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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

A partir dos resultados obtidos com essa pesquisa, espera-se que a utilizacao
de métodos mais sustentaveis e menos impactantes ao meio ambiente tenha maior
visibilidade na sociedade, na area de pesquisa académica e, principalmente, para o
setor agricola, minimizando assim a utilizacdo excessiva de herbicidas sintéticos e
gerando novos conhecimentos e subsidios que permitam que mais pesquisas sejam

realizadas visando o desenvolvimento de herbicidas naturais.

EXPECTED IMPACT ON SOCIETY

Based on the results obtained from this research, it is expected that the use of
more sustainable methods that have less impact on the environment will have greater
visibility in society, in the area of academic research and, mainly, for the agricultural
sector, thus minimizing the excessive use of synthetic herbicides and generating new
knowledge and subsidies that allow more research to be carried out aiming at the

development of natural herbicides.
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AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DE EXSUDATOS RADICULARES
DE Cosmos sulphureus CAV

RESUMO - Cosmos sulphureus Cav. é uma Asteraceae que foi introduzida no Brasil
como planta ornamental, apresentando-se atualmente como uma espécie de planta
daninha e como fonte potencial de compostos alelopaticos. Alguns de seus
metabdlitos secundarios sado responsaveis por inibir a germinagcdo e crescimento
inicial de plantas daninhas, como Amaranthus viridis e Panicum maximum. Em virtude
disso, objetivou-se estudar o efeito alelopatico de exsudatos radiculares de C.
Sulphureus em trés estagios fenoldgicos sobre a germinacédo e desenvolvimento de
diferentes espécies de plantas daninhas. Para isso, exsudatos radiculares de C.
Sulphureus foram coletados e utilizados para o desenvolvimento de bioensaios de
alongamento de coleoptilo, germinacdo e desenvolvimento inicial das espécies
receptoras. Os resultados obtidos indicaram potencial alelopatico inibitério do
exsudato radicular de C. sulphureus sobre todas as variaveis e espécies avaliadas,
sendo o estagio de desenvolvimento vegetativo o que apresentou maior percentual de
inibicdo sobre a germinagao e crescimento inicial de Amaranthus viridis, Eleusine
indica, Lactuca sativa, Portulaca oleraceae, Panicum maximum e Sorghum bicolor,
bem como a presenca de necrose radicular, demonstrando que mesmo em baixas
concentragdes possui um efeito significativo como bioherbicida.

Palavras-chave: Alelopatia, Bidens sulphurea, bioherbicidas, planta-daninha,
Panicum maximum



EVALUATION OF THE ALLELOPATHIC POTENTIAL OF ROOT EXUDATES OF

Cosmos sulphureus CAV

ABSTRACT- Cosmos sulphureus Cav. is an Asteraceae that was introduced in Brazil
as an ornamental plant, and is currently a weed species and a potential source of
allelopathic compounds. Some of its secondary metabolites are responsible for
inhibiting the germination and initial growth of weeds, such as Amaranthus viridis and
Panicum maximum. Therefore, the aim of this study was to study the allelopathic effect
of root exudates of C. sulphureus at three phenological stages (vegetative, flowering
and senescence) on the germination and development of different weed species. For
this purpose, root exudates of C. sulphureus were collected and used to develop
bioassays of coleoptile elongation, germination and initial development of the recipient
species. The results obtained indicated an allelopathic inhibitory potential of the root
exudate of C. sulphureus on all variables and species evaluated, with the vegetative
development stage presenting the highest percentage of inhibition on the germination
and initial growth of Amaranthus viridis, Eleusine indica, Lactuca sativa, Portulaca
oleraceae, Panicum maximum and Sorghum bicolor, as well as the presence of root
necrosis, demonstrating that even at low concentrations it has a significant effect as a
bioherbicide.

Keywords: Allelopathy, Bidens sulphurea, bioherbicides, weed, Panicum maximum
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1. INTRODUGAO

Ha cerca de 15 anos, produtores da regidao de Franca (SP) observaram a
presenga de uma "margaridinha" em suas lavouras de café, a qual demonstrava a
capacidade de inibir a germinagcdo e o crescimento do capim-colonido (Panicum
maximum L.), uma planta daninha. Mesmo sem compreender o0 mecanismo dessa
inibicdo, eles passaram a semea-la como parte da estratégia de manejo para conter
a queda na produtividade de seus cultivos e, a partir disso, trouxeram as informacoes
ao Laboratorio de Planta Daninha (LAPDA) para que pudessem esclarecer qual
mecanismo estaria relacionado com o efeito observado.

A espécie posteriormente identificada como Cosmos sulphureus (Cav)
(sinbnimo: Bidens sulphurea (Cav)), € uma planta herbacea nativa da América Central,
pertencente a familia Asteraceae e ao género Bidens (Volet, 2020). Neste trabalho
exploratorio (Silva et al., 2017) foi possivel concluir que o efeito observado a nivel de
campo ocorria devido a produgdao de compostos provenientes do metabolismo
secundario da espécie, o que |he conferia a caracteristica alelopatica, que é
compartilhada com outro representantes da familia Asteraceae (Andrushchenko e
Levon, 2021; Lopes et al., 2022).

De acordo com Molisch (1937), a alelopatia refere-se ao efeito planta-planta,
direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, causado pela liberagdo de compostos
biologicamente ativos derivados do metabolismo secundario das plantas, através de
volatilizagdo, exsudagao radicular, lixiviagdo ou decomposi¢cao de residuos vegetais
(Ghayal et al., 2018; Scavo et al., 2019; Zhao et al.,, 2022). Os metabdlitos
secundarios, denominados aleloquimicos, podem pertencer as trés principais classes:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (Kostina-Bednarz et al.,
2023), e de acordo com seu grau de fitotoxicidade, podem ocasionar efeitos deletérios
nas espécies receptoras.

No trabalho de Silva et al. (2017), foram isolados de 26 compostos de folhas e
raizes de C. sulphureus, sendo trés lactonas sesquiterpénicas descritas pela primeira
vez na literatura: costunolida, reynosina e santamarina, apresentando inibigdo sobre

a germinacao e desenvolvimento inicial de P. maximum e Amaranthus viridis (Silva et



al., 2017). Outros metabdlitos, como os flavonoides provenientes de suas flores e
inflorescéncias (Saleem et al.,, 2019), cosmonidina, sulferetina, luteolina, buteina
(lwashina et al., 2019), flavonadis, antocianinas e chalconas (Andrushchenko; Levon,
2021) também foram descritos na literatura para a espécie em questao, demonstrando
efeitos inibitérios sobre a germinagao e crescimento de plantas daninhas (Respatie et
al., 2019; Respatie et al., 2021), fator que poderia auxiliar no controle e manejo dessas
especies invasoras.

A presenca de plantas daninhas em areas agricolas tem sido apontada como
uma das principais causas de perda de produtividade (Lopes et al., 2022; Respatie et
al., 2021), podendo reduzir em até 93% da producao agricola se ndo manejadas de
forma correta (Schedenffeldt et al., 2022). Ademais, a presenga dessas espécies
invasoras gera, ainda, a depreciacdo de qualidade dos cultivares, que ocasiona a
diminui¢ao do valor de mercado dessas culturas e, consequentemente, 0 aumento do
custo de producdo para os agricultores (Respatie et al., 2021). Desta forma, o
emprego de ferramentas que possam auxiliar o manejo dessas espécies invasoras e
que seja economicamente viavel é de extrema importancia para o setor agricola.

Dentre os métodos utilizados no controle para o manejo de plantas daninhas, o
quimico é o mais empregado e mais eficiente, principalmente em grandes areas de
cultivo, uma vez que os herbicidas sintéticos apresentam alta eficacia e viabilidade de
custo (Lopes et al., 2022; Lykogianni et al., 2021). Contudo, sua utilizagdo excessiva
contribui significativamente com o desequilibrio ambiental a partir da contaminagéo de
cursos d’agua, degradacédo de solos, tornando-se um obstaculo para o alcance da
sustentabilidade.

Outro ponto importante sobre o emprego de controle quimico € a selegao de
bidtipos resistentes. Atualmente, diversas espécies sao resistentes a determinados
grupos quimicos (Lopes et al., 2022; Christoffoleti et al., 1994), o que dificulta o
controle nessas areas agricolas e pode aumentar a necessidade de aplicacao
herbicidas sintéticos, aumentando, consequentemente, o risco de contaminacao
ambiental.

Alternativas mais sustentaveis tém ganhado destaque nos ultimos anos para o
controle de plantas daninhas, sendo a alelopatia uma das possiveis praticas a ser

empregada para o controle dessas espécies invasoras.



Contudo, apesar de C. sulphureus apresentar-se potencialmente inibitoria
sobre a germinacao e desenvolvimento de espécies receptoras, nem todas as formas
de liberagdo de aleloquimicos foi explorada até a atualidade. Esse fator somado a
necessidade de uma solugao para controle de plantas daninhas de uma forma menos
impactante ao meio ambiente torna a espécie um alvo de estudos para verificar seu
possivel potencial bioherbicida sobre espécies receptoras, podendo tornar-se a
ferramenta de controle comercialmente viavel a longo prazo, incluindo-a no manejo
integrado das plantas daninhas.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar o possivel efeito alelopatico
de exsudatos radiculares de Cosmos sulphureus (Cav) em trés estagios de
desenvolvimento (vegetativo, florescimento e senescéncia) da planta e seu efeito
sobre a germinacéo e crescimento inicial das espécies: Amaranthus viridis, Eleusine

indica, Lactuca sativa, Panicum maximum, Portulaca oleraceae e Sorghum bicolor.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alelopatia: Historico e Conceitos

A alelopatia € uma ciéncia antiga relatada ha aproximadamente 2.000 anos
atras. Segundo Rice (1984), o primeiro registro na literatura sobre as possiveis
interacdes alelopaticas planta-planta ocorreu em 300 a.C, por Theophrastus, que
notou a capacidade inibitéria do grao-de-bico (Cicer arietinum L.) sobre as espécies
invasoras presentes no ambiente onde encontrava-se inserido. Em 1 d.C, Plinio,
discipulo de Aristételes, fez a mesma observagao sobre o grao-de-bico, bem como
para a nogueira (Juglans spp.) sobre as culturas proximas.

