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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato etanélico de folhas e frutos de Banisteriopsis oxyclada
sobre o crescimento de plantulas de amendoim-bravo e capim-arroz. O extrato bruto etanolico foi preparado na
proporcdo de 100 g de material vegetal seco para 500 mL de etanol. A partir deste, os extratos foram solubilizados
em solu¢do tampao e dimetil sulfoxido (DMSO), nas concentragdes 10,0; 7,5; 5,0 e 2,5 mg/mL. Foi avaliado
o crescimento do sistema radicular, da parte aérea e das células do metaxilema radicular das plantulas. Os
extratos etanolicos de folhas e frutos de B. oxyclada exerceram atividade inibitoria no crescimento radicular de
plantulas de capim-arroz e amendoim-bravo, com efeito dependente da concentragdo. Foi observada redugio no
crescimento da parte aérea apenas nas plantulas de amendoim-bravo. A reduc¢do no crescimento radicular das
plantulas de amendoim-bravo pode estar relacionada a diminui¢do no alongamento das células do metaxilema.
Banisteriopsis oxyclada apresenta propriedades fitotdxicas e pode ser considerada uma alternativa no controle
das plantas daninhas estudadas, com base em produtos naturais.

Palavras-chave: Alelopatia; Echinochloa crus-galli; Euphorbia heterophylla; Inibigdo

Abstract

Phytotoxicity of ethanolic extracts of fruits and leaves of Banisteriopsis oxyclada (A. Juss.) B. Gates on
weeds growth. This study aimed to evaluate the effect of ethanolic extract of leaves and fruits of Banisteriopsis
oxyclada on seedling growth of wild poinsettia and barnyardgrass. Crude ethanolic extract was prepared at a
proportion of 100 g of dry plant matter for 500 mL of ethanol. Through this, the extracts were solubilized in
buffer solution and dimethyl sulfoxide (DMSO), at the concentrations 10.0; 7.5; 5.0; and 2.5 mg/mL. The growth
of roots, shoots, and seedling root metaxylem cells were evaluated. Ethanolic extracts of leaves and fruits of B.
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oxyclada inhibited root growth of barnyardgrass and wild poinsettia seedlings, with a concentration-dependent
effect. Decreased shoot growth was observed only in wild poinsettia seedlings. Decreased root growth in wild
poinsettia seedlings may be related to decreased elongation in metaxylem cells. Banisteriopsis oxyclada shows
phytotoxic properties and it may be regarded as an alternative to control the weeds under study, having natural

products as a basis.

Key words: Allelopathy; Echinochloa crus-galli; Euphorbia heterophylla; Inhibition

Introducgao

As plantas daninhas causam mais prejuizo a
agricultura do que as pragas e doengas e constituem
a maior barreira para a producdo de alimentos e
desenvolvimento econémico de muitas regides do mundo
(FERREIRA et al., 2000). Além dos prejuizos diretos,
essas plantas reduzem a eficiéncia agricola, aumentam os
custos de produgdo e diminuem a qualidade do produto,
reduzindo o seu valor comercial, e ainda dificultam ou
até impedem a operagdo de colheita (VASCONCELOS
et al., 2012). Por esse motivo, a descoberta de novos
compostos quimicos com atividade herbicida ¢ de
fundamental importancia para a agricultura.

O uso de pesticidas derivados da industria quimica
para o controle de pragas na agricultura moderna tem
sido questionado pela sociedade, em decorréncia dos
efeitos negativos que ocasionam, conforme alerta
de Carneiro et al. (2012). Dentre as estratégias de
prospeccao de herbicidas naturais ou praticas de manejo
alternativo que reduzem a utilizagdo de produtos
quimicos, destacam-se os estudos fundamentados
na alelopatia (BALBINOT-JUNIOR, 2004). Esta
se caracteriza pela interac@o positiva ou negativa
de espécies vegetais ou microorganismos sobre o
crescimento de sistemas biologicos (PINTO, 2002), a
qual ¢ atribuida aos aleloquimicos, isto &, compostos
biossintetizados via metabolismo secundario e liberados
(volatilizagdo, exsudagdo radicular, lixiviagdo ou
decomposic¢ao de residuos) no ambiente, a partir de
tecido vivo ou morto de qualquer parte do vegetal
(SOUZA FILHO; ALVES, 2002). Estudos de alelopatia
tém avaliado a agdo de diversos extratos ¢ metabolitos
secundarios bioativos, extraidos de material vegetal,
com resultados promissores para o controle de plantas
daninhas (CANDIDO et al., 2013; IMATOMI et al.,
2013b; GRISI et al., 2015). O controle dessas espécies,

