetado pelo
extrato representado pela reducdo de todas as variaveis de crescimento avaliadas;
2. A fracdo ndo causou estresse oxidativo na daninha, pois ndo foi observado
incremento da atividade da peroxidase sollvel e da peroxidagdo lipidica com
incrementos das doses de extrato;

3. Aditividade das enzimas PAL e peroxidase ligada a parede celular foram
reduzidas com incremento das doses, indicando efeito negativo da dose de extrato
na rota de fenilprapanoides;

4. Concentracdes do extrato, especialmente as maiores que 500 mg L™,
levaram a extrema perda da viabilidade celular do apice radicular de leiteiro, danos
esses que foram confirmados pela microscopia de varredura do apice; e,

5. Plantas submetidas ao extrato apresentaram reducdo na captacdo de amonia

e solucdo nutritiva, além de modificacbes no padrdo de absorcéo de nitrato.
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