Séculos depois (XVI), Lee Shi-Je descreveu efeitos fitotoxicos e curativos de
plantas medicinais e uma possivel interagcdo entre as plantas devido aos seus
componentes quimicos (Souza Filho, 2023). Ainda de acordo com o autor Souza Filho
(2023), Culpeper (Séc. XVIl), observou que a presenga do manjericao (Ocimum
basilicum. L) era prejudicial ao desenvolvimento da arruda (Ruta graveolens).

No inicio do século XIX, De Candolle fez observacbes que inferiam que
compostos quimicos liberados via exsudacao radicular das plantas seria a possivel

causa de problemas em solos agricolas (Rice, 1984).



Mas, apesar dos relatos anteriores, foi somente em 1937 com Hans Molisch
que a alelopatia ficou conhecida como uma interagao planta-planta. Molisch cunhou o
termo “Allelopathie”, de origem grega, “alellon” (mutuo) + “pathos” (sofrimento),
descrevendo-o como “qualquer efeito direto ou indireto de uma planta sobre a outra”,
a partir das suas observacdes sobre o efeito do horménio vegetal etileno na maturagéo
dos frutos (Molisch, 1937).

Posteriormente, Eloy Rice ao langar seu livro denominado “Allelopathy” trouxe
um novo olhar sobre o conceito da alelopatia, uma vez que descreveu além dos efeitos
negativos, interagbes positivas de uma planta sobre a outra, ocasionadas pela
presenca de compostos quimicos liberados no ambiente (Rice, 1984).

Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia (ISA) descreveu a alelopatia
de uma forma mais abrangente como “qualquer processo que envolva metabdlitos
secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o
crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e biolégicos” (ISA, 1996).

Apesar de ser um fendmeno antigo, a alelopatia era frequentemente
questionada pelos ecologistas da comunidade cientifica, os quais a relacionavam e
classificavam erroneamente como uma forma de competicdo entre plantas. A
competicdo envolve a disputa por recursos limitantes, como agua, luz e nutrientes,
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das espécies (Hsueh, Fan e Chang,
2020; Yang et al., 2015). No entanto, a alelopatia atua de maneira diferente, através
da liberacdo de substancias quimicas do metabolismo secundario das plantas no
ambiente (Rice, 2012).

A liberacdo dessas substancias quimicas no ambiente pode interferir
diretamente ou indiretamente, especialmente de forma inibitéria, sobre a germinacéo,
crescimento e desenvolvimento das plantas receptoras, como demonstrado em
estudos recentes (Zhao et al., 2022; Respatie el al., 2021; Lqgbal et al., 2019), desta
forma, classificando a alelopatia como um tipo de interferéncia entre plantas doadoras
e receptoras.

Devido a esses fatores, os estudos sobre alelopatia tém se concentrado
principalmente na sua aplicagdo no setor agricola, visando a reducédo do uso de
insumos quimicos e o aumento da sustentabilidade em sistemas ecoldgicos. Essa

atencao é justificada, uma vez que tal interferéncia pode afetar significativamente o



estabelecimento e a distribuicdo de plantas daninhas dentro de um ecossistema,
devido aos efeitos fitotoxicos dos metabdlitos secundarios (Cheng e Cheng, 2015;
Araujo et al., 2021).

2.2. Metabdlitos secundarios: aleloquimicos

O conjunto de todas as reacgdes bioquimicas realizadas pelos organismos vivos
€ denominado “reagdes metabdlicas”. Essas reagdes podem originar-se tanto do
metabolismo primario, que ocorre em todos os organismos basicamente pelas
mesmas vias e processos metabdlicos, quanto através do metabolismo secundario,
que é especifico de acordo com cada organismo e ocorre principalmente nos vegetais
(Thirumurugan et al., 2018; Anurag et al., 2015). O metabolismo bioquimico é
responsavel por gerar uma ampla variedade de moléculas quimicas que
desempenham papéis essenciais e ndo essenciais na manutengcao dos processos
vitais do organismo, como nos processos fotossintéticos, respiratérios, sintese de
proteinas e lipideos (Pagare et al., 2015; Setyorini e Antarlina, 2022.

Os metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos de baixo ou alto peso
molecular, originados do metabolismo secundario (Lgbal et al., 2019; Gindri, 2018), e
sdo produzidos em condi¢cdes especificas de crescimento do organismo (Agostini-
Costa et al.,, 2012). No reino vegetal, esses compostos ndao sao amplamente
distribuidos, sendo sintetizados apenas por determinados grupos de plantas (Setyorini
e Antarlina, 2022). Apesar de sua concentragao ser limitada, uma ampla variedade de
estruturas quimicas destes compostos € encontrada, podendo ser restrita a
determinadas familias, géneros ou espécies (Mera et al., 2019).

Embora os estudos sobre metabdlitos secundarios parecam ser recentes,
quimicos organicos comegaram suas investigagdes durante o século XIX e inicio do
século XX, explorando o potencial dessas moléculas naturais para o desenvolvimento
de farmacos (Lgbal e Fry, 2012). Atualmente, essas moléculas naturais tém sido
amplamente estudadas devido ao seu potencial beneficio para os seres humanos,
incluindo seu papel como agentes antitumorais, antibidticos, reguladores do
crescimento de plantas e melhoradores da produtividade agricola (Thirumurugan et
al., 2018).



Pot et al. (2019) citam que os metabdlitos secundarios desempenham
frequentemente papéis cruciais nas respostas das plantas a estimulos ambientais
adversos, conferindo-lhes protecdo e contribuindo para a alta diversidade
intraespecifica (Carrington et al., 2018; Agostini-Costa et al., 2019). Portanto, o
metabolismo secundario esta intimamente ligado as interagbes da planta com seu
ambiente (Pot et al., 2019), podendo influenciar a estrutura ecoldgica das
comunidades por meio de sua liberagao, inibindo ou promovendo o desenvolvimento
de espécies vegetais.

A liberagdo desses compostos bioldgicos no ambiente pode resultar em
alteragdes que os tornam mais ou menos potentes (Lgbal et al., 2019), influenciando
assim o estabelecimento de outras espécies proximas. Segundo Thirumurugan et al.
(2018), ha atualmente uma descricdo de mais de 2.140.000 metabdlitos secundarios,
0s quais variam e os classificam com base em estrutura quimica, composicao,
solubilidade em solventes organicos ou agua, funcao e via de sintese. (Mera et al.,
2019; Pagare et al., 2015; Haig, 2008).

Assim, de acordo com seu potencial de fitotoxicidade, funcbes como a
germinagao, estabelecimento e desenvolvimento das raizes podem ser afetadas
(Respatie et al., 2019), estresse oxidativo, peroxidacao lipidica e alteracbes nas
paredes celulares, que podem ocasionar a morte celular programada em diversas
espécies (Soin et al., 2022).

Nos vegetais, os aleloquimicos mais comuns s&o os fendis, cumarinas,
terpenoides, flavonoides, derivados do acido benzoico, alcaloides, ligninas,
glicosideos, quininas, entre outros, que sao estimados em torno de dez mil compostos
alelopaticos nas plantas (Zhao et al., 2022; Lgbal et al., 2019; Scavo et al., 2019).
Contudo, atualmente classifica-se os aleloquimicos em trés grupos principais:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (Mera et al., 2019).

Os terpenos ou (latim: “tepertine” (Balsamum terebinthinae)) constituem uma
das maiores familias de produtos do metabolismo secundario vegetal com alta
variabilidade estrutural (Sunar et al., 2023). Com mais de 23.000 moléculas descritas
na literatura (Pattanaik e Linberberg, 2015), essa classe de compostos € amplamente
distribuida entre o reino vegetal, contudo ainda de acordo com Jasim et al., (2023)

somente poucos podem ser produzidos por cada espécie vegetal.



Segundo Parveen (2018), a estrutura quimica dos terpenos consiste
basicamente em cinco unidades de isopreno de carbono (C5) unidas entre si, com alta
variabilidade na disposi¢ao estrutural. A unido dessas moléculas de isopreno da
origem a subclasses dos terpenos: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpernos (C40) e politerpenos (Parida e Deb,
2023).

Essas moléculas volateis podem ser sintetizadas a partir do Acetil CoA (rota do
acido mevaldnico) ou através de glicosideos como o piruvato e o 3-fosfoglicerato (rota
do metiritritol fosfato (MEP)) (Zhao et al., 2009; Jasim et al., 2023) e por diferentes
partes das plantas como tecidos vegetativos, flores e raizes (Raven; Evert e Eichhorn,
2001) e interferir em diversos processos bioldgicos e ecoldgicos das plantas a partir
da interagao alelopatica (Duke; Oliva, 2004), como no crescimento e desenvolvimento
de plantas daninhas como Amaranthus retroflexus, Portulaca oleraceae e Lolium
perene, sendo considerados como potenciais fontes de herbicidas naturais (Grana et
al., 2013; Scavo et al., 2019).

Os compostos fendlicos, ou fendis, sdo as estruturas quimicas mais
amplamente documentadas na literatura. Mais de 8.000 estruturas desses metabalitos
secundarios sao encontradas naturalmente em plantas (Haig, 2008), originando-se
das vias metabdlicas de sintese a partir do Acetil CoA (via do acido mevaldnico) ou da
via do acido chiquimico (Li et al., 2010).