mediante a aplica¢do de aleloquimicos, pode ter uma
importancia estratégica pela sua atuacao seletiva e pelo
baixo poder residual (RIZVI et al., 1999). O uso de
algumas espécies vegetais com capacidade fitotdxica
no manejo de plantas daninhas tem despontado como
uma alternativa promissora nos sistemas agroecologicos
(ALBUQUERQUE et al., 2011).

Basicamente, os aleloquimicos podem apresentar
mecanismos de acao diretos ou indiretos sobre a planta
alvo. Os efeitos indiretos incluem alteracdes nas
propriedades e caracteristicas nutricionais do solo e,
também, nas populagdes ou atividades de organismos.
Ja os efeitos diretos, que sdo mais estudados, incluem
alteracdes no crescimento e no metabolismo vegetal,
sendo que compreendem alteracdes ao nivel celular,
fotossintético e respiratdrio, bem como modificagdes no
funcionamento de membranas, na absor¢do de nutrientes
e nas relacdes hidricas, entre outras (REIGOSA et al.,
1999; SOUZA, et al., 2005; DE CONTI; FRANCO,
2011). Diversos métodos podem ser utilizados na
identificacdo de substancias alelopaticas e, muitos destes
em laboratério, sdo baseados na obtengdo de extratos
de plantas, em que podem ser empregados solventes
organicos, como o etanol, metanol ou acetato de etila, e
a agua (VIDAL, 2010). O resultado de laboratério ¢ o
primeiro passo para a identificagdo do comportamento
de plantas associado com aleloquimicos (RIZZARDI
et al., 2008). Esses biotestes sdo mais indicados devido
a complexidade das inter-relagdes planta e ambiente
que podem interferir na atividade dos metabdlitos
secundarios. Embora ndo revelem os compostos ou
fendmenos envolvidos, podem detectar a interferéncia
no crescimento ¢ no desenvolvimento das espécies
testadas, contribuindo com a indicacdo de possiveis
fontes de novos compostos com bioatividade potencial
(MAIRESSE et al., 2007; LOUSADA et al., 2012).



O género Banisteriopsis, pertencente a familia
Malpighiaceae, apresenta distribui¢do pantropical,
com grande diversidade de espécies encontradas no
continente sul-americano (JUDD et al., 1999; SOUTO;
OLIVEIRA, 2012), entretanto, a maior diversidade de
espécies encontra-se nos cerrados do planalto central
brasileiro (GATES, 1982). O género Banisteriopsis
tem sido relatado na literatura, principalmente, pelo seu
potencial medicinal, com atividades antimicrobiana,
anti-inflamatdria e moduladora do sistema nervoso
central (FRIAS et al., 2012; PADUA et al., 2013).
Essas e outras atividades biologicas foram descritas
devido a presenca de metabolitos secundarios tais como
flavonoides, taninos e alcaloides, isolados de diferentes
espécies pertencentes ao género (FRIAS et al., 2012).

Banisteriopsis oxyclada (A. Juss.) B. Gates ¢ uma
liana nativa, denominada popularmente de cipo-folha-
de-prata ou cipd-prata, esta presente em diferentes
formagoes vegetais brasileiras, sendo bastante comum
em vegetacdo do Cerrado (ISHARA; MAIMONI-
RODELLA, 2012). A floragdo ocorre de novembro
a junho e a frutificacdo de margo a julho (GATES,
1982). Nao foram encontrados trabalhos que tratam de
investigacdes sobre o potencial de B. oxyclada e de seus
metabolitos secundarios para atuarem como potenciais
pesticidas naturais, especialmente no que concerne
a sua agdo herbicida. Neste contexto, os objetivos
do estudo foram (1) avaliar o potencial fitotéoxico do
extrato etanolico de folhas e frutos de B. oxyclada sobre
crescimento de plantulas das espécies daninhas capim-
arroz (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.) e amendoim-
bravo (Euphorbia heterophylla L.); e (2) analisar o efeito
dos extratos no crescimento das células do metaxilema
em raizes de plantulas de amendoim-bravo.

