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Resumo

Espécies exdticas invasoras sdo uma ameaca a biodiversidade e um grande desafio em areas de
restauracdo ecoldgica, dificultando a sucessdo ecologica em areas degradadas e o trabalho da
restauracao assim como as plantas daninhas na agricultura. Para o controle das plantas daninhas
e das espécies exoticas invasoras sdo comumente utilizados herbicidas, sendo o glifosato 0 mais
utilizado, ja apresentando resisténcia de alguns bidtipos. A tendéncia ecoldgica e sustentavel
no manejo destas plantas tem direcionado os estudos de compostos naturais como herbicidas
ambientalmente seguros, os “bioherbicidas”, compostos organicos produzidos por organismos
vivos, dentre eles, compostos do grupo dos metabdlitos secundarios de plantas, pois alguns séo
fitotoxicos, como os compostos alelopaticos. A espécie arbustiva Lepidaploa aurea (Mart. ex
DC.) H. Rob. (Asteraceae), nativa do Cerrado, tem sido muito utilizada em acdes de restauracéo
ecoldgica por ter bom estabelecimento e competir muito bem com as espécies exdticas
invasoras, e ja foi verificado seu potencial alelopatico em estudos anteriores. Portanto o
presente estudo teve como objetivo avaliar a fitotoxicidade e o potencial bioherbicida de
extratos de folhas de L. aurea para o controle de gramineas exoticas invasoras do Cerrado. Foi
usado extrato aquoso de folhas de L. aurea. Para identificar os compostos secundarios ativos e
avaliar a fitotoxicidade foi feito um isolamento biodirigido, com a separacédo por acetato de etila
e fracionamento com extracdo por fase sdlida (SPE/CL18) com diferentes proporcdes de
metanol:agua, e bioensaios de coleodptilo de trigo estiolado e de sementes alvo padrdo nas
concentracdes de 800, 400 e 200 ppm das fracdes obtidas no isolamento. No isolamento
biodirigido foi obtido um sélido branco, solivel em &gua e com atividade fitotdxica. Os
compostos ativos foram extraidos com acetato de etila (Fac), com o residuo aquoso (Faq)
perdendo a atividade inibitéria. Segundo seu fracionamento por diferenca de polaridade em
SPE/CL18, ele é mais polar, € soltvel em um gradiente de soluc¢des de agua:metanol desde 80%
a 50% de agua. Os compostos parecem ter seletividade para monocotiledéneas de acordo com
0s bioensaios de sementes alvo padrdo e de hidroponia. Através de Cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (CG/MS) foram identificadas algumas moléculas com potencial
alelopatico, como compostos fendlicos: o acido protocatecuico, o &cido galico, o &cido cafeico,
0 &cido p-cumarico, e os seguintes derivados do acido cindmico: o acido m-hidroxicinamico, o
acido p-hidroxicindmico, o metil m-hidroxicinamato, o metil p-hidroxicinamato, além do acido

palmitico, estearico e aconitico.



Palavras-chave: Bioherbicida, compostos fitotoxicos, fitoquimica, Isolamento biodirigido,
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Abstract

Invasive exotic species pose a threat to biodiversity and represent a major challenge in areas of
ecological restoration, hindering ecological succession in degraded areas and restoration
efforts, much like weeds in agriculture. Herbicides are commonly used to control weeds and
invasive exotic species, with glyphosate being the most widely used, though some biotypes
have already developed resistance. The ecological and sustainable trend in the management of
these plants has directed research towards natural compounds as environmentally safe
herbicides, known as "bioherbicides,” which are organic compounds produced by living
organisms. Among these are secondary plant metabolites, some of which are phytotoxic, such
as allelopathic compounds. The shrub species Lepidaploa aurea (Mart. ex DC.) H. Rob.
(Asteraceae), native to the Cerrado, has been widely used in ecological restoration efforts due
to its strong establishment and competitive ability against invasive exotic species. Previous
studies have already identified its allelopathic potential. Therefore, the present study aimed to
evaluate the phytotoxicity and bioherbicidal potential of L. aurea leaf extracts for controlling
invasive exotic grasses in the Cerrado. An aqueous extract from L. aurea leaves was used. To
identify active secondary compounds and assess phytotoxicity, bio-guided isolation was
performed, using ethyl acetate separation and fractionation with solid-phase extraction
(SPE/CL18) at different methanol:water proportions, followed by bioassays on etiolated wheat
coleoptiles and standard target seeds at concentrations of 800, 400, and 200 ppm of the fractions
obtained from the isolation process. Bio-guided isolation resulted in a white, water-soluble solid
with phytotoxic activity. The active compounds were extracted with ethyl acetate (Fac), while
the aqueous residue (Faq) lost its inhibitory activity. Based on fractionation by polarity
differences in SPE/CL18, the compound was found to be more polar, being soluble in a gradient
of water:methanol solutions ranging from 80% to 50% water. The compounds appear to have
selectivity for monocotyledons, according to bioassays with standard target seeds and
hydroponics. Gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) identified several molecules
with allelopathic potential, including phenolic compounds such as protocatechuic acid, gallic
acid, caffeic acid, and p-coumaric acid, as well as the following derivatives of cinnamic acid:
m-hydroxycinnamic acid, p-hydroxycinnamic acid, methyl m-hydroxycinnamate, and methyl
p-hydroxycinnamate. Additionally, palmitic acid, stearic acid, and aconitic acid were also
identified.
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1. Introducéo

Os herbicidas s&o substancias quimicas que podem atuar seletivamente, provocando a
morte de certas plantas sem afetar outras. Etimologicamente a palavra herbicida vem do latim
herba (plantas) caedere (matar) (OLIVEIRA JR, 2011), e sdo utilizados como um dos métodos

para eliminar plantas daninhas das culturas.

Os termos “planta daninha”, planta exética” ou “erva daninha” sdao usados para toda
planta que ocorre em local e momento indesejavel prejudicando a atividade humana. Os termos
“planta exotica” ou “erva daninha” deveriam ser evitados ja que essas plantas ndo sé&o
necessariamente herbaceas ou exoticas (BARROSO; MURATA, 2021; BRIGHENTI;
OLIVEIRA, 2001). Em uma “era pés herbicida” e com 0 manejo integrado das plantas daninhas
0s conceitos gerados em épocas de culturas intensivas foi analisado mais holisticamente pois
decidir se uma planta é daninha envolve um julgamento de valor, sendo mais um conceito ético
e cultural que um conceito cientifico, sendo entdo proposto em (MERFIELD, 2022)
como: “Uma planta, ou populagdo de plantas, em um tempo e lugar especificos, causando
danos significativos, imediatamente ou a longo prazo, com base em uma analise holistica de
seus atributos positivos e negativos”. As plantas daninhas competem por agua, luz e nutrientes
com a cultura, reduzindo assim a produtividade da cultura e o desenvolvimento das culturas,
além de servir de porta de entrada de pragas e doencas, dificultando a implantagcdo e/ou manejo
da cultura (SALOMAO; FERRO; RUAS, 2020). O controle das infestantes esta entre os
maiores problemas enfrentados pela agricultura mundial (COSTA et al., 2018), existindo
diferentes meios de controle: mecénico, fisico, quimico e biolégico (BARROSO; MURATA,
2021; SOUZA BARROS et al., 2021). Dentre os métodos fisicos, a rocada é uma boa opcao
para culturas com espacamentos maiores (OLIVEIRA; BRIGUETI, 2018) e o método quimico
com o uso de herbicidas, propiciou também a “Revolugdo verde” na agricultura, combatendo
as plantas daninhas permitindo o desenvolvimento de sistemas mais produtivos (BARROSO;
MURATA, 2021; CONCENCO et al., 2014).

Os herbicidas contribuiram com 56,63% do volume total dos defensivos agricolas
(herbicidas, inseticidas e fungicidas) que foram comercializados no Brasil em 2021(IBAMA,
2021). O N-(fosfonometil) glicina, o glifosato, € um dos herbicidas mais utilizado no mundo.
E um s6lido branco, com férmula C3H8NOS5P, e massa molar de 169,1 g/mol (SINGH et al.,

2020). Comecou a ser comercializado em 1974 nos EUA, com nome comercial Roundup®,
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pela Monsanto Company, existindo outras formula¢Ges disponiveis no mercado, como a
Accord® e Touchdown® (TARAZONA et al., 2017). J& no Brasil existem mais de 100
produtos a base de glifosato registrados, comercializados por 34 empresas (AGROFIT, 2023).
A ANVISA o classifica como na classe 1V, pouco toxico (ANVISA, 2018) e é um provavel
cancerigeno humano (grupo 2A) (IARC/WHO. INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2015). Na Uni&o Europeia (UE) ha um longo debate sobre o uso
do glifosato e a renovacao do seu registro foi aprovado por mais 10 anos, mas politicas publicas

europeias exigem uma reducéo de 50% no uso de pesticidas até 2030 (NEVE et al., 2024).

Com o uso constante e repetitivo desses herbicidas sintéticos, tem ocorrido a selecdo de
bidtipos resistentes a esses produtos como, por exemplo, ao glifosato e ao 2,4
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (SCHUTTE et al., 2017). Num nGmero crescente de
situagdes, as plantas daninhas resistentes aos herbicidas limitam a producéo agricola e trazem
efeitos ao meio ambiente (DE AMARANTE JUNIOR et al., 2002). De acordo com 0 HRAC
— comité de acdo de resisténcia a herbicida (“Herbicide resistance action committee”, [s.d.]),
até o momento, em torno de 250 espécies de plantas daninhas apresentam resisténcia a pelo
menos um modo ou local de acdo de herbicida no mundo, com 523 casos Unicos (espéecies X
local de acdo), com 269 espécies (154 eudicotiledéneas e 115 monocotileddneas) (HEAP,
[s.d.]). Esta resisténcia foi desenvolvida pelas plantas daninhas a 21 dos 31 locais de acgéo de
herbicidas conhecidos e a 167 herbicidas diferentes, sendo relatadas em 99 culturas em 72
paises (HEAP, [s.d.]). Entre as espécies relatadas com resisténcia ao glifosato no Brasil
encontram-se 0 azevém-perene (Lolium perene L. vr. multiflorum), o capim-pé-de-galinha
(Eleusine indica (L.) Gaertn), o caruru (Amaranthus palmeri S. Watson), o capim-amargoso
(Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman), o capim-branco (Chloris elata Desv.), a buva (Conyza
sumatrensis (Retz.) E. Walker), sendo essa ultima com resisténcia a multiplos herbicidas
(INTERNATIONAL SURVEY OF HERBICIDE RESISTENTE WEEDS, 2024; KASPARY
etal., 2024; SOUZA BARROS et al., 2021).

Com esse crescimento da resisténcia aos herbicidas pelas plantas daninhas e as
consequentes perdas econdmicas, surgiu entdo a necessidade de novas solucdes para enfrentar
esse problema, como o desenvolvimento de novos herbicidas com mecanismos de agéo e locais
alvos ainda ndo explorados (DUKE et al., 2024). Além disso, na agricultura organica e em acoes
de restauragdo ecologica em unidades de conservagdo, ha poucos herbicidas sintéticos
aprovados e esses ndo tém muita aceitacdo publica (DAYAN; CANTRELL; DUKE, 2009).
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Manejar de forma sustentavel e ecologicamente correta as plantas daninhas é um desafio
(ABD-ELGAWAD et al., 2021), mas esta tendéncia esta direcionando os estudos de compostos
naturais para serem utilizados como herbicidas ambientalmente seguros, chamados de
“bioherbicidas”, que sdo compostos organicos produzidos por organismos vivos, dentre eles,
compostos do grupo dos metabdlitos secundérios de plantas. Alguns desses metabdlitos
participam de intera¢cBes quimicas entre as plantas, as denominadas interacOes alelopaticas
(SOLTYS et al., 2013). O Conselho Internacional de Lingua Francesa, em 1971, definiu os
bioherbicidas como substancias utilizadas no controle de plantas daninhas sem degradar o meio
ambiente (CORDEAU et al., 2016; MATHUR; GEHLOT, 2018). O Unico bioherbicida
sisttmico comercializado no momento € o Bialaphos, conhecido com nome comum de ISO
bilanafos, um tripeptideo produzido pelas bactérias Streptomyces viridichromogenes e S.
hygroscopicus, mas ndo é certificado para uso na agricultura organica (DAYAN; CANTRELL,;
DUKE, 2009; DUKE et al., 2000). Alguns estudos estdo em andamento, por exemplo, uma
parceria entre a Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e a empresa Transfertech,
desenvolve um bioherbicida obtido a partir de um fungo patégeno de plantas, o Fusarium
fujikuroi (PROINOVA, 2023). Outros estudos como em RATHKE; DIAS; FILHO, 2020, que
testou um bioherbicida que possui entre seus componentes, residuos de laranja e esta em fase
de regularizacdo e obtencdo de registro, e por isso 0 nome ndo foi mencionado, mas o0s

resultados mostram que o produto também afeta a germinacgdo da cultura.