Ainda de acordo com os autores (Li et al., 2010), esses compostos quimicos
sao caracterizados estruturalmente por possuirem um grupo hidroxila (-OH) ligado a
um anel hidrocarboneto aromatico, o que lhes confere odor caracteristico e os
classificam como compostos importantes no mecanismo de defesa do vegetal (Zhao
et al., 2009; Tanwir et al., 2017). Reigosa et al. (1999) cita que fendis como acidos
ferulico, acido galico, acido p-cumarico, acido p-hidroxibenzodico, acido vanilico e p-
vanilina apresentam efeitos alelopaticos inibitérios sobre determinadas espécies de
plantas daninhas (Chenopodium album L., Plantago lanceolata L., Solanum nigrum
L.), podendo também interagir com bactérias simbiontes (Einhellig, 2002) e atrair
polinizadores (Li et al., 2010).

Os alcaloides também compdéem uma extensa classe de metabdlitos

secundarios, com mais de 20.000 representantes e exibindo uma ampla variedade



estrutural (Zhao et al, 2019), esses compostos sao encontrados em
aproximadamente 25% das plantas (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020). Provenientes da
via metabalica de aminoacidos e do chiquimato (acido chiquimico) (Aniszewski, 2015),
os alcaloides sdo compostos basicamente por atomos de nitrogénio em diferentes
posicoes, o que define sua classificagdo em: alcaldides heterociclicos ou alcaldides
nao heterociclicos (Evans, 2009).

Segundo Mazid et al. (2011), os alcaloides desempenham fun¢des variadas nas
plantas, incluindo protecdo contra predadores. Contudo, quando liberados no
ambiente podem ser inibidores do crescimento das plantas a partir de diferentes
mecanismos de agao, como interferéncia no DNA, integridade da membrana celular,
atividade enzimatica e consequentemente atuando como inibidores da biossintese de
proteinas das espécies receptoras (Latif et al., 2017). Tais caracteristicas conferem a
esses compostos uma potencialidade para o uso como bioherbicidas, uma vez que ha
relatos destes compostos inibindo o crescimento e desenvolvimento de espécies de

plantas daninhas a partir de diferentes modos de agao (Almeida et al., 2024).

2.3. Rotas de liberacao de aleloquimicos

Algumas espécies alelopaticas sintetizam aleloquimicos através de suas vias
bioquimicas do metabolismo secundario, de acordo com a classe em questdo de
forma com que estes sejam translocados e armazenados em determinados tecidos
vegetais, como folhas, caules, flores e raizes, até serem liberados no ambiente
circundante (Kato-Noguchi, 2024), onde irdo desencadear interagées quimicas entre
as espécies doadoras e receptoras (Hierro e Callaway, 2021). Esse mecanismo € uma
ferramenta de extrema importancia para o estabelecimento das espécies.

Na literatura, sdo descritas quatro rotas de liberagdo dos metabdlitos
secundarios produzidos por espécies alelopaticas, sendo elas: lixiviagao,
volatilizagdo, decomposicédo e exsudacao (Ghayal et al., 2018; Kato-Noguchi, 2024).
De acordo com a classe de compostos produzidos pelas espécies alelopaticas, as
rotas de liberagao podem ser distintas, como explica Parida e Deb (2023).

A lixiviagdo dos compostos alelopaticos ocorre devido o contato de particulas

liquidas com diferentes tecidos vegetais (folhas e caule) (Hussain, 2020), fazendo com



que estes sejam liberados e lixiviem para o solo ou em plantas adjacentes a espécie
receptora (Singh et al, 2021). De acordo com Kostina-Bednarz et al. (2023), os
compostos mais comuns presentes em lixiviados de espécies alelopaticas sdo os
compostos fendlicos, como relatado por Singh et al. (2021) na espécie Leucaena
leuco-cephala (Lam.) e Del Moral e Miller (1969) com Eycalyptus globulus.

A segunda rota direta de liberagao ¢é a volatilizagdo, onde compostos como os
terpenoides sdo volatilizados através dos estdbmatos presentes nas folhas (Hussain,
2020) e podem interagir com as espécies receptoras de duas principais formas:
através da solubilizagdo em agua, que permite que os compostos quimicos caiam no
solo e exergcam efeitos alelopaticos ou através da absorgao direta pelos estdmatos da
espécie receptora (Singh et al., 2021). Assim como ocorre com outros compostos
aleloquimicos, a liberacdo de compostos volateis é responsavel por ocasionar efeitos
inibitérios sobre a germinacéo e desenvolvimento de espécies receptoras, de acordo
com sua receptividade.

Compostos alelopaticos também podem ser liberados no ambiente através da
decomposi¢cdo de materiais vegetais pela acdo de microrganismos, como folhas,
caules e flores, o que torna a decomposi¢cdao uma forma indireta de alelopatia e limita
a capacidade alelopatica desses compostos (Hussain, 2020; Singh et al., 2021).
Conforme citado por Qin et al. (2018), os aleloquimicos liberados pela decomposig¢ao
do material vegetal podem afetar indiretamente o crescimento e desenvolvimento
inicial das plantas receptoras (Kato-Noguchi e Kurniadie, 2021).

A exsudacéo radicular € uma das principais rotas de liberagao de aleloquimicos
no solo. Rice (1984) utiliza o termo “exsudato radicular’ para descrever todas
substancias organicas liberadas através das raizes, estas que se acumulam no solo
e interagem direta ou indiretamente com plantas ou microrganismos presentes no
ambiente (Liu et al., 2013). Acidos fendlicos, ferdlico e saponinas séo exemplos de
compostos exsudados pelas raizes de espécies vegetais que interagem com fatores
bidticos e abidticos presentes no solo (He et al., 2009;), contudo, segundo Almeida
(1988) é necessario um acumulo de compostos no solo para que o efeito alelopatico

sobre outras espécies receptoras sejam claramente observadas.
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2.4. Aplicagoes praticas da alelopatia: metabdlitos secundarios como
bioherbicidas

A alelopatia tem se mostrado cada vez mais promissora para ser aplicada de
maneira benéfica a sociedade e ao meio ambiente, especialmente no contexto do
setor agroindustrial. Além de ser vantajosa para os ecossistemas agricolas no cultivo
coletivo ou sucessivo de pequenas e grandes culturas (Scognamiglio et al., 2013), a
alelopatia também pode ser empregada de forma benéfica no controle integrado de
plantas daninhas (Trezzi et al., 2016).

Espécies de plantas daninhas tém sido descritas como fortes inibidoras da
produtividade e qualidade final de cultivares (Schedenffeldt et al., 2022). Devido a isso,
o controle quimico tém sido amplamente empregado para tentar maneja-las nas areas
agricolas sendo a alternativa mais eficaz aos olhos dos produtores. Embora apresente
uma alta eficiéncia no controle de plantas daninhas e um baixo custo de mao de obra
especializada, Moraes (2019) e Sousa et al. (2015) citam que o emprego intensivo de
defensivos agricolas € responsavel por ocasionar um conjunto de externalidades
negativas irreversiveis, diretas ou indiretas nos seres humanos e meio ambiente,
como o surgimento de plantas daninhas resistentes a herbicidas.

De acordo com Christoffoleti et al. (1994), os primeiros relatos de plantas
daninhas resistentes a herbicidas se deram entre as décadas de 70 a 80, mas a partir
desse, tem sido relatado um crescente aumento de resistente a diversas classes de
herbicidas. Até entéo, ha relatos de mais de 500 casos de resisténcia a herbicidas em
260 espécies de plantas daninhas, sendo 167 herbicidas e 23 modos de agdo em 70
paises (HEAP, 2024). O motivo se deve ao uso extensivo e repetitivo de herbicidas
com mesmo mecanismo de ac¢ao pelos agricultores, uma vez que os herbicidas sao
uma das formas de controle mais eficientes e economicamente viaveis, como ja
mencionado.

Esses fatores tém levados muitos grupos de estudos a buscarem alternativas
agricolas mais ecologicamente corretas e menos impactantes ao meio ambiente e a
saude humana, como o emprego de compostos bioativos, como os aleloquimicos, que
proporcionem o manejo adequado dessas pragas nas areas agricolas (Lopes et al.,
2022; Scavo, 2019). Alguns autores citam que o controle integrado das plantas

daninha a partir da alelopatia pode ser realizado através de técnicas como rotacao de
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cultura, consorciagao, uso de "mulching", ou considerando-a uma fonte potencial de
herbicidas naturais ou bioherbicidas (Trezzi et al., 2016; Kostina-Bednarz; Plonka e
Barchanska, 2023).

Denomina-se rotacao de cultura quando diferentes espécies, incluindo aquelas
com efeitos alelopaticos, sdo cultivadas em um mesmo ambiente seguindo ordens
especificas (Kostina-Bednarz et al., 2023). Segundo Scavo e Mauromicale (2022), a
rotacdo cria um ambiente dindmico que pode ser desfavoravel para o desenvolvimento
de plantas daninhas. A consorciacdo de culturas também ¢é uma alternativa
economicamente viavel e favoravel ao ecossistema. Neste caso, o cultivo da cultura
principal de interesse adjunta a cultura alelopatica, como o Sorghum spp. (Abbas et
al., 2021), pode reduzir a incidéncia da planta daninhas devido a liberagdo de
aleloquimicos (Bachheti et al., 2020).

Outra alternativa economicamente viavel é o “mulching”, estratégia adotada por
muitos agricultores que desejam obter um aumento de matéria orgénica no solo e inibir
a propagacao de espécies invasoras (Zhao et al., 2009). Neste caso, residuos
vegetais da cultura alelopatica sdo depositados sobre a superficie do solo e liberam
compostos quimicos capazes de suprimir a germinacao de espécie daninhas (Abbas
et al., 2021).