Material e Métodos

Folhas e frutos de B. oxyclada foram coletados
de individuos ocorrentes na area de reserva de cerrado
“sensu stricto” pertencente a Universidade Federal de
Sdo Carlos (UFSCar), estado de Sdo Paulo (21°58’ a
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22°00’S e 47°51° a 47°52’W), em julho de 2012. Apos
a coleta, o material vegetal de cada 6rgdo foi seco em
estufa de circulagdo, por 72 h, triturado em moinho
industrial, pesado e embalado a vacuo em sacos plasticos
e armazenado em temperatura ambiente, até a realizacao
dos experimentos.

Os extratos etanolicos de cada 6rgdo foram
preparados utilizando-se 100 g de material vegetal (po)
em 500 mL de etanol. Os extratos permaneceram em
repouso no escuro, durante 24 h a 4°C e, em seguida,
foram filtrados a vacuo, utilizando-se uma bomba elétrica
acoplada a um funil de Buchner forrado internamente
com papel-filtro e evaporados até a secagem.

Para o preparo das solugdes a serem testadas
nos bioensaios, os extratos de folhas e frutos foram
solubilizados, separadamente, em solugdo tampao
(10 mM de 4cido 2-[N-morfolino] etanossulfonico (MES)
e IM de NaOH, pH = 6) e DMSO (dimetilsulfoxido, 5 pL
mL") em concentragdes de 10,0; 7,5; 5,0 e 2,5 mg/mL.
Adicionalmente, foi realizado um controle com solu¢do
tampdo e DMSO (5 uL/mL) (MACIAS et al., 2010).

Para padronizar a escolha das sementes pré-
germinadas a serem utilizadas no bioensaio de
crescimento de plantulas, cerca de 50 sementes de cada
uma das plantas alvo foram colocadas para germinar
previamente em placas de Petri de 15 mm de didmetro,
forradas ao fundo com papel para germinagéo e regadas
com agua destilada (ANESE et al., 2015a). Em seguida,
as placas de Petri foram tampadas, envolvidas com
plastico filme e mantidas na cdmara de germinagdo a
25 °C, sob fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro.

Posteriormente, sementes pré-germinadas, com
emissdo da raiz primaria com cerca de 3 mm de
comprimento, foram transplantadas para caixas plasticas
transparentes (8 x 12 x 3 cm). As caixas foram forradas
com duas camadas de papel filtro e umedecidas com 5
mL das diferentes concentragdes dos extratos etandlicos
obtidos das folhas e frutos de B. oxyclada e agua destilada
(controle), totalizando 10 sementes pré-germinadas por
caixa, com quatro repetigdes para cada tratamento. Em
seguida, as caixas foram tampadas e incubadas em
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camara de germinacdo a 25°C, sob fotoperiodo de 12
h luz/12 h escuro. Apos sete dias, os comprimentos da
parte aérea (do colo ao meristema apical caulinar) e das
raizes (do colo ao meristema radicular) foram medidos
com auxilio de um paquimetro digital.

Plantulas de amendoim-bravo cresceram nas
solugoes dos extratos de folhas e frutos de B. oxyclada
e no controle, nas mesmas condi¢des adotadas para
o bioensaio de crescimento. Decorridos cinco dias
da instalagdo do experimento, as plantulas foram
retiradas das caixas e, com auxilio de um estilete, foi
removido o segmento da raiz primaria, que foi imerso,
imediatamente, em alcool 70%.

A coloragdo foi realizada de acordo com o método
de Fuchs modificado (KRAUS; ARDUIN, 1997). As
raizes ficaram imersas em alcool (70%) durante cinco
dias, sendo depois colocadas em solugdo de soda caustica
(NaOH a 25%), em estufa regulada a 60 °C, durante 48 h,
periodo em que foi observada a clarificagdo do material.