Estes metabdlitos secundarios considerados possiveis bioherbicidas sdo aqueles
conhecidos como alelopéticos. Alelopatia € a interferéncia negativa ou positiva dos compostos
secundérios de plantas no desenvolvimento de outro organismo (LOVETT; RYUNTHYU,
1992; RICE, 1984). Estes compostos secundarios que apresentam alelopatia sdo chamados de
compostos aleloquimicos ou alelopaticos, e podem afetar direta ou indiretamente a planta
receptora, até pela transformacao por microrganismos no solo, sendo uma interacdo bioquimica
entre plantas (CHENG; CHENG, 2015; FERREIRA; BOREGHETTI, 2004; LOVETT,;
RYUNTHYU, 1992). Esses compostos secundarios como fenois, flavonoides, alcaloides,
terpendides e glicosideos cianogénicos, podem ser lancados no ambiente por lixiviag&o,
volatilizacdo, exsudacdo radicular ou decomposicdo de residuos da planta no solo (CHENG;
CHENG, 2015; CHOU, 2006).

Os efeitos deletérios dos aleloquimicos nas plantas suscetiveis, geralmente sdo a

reducdo ou atraso da germinacdo e a reducdo do crescimento. E isso acontece alterando varios
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processos fisioldgicos e diferentes mecanismos como: Alteracdes morfolégicas (MOJARAD;
MAJD; FAHIMI, 2013), e fisiologicas (LORENZO et al., 2011), perturba¢do do metabolismo
energético e na fotossintese (WEIR; PARK; VIVANCO, 2004), estresse oxidativo (SOLN;
KLEMENCIC; KOCE, 2022), modificacio da estrutura da membrana e os receptores de
transporte e sinalizacdo, interferéncia no ciclo celular, modificagdo da atividade hormonal,
modificacdo do funcionamento dos estdbmatos e no balango de agua, inibigdo da sintese ou
degradacdo dos pigmentos, bloqueio de varias enzimas, principalmente as reguladoras
(HENNSEN et al., 2006).

Como alguns aleloquimicos possuem fitotoxicidade (HARDING; RAIZADA, 2015),
estdo sendo usados como uma nova classe de agrotoxico no controle de plantas daninhas,
funcionando como bioherbicidas (DUKE et al., 2024; SOLTYS et al., 2013).

Hé& algumas vantagens no uso de aleloquimicos como bioherbicidas, pois a maioria sao
total ou parcialmente sollveis em &gua (DAYAN; CANTRELL; DUKE, 2009; VYVYAN,
2002), sendo de facil aplicacdo sem a necessidade de surfactantes. S0 menos nocivos ao meio
ambiente que os herbicidas sintéticos, pois possuem mais atomos de oxigénio e nitrogénio e
poucos atomos pesados em sua estrutura quimica, que além de diminuir a meia-vida, evitam o
acumulo no solo e a influéncia em plantas que ndo sdo o alvo (NOVAES, 2020). Mas isso
também se torna uma desvantagem, uma vez que a duracdo da atividade € menor e a estrutura
€ mais reativa e instavel, se degradando rapidamente no ambiente, perdendo assim a
bioatividade (SOLTYS et al., 2013).

Pelas vantagens apresentadas, 0s compostos alelopaticos sdo promissores bioherbicidas
devido a sua alta diversidade e possiveis novos sitios-alvo com especificidade nas plantas
aceptoras, podendo inibir a fotossintese e/ou a respiracdo, além de se ligarem a proteinas
diferentes das que os herbicidas de origem sintética se ligam (DAYAN; CANTRELL; DUKE,
2009; NIMBAL et al., 1996). Possibilitam assim, a eliminacdo das plantas daninhas que sdo
resistentes aos herbicidas existentes. Outra caracteristica importante € que 0s compostos
alelopaticos agem de forma dose-dependente nas plantas alvo (BELZ; HURLE; DUKE, 2005),

permitindo que tenhamos uma dose seletiva, que tenha efeito na planta alvo e ndo na cultura.

Mas, uma desvantagem da obtencdo de bioherbicidas por meio de um aleloquimico é
que a rota para sua descoberta € mais complicada por ter de ser extraido da planta e isolado,

além da quantidade de compostos obtidos ser geralmente baixa, comparando-se com a sintese
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quimica (SOLTYS et al., 2013). Entretanto, h& avangos nesse sentido, pela utilizacdo de
métodos mais modernos de extracdo, isolamento, purificacdo e identificacdo de moléculas
bioldgicas, que contribuem muito para conhecermos melhor os compostos com potencial
alelopatico (CHENG; CHENG, 2015; DUKE et al., 2024; FERREIRA; AQUILA, 2000).

J& existem estudos com o uso de herbicidas no manejo de gramineas exdticas invasoras
em areas de restauracdo, sendo o glifosato o mais utilizado, e 0 uso de uma combinagéo de
técnicas de manejo, muitas vezes sendo utilizado a rogcagem da graminea exotica invasora com
posterior aplicacdo do herbicida (CASTILLIONI, 2015; MANTOANI; TOREZAN, 2016;
MARTINS, 2011; SANTOS et al., 2020). O uso de um bioherbicida para este controle seria
mais condizente com uma area de restauragdo ja que estes sdo compostos organicos naturais,

ndo prejudicando tanto o meio ambiente.

Espécies exoticas invasoras sdo uma das maiores ameacas a biodiversidade a nivel
global (MACK et al., 2000) e um grande desafio em areas de restauracao ecoldgica. A invasdo
por gramineas leva a dificuldade de se ter a sucesso ecoldgica em areas degradadas (GARCIA-
ORTH; MARTINEZ-RAMOS, 2011), além de dificultar o trabalho da restauracéo devido a sua

alta taxas de rebrota e dispersao de sementes.

O Cerrado é o bioma de savana mais biodiverso, mas também o mais ameacado do
mundo (KLINK; MACHADO, 2005; SILVA; BATES, 2002) e muitas das areas que necessitam
ser restauradas sdo de uso anterior por pastagens para animais e, por isso, apresentam
dominéancia de gramineas exoticas invasoras, principalmente de gramineas C4 africanas como
Urochloa spp. e Andropogon gayanus Kunth (BARBOSA; PIVELLO; MEIRELLES, 2008;
PIVELLO; SHIDA; MEIRELLES, 1999).

A restauragdo de um ecossistema visa contribuir com o restabelecimento dos processos
ecolodgicos, sendo assim uma préatica importante para reabilitar ecossistemas degradados ou
convertidos em usos diferentes da terra (GANN et al., 2019) como, por exemplo, a agricultura
de grande escala que substituiu vegetacbes como a savana e as pastagens naturais em areas
cultivadas tropicais (VELDMAN et al., 2015).

No Cerrado, a semeadura direta de espécies nativas tem sido utilizada para a restauracdo
das areas degradadas, sendo recomendada principalmente para areas que foram de pastagens e

agricultura que sao areas dominadas por gramineas exoticas invasoras (GEI). Na semeadura
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direta, faz-se antes o preparo do solo e o controle das GEI, podendo combinar fogo e gradagens
sucessivas (SAMPAIO et al., 2015). Esses métodos de controle e a competicdo com as espécies
nativas em areas de restauracdo ecoldgica nao eliminaram as GEI apds quatro estagcdes chuvosas
depois da semeadura direta das espécies nativas (LIAFFA, 2020), o que faz necessario 0 manejo

continuo das GEI, que poderia ser facilitado com a utilizacdo de um bioherbicida.

Lepidaploa aurea (Mart. ex DC.) H. Rob. é uma espécie arbustiva perene, da familia
das Asteraceae, tem cerca de 1 metro de altura e é chamada popularmente de assa-peixe ou
amargoso, sendo encontrada em areas de Cerrado no Brasil central (FARIAS et al., 2002). As
espécies do género Lepidaploa ocorrem, preferencialmente, em areas de alta luminosidade, de
dossel aberto, e tem sua propagacao favorecida em ambientes alterados, por terem alta producao
de sementes e reproducao assexuada, sendo caracterizadas como plantas daninhas associadas a
pastagens e culturas (LORENZI, 2000).

Em acdes de restauracdo ecoldgica no Cerrado em areas ocupadas por GEI observa-se
que a espécie L. aurea se estabelece muito bem, além de ter uma boa cobertura de solo e, por
isso, € a principal espécie empregada na semeadura direta (SAMPAIO et al., 2015), além de
comumente coexistir com as GEI em areas degradadas e pastagens plantadas (LIMA RIBEIRO;
PRADO, 2007). Observa-se também uma camada espessa de serrapilheira (Figura 1) e uma
reducdo de ocorréncia de espécies de gramineas invasoras como a Urochloa decumbens (Stapf)
R.D. Webster, Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga, Melinis minutiflora P.
Beauv. e Andropogon gayanus, embora nessas areas as espécies nativas geralmente ocorrem

sem parecerem afetadas (Figura 2).
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Espécies Nativas

Figura 2. Area de restauragio ecoldgica no Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros, GO, mostrando
0 estabelecimento de L. aurea coexistindo com plantas nativas, mas ndo com gramineas exoticas invasoras. Foto:

Keiko Fueta Pellizzaro.

18



O efeito de L. aurea na dinamica populacional de U. decumbens diminui com o passar
do tempo, pois essa espécie tem alta capacidade de rebrota e rapida recuperacao das populacées
mesmo apos fortes distdrbios como fogo e aragem que sdo utilizados como preparacdo para a
semeadura direta, indicando que para 0 sucesso da restauracdo € necessario manejar
continuamente a area para o controle de U. decumbens (MOTTA, 2017). L. aurea tem alta taxa
de estabelecimento nos primeiros estagios da restauracdo (PELLIZZARO, 2016; SAMPAIO et
al., 2015), mas as plantas vivem somente de 3 a 5 anos e a populacédo declina depois de 2 anos
da semeadura (MOTTA, 2017). A espécie ndo se reproduz clonalmente e nas areas de
restauracdo suas taxas de recrutamento por sementes sao pequenas, devido a alta cobertura do
solo por outras espécies ap6s o estabelecimento inicial promovido pela semeadura de alta
densidade (MOTTA, 2017).

A familia Asteraceae tem muitas espécies com potencial alelopatico (ARAUJO et al.,
2021). Como, por exemplo, o extrato de folhas de Guizotia abyssinica (Lf) Cass, conhecida
popularmente como niger, e Carthamus tinctorius L., conhecida popularmente como cartamo
ou acafrdo, mostraram inibicdo de germinacdo e crescimento de raiz em azevém (Lolium
multiflorum Lam.) e capim amargoso (D. insularis) (GOMES et al., 2019), que sdo plantas
daninhas associadas a muitas culturas no Brasil. O extrato de Vernonanthura brasiliana L., o
assa-peixe, diminuiu o indice de velocidade de germinacdo em Lactuca sativa L. (NISHIMUTA
etal., 2019), alface, espécie alvo muito usada em bioensaios preliminares de fitotoxicidade. Em
ensaios fitoquimicos de extratos de folhas de Vernonia amygdalina Delile, foram detectados
flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenoides, glicosideos, taninos, fendis e saponinas

(ALARA et al., 2019), compostos bioativos alelopaticos. Ademais Piptocarpha rotundifolia

(Less.) Baker, uma espécie de Asteraceae dominante no Cerrado, mostra atividade inibitoria do
extrato de folhas em varias plantas daninhas pela presenca da piptocarphin A, uma lactona
sesquiterpénica (ANESE et al., 2021).