Desta forma, sabendo que o0s compostos alelopaticos podem ser
potencialmente utilizados para o manejo integrado de plantas daninhas, nos ultimos
anos, a busca por ferramentas biotecnoldgicas que possam facilitar a compreenséao
do modo de acédo desses compostos, bem como torna-los viavel economicamente
para producado em larga escala, tem sido uma alternativa proposta por empresas e
instituicdes de pesquisas. Assim, pesquisas na area da ciéncia alelopatica com foco
na prospeccao de herbicidas tem sido cada vez mais comuns, recebendo altos

investimentos do setor agricola e tecnolégico.

2.6. Prospeccao de bioherbicidas: uma alternativa ecolégica

Com a intencao de reduzir a utilizacdo de herbicidas sintético, pesquisadores
tém se dedicado para compreender como os compostos bioativos produzidos por

essas espécies podem ser utilizados para o desenvolvimento de bioinsumos que
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possam ser convenientes para o setor agricola, como os bioherbicidas. Ademais, a
descoberta de novas substancias e seus modos de acgado podera, ainda, prover
esqueletos estruturais para a sintese de herbicidas analogos capazes de controlar
plantas infestantes em areas agricolas, incluindo espécies daninhas resistentes.

O desenvolvimento de bioherbicidas ndo € um processo facil, uma vez que
envolve um processo complexo que se inicia a partir da identificacdo e estudo da
espécie alelopatica (Soltys et al., 2013). E necessario extrair, purificar e identificar as
estruturas quimicas das moléculas responsaveis pelos efeitos alelopaticos,
compreender seu modo e agao, determinar o tempo de residéncia no solo (meia vida),
efeito no ambiente e espécies alvo, e, principalmente, a toxicidade das moléculas na
saude humana e ambiental e, somente a partir disso, testa-se uma possivel produgao
em larga escala da molécula, caso seja economicamente viavel (Motmainna et al.,
2021; Anwar e Qureshi, 2022).

Entretanto, a prospeccdo de herbicidas naturais a partir de compostos
alelopaticos € complexa, uma vez que essas moléculas apresentam algumas
limitagdes de aplicagdo. Segundo Motmainna et al. (2021), fatores como a meia vida
curta dos produtos alelopaticos pode ser um fator limitante para aplicagao pratica, uma
vez que o bioherbicida deve permanecer no ambiente tempo suficiente para ter o efeito
desejado. Além disso, outros fatores como a rapida degradacado, estabilidade
ambiental limitada e a concentracdo dos aleloquimicos tém sido limitantes para o
processo, 0 que acaba o tornando inviavel economicamente (Kostina-Bednarz et al.,
2023).

Apesar da complexidade envolvendo o processo de desenvolvimento de
bioherbicidas, pensar nas vantagens que esses podem trazer a sociedade, ao setor
agricola e ao meio ambiente é o que mantém as pesquisas ao redor do mundo. Dayan
e Duke (2010) descreve que os produtos naturais provenientes do metabolismo
secundario vegetal oferecem ampla diversidade estrutural, o que pode permitir que
possuam modos de acao inéditos. Ademais, ha pouca sobreposicdo desses
compostos com as moléculas sintéticas presentes atualmente no mercado (Dayan e
Duke, 2014).

Kostina-Bednarz et al. (2023) descrevem vantagens que os bioherbicidas

podem apresentar em comparagao ao controle quimico, como meia vida curta,
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efetividade mesmo em baixas concentragdes e um alto potencial no controle de

plantas daninhas, mais especifico e indbcuo ao ecossistema.

2.7. Cosmos sulphureus: a espécie selecionada

Representantes da familia Asteraceae tém sido objeto de estudos em diversas
partes do mundo devido aos seus potenciais alelopaticos (Andrushchenko e Levon,
2021; Lopes et al., 2022). Segundo Araujo (2021) e Respatie et al. (2019), varias
espécies de porte reduzido tém sido identificadas como plantas daninhas, interferindo
no desenvolvimento e estabelecimento de outras espécies por meio da liberagcédo de
compostos quimicos como lactonas, terpenos, flavonoides e acidos fendlicos. Esse
fendmeno é exemplificado no género Bidens, que ha algum tempo vem sendo
considerado uma fonte potencial de compostos secundarios com funcao alelopatica
(Araujo, 2021; Andrushchenko e Levon, 2021).

Cosmos sulphureus (Cav) (sindnimo: Bidens sulphurea (Cav)) é uma planta
herbacea endémica da América Central, atualmente naturalizada no Brasil como
espécie ornamental (Volet, 2020; Silva et al., 2017). Popularmente conhecida como

“cosmos-amarelo”, “picao grande” ou ainda “aster do México” (Silva et al., 2017;
Marques e Nakajima, 2015), C. sulphureus estd amplamente distribuida em areas
urbanas e agricolas, principalmente durante o verao, seu periodo de floragdo ocorre
de agosto a dezembro (Silva et al., 2017; Lorenzi, 2014; Araujo et al., 2021; Ortega-
Medrano et al., 2023). Segundo Pallavi et al. (2023) fatores como luminosidade ideal
e espacgos abertos favorecem seu desenvolvimento, chegando até 3,0 metros. Esses
fatores somados a sua capacidade de produg¢ao de metabdlitos secundarios rendeu a
espécie o titulo de planta daninha.

De acordo com Araujo et al. (2021), espécies constituintes da familia
Asteraceae sao capazes de alterar a composicdo, estrutura ou funcdo dos
ecossistemas onde estao inseridas, devido a sua maior competitividade e potencial
alelopatico em comparacdo com espeécies nativas. Apesar de apresentar diversas
propriedades bioldgicas de interesse, Cosmos sulphureus é uma das plantas menos
estudadas no género Bidens, especialmente no que diz respeito a determinacéo de

seu potencial alelopatico.
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Em um estudo exploratério conduzido por Silva et al., (2017), foram isolados 26
compostos das folhas e raizes de Cosmos sulphureus, dos quais trés foram descritos
pela primeira vez. Os principais compostos identificados no extrato foliar incluem as
lactonas sesquiterpénicas: costunolida, reynosina e santamarina, que demonstraram
atividade inibitoria sobre espécies daninhas como Panicum maximum e Amaranthus
viridis.

Outros metabdlitos secundarios produzidos por C. sulphureus como
flavonoides (Saleem et al., 2019), cosmonidina, sulferetina, luteolina, buteina
(lwashina et al., 2019), compostos fendlicos, taninos condensados (Ortega-Medrano
et al., 2023), flavondis, antocianinas e chalconas (Andrushchenko e Levon, 2021)
foram descritos na literatura, encontrados em diferentes tecidos vegetais da espécie.

Entretanto estudos sobre a espécie C. sulphureus estdo mais amplamente
voltados para sua aplicagdo na area medicinal (Araujo-Neto, 2011; Saleem et al.,
2019; Ou et al., 2024), carecendo, até o momento, de informagcées com foco
agrondémico.

Além disso, embora a espécie C. sulphureus demonstre potencial inibitério
sobre a germinacao e desenvolvimento de espécies receptoras (Gharpure et al., 2023;
Silva et al., 2017), nem todas as formas de liberacao de seus aleloquimicos foram
exploradas até o momento. Este fato, somado a necessidade de encontrar solugbes
menos impactantes para o controle de plantas daninhas no ecossistema, torna C.
Sulphureus um alvo de estudos para investigar seu potencial bioherbicida por meio da

exsudacao radicular.

3. MATERIAL E METODOS

Aquénios de Cosmos sulphureus (Cav) foram coletados em areas proximas a
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias — Campus de Jaboticabal
(21°14'37.41"SGr e 48°17'54.84"WGr) e armazenados em camara fria (11°C) até o

momento de serem utilizados.
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3.1 Método de Garrafas Invertidas

Para a caracterizagao do potencial alelopatico de C. sulphureus por exsudagao
radicular (ER), foi conduzido um experimento seguindo a metodologia descrita por
Silva (2017). Foram utilizadas 24 garrafas plasticas de 2 litros, pintadas na cor prata
e posicionadas verticalmente de maneira invertida, com o auxilio de um suporte
metalico para que a regido do bocal ficasse voltada para baixo. Cada garrafa foi
preparada com uma camada de 5 cm de brita seguida por 25 cm de areia esterilizada,
de modo a filtrar a substéncia exsudada e direciona-la diretamente para uma

mangueira plastica (Figura 1).

Figura 1. Sistema de garrafas invertidas utilizado para coleta dos exsudatos
radiculares de Cosmos sulphureus

Em 10 de junho de 2022, oito aquénios de C. sulphureus (planta doadora) foram
colocados para germinar diretamente nas garrafas invertidas. Devido ao didametro das
unidades experimentais (20 cm), vinte dias apés a emergéncia das plantulas, foi
realizado o desbaste, deixando apenas seis plantas por garrafa para permitir um
desenvolvimento adequado. A irrigagao foi realizada diariamente, duas vezes ao dia,
com agua deionizada e solugao nutritiva de Furlani et al. (1999) a 100% de forca em
dias intercalados durante todo o periodo experimental.

Para o tratamento controle, foram adotadas garrafas sem a presenga da

espécie selecionada, sendo apenas preenchida com areia esterilizada e uma camada
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de brita. Assim como o tratamento, as garrafas que constituiram o tratamento
controlem também foram irrigadas diariamente intercalando-se a mesma solugao
nutritiva.

Vinte dias apos a emergéncia (junho de 2022), foram iniciadas as coletas dos
materiais biolégicos que se estendeu até dezembro de 2022. O periodo de coleta do
exsudato radicular (ER) foi de junho ao final de agosto para o vegetativo, setembro a
outubro para o estagio de florescimento e dezembro para a senescéncia. Todo o
material coletado durante nos trés estagios de desenvolvimento foi armazenado em
frascos ambar refrigerados. Como controle, foi utilizada a solugdo coletada das
garrafas sem plantas de Cosmos sulphureus.