Em seguida, o material clarificado foi colocado
em um recipiente contendo safranina (C,H N,C) e
soda caustica (NaOH a 10%), e transferido para estufa,
a 60 °C, por 24 h. Apos a coloracdo, o material foi
fixado em laminas de vidro com xarope Apathy para
observacdo em microscopio optico (Olympus-BX41),
acoplado com camara fotografica (Sony CCD-IRIS).
Foram utilizadas quatro repeti¢des de raizes primarias
crescidas nas diferentes concentragdes das solugdes dos
extratos de folhas e frutos de B. oxyclada, e no controle.
De cada raiz foi fotografado 50% de seu comprimento
total, da regido central em direcdo ao colo (GATTI et
al., 2010), no aumento de 20 vezes. De cada fotografia
foram medidas até 10 células centrais do metaxilema,
utilizando-se o programa Image Pro-Plus 5.0.

O experimento foi instalado segundo um
delineamento experimental inteiramente casualizado,
com quatro repeti¢cdes. Os tratamentos foram arranjados
em um esquema fatorial 2 x 5 (dois extratos e cinco
concentragoes). Os dados obtidos foram submetidos aos

testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Levene). Quando essas duas pressuposi¢des foram
atendidas, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Scott-Knott a 0,05 de probabilidade.
Para os bioensaios de crescimento de plantulas, quando
o resultado da ANOVA foi significativo, procedeu-se a
regressdo quadratica. O ajuste do modelo foi testado a
0,05 de significancia e avaliado pelo seu coeficiente de
determinagdo (R?). No entanto, nos casos em que nio
foi possivel o ajuste dos modelos (R* inferior a 0,70%)
ou quando os resultados ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos, os valores foram
representados no grafico com os desvios-padrao.

Resultados

Os extratos etandlicos obtidos de frutos e folhas
de B. oxyclada apresentaram efeito fitotoxico sobre
o crescimento da raiz e da parte aérea de amendoim-
bravo e sobre o crescimento radicular de capim-arroz.
As plantulas de amendoim-bravo que cresceram na
presencga do extrato do fruto apresentaram decréscimos
significativos nos valores de crescimento radicular e
parte aérea em fung@o do incremento das concentragdes.
Sob o efeito do extrato das folhas, também foi observada
redugdo no crescimento da raiz e da parte aérea de
acordo com o aumento das concentragdes dos extratos
(Figura 1).

O crescimento radicular das plantulas de capim-
arroz também foi sensivel aos efeitos dos extratos de
frutos e folhas de B. oxyclada, com significativa reducdo
apos o aumento da concentragdo. No entanto, nao foi
observado efeito significativo dos extratos de frutos e
folhas de B. oxyclada sobre o crescimento da parte aérea
de capim-arroz (Figura 2).

No presente estudo, evidenciou-se que as raizes
de ambas as espécies alvos foram sensiveis aos extratos
de folhas e frutos de B. oxyclada. A especificidade de
extratos e aleloquimicos oriundos de plantas para inibir
com maior eficiéncia o sistema radicular de espécies alvo,
particularmente plantas daninhas, ja foi evidenciada em
estudos anteriores sobre fitotoxicidade (GRISI et al.,
2012; TEERARAK et al., 2012; ANESE et al., 2015b).
As raizes geralmente sdo mais sensiveis as substancias
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FIGURA 1: Comprimento radicular ¢ da parte aérea de plantulas de amendoim-bravo submetidas aos efeitos dos extratos etanélicos de

frutos (#) e folhas (0) de B. oxyclada.
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FIGURA 2: Comprimento radicular e da parte area de plantulas de capim-arroz submetidas aos efeitos dos extratos etanolicos de frutos

(#) e folhas (o) de B. oxyclada.
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presentes nos extratos quando comparadas com as demais
estruturas das plantulas, pois estdo em contato direto e
prolongado com o extrato (aleloquimicos) em relagdo
as demais estruturas das plantulas e/ou a um reflexo
da fisiologia distinta entre as estruturas (AQUILA,
2000; DE CONTI; FRANCO, 2011). Modifica¢des no
crescimento e desenvolvimento radicular de plantulas em
resposta a compostos fitotdxicos podem ser explicadas
por alteracdes na estrutura e ciclo celular, desintegragio
da coifa, aumento de didmetro do cilindro vascular,
antecipa¢ao da lignificagdo do metaxilema e da parede
celular (SANTOS et al., 2008; SOLTYS et al., 2011).