No Género Lepidaploa, a espécie Lepidaploa rufogrisea (A. St.-Hil.) H. Rob., diminuiu
o indice de velocidade de germinacéo e crescimento radicular de L. sativa, além de provocar
algumas alteragBes cromossdmicas e nucleares no fuso mitdtico celular (ARAGAO et al.,
2017).
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Em L. aurea j& foram detectados metabdlitos secundarios como, cinco tipos de acido
cafeoilquinico, polifendis (5-p-coumaroylquinic acid), quercetinas (putative quercetin 3-O-
rutinoside e putative quercetin 3-O-glucoside), o putative chrysoeriol 7-O-neochesperidoside,
flavonoides (tiliroside e kaempferol), e lactonas sesquiterpenos (glaucolide B) (GALLON;
JAIYESIMI; GOBBO-NETO, 2018). E, em trabalhos anteriores, verificou-se o potencial
fitotoxico de L. aurea (LOPES et al., 2017), e potencial alelopatico do extrato aquoso de folhas,
em espécies invasoras alvos como U. decumbens e A. gayanaus inibindo o crescimento de suas
raizes (LOPES et al., 2018).

Dentre os métodos utilizados para pesquisas de novos compostos fitotoxicos esta o
isolamento biodirigido, que consiste na realizagdo de bioensaios em todas as etapas de
isolamento. Isto faz com que seja determinada a fracdo com maior atividade bioldgica, sendo
essa fracionada novamente até a purificacao e identificagdo dos compostos presentes na amostra
que sdo responsaveis por esta atividade (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000).
Estes bioensaios utilizados no isolamento biodirigido geralmente s&o o bioensaio de
bioatividade geral em coleoptilo estiolado de trigo (Triticum spp.), e de fitotoxicidade em
sementes de espécies alvos sensiveis como alface (L. sativa), tomate (Solanum
lycopersicum L.), cebola (Allium cepal.) e agrido (Nasturtium officinale W.T. Aiton)
(MACIAS et al., 2004, 2010; MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000).

Assim, o isolamento biodirigido torna-se uma ferramenta importante, tanto nos estudos
alelopaticos quanto nos estudos de descoberta de novos compostos fitotoxicos com potencial
para serem utilizados como bioherbicidas (DA SILVA et al., 2017; MACIAS et al., 2004;
MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000; OLIVEIRA et al., 2012). Experimentos de
pos-emergéncia também sdo muito utilizados como parte de um estudo de fitotoxicidade para
desenvolvimento de um bioherbicida a base de extrato de plantas (KAAB et al., 2020; PUIG et
al., 2018), como por exemplo o estudo de DA SILVA et al. (2017) que avaliou a fitotoxicidade
dos compostos isolados de Bidens sulphurea Sch. Bip. Através de um bioensaio de hidroponia.

2. HipoOteses

Extrato aquoso de folha de L. aurea tem compostos secundarios com fitotoxicidade
capaz de inibir o crescimento de gramineas exdticas invasoras e plantas daninhas podendo ser

usado como bioherbicida em restauracfes ecologicas e como defensivo agricola.

20



3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar a fitotoxicidade e o potencial bioherbicida de extratos de folhas de L. aurea para

o controle de gramineas exoticas invasoras do Cerrado e plantas daninhas de culturas.
3.2 Objetivos Especificos
1) Avaliar o melhor método de extracao do extrato aquoso de folhas de L. aurea;

2) Fazer o isolamento biodirigido dos compostos fitotoxicos do extrato aquoso de L.
aurea, através da avaliacdo de sua influéncia no alongamento celular de coleoptilo estiolado de

trigo; e na germinacdo e crescimento inicial da parte aérea e radicular de espécies alvo sensiveis;

3) Avaliar a fitotoxicidade da fracdo de separacdo do extrato aquoso de L. aurea com
acetato de etila em bioensaio de hidroponia nas plantas daninhas B. pilosa e C. bonariensis e as

espécies exoticas invasoras do Cerrado E. indica e P. maximum.

4) Avaliar a presenca e a natureza dos compostos secundarios fitotoxicos do extrato
aquoso de folhas de L. aurea, com potencial de ser um bioherbicida para aplicacbes como aliado

no controle de plantas daninhas em culturas e em restauracdes ecoldgicas.

5) Separar por cromatografia as moléculas de interesse fitotoxico presentes nas fragdes
de purificagdo do extrato aquoso de folhas de L. aurea e identificar por comparagdo com a
biblioteca NIST.

4. Material e Métodos

4.1 Obtencéo de material vegetal

Para o extrato aquoso, foram coletadas folhas de L. aurea no Jardim Louise Ribeiro,
jardim experimental do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, Campus Darcy
Ribeiro, com exsicata depositada no herbario da Universidade de Brasilia (UnB) sob nimero
UB 245243. Para o bioensaio de coleoptilo de trigo foram usadas sementes de trigo
(Triticum spp.), da variedade BRS 264. Nos ensaios com sementes sensiveis foram usadas
sementes de L. sativa (alface), variedade 029- Hanson crespa repolhuda; S. lycopersicum

(tomate), variedade 270 — San Marzano; Allium schoenoprasum L. (cebolinha), e Nasturtium
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officinale (agrido), variedade Agrido do Seco Topazio Berro-Cress, da marca Feltrin sementes.
Para o bioensaio de hidroponia foram usadas sementes de espécies exoticas invasoras: Panicum
maximum (Syn. Megathyrsus maximus) cv. Mombaca (capim-colonido) e Eleusine indica (L.)
Gaertn. (capim-pé-de-galinha) e espécies daninhas alvos: Bidens pilosa L (picdo-preto)
compradas com o fornecedor Agrocosmo sementes; e sementes de Conyza bonariensis
(L.) Cronquist (buva), produzidas em sala de crescimento em laboratério partindo de exemplar

coletado e exsicata depositada no herbario da UnB sob nimero UB 245244,

Os experimentos foram feitos no laboratério de Alelopatia Gui Ferreira do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro

4.2 Producao de extrato das folhas de L. aurea

As folhas coletadas foram secas em estufa de circulacdo de ar forgado a 50 °C por 24 hs
e trituradas em liquidificador doméstico. Para o extrato aquoso, o material vegetal foi extraido
com agua a 10% p/v, com auxilio de banho de ultrassom, que tem sido utilizado para extracdo
de compostos organicos como um método rapido e eficiente (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE
CASTRO, 2003; MATSUMOTO et al., 2014), depois filtrado a vacuo e utilizado nos ensaios
fitoquimicos preliminares; no fracionamento com acetato de etila e purificacdo por extracao por
fase solida (SPE); nos bioensaios de coledptilo de trigo e com as sementes padrdo, e na
cromatografia de camada delgada.

Foi realizada cromatografia de camada delgada, sendo a fase fixa uma placa DC-
Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV 254 de 0,20 mm de silica gel, com 5 cm de altura para

a eluicao.

A fase movel foi constituida de solugdo de 50% de Hexano e 50% de Acetona, € 0
extrato para analise foi preparado com a folha seca triturada e acetona. A placa foi observada
em luz UV a 254 nm e 365 nm e depois reveladas em banho de Oleum (200 ml de 4gua destilada,

10 ml de 4cido sulftrico e 40 ml de acido acético) e queimadas a 180°C com um aquecedor.
4.3 Extragéo acida de folhas de L. aurea

Com a finalidade de testar o rendimento da extracdo aquosa de folhas de L. aurea, foram
feitas extracGes &cidas utilizando solu¢Ges com diferentes combinacGes de metanol e acido

acético, de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1. Solucdes utilizadas para as extragcOes aquosas de folhas de L. aurea e as
respectivas concentragdes de dgua destilada, metanol e &cido acético.

Extrac&o H20 MeOH Acido acético
El 100% - -
E2 95% - 5%
E3 80% 20% -
E4 5% 20% 5%

As folhas de L. aurea foram trituradas e secas em estufa e realizadas as extragdes com
as solucdes E1, E2, E3 e E4, a 10% p/v, 4 g de folhas para 40 mL das solucdes, levadas ao

ultrassom por 15 minutos e filtradas a vacuo.

Com estas extracOes foi feita a separacdo com acetato de etila como no item 4.4 dos
materiais e métodos, e as fracdes do acetato de etila foram secas em rotoevaporador em baldes

tarados e pesadas para verificacdo do rendimento.

Foi realizada cromatografia de camada delgada, sendo a fase fixa uma placa DC-
Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV 254 de 0,20 mm de silica gel, com 5 cm de altura para
a eluicdo e a fase mdvel foi constituida de solugdo de 5% de metanol, 95% de cloroférmio. Em
seguida foi pesado 9,8 mg de cada fracdo seca (E1, E2, E3 e E4), e solubilizadas em metanol.
A placa foi observada em luz UV a 254 nm e 365 nm e depois reveladas em banho de Oleum
(200 ml de &gua destilada, 10 mL de &cido sulfurico e 40 mL de &cido acético) e queimadas a

180°C com um aquecedor.
4.4 Fracionamento do extrato aquoso bruto de folhas de L. aurea

Foi realizado um fracionamento do extrato aquoso de folhas de L. aurea utilizando
acetato de etila para separacdo dos compostos mais apolares (Figura 3). Foi utilizado o extrato
aquoso obtido na extragdo acida com maior rendimento (E4), adicionando acetato de etila em
um funil de separagéo, recolhendo as fases separadas nas fragdes: do acetato de etila (Fac) e da
parte aquosa (Faq). A fracdo Fac foi recolhida enquanto a fracdo aquosa foi extraida com mais
acetato de etila por mais 3 vezes até a coloracao da fracdo estar mais clara. Todas as porcdes de
Fac foram secas em rotoevaporador, e a fragdo Faq foi levado ao Speed Vac em tubos Falcons
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de 15 mL para evaporacdo de restos de acetato de etila, e depois congelado e levado ao
liofilizador. Com estas duas fracBes (Fac e Faq) foram realizados bioensaios de coledptilo

estiolado de trigo.

[ Isolamento biodirigido ]

Fracnonamento —
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Figura 3. Esquema do isolamento biodirigido com o fracionamento do extrato aquoso de folhas de L.
aurea com acetato de etila e posterior fracionamento com SPE/CL18, as fragdes separadas e feito o bioensaio de

coledptilo estiolado de trigo.

Como a fracdo do acetato de etila (Fac) foi a que teve resultados significativos de
inibicdo no bioensaio de coledptilo estiolado de trigo, foi realizada cromatografia de camada
delgada, sendo a fase fixa uma placa DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV 254 de 0,20
mm de silica gel, com 5 cm de altura para a eluicdo e a fase mdvel foi constituida de solucédo
de 50% de Hexano e 50% de acetato de etila, e a fracdo Fac seca para analise foi preparada com
acetato de etila. A placa foi observada em luz UV a 254 nm e 365nm e depois reveladas em
banho de Oleum (200 mL de agua destilada, 10 mL de acido sulfurico e 40 mL de acido acético)

e queimadas a 180°C com um aquecedor.

4.5 Purificacdo do extrato de folhas de L. aurea por extracdo em cromatografia de fase
solida (SPE)

Para purificacdo da fracdo de acetato de etila (Fac) do extrato de folha de L. aurea foi
feita a separagdo utilizando extracdo em fase solida (SPE) de fase reversa CL 18 STRATA-X

de 500mg, com ajuda de um coletor a vacuo (Vacuum Manifold), e solu¢Bes em diferentes
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concentracOes de Metanol, 4gua destilada e diclorometano como fase mével de acordo com a
Tabela 2.

Tabela 2. Soluc@es utilizadas para a purificacio por SPE da fragdo do acetato de etila (Fac) do extrato de

folhas de L. aurea e as respectivas concentracfes de metanol, agua destilada e diclorometano.

Solugdes Metanol H20 Diclorometano
F1 50% 50% -
F2 80% 20% -
F3 100% - -
F4 - - 100%

Foi utilizado aproximadamente 120 mg da fragdo da separagdo com o acetato de etila
(Fac) seca, 3 ml de metanol e 3 ml de agua destilada para solubilizacdo da amostra, e duas

colunas de SPE.