Adicionalmente, parte do exsudato coletado nos trés estagios de
desenvolvimento passou pelo processo de eliminagdo de sais pela coluna de
Amberlite Xad-4 por filtragem a vacuo (Bomba de vacuo com compressor Prismatec
131 2VC - Lubrificada a 6leo - 38 I/min - 695 mmHg), liofilizado utilizando-se o
Liofilizador Enterprise Il, e posteriormente diluido para as concentracées de 800, 400,
200, 100 e 50 ppm.

3.2. Bioensaios de fitotoxicidade

Foram realizados dois bioensaios de fitotoxicidade com os exsudatos obtidos
através do método de garrafas invertidas: um com os exsudatos brutos dos trés
estagios de desenvolvimento (vegetativo, florescimento e senescéncia) e outro
apenas com o vegetativo nas concentracées de 800, 400, 200, 100 e 50 ppm,
seguindo metodologia descrita por Macias; Castellano e Molinillo (2000).

Como plantas alvo foram utilizadas espécies alvo padrao e plantas daninhas.
Como STS foram utilizadas as respectivas espécies de eudicotiledbneas e
monocotiledénea Lactuca sativa L. (alface) e Sorghum bicolor L. (sorgo); e como
plantas daninhas as monocotiledéneas Panicum maximum Jacq (campim-coloni&o),
Eleusine indica (capim-pé-de-galinha) e eudicotiledbneas Amaranthus viridis L.
(caruru-de-mancha) e Portulaca oleraceae L. (beldroega).

Para os bioensaios com ER dos trés estagios de desenvolvimento, vinte e cinco

sementes de cada espécie foram distribuidas equidistantemente sobre papel
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Whatman n°1 acondicionados em placas de Petri esterilizadas (9 cm) e umedecidas
com 5 ml dos tratamentos e controle, sendo seladas e acondicionadas em camara de
germinacgao regulada para 25°C e fotoperiodo de 12/12 horas, por um periodo de oito
dias.

Nos bioensaios do ER vegetativo nas concentra¢des de 800, 400, 200, 100 e
50 ppm, foram adotadas 10 sementes para as espécies A. viridis, E. indica, L. sativa,
P. maximum e P. oleraceae e, cinco sementes para S. bicolor, sendo essas distribuidas
equidistantemente sobre papel Whatman n°1 acondicionados em placas de Petri
esterilizadas (3 cm) e umedecidas com 1 ml dos tratamentos e controle, sendo seladas
e acondicionadas em camara de germinacao regulada para 25°C e fotoperiodo de
12/12 horas, por um periodo de oito dias.

Para o os exsudatos brutos dos trés estagios de desenvolvimento, diariamente
avaliou-se o numero de sementes germinadas (%G) e a partir disso, foi calculado o
indice de velocidade de germinagao (IVG. Para o ER vegetativo, apenas avaliou-se o
numero final de sementes germinadas (%G). Para ambos, apdés o periodo
experimental de 8 dias, foram medidos os comprimentos da parte aérea e da raiz e
determinada seu tamanho final. Somente para o bioensaio com ER bruto, determinou-
se as respectivas massas secas das espécies receptoras apds secagem em estufa
com circulacao forgada de ar a 60°C.

Para os bioensaios de fitotoxicidade o delineamento experimental adotado foi

inteiramente casualizado, em quadruplicata.

3.3. Bioensaios de alongamento de coleéptilo de trigo (Triticym aestivum L)

Foram realizados dois bioensaios de coleodptilo de trigo (Triticum aestivum L.)
utilizando os exsudatos obtidos pelo método das garrafas invertidas: um bioensaio
com o0s exsudatos brutos dos trés estagios de desenvolvimento (vegetativo,
florescimento e senescéncia) e outro apenas com exsudatos do estagio vegetativo,
nas concentracdes de 800, 400, 200, 100 e 50 ppm, conforme descrito por Fernandez
(2003).

Neste, sementes de trigo foram germinadas em camara de germinagao por 72

horas, em condi¢gbes de escuro completo, e os coledptilos originados foram cortados
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em guilhotina sobre luz verde, obtendo-se partes de 5 mm. Cinco fragmentos destes
coledptilos foram colocados em tubos de ensaio contendo exsudatos radiculares
(bruto ou diluido) de C. sulphureus. Os tubos foram mantidos em rotagcdo dentro de
camara de germinagéao a 25°C por 24 horas. Avaliou-se, apés o periodo de incubacgéo,
o tamanho final dos coleoptilos.

Para este experimento, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticbes. Cada Eppendorf foi considerado como uma unidade

experimental.

3.4. Analise radicular por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a analise radicular por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), foram
realizados bioensaios de germinacgao utilizando o exsudato radicular (ER) vegetativo
bruto, conforme descrito anteriormente no item 3.2, utilizando as mesmas espécies
receptoras. Apds o oitavo dia de germinagao, foram selecionadas dez plantulas e
segmentos de raizes de 10 milimetros de comprimento foram obtidos com o auxilio
de uma lamina metdlica. Esses segmentos foram entdo acondicionados em
Eppendorfs contendo solugcado de Karnovsky (Karnovsky, 1965), que é utilizada para
fixagcdo do material biologico.

Apos trés dias de fixagao, as raizes foram retiradas da solugéo de Karnovsky,
lavadas trés vezes com solucdo tampéao fosfato e posteriormente pods-fixadas em
tetroxido de 6smio a 1% por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras foram
novamente lavadas trés vezes com solugao tampao e desidratadas em série de alcool
(30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%).

Em seguida, as amostras foram submetidas a secagem a ponto critico (Bray,
2008). Apds a secagem a ponto critico, os segmentos de raizes foram montados em
"stubs" e submetidos a metalizacdo com ouro. Por fim, todas as amostras foram
analisadas utilizando um microscopio eletrbnico de varredura para a observagcao

detalhada do material bioldgico.
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3.5. Analise dos resultados

Os dados obtidos nos bioensaios contendo os trés estagios de
desenvolvimento foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, com as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade pelo programa estatistico
Agroestat (Barbosa e Maldonado, 2011). Os resultados obtidos do estagio vegetativo
em diferentes concentragdes foram submetidos a analise de regresséo (Origin 2018).
Todos resultados também foram apresentados como porcentagens em relagdo ao
controle, sendo que “zero” representam o controle, valores positivos representa

estimulo, e negativos, inibigao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Antecedendo aos bioensaios de germinagao e alongamento de coleoptilo de trigo,
os exsudatos radiculares (ER) dos trés estadios de desenvolvimento (vegetativo,
florescimento e senescéncia), bem como o ER vegetativo em diferentes
concentragdes (50ppm, 100ppm, 200ppm, 400ppm e 800ppm) foram caracterizado
quanto ao pH, osmolalidade, brix e condutividade (Tabela 1 e 2), a fim de comprovar
se os valores apresentados encontravam-se dentro dos limites adequados para que
nao interferissem sobre a germinacgao e crescimento inicial das espécies receptoras.

Tabela 1. Caracterizagéo quimica de ER de C. sulphureus em seus diferentes estagios
de desenvolvimento

H Osmolalidade Condutividade Brix

P (mosmol/kg) (uS/cm) (%)
Controle 7,92 101 9 0
Vegetativo 7,76 100 560 0
Florescimento 7,88 99 568 0
Senescéncia 7,87 111 663 0
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Tabela 2. Caracterizagao quimica de ER de C. sulphureus Cav. (vegetativo) em
diferentes concentragdes (ppm).

pH Osmolalidade Condutividade Brix

mosmol/kg (US/cm) (%)
Controle 5,8 100 0 0
50ppm 6,6 121 51 0
100ppm 6,7 148 118 0
200ppm 7,2 145 225 0
400ppm 7,6 147 396 0
800ppm 7,8 157 708 0

4.1. Fitotoxicidade de exsudato radicular de Cosmos sulphureus CAV. na

germinagao e crescimento inicial de espécies receptoras.

O processo de germinagdo € uma das etapas mais importantes para a
perpetuacado das espécies; portanto, se houver efeito adverso que afete essa fase,
todo desenvolvimento da planta pode ser comprometido. Neste trabalho, observou-se
que para as variaveis porcentagem de germinacédo (%G) (Figura 2) e indice de
velocidade de germinagao (IVG) (Figura 3), todas as espécies receptoras foram
afetadas negativamente pela presencga do exsudato radicular de C. sulphureus, exceto
L. sativa e P. oleraceae, que ao contrario das demais, apresentaram um estimulo
positivo. Cruz-Silva et al. (2015) observaram que a germinagéo de L. sativa nao foi
afetada na presenga do extrato foliar de Bidens sulphurea L., isso, segundo Silva et
al. (2017) pode estar relacionado ao fato de ambas pertencerem a familia Asteraceae.

Para P. maximum e S. bicolor, o ER foi responsavel por ocasionar redugao tanto
da germinacgao (em média 79,08% e 4%, respectivamente) quanto da sua velocidade
(em média 17,16% e 7,66%, respectivamente), em relagdo ao tratamento controle,
nos trés estagios de desenvolvimento, sendo que, para A. viridis e E. indica, apenas
os exsudatos de C. sulpureus nos estagios vegetativo e florescimento ocasionaram
reducédo dessas variaveis. Contudo, n&o foram observadas diferencas significativas

entre estes estagios estudados.
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Estudos demonstram que os aleloquimicos liberados pela exsudagao radicular
podem contribuir significativamente para a redugao da ocorréncia de plantas daninhas
nas grandes culturas (Kakar; Xuan; Khanh, 2023; Kato-Noguchi; Kato, 2022). No
presente estudo, foi possivel observar que algumas espécies s&o mais sensiveis ao
contato com estes metabdlitos secundarios, assim como observou Vieites-Alvarez et
al. (2024) utilizando ER de Fagopyrum spp. em diferentes espécies de plantas
daninhas. Foi observado que a intensidade de inibicdo também varia de acordo com
a espécie estudada, demonstrando possivel seletividade a esses compostos quimicos
presentes no exsudato de C. sulphureus, efeito semelhante ao observado com as

moléculas dos herbicidas sintéticos.
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Figura 2. Porcentagem de germinacéo das espécies receptoras sobre efeito do ER de
C. sulphureus em trés estagios de desenvolvimento.
(Obs: valores expressos como diferenga percentual do controle; médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade).