Contudo, em relago ao crescimento da parte aérea,
o efeito dos extratos de folhas e frutos foi significativo
apenas para as plantulas de amendoim-bravo. Diferencas

y fruto = 0,2954x? - 5,3253x + 39,048, r>= 0,91

5 A y folha = 0,1758x? - 4,8748x + 41,608; 1> = 0,95

0 T T |
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15
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de sensibilidade entre as espécies alvo sdo comuns em
estudos de alelopatia IMATOMI et al., 2013a; WALSH
etal.,2014; ANESE et al., 2015b) e podem ser explicados
pelo fato de os mecanismos de absorg¢ao, translocagdo e
acao das fitotoxinas variarem entre espécies (MAGIERO
et al., 2009). De acordo com Imatomi et al. (2013a), a
resposta espécie-dependente aos aleloquimicos mostra
que eles sdo fundamentais ndo s6 em ambientes naturais,
onde influenciam a composigao floristica, mas também
na agricultura, onde podem ser usados como herbicidas
seletivos.

O estudo anatdomico de raizes de plantulas de
amendoim-bravo permitiu a visualizagdo dos efeitos
fitotoxicos dos extratos etanolicos de folhas e frutos de B.
oxyclada em nivel celular. As células do metaxilema de
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raizes de plantulas de amendoim-bravo que cresceram na
presencga do controle (0,0 mg/mL) apresentaram tamanho
médio de 260 pm. As plantulas crescidas na presenga dos
extratos de ambos os orgdos, exceto na concentragdo de
2,5 mg/mL, apresentaram o comprimento das células do
metaxilema menores do que o grupo controle. Embora
ndo tenha sido observada diferenga significativa entre
as concentragdes de 5,0; 7,5 e 10 mg/mL, os menores
valores visualizados foram de 87,97 ¢ 77,98 um para os
extratos de folhas e frutos na maior concentragao testada,
respectivamente. Nao foram observadas diferencas nos
efeitos ocasionados entre os extratos de folhas e frutos,
em todas as concentracdes avaliadas (Figura 3).

A partir dos dados de porcentagem de células
distribuidas em classes de tamanho, observou-se que
no grupo controle (0,0 mg/mL) e na concentracdo de
2,5 mg/mL dos extratos de ambos os 6rgdos houve uma
distribui¢ao homogénea no tamanho celular, os maiores
percentuais, que variam de 25 a 30% nesses tratamentos,
foram encontrados para células com tamanhos entre
195-245 pm (Figura 4). Para o grupo controle nao
foram registradas células menores que 145 pm. De
forma diferente, as células sobre a influéncia das demais

concentragdes avaliadas apresentaram predominancia de
tamanho menor que 145 um. Para a concentracao de 10
mg/mL, em ambos os 6rgdos, percentuais acima de 70%
foram encontrados para células pertencentes ao tamanho
entre 45 ¢ 95 um (Figura 4).

No presente trabalho, o estudo anatémico em
raizes de plantulas de amendoim-bravo possibilitou uma
melhor visualizagdo dos efeitos dos extratos de folhas e
frutos de B. oxyclada em nivel celular. Ambos os extratos
foram eficientes em reduzir o crescimento das células
do metaxilema da espécie alvo, com efeito dependente
da concentragdo avaliada. Os aleloquimicos interferem
no processo de divisdo celular e alteram os horménios
vegetais, assim, a inibi¢do do alongamento celular pode
ser consequéncia da agdo direta dessas substancias (AL-
WAKEEL et al., 2007). O crescimento de células do
metaxilema de amendoim-bravo foi inibido pela acao
de aleloquimicos presentes em extratos etanolicos de
folhas de Serjania lethalis (Sapindaceae) (GRISI et
al., 2013). Neste mesmo trabalho, os autores relatam
que a atividade fitotoxica dos extratos etanolicos foi
dependente da concentracdo testada, sendo que para a
maior concentracao foi atribuida a maior atividade.