As colunas de SPE foram ativadas com 10 mL de metanol e posteriormente com 10 mL
de agua destilada. Depois foram passadas as amostras de Fac pelas colunas e as solugdes F1,
F2, F3 e F4 foram obtidas separadamente. Apds, estas fracdes foram levadas ao Speed Vac para

secagem do solvente e, posteriormente, avaliadas no bioensaio de coledptilo estiolado de trigo.

Foi realizada cromatografia de coluna delgada, sendo a fase fixa uma placa DC-
Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV 254 de 0,20 mm de silica gel, com 5 cm de altura para
a eluicdo e a fase maével foi constituida de solucdo de 70% de hexano e 30% de acetona. Em
seguida foi pesado 9,8 mg de cada fracdo seca (F1, F2, F3 e F4), e solubilizadas 4 gotas de
metanol e acrescentado acetona. A placa foi observada em luz UV a 254 nm e 365 nm e depois
reveladas em banho de Oleum (200 mL de agua destilada, 10 mL de acido sulfarico e 40 mL

de 4cido acético) e queimadas a 180°C com um aquecedor.

Os resultados do bioensaio de coleoptilo de trigo indicaram a F1 tendo maior
bioatividade de inibigdo de crescimento. Sendo assim, uma purificacdo desta fracdo também
utilizando coluna de SPE de fase reversa CL 18 STRATA-X de 500mg, e solugdes em
diferentes concentracdes de Metanol e agua destilada como fase mével, de acordo com a Tabela
3.
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Tabela 3. Solugdes utilizadas para a purificacdo por SPE da fracdo F1 e as respectivas concentracdes de

metanol, agua destilada e diclorometano.

Solugdes Metanol H20
K1 - 100%
K2 10% 90%
K3 20% 80%
K4 30% 70%
K5 40% 60%

Foram utilizados aproximadamente 30 mg da fracdo F1 seca, e foi diluida em 2 mL de
agua destilada e levada ao ultrassom por 40 minutos e ao vortex para ajudar na solubilizacéo.

A coluna de SPE foi ativada com 10 mL de Metanol e posteriormente com 10 mL de
agua destilada. Depois a amostra de F1 foi passada pela coluna e em seguida foram passadas as
solugdes K1, K2, K3, K4 e K5, sendo recolhidas as fracGes separadamente. Apos, estas fraces

foram levadas ao Speed Vac para secagem do solvente e liofilizadas para secagem da agua.

Para as frag0es que obtiveram maior rendimento, K3, K4 e K5, foi realizada
cromatografia de coluna delgada, sendo a fase fixa uma placa DC-Fertigfolien ALUGRAM
Xtra SIL G/UV 254 de 0,20 mm de silica gel, com 5 cm de altura para a eluicdo e a fase movel
foi constituida de solucdo de 5% de metanol, 95% de cloroférmio e duas gotas de acido acético.
Em seguida foi pesado 9,8 mg de cada fracdo seca (K3, K4 e K5), e solubilizadas em metanol.
A placa foi observada em luz UV a 254 nm e 365nm e depois reveladas em banho de Oleum e

queimadas a 180°C com um aquecedor.

Foi calculado o rendimento em porcentagem da fracdo F1 obtida da purificacdo da
fracdo Fac, e das fragdes K3, K4 e K5, obtidas da purificacao da fracéo F1.

4.6 Bioensaio de coledptilo de trigo

Foram feitos bioensaios para testar a influéncia das amostras no crescimento de
coledptilo estiolado de trigo conforme MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO (2000).
Foram analisadas as seguintes amostras: extrato aquoso bruto de L. aurea (Eb); fracdo aquosa
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(Faq) e fracdo do acetato de etila (Fac); fragdes F1, F2, F3 e F4 da separacdo por SPE da fracéo
do acetato de etila (Fac); do glifosato (granulo dispersivel em dgua — Round up® WG 750)

como controle positivo; e das fragdes K3, K4 e K5 da separacdo por SPE da fracdo F1.

Foram germinadas sementes de trigo, em caixas Gerbox com papel filtro e 15 ml de
agua destilada, em camara escura com temperatura média de 26°C por 4 dias (HANCOCK;
BARLOW; LACEY, 1964). Ap6s germinadas, em uma sala escura sob luz verde para evitar o
crescimento dos coledptilos, com uma guilhotina VVan der Wij com papel filtro umedecido, foi
cortado 4mm dos coledptilos a uma distancia de 2mm da zona apical, sendo depositados em
uma placa de Petri com agua destilada para que ndo desidratem e foram utilizados no bioensaio
(NITSCH; NITSCH, 1956).

Foi feito um tampdo misturando 2 g de sacarose com 0,29 g de fosfato de potassio
dibasico trihidratado e 0,105 g de &cido citrico e acrescentando agua Milli Q até o volume de
100 mL. Foram pesados 10 mg da amostra liofilizada, acrescentado 60uL de DMSO,
solubilizado e completado até 12 mL de tampéo, chegando a uma concentracdo de 800 ppm.
Em seguida foram feitas diluicdes seriadas para as concentracdes de 400 e 200 ppm
respectivamente. Em tubos de ensaio foram colocados 2 mL da amostra preparada com o
tampado nas concentracdes de 800, 400 e 200 ppm, com trés repeticdes cada, e cinco coledptilos
de trigo cortados anteriormente em cada tubo. O controle foi feito com o tamp&o mais DMSO
a 5uL/mL, também com trés repeticdes, e cinco coledptilos em cada tubo. Foi feito um controle
positivo com o herbicida glifosato nas concentracGes de 800, 400 e 200 ppm, no mesmo
delineamento do extrato. Os tubos foram tapados e levados a um rotor e envolvido com papel
aluminio, com rotacao de 6 rpm durante 24 horas a 25°C. Ap0s as 24 horas, os coledptilos foram
retirados dos tubos, secados e colocados em uma planilha numerada em funcédo da amostra e
concentracdo do mesmo (Figura 4). Foram realizadas fotos, transferindo-as ao computador
para serem analisadas pelo programa ImageJ®. Neste programa foram medidos o comprimento
dos coleoptilos em milimetros e depois calculadas a porcentagem de atividade dos tratamentos

em relacédo ao controle de acordo com a férmula abaixo:
% inibicdo = [(XT - XC) / XC] x 100%

Onde XT é a média de alongamento dos tratamentos e XC a média de alongamento do
controle. Os resultados foram expressos em relagdo ao controle negativo (branco) e mostrados

em gréafico de barras, com o valor “0” representando o controle. VValores positivos representam
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estimulagdo dos pardmetros medidos e valores negativos inibi¢do. Foi feito o teste t de Student
a 5% de significancia para a diferenca entre 0 comprimento dos coledptilos. Foi feito também
a analise de Concentracéo Inibitdria 50%, ou IC 50, no programa Prism 7.0, que € uma medida
utilizada para indicar a quantidade de uma substancia necessaria para reduzir em 50% a
atividade de inibigdo. Em geral, quanto menor o valor de 1C50, maior é a poténcia do inibidor,
pois é necessaria uma menor concentracao para obter o efeito desejado.
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Figura 4. Planilha com os coledptilos apds bioensaio.

4.7 Bioensaio de fitotoxicidade com sementes padrao.

Ap06s o bioensaio com coledptilos, foram selecionadas trés fracdes para o teste de
fitotoxicidade em sementes:: Fac, F1, K5, que foram comparados ao controle positivo glifosato
- Glif (granulo dispersivel em agua — Round up® WG 750) e ao controle com tampao MES e
DMSO a 5uL/mL, em quatro espécies alvo, L. sativa (alface), S. lycopersicum (tomate), A.
schoenoprasum (cebolinha) e N. officinale (agrido), com trés dilui¢cbes cada de 800, 400 e 200

ppm, e quatro repeticoes.

As espécies alvo avaliadas foram selecionadas por serem sensiveis e de facil aquisi¢ao
no comercio agropecuério. Foram colocadas 20 sementes em cada placa de Petri de 50mm de
diametro com papel filtro, e 1 mL de extrato nas concentragdes de 800, 400 e 200 ppm e controle
com tampao MES (1,95g de tampédo MES, mais 5 mL de NaOH 1N, para o volume de 1L de
agua Milli Q, mais DMSO a 5uL/mL, com quatro repetigdes por tratamento, controle e espécie
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alvo. As placas foram seladas com papel filme de pvc e colocadas em sala de germinagéo no
escuro a temperatura aproximada de 25°C. Ao término do bioensaio, aos 4 dias para o agrido e
aos 6 dias para as outras espécies, as placas foram colocadas em congelador. No dia seguinte
foram retiradas do congelador, deixando descongelar por uns 10 minutos e adicionando

algumas gotas de &gua destilada para facilitar a remoc¢éo das plantulas para medicao.

Foram contadas as sementes germinadas, feitas fotos com as plantulas esticadas em uma
base com régua para calibracdo, como na figura 5, e medido o comprimento da parte aérea e
radicular das que tiveram crescimento, pelo programa ImageJ®. Foram consideradas como
sementes germinadas as que tiverem emissao de radicula de pelo menos 2mm, de acordo com

a definigdo de germinacéo da biologia.
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Figura 5. Foto para medicéo pelo ImageJ® do controle branco do tomate (S. lycopersicum) do bioensaio

de sementes alvo padréo.

Foi avaliado a porcentagem de bioatividade na germinacdo, na parte aérea e na raiz, dos
tratamentos em relacdo ao controle negativo, e feito teste de Welch para a significancia dos
resultados. O nivel de atividade foi expresso em porcentagem de inibicdo segundo a formula

abaixo:
% inibicdo = [(XT - XC) / XC] x 100%

Onde XT é a média de alongamento dos tratamentos e XC a média de alongamento do
controle. Os resultados serdo expressos em relacdo ao controle negativo (branco) e mostrados
em grafico de barras, com o valor “0” representando o controle. Valores positivos representam

estimulagdo dos pardmetros medidos e valores negativos inibicao.
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4.8 Bioensaio de hidroponia

O bioensaio de hidroponia foi feito de acordo com DA SILVA et al. (2017), com
algumas adequacOes. Foram previamente semeadas as espécies de monocotiled6neas: P.
maximum e E. indica, e de eudicotiledéneas B. pilosa e C. bonariensis, em bandejas de plastico
com substrato Bioplant®, acondicionadas em sala de crescimento a 26°C com fotoperiodo de
12 horas. Apo6s duas semanas foram selecionadas plantulas sadias e transplantadas para
sementeiras individuas com substrato Bioplant® nas mesmas condi¢des anteriores. Apos trinta
dias da emergéncia as plantas foram transferidas para potes de vidro contendo as solucdes
avaliadas em suas concentracGes apropriadas. Foram avaliados o Glifosato (granulo dispersivel
em &gua — Round up® WG 750) como controle positivo e a fracdo Fac obtida pela separacdo
por acetato de etila do extrato aquoso de folhas de L. aurea, ambos nas concentracdes de 800,
400 e 200 ppm. As solucBes foram preparadas diluindo os compostos em meio de cultura
Murashige e Skoog Medium (M&S) com 1/3 da forga idnica e DMSO a 5uL/mL. Como
controle foi utilizado a solugéo de Murashige e Skoog Medium (M&S) com 1/3 da forga ibnica
e DMSO a 5uL/mL. Foram usados potes de vidro com 6 cm de didametro e 12 cm de altura
envolvidos externamente em papel aluminio até a altura de preenchimento do substrato. Como
substrato foi utilizado 75 g de esferas de vidro de 3 mm de diametro e adicionados 20 mL da
solucdo a ser analisada por pote. Os potes com as espécies de eudicotileddneas foram cobertos
com papel filme plastico para que a evapotranspiracdo fosse menor evitando a embolia. Cada
pote com a planta representa uma unidade de amostra. O experimento foi conduzido por 15 dias
em sala de crescimento a 26 °C, com fotoperiodo de 12 horas. As amostras foram monitoradas
a cada dois dias e adicionada solucéo controle a fim de manter o nivel da solugdo constante.
Seis dias apés o inicio do experimento a forca iénica da solucdo nutriente foi aumentada em
10% para ajustar as necessidades do desenvolvimento da planta. Quinze dias apds o inicio do
experimento, este foi desmontado e avaliado o efeito fitotoxico nas plantas de acordo com a
escala proposta pela Sociedade Europeia de pesquisas em plantas daninhas (European Weed
Research Society -EWR) (DEAR et al., 2003; MONTEON-OJEDA et al., 2020; MORALES et
al., 2024) (Tabela 4). Foi feita regressédo linear dos dados obtidos e ANOVA a 5% de

significancia.
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Tabela 4. Escala de classificacdo da Sociedade Europeia de Pesquisa de Ervas Daninhas (EWRS) usada

para pontuar a eficacia do controle das espécies daninhas no bioensaio de hidroponia.