23

Amaranthus viridis Eleusine indica
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Figura 3. indice de velocidade de germinacdo (IVG) das espécies receptoras sobre
efeito do ER de C. sulphureus em trés estagios de desenvolvimento.
(Obs: valores expressos como diferenga percentual do controle; médias
seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade).
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De forma geral, a variavel parte area (PA) também foi afetada significativamente
pela presenga do ER de C. sulphureus, apresentando um menor crescimento quando
comparada ao tratamento controle (Figura 4).

Rice (1984) cita que o efeito dos aleloquimicos no ambiente geralmente esta
relacionado a sua concentragdo, quando ha uma baixa disponibilidade desses
compostos produzidos pelas espécies, ao invés de ocorrer um efeito inibitério, ele
pode ser promotor do crescimento e desenvolvimento inicial de plantulas. Isso
explicaria o fato de ter ocorrido uma promog¢ao do desenvolvimento da parte aérea de
A. viridis e L. sativa quando foram expostas ao exsudato de C. sulphureus em
determinados estagios fenoldgicos, uma vez que a producéo de aleloquimicos pode
ser diretamente influenciada por esse fator.

Neste estudo, dentre os estagios fenoldgicos analisados, o ER proveniente do
estagio vegetativo foi o que proporcionou o maior percentual de redugao da parte
aérea, em média 68,84% em comparagdao ao controle, diferindo, assim,
significativamente dos exsudatos em pleno florescimento e senescéncia, exceto para
a espécie P. maximum.

A tendéncia decrescente do comprimento da parte aérea observada, difere dos
resultados relatados por Respatie et al. (2019) utilizando extratos de diferentes partes
de C. sulphureus, no qual ndo houve inibicao significativa do hipocétilo das plantas
teste. Com isso, pode-se inferir que as espécies estudadas podem responder de
maneira diferente quando em contato com os compostos alelopaticos (Kostina-
Bednarz et al., 2023).
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Figura 4. Comprimento da parte aérea das espécies receptoras sobre efeito do ER de
C. sulphureus em trés estagios de desenvolvimento.
(Obs: valores expressos como diferenga percentual do controle; médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade).
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Sabe-se que a radicula € o primeiro 6rgao da plantula a interagir com os
compostos alelopaticos (Respatie et al., 2019). Desta forma, qualquer sensibilidade a
essas substancias ocasionariam respostas fisioldgicas variadas, como a inibicdo do
crescimento das mesmas ou, segundo Kostina-Bednarz et al., (2023), alteragdes
morfolégicas das raizes. Neste trabalho, a raiz foi a variavel mais afetada pela
presenca do ER de C. sulphureus (Figura 5), ocorrendo variagdo de sensibilidade
pelas espécies receptoras. Assim como ocorreu com a parte aérea, o estagio
vegetativo foi o que proporcionou maior percentual de redugéo, chegando a 90,07%
em relagao ao tratamento controle.

Para A. viridis, L. sativa e P. oleraceae, todos os tratamentos diferiram
estatisticamente entre si e tiveram forte efeito inibidor sobre o alongamento das raizes,
sendo o vegetativo o mais efetivo (79,8% de reducgao). Os exsudatos radiculares de
C. sulphureus nos estagios vegetativo e senescéncia também foram responsaveis por
ocasionar reducao significativa em E. indica, porém quando em pleno florescimento,
o exsudato promoveu estimulo em comparacao ao tratamento controle.

Para P. maximum, os exsudatos em estagio vegetativo e senescéncia foram
responsaveis por ocasionar redu¢ao do comprimento das raizes em comparagéo ao
controle (83,92% e 21,5%, respectivamente) mas o exsudato na senescéncia nao
diferiu estatisticamente do florescimento.

Ainda para a variavel raiz, o ER em estagio vegetativo foi responsavel por
reduzir aproximadamente 90% o desenvolvimento das raizes de Sorghum bicolor,
diferindo estatisticamente dos demais. Apesar do ER florescimento ter causado
redugcao em comparacgao ao controle, ndo diferiu estatisticamente da senescéncia, que

promoveu um estimulo quando em contato com as plantulas de S. bicolor.
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Figura 5. Comprimento radicular das espécies receptoras sobre efeito do ER de C.
sulphureus em trés estagios de desenvolvimento.
(Obs: valores expressos como diferenga percentual do controle; médias

seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade).
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Além da reducgao do alongamento das raizes, observou-se, visualmente, efeito
de necrose radicular e auséncia de pelos radiculares para algumas espécies, como S.
bicolor (Figura 6), quando em contato com o ER vegetativo de C. sulphureus, efeitos
possivelmente relacionados com a presenca de compostos alelopaticos, como
lactonas sesquiterpénicas ou acidos fendlicos (Silva et al., 2017; Kumar et al., 2020)
ou acidos fendlicos (Kostina-Bednarzet al., 2023). Kumar et al., (2020) demonstraram
que a presenca de acidos fendlicos, como a cumarina, ocasionou deformidade em
raizes, concordando com a afirmagdo de Kostina-Bednarz et al., (2023), sobre a

presenca de aleloquimicos ocasionarem deformidades morfolégicas nas raizes.
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Figura 6. Efeito do ER em estagio vegetativo de C. sulphureus sobre o alongamento
radicular de S. bicolor. (A) Raiz do tratamento controle (B) ER vegetativo (C)

Detalhe da presenca de necrose radicular, auséncia de pelos radiculares e
raizes secundarias.

Tais efeitos morfolégicos nas raizes foram observados somente para o
exsudato em estagio vegetativo, o que possivelmente estaria relacionado ao fato de
que nesta fase de desenvolvimento C. sulphureus seria capaz de produzir uma maior
quantidade de metabdlitos secundarios, sejam eles lactonas sesquiterpénicas,
compostos fendlicos ou flanovoides (Silva et al., 2017; Kumar et al., 2020; Respatie et
al., 2019).

Scheffer-Basso, Fiorentin e Favaretto (2019) demonstraram que o estadio
fenolégico pode influenciar a producdo de metabdlitos secundarios e,
consequentemente, na atividade alelopatica das plantas. Assim como ocorreu com o

ER de C. sulphureus neste estudo, os autores citados constataram um maior efeito
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inibitério sobre a germinagao, alongamento do hipocétilo e radicula com extratos
foliares provenientes de plantas em estagio vegetativo sobre Lactuca sativa e Trifolium
repens.

Esse efeito inibitério mais significativo apresentado pelo ER vegetativo sob o
desenvolvimento da parte aérea das espécies receptoras pode estar relacionada ao
fato de que durante a fase inicial de desenvolvimento de C. sulphureus, possivelmente
ha uma maior producdo de metabdlitos secundarios pelas raizes. Tanwir et al. (2017)
constataram maior produgéo de aleloquimicos no centeio (Secale cereale) quando se
encontrava nos estagios iniciais de desenvolvimento, sugerindo que grande parte das
espécies possuem um maior potencial alelopatico nessa etapa fenoldgica. Isso,
possivelmente, pode funcionar como uma estratégia para o estabelecimento dessa
planta no ambiente onde esta inserida, uma vez que a alelopatia € uma estratégia
utilizada para, geralmente, inibir outras espécies em sua proximidade (Kostina-
Bednarz et al., 2023).

O acumulo de biomassa seca total também foi analisado a fim de verificar se o
ER radicular seria responsavel por reduzi-la (Figura 7). Neste estudo, as espécies A.
viridis e P. oleraceae nao apresentaram biomassa seca suficiente para pesagem e,
por isso, nao foram expressas graficamente.

Para E. indica, os ER nos estagios vegetativo e florescimento foram
responsaveis por ocasionar redugao préxima a 100% no acumulo da biomassa seca
total em comparagao ao controle, mas nao houve diferenga significativa entre estes.
O mesmo ocorreu para a espécie L. sativa.

S. bicolor e P. maximum também tiveram a biomassa seca reduzida quando em
contato com o material botanico de C. sulphureus. Neste caso, apenas P. maximum
apresentou diferenga no acumulo de biomassa total entre os estagios, sendo o
vegetativo o mais significativo, chegando a uma média de 73,7% de redugao da massa
seca em comparacao ao tratamento controle (0).

Essa diferenca de resposta observada entre as espécies alvo deve-se ao fato
de que cada uma possui um nivel de sensibilidade variado a esses metabdlitos
secundarios, por isso algumas apresentam respostas mais acentuadas quando em

contato com o ER. De forma geral, a provavel presenca de aleloquimicos produzidos
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pela exsudacgao radicular de C. sulphureus foi responsavel por suprimir o acumulo de

biomassa seca pelas espécies receptoras testadas.
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Figura 7. Massa seca total das espécies receptoras sobre efeito do ER de C.
sulphureus em trés estagios de desenvolvimento.
(Obs: valores expressos como diferenga percentual do controle; médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade).