FIGURA 3: Tamanho médio das células do metaxilema (um) de raizes de plantulas de amendoim-bravo sob o efeito de diferentes
concentragdes do extrato etandlico de folhas e frutos de B. oxyclada e do controle. Letras maiusculas comparam as
concentracdes dentro de cada 6rgdo, e minusculas cada concentragio entre os 6rgaos. Letras iguais ndo diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott, a 0,05% de probabilidade.
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FIGURA 4: Frequéncias relativas das classes de tamanho (um) das células do metaxilema de raizes de plantulas de amendoim-bravo que
cresceram no controle e na presenga de diferentes concentragdes do extrato etandlico de folhas e frutos de B. oxyclada.
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Metabolitos secundarios com potencial fitotoxico
sdo produzidos em diferentes o6rgdos das plantas,
incluindo folhas, caules, cascas, raizes e frutos; contudo,
a quantidade de substincias varia de um orgdo para
o outro (WESTON; DUKE, 2003; PARVEZ et al.,
2004). Estudos recentes demonstraram que os extratos
preparados a partir de diferentes 6rgdos de uma mesma
planta com potencial alelopatico foram capazes de
suprimir a germinagdo ou crescimento de plantas testes
(OLIVEIRA et al., 2012; LINHARES NETO et al.,
2014; HABERMANN et al., 2015). Da mesma forma,
no presente trabalho, folhas e frutos de B. oxyclada
apresentaram efeitos fitotoxicos sobre ambas as espécies
de plantas daninhas investigadas. Neste sentido, ambos
os orgaos da espécie constituem uma opgao promissora
para posteriores estudos de isolamento e identificacdo
de fitotoxinas naturais com potencial herbicida.

A familia Malpighiaceae representa a sétima mais
representativa do cerrado (NOVAES et al., 2013),
no entanto ha poucos relatos sobre o perfil quimico e
potencial fitotdoxico de espécies dessa familia. Uma
das espécies mais estudadas € a Banisteriopsis caapi,
conhecida por apresentar compostos psicoativos,
sendo fonte dos alcaloides harmina, tetrahidroharmina
(THH) e harmalina (CALLAWAY, 2005). O potencial
fitotoxico de harmalina e harmina foi comprovado sobre
diasporos e plantulas de Lactuca sativa, Amaranthus
sp., Triticum aestivum e Lolium perenne, com destaque
para a harmalina sobre o alongamento de raiz das
cudicotiledoneas, em concentragdo de 5 pg mL' (SHAO
etal., 2013). A atividade em baixas concentra¢des ¢ uma
das vantagens do uso de herbicida natural em relagao ao
sintético, a qual foi evidenciada pelos resultados de Shao
etal. (2013) com o uso de harmalina. O extrato etanolico
dos frutos de Byrsonima intermedia, outra espécie
da familia Malpighiaceae encontrada no Cerrado,
apresentou efeitos fitotdxicos sobre as espécies alvo
tomate e cebola, sendo a atividade atribuida ao elevado
contetido de compostos fendlicos (PERES et al., 2013).

Pelo resultado obtido no presente estudo, pode-se
supor que B. oxyclada possui potencial fitotoxico para
controlar plantas daninhas. Até o presente momento,
ndo existem relatos de estudos sobre a presenca de
metabolitos secundarios e potencial fitotoxico na espécie

investigada. Desta forma, os resultados obtidos no
presente trabalho indicam que B. oxyclada se constitui
um alvo interessante para o desenvolvimento de
estudos fitoquimicos, visando selecionar compostos que
possam ser bons candidatos para o desenvolvimento de
futuros herbicidas naturais. A vantagem dos compostos
alelopaticos € que geralmente exibem bioatividade em
baixas concentragdes, sdo biodegradaveis, raramente
contém atomos halogenados ¢ tém baixa ou nenhuma
toxicidade sobre espécies ndo alvo (OLIVEROS-
BASTIDAS, 2008; FAROOQ et al., 2011), o que podera
contribuir para o desenvolvimento de uma agricultura
mais sustentavel, que respeita o meio ambiente e valoriza
a biodiversidade.
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