indice Efeito Fitotoxico % de Fitotoxicidade

1 Completamente morta 100%

2 Controle muito bom 99,9 — 98%
3 Controle bom 97,9 - 95%
4 controle praticamente suficiente 94,9 - 90%
5 controle moderado 89,9 - 82%
6 controle regular 81,9 -70%
7 controle pobre 69,9 — 55%
8 controle muito pobre 54,9 - 30%
9 sem efeito 29,9 - 0%

4.9 Ensaios fitoquimicos preliminares do extrato aquoso de folhas de L. aurea.

A andlise fitoquimica preliminar foi feita para identificar a presenca de saponinas, fendis
e taninos, alcaloides e terpenoides de acordo com Barbosa (2004). As folhas coletadas foram
secas em estufa de circulacdo de ar forcado a 50 °C por 24hs e trituradas em liquidificador
doméstico. Foi feito o extrato aquoso de L. aurea, extraindo com agua a 10% p/v com auxilio
de banho de ultrassom, que tem sido utilizado para extracdo de compostos organicos como um
método rapido e eficiente (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003; MATSUMOTO
et al., 2014), foi congelado e seco em liofilizador por 24 horas. Depois dissolveu-se um pouco
do conteudo liofilizado do extrato de folhas de L. aurea em 8 ml de agua destilada e dividido

em quatro fracGes em tubos de ensaio.
4.9.1 Saponinas

Em uma das quatro fragOes do extrato, o tubo de ensaio foi agitado vigorosamente
durante 2 minutos. O resultado é positivo para saponina se a camada de espuma permanecer

estavel por mais de meia hora.
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4.9.2 Fenobis e Taninos

Em outra fracdo foi adicionado duas gotas de solucdo alcodlica de cloreto férrico
(FeClI3) a 1%. A mudanca na coloracao ou formacao de precipitado é resultado positivo. Uma
coloracdo entre o azul e o vermelho, no inicio, é indicativo da presenca de fendis. Um
precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde, presenca de taninos catéquicos.

A analise de fenois e taninos também foi realizada nas fra¢bes F1, K3, K4 e K5 de cordo
com WAGNER; BLADT, 1996. Foi realizada cromatografia de camada delgada destas fracdes,
sendo a fase fixa uma placa DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV 254 de 0,20 mm de
silica gel, com 5 cm de altura para a eluicdo e a fase movel foi constituida de solucdo de 5% de
metanol, 95% de cloroférmio. Apds a corrida na placa, essa foi imersa na solugéo de cloreto

férrico a 1%, retirada, deixada secar e analisada de acordo com a coloracéo acima descrita.
4.9.3 Alcaloides

Em outra fracdo foi adicionado gotas do reativo de Dragendorff, uma solucédo de 0,859
de nitrato de bismuto em 10mL de acido acético e 40mL de &gua destilada (solucdo A),
misturada com uma solucéo de 8g de iodeto de potassio e 30mL de agua destilada (solucédo B),
em uma proporc¢do de 1:1 da solugcdo A com a solucdo B. O aparecimento de precipitado
vermelho-tijolo é indicativo da presenca de alcaloides e compostos nitrogenados heterociclicos.

Também foi realizada analise de alcaloides nas fragfes F1, K3, K4 e K5 de cordo com
WAGNER; BLADT, 1996. Foi realizada cromatografia de camada delgada destas fracdes,
sendo a fase fixa uma placa DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV 254 de 0,20 mm de
silica gel, com 5 cm de altura para a eluicdo e a fase movel foi constituida de solucdo de 5% de
metanol, 95% de cloroférmio. Apds a corrida na placa, essa foi imersa na solucdo do reativo

Dragendorff, retirada, seca e analisada de acordo com a formacéo do precipitado descrito acima.
4.9.4 Terpenoides

Foi preparado o reativo de anisaldeido, uma solugdo com 85 mL de metanol, 10 ml de
acido acético, 0,5 mL de anisaldeido e 5 mL de acido sulfdrico. Em outra fragéo do extrato foi

adicionado algumas gotas desta solu¢do. Havendo as cores do vermelho ao violeta, indicam
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resultado positivo. Esta anélise detecta terpenoides, propilpropanoides, principios pungentes e

amargos e saponinas.

A analise de terpenoides também foi realizada nas fracdes F1, K3, K4 e K5 de acordo
com WAGNER; BLADT, 1996. Foi realizada cromatografia de camada delgada destas fracdes,
sendo a fase fixa uma placa DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV 254 de 0,20 mm de
silica gel, com 5 cm de altura para a eluicdo e a fase movel foi constituida de solucdo de 5% de
metanol, 95% de cloroformio. Apos a corrida na placa, essa foi imersa na solucéo do reativo de

anisaldeido, retirada, seca e analisada de cordo com a variacéo de cores descritas acima.

Os resultados do extrato aquoso bruto de L. aurea foram expressos em forma de
presenca (+), e auséncia (-). E a intensidade de acordo com a representacdo: muito intenso:
++++, intenso: +++, moderado: ++, leve: +, e ausente: -. Os resultados nas fracbes F1, K3, K4

e K5 foram expressos também nas bandas da CCD (cromatografia de camada delgada).
4.10. Anélises instrumentais
4.10.1. Preparo e analise das amostras para o GC-MS

Um dos métodos utilizados para analisar 0s compostos presentes nas amostras que
mostraram potencial fitotoxico, F1, K3, K4 e K5, foi a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (CG - EM), que diferencia compostos volateis baseado em volatilidade
e polaridade (VEYEL et al., 2014).

Para preparar as amostras, foi pesado 1 mg de cada amostra F1, K3, K4 e K5 em
eppendorf, com duplicata, e seca em speedvac por 20 min a 40° C. Apo6s secagem foram
adicionados 40 pL de piridina e levado a um agitador térmico por 30 minutos a 37° C. Depois
foram adicionados 70 pL de N-metil-N (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MTSFA) e levados a
mais 30 minutos ao agitador térmico a 37° C, e por Ultimo sendo centrifugado por 5 minutos
para decantar particulas que ndo tenham se solubilizado, e o sobrenadante foi transferido para
os vials e utilizado para analise. Foi utilizado 100 pL de acetato de etila como teste branco

tambem em duplicata.

As amostras foram analisadas em um cromatografo Agilent CG-EM (Agilent
Tecchnologies 7820A GC System e 5975 Series MSD) com coluna capilar de silica HP-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 mm de espessura do filme), e 0s seguintes parametros de inje¢do: 1 puL
da amostra a 230 °C foi injetada no modo Split (30:1) utilizando como carreador o gas helio
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com fluxo de 0,6 mL min-1. Esta taxa de fluxo foi mantida constante com o controle eletronico
de pressdo. Os seguintes parametros cromatograficos foram utilizados: Iniciou-se com a
temperatura do programa em 80 °C por 2 min, seguido de um aumento de 7 °C min-1 até
alcancar a temperatura de 330 °C mantendo nessa temperatura por 6 min. Os parametros da
espectrometria de massas foram: A faixa de massa foi de m/z 70 para m/z 600, a corrente de
polarizacéo do filamento foi de -70 V, e o detector de voltagem foi de aproximadamente 1700-
1850 V. A biblioteca NIST foi utilizada para identificacdo dos compostos detectados por
comparagdo. Os cromatogramas obtidos foram alinhados utilizando o software MetAlign 3.0
(LOMMEN, 2009) e os dados alinhados foram analisados utilizando a plataforma
MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca/).

5. Resultados e Discussao

5.1 Extracgéo &cida de folhas de L. aurea.

A extracdo acida E4 (75% agua destilada, 20% metanol e 5% é&cido acético) foi a que
obteve maior rendimento, de 3,015% de extrato seco em relacédo ao peso de folha seca triturada

de L. aurea, usada no extrato (Tabela 5).

Tabela 5. Rendimento das extragdes acidas E1, E2, E3 e E4 de extrato de folhas de L. aurea.

Extracéo Rendimento (%)
El 1,035
E2 1,478
E3 1,723
E4 3,015

A extracdo acida é uma técnica utilizada em quimica analitica e quimica organica com
a finalidade de separar e purificar substancias com base nas propriedades acido-base. O
aumento de rendimento em uma extracao baseada em alteracdo do pH da extracdo aquosa se da
devido ao aumento da solubilidade de alguns grupos seletivos de metabdlitos secundarios
(SEIDEL, 2005), devido a capacidade de uma substancia alvo se ligar fortemente ao agente
extrator acido, por exemplo, aumentando assim sua eficiéncia de recuperacdo, o que também
foi observado na extracdo de L. aurea. Com este resultado, nas préximas extracdes foi feita a
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extragdo aquosa com a ajuda do metanol e &cido acético como em E4 para ser obtido um melhor

rendimento.

A extragdo acida foi feita com intencdo de melhorar o rendimento da extracdo aquosa
de folhas de L. aurea. Nas analises de CCD das extracdes acidas E1, E2, E3 e E4 (Tabela 1),
foi verificado bandas mais expressivas em E2 e E4, onde foi usado 5% de &cido acético na
solucdo da extracdo, sendo mais expressiva em E4 com a combinacgdo de &cido acético com
metanol na extracdo, o que corrobora com o maior rendimento obtido (Figura 6). Esta banda
também aparece na CCD das fracGes Fac e F1 como uma banda marrom apos revelagdo e com
coloracdo azul/violeta sob luz UV de 365 nm (Figuras 9 e 10). A extracdo acida aumenta o

rendimento preservando os produtos.

Figura 6. Cromatografia de camada delgada das extracdes acidas E1, E2, E3 e E4 de folhas de L. aurea,
como fase mdvel uma solugdo de 5% de metanol e 95% de cloroformio. Em a: E1, E2, E3 e E4 da esquerda para
a direita respectivamente, apds revelagdo em Oleum; b: E1, E2, E3 e E4 da esquerda para a direita respectivamente,
exposto a luz UV 254 nm; c: E1, E2, E3 e E4 da esquerda para a direita respectivamente, exposto a luz UV 365

nm.

5.2 Bioensaio de coledptilo de trigo

O extrato aquoso bruto (Eb) de L. aurea a 800 ppm apresentou uma inibigdo
significativa de -37% no crescimento do coledptilo de trigo, mas sendo menor que a inibicao
apresentada pelo glifosato, de -79%, -65%, -44%, a 800 ppm, 400 ppm e 200 ppm

respectivamente, em relagdo ao controle (Figura 7).
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Bioatividade de L. aurea em coledptilo de trigo
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Figura 7. Porcentagem de bioatividade de extrato foliares de L. aurea, das fracbes EB (extrato aquoso
bruto), FAQ (fracdo aquosa da separacdo com acetato de etila), FAC (fracdo do acetato de etila), F1, F2, F3 e F4
da fracdo do acetato de etila (FAC), e do Glifosato (GLF, controle positivo) em coledptilos estiolados de trigo, em

relacdo ao controle, nas concentragdes de 800, 400 e 200 ppm. SignificAncia: a=p <0,01 e b=0,01 <p <0,05.

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina), é usado como controle positivo por ser um
herbicida ndo-seletivo, sistémico, pds-emergente, representa 60% do mercado mundial de
herbicidas ndo seletivos (DE AMARANTE JUNIOR et al., 2002), e foi escolhido como controle
positivo pois ja € usado em areas de restauracao ecoldgica no controle das gramineas exoticas
invasoras (CASTILLIONI, 2015; MANTOANI; TOREZAN, 2016; MARTINS, 2011;
SANTOS et al., 2020), também na agricultura no controle das plantas daninhas, ja apresentando
resisténcia em algumas dessas (SCHUTTE et al., 2017; SOUZA BARROS et al., 2021).