4.2. Bioensaio de alongamento de coleéptilo de trigo (Triticym aestivum L)

De forma geral, os trés estagios de desenvolvimento fenolégico de C. sulphureus
foram responsaveis por inibir significativamente o alongamento dos coledptilos de trigo
(Figura 8). Assim como ocorreu nos bioensaios de fitotoxicidade, os coledptilos que

ficaram submersos no ER em estagio vegetativo apresentaram um maior percentual
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de redugcéo em comparacgao ao controle, chegando a aproximadamente 31%, mas néao

diferiu estatisticamente do ER na senescéncia.
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Figura 8. Alongamento de coledptilo de trigo sobre efeito dos ER de C. sulphureus em
trés estagios de desenvolvimento fenoldgico

(Obs: valores expressos como diferenga percentual do controle; médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade).

Silva et al. (2017) ao trabalharem com diferentes fragdes de ER de C.
sulphureus constataram maior inibigdo do alongamento dos coledptilos de trigo
quando estes foram expostos ao ER no estagio vegetativo, o que corrobora os dados
obtidos neste estudo. Ainda de acordo com os autores, a presenca de lactonas
sesquiterpénicas (custonolida, reinosina e santamarina) foi responsavel por ocasionar
esse percentual de redugado. Desta forma, pode-se inferir que o0 mesmo pode ter
ocorrido com o ER de C. sulphureus.

Scheffer-Bassso et al. (2019) verificaram que a maturidade da planta pode ter
forte influéncia sob a produgao de aleloquimicos, uma vez que quando se encontram
em estagios mais desenvolvidos, como no florescimento, existem alteragbes
metabdlicas para produgao de novas substancias consideradas essenciais para planta
e para a floragdo, consequentemente, isso diminuiria a producdo de metabdlitos

secundarios para poupar gastos.
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Desta forma, pensando-se que no estagio vegetativo as plantas sdo capazes
de produzir mais substancias alelopaticas, como relata Omezzine et al. (2014),
direcionar as pesquisas para esse estagio de desenvolvimento parece uma estratégia
adequada para verificar seu grau de toxicidade com o aumento de concentragéo.

E de conhecimento geral que as concentracdes de substancias quimicas
podem ocasionar respostas distintas nas plantas alvo. Neste caso, quando o tecido
indiferenciado de T. aestivum foi exposto as concentragdes de 50, 100 e 200 ppm do
ER de C. sulphureus no estagio vegetativo, observou-se promog¢ao no crescimento,
apdés a qual, com o aumento das doses, diminuigdo no tamanho dos coledptilos,
fendmeno descrito na literatura como hormese alelopatica (Perveen et al., 2019;
Molisch, 1937). Ao se realizar o teste de comparacédo de meédias, foi constatada
diferenga significativa do ER na concentragdo de 800 ppm em relagdo as demais
(Figura 9).
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Figura 9. Comprimento de coledptilo de trigo sob efeito do ER de C. sulphureus no
estagio de desenvolvimento fenolégico vegetativo e em diferentes concentragdes (50,
100, 200, 400 e 800ppm).

A hormese tem sido descrita como um efeito estimulador de determinadas
substancias de acordo com suas doses, em que, segundo Duke et. al. (2006) pode
estimular em baixa dose e inibir em altas doses. Esse efeito pode ocorrer em diversas

classes biolégicas, inclusive com substancias alelopaticas produzidas pelas plantas
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(Liu et al., 2010). Rice (1984) demonstrou que os aleloquimicos em baixa
concentracdo podem estimular o crescimento inicial de plantulas, mas em altas
concentracdes o efeito é inverso.

Perveen et al. (2019), em seu estudo realizado com extrato aquoso foliar de
Moringa oleifera, também constataram efeito de hormese alelopatica sob o
desenvolvimento inicial de Lepidium sativum. Abbas et al. (2019), em uma revisao,
citam que diversas espécies podem ser afetadas por esse efeito de hormese
ocasionado por diversos compostos alelopaticos. Assim, entende-se que as
concentragcdes dos metabdlitos secundarios presentes em espécies vegetais também
€ um fator importante no desenvolvimento de um bioherbicida.

Todo efeito estimulatdrio e inibitorio observado neste bioensaio com coledptilos
de trigo possivelmente relaciona-se com a presenga de compostos alelopaticos, como
as lactonas sesquiterpénicas, acidos fendlicos ou flavonoides que podem estar
presentes na composicdo deste ER radicular. Sabendo que muitos estudos
comprovam a presencga destes aleloquimicos em diferentes partes de C. sulphureus
(Silva et al., 2017; Andrushchenko e Levon, 2021; Respatie et al., 2020) essa seria
uma hipétese a ser comprovada futuramente a partir da etapa de isolamento.

Neste caso, provou-se que o ER vegetativo de C. sulphureus pode ocasionar
inibicdo significativa do alongamento dos coledptilos de trigo ja a partir da

concentragédo de 400 ppm, com efeito mais efetivo na maior concentragao (800 ppm).

4.3. Efeitos de concentragoes do exsudato radicular de Cosmos sulphureus no
estagio vegetativo sobre a germinacdao e crescimento inicial de espécies

receptoras

Ao avaliar a %G, verificou-se que as concentragdes do ER vegetativo de C.
Sulphureus nao diferiram entre si para todas as espécies receptoras, exceto para E.
indica e S. bicolor, que apresentaram maior porcentagem de inibicdo da germinacao
em comparagao ao controle quando expostas ao exsudato em 800ppm, devido a isso,
a variavel nao foi expressa graficamente.

Apesar do efeito alelopatico dos exsudatos radiculares de diversas espécies

mostrarem-se inibidores da germinagdo de plantas daninhas com o aumento da
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concentragcado (Kato-Noguchi e Kato, 2022; Akter; Sultana 2019; Akter et al., 2023),
neste estudo ndo se observou significativas redug¢des dessa taxa de germinagao. Liu
et al. (2024) ao exporem Betula albosinensis aos exsudatos radiculares de Poa annua
e Potentilla fragorioides também n&o observaram inibigao significagdo na germinagéo
de sementes, assim como observaram Wang et al. (2022) com exsudato de M.
truncatula sob a germinacgéao de alfafa.

Essa auséncia de inibicdo pode estar relacionada ao método de acdo dos
aleloquimicos presentes no exsudato radicular de C. sulphureus. Kostina-Bednarz et
al. (2023) citam que os metabdlitos podem ter diferentes efeitos sob determinadas
variaveis de acordo com a espécie alelopatica e a classificacdo quimica da classe de
compostos exsudados; por exemplo, no caso do ER de M. fruncatula, a germinagao
nao foi afetada, mas o crescimento do hipocétilo sim (Wang et al., 2022), como ocorreu
no presente estudo.

Scavo et al. (2020) ao estudarem o efeito das lactonas sesquiterpénicas
presentes em extrato foliar de uma espécie de Asteraceae (Cynara cardunculus),
verificaram que a porcentagem de germinacgao das espécies receptoras também nao
foi afetada pela presenca deste composto, inferindo que o modo de agao desses
compostos alelopaticos € em outros parametros fisiolégicos.

Assim, para verificar o grau de supressao de diferentes concentragbes do ER
vegetativo de C. sulphureus em outros parametros fisiolégicos, o desenvolvimento
inicial das plantulas foi avaliado a partir de uma curva dose-resposta. De forma geral,
o alongamento da parte aérea de todas as espécies receptoras foi afetado
negativamente pela presenga do ER, demonstrando um decaimento exponencial,
exceto para E. indica que apesar de ter apresentado uma porcentagem de inibicdo em
relagdo ao controle, aos 800ppm apresentou uma resposta semelhante a 100pppm
(Figura 10).

Amaranthus viridis, P. oleraceae e S. bicolor apresentaram porcentagens de
redugcdes do desenvolvimento da parte aérea de 47,97%, 74,04% e 32,92% (Figura
10), respectivamente, quando comparadas ao tratamento controle (0). Neste caso, a
partir da concentragdo aproximada de 100 ppm ja se observou um efeito alelopatico
inibitério maximo na curva dose-resposta. Para E. indica, L. sativa e P. maximum,

também houve decaimento exponencial a partir de 400ppm do ER, apesar de



demonstrar um efeito mais atenuado

estimulo em 50ppm.
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nas concentracbes mais baixas e, até um
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Figura 10. Curva dose-resposta de diferentes concentragbes (ppm) do ER vegetativo
de C. sulphureus sobre o crescimento da parte aérea de espécies receptoras
A. viridis, E. indica, L. sativa, P. maximum, P. oleraceae e S. bicolor.
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Assim como ocorreu com o alongamento da parte aérea das espécies
receptoras testadas nesta pesquisa, em um estudo realizado por Vela et al. (2021)
compostos obtidos das folhas de Moquiniastrum pulchrum também foram
responsaveis por ocasionar efeitos inibitorios sobre o desenvolvimento da parte aérea
de A. viridis, assim como extrato de Juglans nigra L. demonstrou potencial
bioherbicida pré-emergente para o controle de P. oleraceae (Khamare et al., 2022).

Segundo Ain et al. (2023), respostas distintas das plantas receptoras podem
ser observadas quando em contato com os aleloquimicos, como ocorreu neste
presente estudo e que, geralmente, esse papel supressor esta relacionado a
obstrugdo de mecanismos metabdlicos e fisioldgicos essenciais para as plantas.
Kostina-Bednarz et al. (2023) relataram que as taxas fotossintética e respiratéria e
metabolismo oxidativo podem ser altamente suprimidos e desestabilizados pela
presenca desses compostos aleloquimicos, como as lactonas sesquiterpénicas,
resultando em respostas inibitérias no desenvolvimento inicial das plantulas.

Assim, partindo do pressuposto de que C. sulphureus produz lactonas
sesquiterpénicas como metabdlitos secundarios e, que estes possuem alto grau de
fitotoxicidade (Silva et al., 2017; Scavo et al., 2020), pode-se inferir que o efeito
inibitério no alongamento da parte aérea pode estar relacionado com a presencga
destes compostos majoritarios na planta.