Na CCD do extrato aquoso bruto (Eb) de L. aurea mostra 6 faixas mais definidas mais
acima na placa de silica, nos indicando que os componentes da amostra podem ser mais apolares
pois tiveram mais afinidade com o solvente utilizado na fase moével (50% acetona / 50%
hexano). A faixa que mostra fluorescéncia rosa em UV 254 nm provavelmente é clorofila
(Figura 8).
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Figura 8. Cromatografia de coluna delgada do extrato aquosos bruto (Eb) de folhas de L. aurea, usando
como fase mével uma solucdo de 50% acetona e 50% hexano. a: ap6s revelacdo em Oleum; b: exposto a luz UV

254 nm; c: exposto a luz UV 365 nm.

Apbs extracdo do extrato aquoso bruto de L. aurea com o acetato de etila para a
separacdo dos compostos apolares dos polares, verificou-se que o composto secundario ativo
estd na porcdo do acetato de etila (Fac), mais apolar, pois essa fragdo mostrou inibicdo do
crescimento de coledptilo de trigo de -80%, -59%, -35%, a 800 ppm, 400 ppm e 200 ppm
respectivamente, em relacdo ao controle, com valores muito parecidos com os do glifosato
(Figura 7).

Na CCD da fragéo do acetato de etila (Fac) da separacdo por acetato de etila do extrato
aquoso bruto de L. aurea, observa-se uma grande faixa marrom, que aparece com fluorescéncia
azul arroxeado em UV 365 nm, na parte mais baixa da placa de silica, nos mostrando que este
componente da amostra € mais polar tendo mais afinidade com a fase estacionaria de silica
(Figura 9). Percebe-se também que este componente da amostra é abundante podendo ser o
componente responsavel pela bioatividade verificada no bioensaio de coleoptilo estiolado de

trigo (Figura 7).

37



Sozfdelo /x|

Figura 9. Cromatografia de coluna delgada da fragéo do acetato de etila (Fac) do extrato aquosos de folhas
de L. aurea, como fase mével uma solucdo de 50% acetato de etila e 50% hexano. a: apés revelagdo em Oleum;
b: exposto a luz UV 254 nm; c: exposto a luz UV 365 nm.

Assim, desta fracdo (Fac) foi feita a purificacdo por SPE originando as fracdes F1, F2,
F3 e F4 (Tabela 2), que ao analisadas pelo bioensaio de coledptilo de trigo verificou-se que as
fragdes F1 e F2 foram as que apresentaram maior inibi¢do de crescimento, sendo F1 com mais
inibicdo até que o glifosato, de -93%, -90%, - 86%, a 800 ppm, 400 ppm e 200 ppm
respectivamente, em relagdo ao controle (Figura 7), nos mostrando que o composto ativo é
mais polar, mesmo dentro da fase mais apolar do acetato de etila, pois foi extraido na SPE em
50% de agua e 50% de metanol (F1).

Na CCD das fragOes F1, F2, F3 e F4 verificou-se uma banda maior em F1 e em Fac (na
figura 10 representada como B), mostrando coloragdo marrom apds revelagdo com Oleum, e a

cor azul/violeta sob luz UV de 365 nm (Figura 10).
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Figura 10. Cromatografia de camada delgada das fracdes F1, F2, F3, F4 e da fracdo do acetato de etila
(Fac, representada na figura como B) do extrato aquosos de folhas de L. aurea. Como fase moével uma solucéo de
30% de acetona e 70% hexano. a: F1, F2, F3, F4 e fracdo do acetato de etila (Fac) da esquerda para a direita
respectivamente, ap0s revelacdo em Oleum; b: F1, F2, F3, F4 e fracdo do acetato de etila (Fac) da esquerda para a
direita respectivamente, exposto a luz UV 254 nm; c: F1, F2, F3, F4 e fragdo do acetato de etila (Fac) da esquerda

para a direita respectivamente, exposto a luz UV 365 nm.

Esta fluorescéncia azul/violeta observada pode indicar a presenca de alcaloides, pois
esses apresentam fluorescéncia azul/violeta em luz UV de 365 nm (WAGNER; BLADT, 1996).
Os alcaloides sdo comumente encontrados na familia das Asteraceae (AGUILERA; MEIRA;
FERREIRA, 2004; PATACCI et al., 2012; RIBEIRO; SILVA; CASTRO, 2010), como, por
exemplo, em Vernonia amygdalina (ALARA et al., 2019).

Apos verificada a maior atividade em F1, essa foi purificada originando as fragbes K1,
K2, K3, K4 e K5 (Tabela 3), onde foi obtido nas fragdes K3, K4 e K5 um sdlido branco em
grande quantidade (Figura 11).

Figura 11. Sélido branco nas frages K3, K4 e K5 obtidas na purificacdo por SPE da fracdo F1.
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As fragbes K3, K4 e K5 foram analisadas pelo bioensaio de cole6ptilo de trigo pois
tiveram maior rendimento, e foi verificado atividade de inibi¢do do crescimento do coleoptilo
semelhante entre elas e em comparacdo com o Glifosato, e uma atividade maior que na fragdo

F1 que é a fracdo originaria destas (Figura 12).

Bioatividade das Fra¢cdes de extrato de L. aurea
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Figura 12. Porcentagem de bioatividade de extrato foliares de L. aurea, das fracGes F1 (fracdo mais
bioativa de FAC), K3, K4 e K5 (fragdes com maior rendimento a partir da F1) e do Glifosato (GLIF, controle
positivo) em coledptilos estiolados de trigo, em relagdo ao controle, nas concentragfes de 800, 400 e 200 ppm.
Significancia;: a=p<0,01eb=0,01<p<0,05.

Na CCD dessas fragdes mostram em K3, K4 e K5 uma banda marrom no alto da placa
de silica (Figura 13), como nas outras bandas em Fac e F1 (Figuras 9 e 10), pois séo as fracGes
que tiveram maior rendimento visualmente (Figura 11), e apresentam esta mesma faixa
marrom escura maior como nas outras fragfes (Fac e F1) (Figuras 9 e 10) que mostraram alta

bioatividade de inibicdo nos coledptilos de trigo (Figura 7).
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Figura 13. Cromatografia de coluna delgada das fragdes K3, K4 e K5 da fracdo F1 do acetato de etila
(Fac) do extrato aquosos de folhas de L. aurea, como fase mdvel uma solucdo de 5% de metanol e 95% de

cloroférmio, apés revelagdo em Oleum.

A Tabela 6 mostra o rendimento obtido na fragdo F1, e nas fragdes K3, K4 e K5
resultantes da posterior purificacdo por SPE de F1. Percebe-se aqui o baixo rendimento das
fracdes purificadas (K3, K5 e K5), o que é uma desvantagem da obtencdo de compostos
fitotoxicos com potencial bioherbicida por extracdo natural de plantas, comparando-se com a
sintese quimica (SOLTYS et al., 2013).

O IC50de K4 e K5 (125.5 e 129 respectivamente) sdo menores que o IC 50 do Glifosato
(140,3), mostrando que seriam necessarias menores concentracfes destas sub-fracdes que do

Glifosato, para obter o efeito de inibicdo desejado (Tabela 6).

Tabela 6. Rendimento em porcentagem das fragdes e IC 50 de F1, K3, K4, K5 e do Glifosato.

Fracoes Rendimento (%) IC 50
F1 61,25 2629
K3 14,78 147,5
K4 15,11 125,5
K5 17,25 129

Glif - 140,3

5.3 Bioensaio de fitotoxicidade com sementes padréao.

Para este bioensaio, foram testadas as fragdes Fac, F1 e K5. A sub-fracdo K5 foi

selecionada para dar continuidade com os bioensaios em detrimento de K3 e K4 devido ao
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maior rendimento e o IC 50 ser menor que o do Glifosato (Tabela 6). Observou-se no bioensaio
de sementes uma diferenca de resposta entre as espécies alvo utilizadas. No alface tratado com
as fracbes do extrato de L. aurea (Fac, F1 e K5) observou-se uma pequena estimulacdo do
crescimento na parte aérea e radicular, e uma inibicao (-26%) na parte radicular com a fracédo
K5 a 800 ppm. No agrido o tratamento com Fac, F1 e K5 estimulou o crescimento um pouco
mais significativo na parte aérea (Figura 14). No tomate observou-se alguma inibi¢do do
crescimento, mas com significancia somente na parte aérea (-20%) e na radicula (-30%) tratado
com Fac a 800 ppm. Havendo também algum estimulo na germinagdo, mas sem significancia,
e estimulo na parte aérea (28%) tratado com K5 a 200 ppm (Figura 14). J& na cebolinha
observou-se inibi¢do do crescimento tanto na parte aérea quanto na raiz em todos os tratamentos
menos na germinacdo. A inibicdo foi maior e mais significativa na raiz nas concentracdes de

800 ppm de todos os tratamentos, sendo maior em K5 (-60%) (Figura 14).

No controle positivo, o Glifosato, verificou-se inibicdo significativa da parte aérea e
radicular em todas as espécies alvo utilizadas, mas sem influéncia na germinacao destas, o que
era esperado pois o glifosato (N-(fosfonometil) glicina), € um herbicida ndo-seletivo, sistémico,
pos-emergente, e foi utilizado como controle positivo pois representa 60% do mercado mundial
de herbicidas ndo seletivos (DE AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Comparando a inibicéo
causada pelo Glifosato com a causada pelas fracGes de L. aurea, observou-se que foi na
cebolinha, onde o Glifosato a 800 ppm obteve 67 % de inibicdo do crescimento da raiz, que a
fracdo K5 teve efeito inibitorio de crescimento que mais se aproxima ao do Glifosato, com 60%

de inibicdo do crescimento da raiz também na concentracdo de 800 ppm.

Observou-se também que nas espécies de eudicotileddneas analisadas aqui, agrido,
tomate e alface, a bioatividade das fragdes de L. aurea n&o tiveram uma resposta regular,
apresentando algumas vezes estimulo, por exemplo no agrido e alface, e em outras, pouca
inibicdo e sem significancia, como no tomate. J& na cebolinha, uma espécie de
monocotileddnea, observou-se que a resposta as fracdes de L. aurea sdo sempre de inibicéo e
com significancia e aproximando-se do efeito do Glifosato. No bioensaio com coleoptilo de
trigo, que também é ume espécie de monocotiledénea, também foi observado uma grande
inibicdo no alongamento de coleoptilo. Esta seletividade ndo foi observada no Glifosato, que
teve efeito inibitorio no crescimento de raiz e de parte aérea em todas as espécies, tanto
monocotileddneas quanto eudicotiledéneas. Esta resposta nos mostra que L. aurea pode ter

efeito fitotdxico predominantemente em monocotileddneas, assim como um herbicida seletivo
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para gramineas, um graminicida, como por exemplo o trifluralin, pendimethalin, oryzalin,
butylate, DCPA; ou um graminicida exclusivo, que matam exclusivamente monocotiledoneas
como o fenoxaprop-p-ethyl, sethoxydim, alloxydim-sodium, dalapon, asulam, entre outros
(CARVALHO, 2013).
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Figura 14. Efeito das fracdes Fac, F1, e K5 do extrato de L. aurea e do glifosato (Glif), nas concentraces
de 200, 400 e 800 ppm, na germinagdo e crescimento de L. sativa (A), N. officinale (B), S. lycopersicum (C) e A.
schoenoprasum (D), com valores expressos em porcentagem em relacdo ao controle, e significAncia coma =p <
0,01;b=0,01 <p<0,05.

5.4 Bioensaio de hidroponia

Neste bioensaio foi avaliado o efeito da fracdo acetado de etila (fac) sobre as espécies
de plantas daninhas de cultura. Observou-se que a fracdo acetato de etila (Fac) néo teve efeito
fitotoxico (0%) em C. bonariensis em nenhuma das concentra¢des, com pontuacdo 9 de acordo
com a escala da EWRS. Em B. pilosa o efeito fitotoxico foi baixo, de 17,5% na concentracao
mais alta de 800 ppm, também com pontuacdo 9 na mesma escala. J& na espécie de
monocotileddnea P. maximum, o efeito fitotdxico foi de 62,5% na concentra¢do de 800 ppm, o

que representa na escala EWRS uma pontuacdo 7, indicando um controle pobre, chegando mais
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perto do Glifosato que obteve 80% de fitotoxicidade, pontuagdo 6, indicando um controle
regular. Em E. indica tratada com a fracdo Fac, observou-se uma inibicdo de 49% na
concentracdo de 800 ppm, com pontuacdo 8, indicando um controle muito pobre, diferente do
glifosato que nesta mesma concentracdo apresentou um controle regular de 80% com pontuacgéo
6 na escala da EWRS (Figura 15 e Figura 16).

No bioensaio de hidroponia observou-se também que a maior atividade fitotdxica de L.
aurea foi em espécies monocotiledoneas, pois em P. maximum e E. indica os indices de
fitotoxicidade de L. aurea, apresentados em forma de percentual de controle de daninhas
conforme Figura 15 e Figura 16, foram maiores que em B. pilosa e C. bonariensis, espécies
eudicotileddneas, principalmente na concentragdo mais alta, de 800 ppm. Acredita-se que em
E. indica o resultado de fitotoxicidade foi menor que o esperado, comparando com P. maximum,
sendo uma monocotiledénea também, por ter sido o Ultimo experimento a ser feito e o produto
bioativo com fitotoxicidade em Fac pode ter sido degradado por estar guardado, mesmo em
geladeira, por mais tempo. Assim, seria necessario um estudo para estipular o tempo de
degradacdo do bioativo fitotdxico presente em L. aurea, ou alguma forma de estabilizar o

composto fitotoxico.
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Figura 15. Efeito de fitotoxicidade da fracdo Fac do extrato de L. aurea e do glifosato (Glif), nas
concentragdes de 200, 400 e 800 ppm em P. maximum, E. indica, B. pilosa e C. bonariensis, no bioensaio de
hidroponia, expresso em porcentagem de dano em relagdo ao controle nas espécies testadas de acordo com a
EWRS.
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Observou-se também que o efeito do glifosato em C. bonariensis foi menor que nas

outras espécies testadas, o que de acordo com a literatura era esperado, j& que C. bonariensis ja

apresenta multiplos casos de resisténcia ao glifosato (INTERNATIONAL SURVEY OF
HERBICIDE RESISTENTE WEEDS, 2024; KASPARY et al., 2024), principalmente em sua
fase adulta, o que ndo era o caso aqui testado, que foi em seu estagio inicial vegetativo de roseta,

talvez por isso ainda sofreu o efeito fitotdxico do glifosato embora menos que nas outras

espécies.

Figura 16. Efeito de fitotoxicidade da fracdo Fac do extrato de L. aurea e do glifosato (Glif), nas

concentragfes de 800 ppm em comparagdo com o controle negativo (tampao MS) em B. pilosa (A), C. bonariensis

(B), P. maximum (C) e E. indica (D), no bioensaio de hidroponia.

Tabela 7. Resultado da Regressdo linear simples e ANOVA a 95% de confianga do bioensaio de

hidroponia com a fracdo Fac do extrato de L. aurea, e o Glifosato nas espécies P. maximum, E. indica, B. pilosa e

C. bonariensis.

Tratamento R? F valor-P Erro padrao
Glif_+ P. maximum 1 - - -
Fac + P. maximum 0,8330 54,887 1,35E-05 0,01061
Glif + Eindica 1 - - -
Fac +E. indica 0,8080 42,088 7,01E-05 0,00688
Glif_+ B. pilosa 0,7912 41,689 4,7E-05 0,02544
Fac_+ B. pilosa 0,6774 23,100 0,000548 0,00520
Glif_+ C. bonariensis 0,8104 47,022 2,74E-05 0,01832
Fac_+ C. bonariensis 1 - - -
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Os resultados da regressdo nos mostram que todos os tratamentos tiveram um R2 maior
que 0,6, com valor-P < 0,05, mostrando uma boa correlagdo entre as concentracfes. Muitos
compostos extraidos de plantas possuem correlacdo da fitotoxicidade com a concentracdo
utilizada dos mesmos, sendo dose-dependentes (ABD-ELGAWAD et al., 2021; ARAGAO;
PALMIERI; COSTA, 2015; MASUM et al., 2019). No tratamento com Glifosato em P.
maximum e E. indica, e no tratamento com Fac em C. bonariensis mesmo o R2 sendo um (1)
ndo mostra variacdo do efeito fitotoxico correlacionado com as concentragdes, pois ndo teve
variacdo do efeito fitotoxico com a concentracao, todos as réplicas tiveram o mesmo resultado
(Tabela 7).

5.5 Ensaios fitoquimicos preliminares

Nos ensaios fitoquimicos preliminares foram detectados em maior quantidade fenais,
alcaloides e taninos em menor quantidade, e sem detec¢do de terpenoides no extrato aquoso de
folhas de L. aurea, de acordo com a Tabela 8 e a Figura 17. Corroborando com esses
resultados, em outros estudos com L. aurea ja foram detectados polifendis como o 5-p-
coumaroylquinic acid, mas nao foram detectados terpenos nos testes fitoquimicos preliminares
do extrato aquoso bruto (Eb) como foi detectado o glaucolide B., uma lactona sesquiterpénica
em GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO (2018).

Tabela 8. Resultado dos ensaios fitoquimicos preliminares de saponinas, fendis, taninos, alcaloides
e terpenoides. Muito intenso: ++++, Intenso: +++, Moderado: ++, Leve: +, e ausente: -, no extrato aquoso de folhas

de L. aurea.

Saponinas Fenois Taninos Alcaloides Terpenoides

- ++++ ++ ++++ -

Figura 17. Resultado dos ensaios de deteccdo de saponinas (A), fendis e taninos (B), alcaloides (C) e

terpenoides (D), respectivamente da esquerda para a direita, em extrato aquoso de folhas de L. aurea.
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Nas anélises fitoquimicas colorimétricas preliminares foram observados a presenca de
fendis em todas as fragdes F1, K3, K4 e K5, com bandas de coloracdo azul e vermelho logo
apos a secagem da placa de CCD e posteriormente a fixacéo da cor azul mostrando precipitado
azul indicativo de taninos, menos em K5. Foram detectados alcaloides na fragdo F1 com banda
vermelha na CCD bem suave e em K5 com duas bandas vermelhas mais intensas. Terpendides
também foram detectados em todas as fragGes mostrado em bandas vermelho-violeta na CCD
(Tabela 9 e Figura 18).

Os terpenos foram identificados com os testes colorimétricos nas fragdes provenientes
do fracionamento e da purificacdo do extrato aquoso de folhas de L. aurea e ndo no extrato
aquoso bruto em si (Tabela 8) possivelmente devido a eficiéncia de deteccdo no método em
baixas concentragdes, pois no extrato bruto os terpendides estavam acrescidos de muitos outros
compostos que foram retirados na purificacdo deixando as fracdes mais limpas e puras, podendo
ser detectados os terpenos com mais eficiéncia. Estudos em 6leos essenciais (OE) extraidos de
varias familias botanicas mostram que a acdo fitotoxica aumenta em relagdo direta com o
conteddo de terpendides, principalmente os oxigenados, inibindo germinacéo e crescimento das
daninhas, sendo os monoterpenoides oxigenados o principal componente dos OEs mais
fitotoxicos, além dos sesquiterpenos terem também papel importante na fitotoxicidade dos OEs
(ABD-ELGAWAD et al., 2021).

Tabela 9. Resultado dos ensaios fitoquimicos colorimétricos preliminares em CCD de fenois, taninos,
alcaloides e terpenoides. Muito intenso: ++++, Intenso: +++, Moderado: ++, Leve: +, e ausente: -, nas fragdes F1,

K3, K4 e K5 provenientes do fracionamento e purificagdo do extrato aquoso de folhas de L. aurea.

Fractes Fenois Taninos Alcaloides Terpenoides
F1 ++++ ++++ + +++
K3 ++++ ++++ - +++
K4 ++++ ++++ - ++++
K5 +++ - ++ ++++
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Figura 18. Resultado dos ensaios de detec¢do de fendis e taninos (A), alcaloides (B) e terpenoides (C),
respectivamente da esquerda para a direita, das fragces F1, K3, K4 e K5 obtidas da purificagdo do extrato de folhas

de L. aurea.

Os compostos secundarios produzidos pelas plantas tém importantes funcGes
ecologicas, como por exemplo a competicdo entre plantas e simbiose entre plantas e
microrganismo. Dentre os compostos secundarios, os compostos fenolicos, flavonoides e
taninos sdo o0s agentes mais comumente associados com o efeito alelopatico (BORGES;
AMORIM, 2020; FERREIRA; AQUILA, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006). Os compostos
fenolicos possuem grande variedade quimica e por isso também desempenham uma diversidade
de fungdes nos vegetais, uma delas é a atragdo dos polinizadores, além da protecdo da planta
contra injdria e herbivoria (BORGES; AMORIM, 2020; V1ZZOTO, 2010), e os alcaloides tém
grande papel medicinal e exercem defesa contra insetos herbivoros (BORGES; AMORIM,
2020; TAIZ et al., 2017).

Na familia das Asteraceae é muito comum a presenga de alcaloides, taninos e fenois
(AGUILERA; MEIRA; FERREIRA, 2004; PATACCI et al., 2012; RIBEIRO; SILVA;
CASTRO, 2010). Em Vernonia amygdalina, ja foram encontrados flavonoides, alcaloides,
esteroides, terpenoides, glicosideos, taninos, fendis e saponinas (ALARA et al., 2019), que sdo
compostos bioativos alelopaticos. Em L. aurea ja foram detectados metabdlitos secundarios
como fendis, quercetinas, flavonoides e terpenos (GALLON; JAIYESIMI; GOBBO-NETO,
2018).
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5.6 Andlises instrumentais

5.6.1 CG/MS

Como resultado do CG/MS obtivemos a identificacdo de algumas moléculas com

importante potencial alelopatico descrito na literatura (CHENG; CHENG, 2015). Foram

identificados os compostos fendlicos: o &cido protocatecuico, o &cido géalico, o &cido cafeico, 0

acido p-cumarico, e os seguintes derivados do &cido cinamico: o &cido m-hidroxicinamico, o

acido p-hidroxicindmico, o metil m-hidroxicinamato, o metil p-hidroxicinamato, além do acido

palmitico, estearico e aconitico (Tabela 10).

Tabela 10. Moléculas com alguma atividade alelopética encontradas nas fragcBes F1, K3, K4 e K5

provenientes do fracionamento e purificacdo do extrato aquoso de folhas de L. aurea, através de CG/MS, suas

estruturas, propriedades e o Qual, de acordo com a biblioteca NIST11.L.

Molécula Estrutura Propriedades F1 | K3 | K4 | K5
] 0
Acido cafeico HO , .
(4cido 3.4- AN OH Férmula molecul'ar. CoHs04 ) 98 | 95 | 98
- A Massa molecular: 180 g/mol
dihidroxicindmico)
HO
Acido m- Q
hidroxicindmico ou A OH Férmula molecular: CoHsO:s.
acido m-cumérico Massa molecular: 164,16 - 191195 -
(&cido 3- g/mol.
hidroxicindmico) OH
Acido p- 0
hidroxicinamico, ou , )
scido p-cumérico AN OH Férmula moleC}llar. CoH;s05 91 | 97 | 99 | 99
o Massa molecular:164,16 g/mol.
(&cido 4-
hydroxicinamico) | HO
0]
. Férmula molecular: CioH100:s.
. Me.t'.l m- HO X OMe Massa molecular: 178,17 91 | - | - | -
hidroxicinamato
g/mol.
(0]
Metil o- Formula molecular:CioH1003
_Mellp X OMe Massa molecular: 98 | - | 97|98
hidroxicinamato
178,18 g/mol
HO
) (0]
Acido . OH Formula molecular: C-HesO4
protocatecuico .
Pl Massa molecular: 94 194 | - | 95
(Acido 3,4- HO 154,12 g/mol
dihidroxibenzoico) '
OH
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Acido galico (3,4,5-

trihidroxibenzéico) Foérmula molecular: C-HesOs 93 - -

Massa molecular: 170,12 g/mol

Acido aconitico (1-
8 Propene-1,2,3-
tricarboxylic acid)

Formula Molecular: CéHeOs
Massa molecular: 99 | 97 | -
174,11 g/mol

Acido estearico
(Octadecanoic acid)

Foérmula molecular:CisHzsO-

10 Massa molecular: 284 g/mol

]
HO
OH
HO
OH
@) OH
2%
HO™ N OH
0]
Acido palmitico Formula molecular:CisH3202
% | (Hexadecanoic acid) m Massa molecular: 256 g/mol | ~ | o | 91| 99
O
SOOO

As plantas da familia Asteraceae sdo amplamente conhecidas por sua rica diversidade
de compostos fendlicos. Esses compostos desempenham papéis importantes na fisiologia da
planta, incluindo defesa contra herbivoros, protecao contra estresses ambientais e interagdo com
outros organismos (TAIZ; ZEIGER, 2006). Além disso, eles tém grande relevancia
farmacoldgica devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas
(FABRI et al., 2011). Os compostos fenolicos sdo uma classe dos aleloquimicos vegetais mais
comuns e importantes no ecossistema (CHENG; CHENG, 2015). Sdo compostos quimicos que
possuem um grupo hidroxila (-OH) ligado diretamente a um grupo hidrocarboneto aromaético.
Metabolitos fendlicos, devido a presenca de anel aromatico, possuem capacidade de interferir
em processos com fluxo de carga (cations e anions), como fotossintese, transporte,
permeabilidade idnica da membrana celular e eliminag&o de radicais livres (TAIZ et al., 2017).
Dentre os compostos fenolicos, também é uma caracteristica da familia Asteraceae a ocorréncia
dos derivados do acido hidroxicindmico (JAISWAL; KIPROTICH; KUHNERT, 2011).

O é&cido cafeico (acido 3,4-dihidroxicindmico), um dos derivados mais comuns do &cido
hidroxicinamico, é encontrado em café, frutas e vegetais e esta presente em extratos vegetais

que mostraram potencial alelopatico, como em Eragrostis plana Nees (capim-annoni)
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(FIORENZA et al., 2016) , e isolado ja foi estudada sua atividade alelopatica mostrando
inibicdo moderada na germinacdo de sementes de alface (LI et al., 2010), parecendo atuar na
fotossintese, inibindo o transporte de elétrons (ZHOU; YU, 2006).

0 Acido m-hidroxicinamico ou &cido m-cumarico e o &cido p-hidroxicindmico ou acido
p-CUMArico sdo isdmeros posicionais, pois possuem a mesma férmula molecular (CoHsOs), mas
diferem na posicdo do grupo funcional no anel aromatico o que pode causar diferentes
atividades ou interagcbes com enzimas. Ambos sdo acidos hidroxicinamicos, compostos
fenolicos, e estdo presentes em plantas. O isdmero p, acido p-cumarico (4-hidroxicindmico), ja
foi detectado em cultivares de arroz e relacionado a fitotoxicidade deste (HO et al., 2020). E
encontrado também em frutas, vinho e mel, também apresenta relatos de sua atividade
alelopatica, como em TEJEDA-SARTORIUS et al., 2004, mostrando a sua presenca em residuo
seco de Amaranthus hypochondriacus L. var. Azteca (amaranto) provocando inibi¢do de
germinacdo e alongamento de raiz em Amaranthus hybridus L. Dicho. Em outro estudo com
Brachiaria humidicola foi associado o efeito alelopatico dos seus extratos ao acido p-cumarico,
influenciando na germinacéo e no desenvolvimento da radicula das espécies invasoras Mimosa
pudica (malicia), Senna obtusifolia (fedegoso) e Senna occidentalis (mata-pasto) (SOUZA
FILHO; PEREIRA; BAUMA, 2005).

O metil m-hidroxicinamato, metil p-hidroxicinamato sao os ésteres metilicos dos acidos
hidroxicinamicos, também sdo isdmeros posicionais e derivados do &cido hidroxicinamico. Em
geral, os acidos hidroxicinamicos apresentam maior potencial fitotdxico do que seus ésteres
metilicos, devido a sua maior reatividade e interacdo direta com processos metaboélicos das
plantas. No entanto, as diferencas especificas dependem do contexto experimental e das
espécies avaliadas (GONCALVES, 2020).

Os Acido protocatecuico (3,4-diidroxibenzoico) e 4cido galico (3,4,5-triidroxibenzoico)
sdo derivados do acido hidroxibenzoico, sdo policresélicos (com varios grupos hidroxila). O
acido protocatecuico, € um composto fendlico presente em diversas plantas e estudos indicam
que pode inibir a germinacéo e o crescimento de plantulas de algumas espécies vegetais, por
exemplo, pesquisas realizadas com a planta Myrcia guianensis (pedra-ume-caa) mostraram que
extratos contendo este acido afetaram negativamente a germinacdo e o desenvolvimento de
espeécies daninhas como Mimosa pudica (malicia) e Senna obtusifolia (mata-pasto) mostrando
dose-dependéncia e especificidade a algumas espécies (SOUZA FILHO et al., 2006). Essas

propriedades fazem dele um composto de interesse em estudos sobre controle bioldgico de
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plantas daninhas e manejo sustentavel de culturas. Atividades anti-inflamatérias e antioxidantes
do &cido protocatecuico em doses muito baixas também ja foram relatadas em estudos,
mostrando ser uma molécula promissora para uso medicinal (DE FARIA, 2014). O acido galico
é encontrado no cha verde e em frutos e é precursor de taninos hidrolisaveis. E um composto
fendlico com forte potencial fitotoxico, desempenhando papéis importantes em alelopatia
podendo ser explorado em praticas agricolas para manejo de plantas daninhas. Verificou-se em
estudo do extrato aquoso de Crotalaria juncea influéncia do acido galico sobre a germinacéo e
o crescimento inicial de Ocimum basilicum (GOMES; SOUZA; OLIVEIRA, 2020), e sua
presenca em extratos de Eragrostis plana Nees (capim-annoni), também com potencial
alelopéatico (FIORENZA et al., 2016).

O éacido aconitico (1-Propene-1,2,3-tricarboxylic acid) € um composto organico
pertencente a classe dos é&cidos tricarboxilicos, caracterizado por possuir trés grupos
carboxilicos (-COOH) ligados a uma estrutura de propeno. E um intermediario no ciclo do 4cido
citrico e ocorre naturalmente em varias plantas, particularmente na cana-de-agucar, beterraba e
outros vegetais. Em alguns estudos com o acido aconitico verificou-se sua presenca em
Urochloa plantaginea, em pastagens como em Agropyron sp., e em variedades de milho, sorgo,
cevada e trigo, apresentando potencial alelopatico influenciando na germinagdo das sementes e
causando a reducao do crescimento das plantulas, sendo mais afetadas as raizes do que o caule
em plantas daninhas de varias espécies e de diferentes locais (VOLL, 2019; VOLL et al., 2009;
VOLL; GAZZIERO; ADEGAS, 2010).

O acido palmitico e o acido estearico sdo acidos graxos saturados amplamente
encontrados na natureza, especialmente em éleos e gorduras de origem vegetal e animal. Ambos
desempenham papéis importantes no metabolismo e tém diversas aplica¢des industriais e
cosméticas. A maioria dos estudos sobre alelopatia concentra-se em compostos fendlicos,
alcaloides e terpenoides, que demonstram efeitos mais pronunciados na inibi¢do ou promocao
do crescimento de plantas. Embora os &cidos graxos saturados, como o acido palmitico e o
acido estearico, nao sejam tradicionalmente reconhecidos por possuirem atividade alelopatica
significativa, alguns estudos sugerem que eles podem influenciar o crescimento de plantas.
Estes acidos foram encontrados em Saccharum officinarum (cana-de-aglcar) em residuos da
industria sucroalcooleira (vinhaca) que mostraram potencial fitotoxico de suas biomoléculas na
planta daninha resistente Ipomoea purpurea sendo um potencial bioherbicida (LUZ et al.,

2021). Outro estudo também com a vinhaca mostra influéncia na espécie daninha
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Calopogonium mucunoides e em alface, onde a fitotoxicidade foi atribuida a presenca de acidos
graxos e substancias fendlicas (GOMES et al., 2016). Muitos estudos tém sugerido que a
interacdo de compostos secundarios como os compostos fenolicos somados aos acidos graxos,
por exemplo, pode resultar em um potencial alelopatico (SAFDAR et al., 2014; SAMPIETRO;
VATTUONE, 2006). Ha indicios de que os acidos graxos atuem sobre a membrana plasmatica
celular, afetando principalmente sua permeabilidade, com a formacgé&o de um canal i6nico, que
resulta na destruicdo da organizacdo da membrana e dissociando pigmentos envolvidos em
processos de fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Nos estudos discutidos anteriormente a maioria fez as andlises de alelopatia e
fitotoxicidade dos compostos com plantas daninhas associadas a culturas como plantas alvo.
Mas os compostos encontrados em L. aurea também podem ser utilizados em gramineas
exoticas invasoras como as testadas nesse estudo no bioensaio de hidroponia P. maximum e E.
indica, que constam na lista de espécies exdticas invasoras em Unidades de Conservacdo
(ICMBio, 2025). Assim, estes compostos encontrados em L. aurea tém grande potencial
bioherbicida, que, se utilizado em &reas de restauracdo no combate as gramineas exoticas

invasoras seria uma grande ferramenta na conservacéo da biodiversidade do Cerrado.

Mais estudos sdo necessarios para separagdo e determinagdo dos compostos presentes
no extrato aquoso de folhas de L. aurea, e da determinagéo da fitotoxicidade deles. Sendo
necessario posteriormente estudos para formulacdo de um bioherbicida com base nos achados

de fitotoxicidade dos compostos encontrados no extrato.

O uso de um bioherbicida ecologicamente correto, ambientalmente sustentavel e
economicamente eficiente pode contribuir no manejo integrado de &reas de restauracao
ecoldgica e no aumento da eficiéncia na agricultura pelo controle das daninhas. A seletividade
também seria uma vantagem para contribuir neste controle. Este produto também poderia
contribuir na reducdo da resisténcia a herbicidas, ja que teria outro mecanismo de acgdo que
aqueles dos herbicidas ja utilizados. Assim, novos produtos podem ser desenvolvidos com esse
mesmo objetivo de termos moléculas organicas naturais com potencial de producdo de um
bioherbicida a partir de espécies nativas do Cerrado para serem usados nesse bioma, além de
poderem ser utilizados na produc¢éo agricola contribuindo para uma agricultura menos agressiva

a0 meio ambiente e a saude.
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6. Conclusoes

A extracdo acida melhora o rendimento do extrato aquoso das folhas de L. aurea,

principalmente associado ao Metanol como solvente junto a agua.

De acordo com o isolamento biodirigido pode-se concluir que o extrato aquoso de folhas
de L.aurea possui compostos secundarios fitotoxicos com grande potencial bioherbicida. Estes
compostos sao sollveis em agua e foram extraidos com acetato de etila, pois o residuo aquoso

perdeu a atividade inibitoria.

Verifica-se também uma seletividade da fitotoxicidade deste composto presente em L.
aurea a espécies de monocotiled6neas, ja que nos bioensaios de sementes alvo padréo e de
hidroponia, as espécies mais atingidas foram exemplares do clado das monocotileddneas, além
de mostrar grande inibicdo no alongamento do coleoptilo estiolado de trigo, que também é uma

espécie monocotiledonea.

Quanto a natureza do composto fitotoxico, verifica-se a presenca de fendis, taninos e
terpendides no extrato aquoso de folhas de L. aurea, concatenando com os compostos achados
no CG/MS. Dentre os compostos verificados pelo CG/MS estdo os compostos fendlicos
derivados do acido hidroxicinamico como o acido cafeico, os acidos m e p-cumarico, o metil
m-hidroxicinamato e metil p-hidroxicinamato, somado aos derivados do acido hidroxibenzoico
como o &cido protocatecuico e o acido géalico. Verifica-se a presenca também de um acido
tricarboxilico como o &cido aconitico, e os acidos graxos saturados como o acido palmitico e o

acido esteérico.

Ha grande possibilidade destas moléculas fazerem parte dos compostos fitotoxicos por
serem esses compostos secundarios alelopaticos, além da possibilidade da fitotoxicidade ser
proveniente da combinacdo destes, como descrito na literatura. Assim, 0 extrato aquoso de
folhas de L. aurea tem grande potencial bioherbicida ja que é composto por varios compostos

alelopaticos e fitotdxicos amplamente descritos na literatura.
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