Além do crescimento da parte aérea, o das raizes também foi avaliado para as
concentragbes do ER vegetativo de C. sulphureus. Majoritariamente, a presenga do
material exsudado pela espécie testada foi responsavel por ocasionar reducao
exponencial do comprimento das raizes de acordo com 0 aumento das concentragdes
(Figura 11). Neste caso, a partir da concentragdo mais baixa (50 ppm), algumas
espécies ja apresentaram o efeito alelopatico inibitério maximo.

A. viridis, E. indica P. oleraceae e S. bicolor apresentaram, respectivamente,
46,9, 91,5, 89,8 e 67,4% de reducao do alongamento de suas raizes em comparacgao
ao tratamento controle (0). Enquanto para L. sativa e P. maximum, o efeito inibitério
maximo foi constatado com 200 ppm, chegando a 69,08 e 80,01, respectivamente, de

reducao.
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Figura 11. Curva dose-resposta de diferentes concentragdes (ppm) do ER vegetativo
de C. sulphureus sobre o crescimento radicular de espécies receptoras A. viridis, E.
indica, L. sativa, P. maximum, P. oleraceae e S. bicolor.

Essa reducgéo do alongamento e desenvolvimento das raizes pode resultar na
inibicdo do desenvolvimento direto da planta, uma vez que, quando o sistema radicular
se encontra danificado, diversas fungdes fisioldgicas podem ser afetadas, como
potencial de membrana, transporte de agua e nutrientes para as plantas e,
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possivelmente, um dano ao sistema oxidativo devido a uma alta produgao de espécies
reativas a oxigénio (EROS) (Kostina-Bednarz et al., 2023).

Assim como ocorreu nos primeiros bioensaios utilizando o ER de C. sulphureus
em trés estagios, observou-se que as concentragdes do ER vegetativo ocasionaram
deformidades nas pontas das raizes para algumas espécies como L. sativa (Figura
12) e P. oleraceae (Figura 13), como uma necrose radicular, auséncia de raizes

laterais e auséncia de pelos radiculares.

Figura 12. Efeito do ER vegetativo de C. sulphureus sobre o alongamento radicular de
L. sativa. (A) Raiz do tratamento controle (B) ER vegetativo (C) Detalhe da presenca
de necrose radicular, auséncia de pelos radiculares e raizes secundarias.
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Figura 13. Efeito do ER vegetativo de C. sulphureus sobre o alongamento radicular de
P. oleraceae. (A) Raiz do tratamento controle (B) ER vegetativo demonstrando
presenca de necrose radicular, auséncia de pelos radiculares e raizes secundarias.

No caso de C. sulphureus, muitos podem ser os compostos aleloquimicos
envolvidos nessas respostas inibitorias relatadas. Respatie et al. (2019; 2017) e
Andrushchenko e Levon (2021) descrevem as Asteraceae e, particularmente C.
sulphureus como uma fonte potencial para herbicidas naturais devido a composicao
alelopatica de suas flores (acidos fendlicos, flavondides, antocianinas), bem como

Silva et al. (2017) utilizando extrato foliar de C. sulphureus, da qual isolou lactonas
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sesquiterpénicas e comprovou seu efeito inibitério sobre a germinacdo e
desenvolvimento inicial de plantas daninhas. Desta forma, infere-se que as respostas
inibitérias relatadas neste trabalho podem estar diretamente relacionadas com a
presenca destes aleloquimicos.

Diante desses fatos, efeitos morfoldgicos observados nas raizes das espécies
receptoras possivelmente podem estar relacionados a presenga destes compostos no
ER, o que explicaria o fato das raizes apresentarem auséncia de pelos radiculares e
raizes secundarias. O estudo realizado por Sathishkumar et al. (2020) com acido
benzdico e cinamico provenientes de Eucalyptus spp. também demonstrou a auséncia
de raizes laterais, como aqui relatado.

Os sesquiterpenos também tem sido relatado na literatura como inibidores do
alongamento radicular e causador de deformidades nas raizes. Landi et al. (2020)
utilizando nerobidol em plantulas de Arabidopsis thaliana constataram efeito fitotdxico
no alongamento das raizes, bem como na sua morfologia; neste caso, ao expor a
espécie a diferentes concentragdes (ppm) constataram uma necrose nas pontas das
raizes, bem como a auséncia de pelos radiculares de acordo com o aumento das
concentracoes, tal qual observado neste trabalho (Figura 12 e 13).

Outros estudos com aleloquimicos demonstram que as alteragdes morfoldgicas
nas raizes, como inibicdo de alongamento e auséncia de pelos radiculares podem
estar diretamente relacionadas com a capacidade destes compostos provenientes de
espécies alelopaticas de alterarem as concentracbes e acdo do acido indolacético
(IAA) (Araniti et al., 2017; Grafa et al., 2013), o que seria uma explicacdo possivel
para os resultados observados nesta pesquisa e que podem ser a vir comprovados
com estudos futuros.

Desta forma, sabendo-se que a inibicdo do alongamento radicular e da parte
aérea esta diretamente relacionada com a presenca de aleloquimicos
(Kostina-Bednarz et al., 2023), infere-se que C. sulphureus contém substancias
alelopaticas em seu exsudato radicular que sao capazes de afetar negativamente o
desenvolvimento das espécies A. viridis, E. indica, L. sativa, P. maximum, P. oleraceae
e S. bicolor, mesmo em baixas concentragcdes (50 a 100ppm), podendo ser

considerada potencialmente como fonte de bioherbicida, caso as moléculas quimicas
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isoladas comportem-se de maneira desejada para o desenvolvimento de um novo
composto bioldgico.

Apesar do aumento da concentragcdo de aleloquimicos possuir um efeito
inibitério maior (Ain et al., 2023), o desenvolvimento de um bioherbicida se tornaria
inviavel, devido ao baixo rendimento destes compostos. Desta forma, o efeito de uma
baixa concentracdo desses aleloquimicos presentes no ER vegetativo de C.
sulphureus pode ser considerado um resultado importante para pesquisas que
buscam o desenvolvimento de bioherbicidas, uma vez que a concentragao tem sido
considerada um fator limitante para o prosseguimento dessas pesquisas
(Kostina-Bednarz et al., 2023; Zorrilla et al., 2024).

Refletindo sobre um herbicida natural como uma alternativa para reduzir a
adaptacgao das plantas daninhas e, consequentemente, 0 uso excessivo de herbicidas
sintéticos, o uso de compostos naturais em baixas doses com alta eficacia poderia ser
uma boa escolha para praticas agricolas mais sustentaveis. Contudo, um estudo mais
aprofundado é necessario para isolar e compreender 0 mecanismo de acao destes
aleloquimicos presentes no exsudato radicular de C. sulphureus, para que

futuramente possam ser utilizados.

4.4. Andlise radicular de espécies receptoras por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

E corrente que, mesmo que as etapas da germinagdo e o padrdo morfoldgico
sejam controlados geneticamente, o crescimento e a morfologia das raizes sao
influenciados por sinais ambientais e compostos quimicos, podendo desencadear
respostas fisiolégicas que inibem, ou prejudicam os processos de crescimento e
desenvolvimento das plantas. No presente estudo, foi analisada a morfologia e
anatomia das raizes das espécies receptoras por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), com o objetivo de caracteriza-las morfologicamente, as quais estao ilustradas
abaixo.

A figura 13 revelou que para o controle de Amaranthus viridis ha presenga
significativa de pélos radiculares bem desenvolvidos por toda sua extensao (Figura
13A), notando-se também células de superficie rugosa (Figura 13B) e a ponta da coifa



41

lisa e bem definida (Figura 13C), uma vez que a coifa é responsavel pela protegao do
tecido vegetal, esse fator pode ter contribuido para o favorecimento do crescimento
radicular do controle de A. viridis.

Entretanto, quando as raizes foram expostas ao ER, observou-se a auséncia
de pélos radiculares e um acentuado efeito de curvatura na ponta da raiz (Figura 13D),
bem como seu espessamento. Ja no tratamento controle, as células apresentaram
superficie lisa com coifa pouco definida e granulosa (Figuras 13E, 13F). Os pélos
radiculares estédo diretamente relacionados a absor¢ao de agua e nutrientes (Gregory,
2009), devido a isso, sua ma formacgao poderia justificar o menor crescimento radicular

do tratamento em comparagao ao controle.
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Figura 14. Analise microscopica de varredura de raizes de Amaranthus viridis na
auséncia (A, B, C) e presenca (D, E, F) do ER radicular vegetativo de C. sulphureus.

As raizes das plantas do tratamento controle de Eleusine indica também
apresentaram presenca de pelos radiculares bem desenvolvidos (Figura 14A) e
células de superficie rugosa (Figura 14B), caracteristicas esperadas para o controle
que podem ter contribuido positivamente para o crescimento radicular e da parte
aérea da espécie. Enquanto isso, ao tratar as raizes com ER, os pelos radiculares ndo
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se desenvolveram (Figura 14C), assim como aconteceu com as raizes de
leguminosas expostas a extratos alelopatico de diversas espécies relatadas por
Halsall et al., (1995). Observou-se também uma deformidade na coifa (Figura 14D) e
um estrangulamento da regido lisa (Figura 14C), provavelmente relacionado a técnica
de secagem a ponto critico. Visto que essa é uma regiao mais hidratada, ao realizar
a secagem o material vegetal perde agua para o ambiente, resultando no
estrangulamento relatado para essa e as demais espécies que apresentaram a
mesma caracteristica, ndo relacionando-se com a presenca do exsudato radicular,

dado que também ocorreu para os tratamentos controle.

Figura 15. Analise microscépica de varredura de raizes de Eleusine indica na auséncia
(A, B, C) e presenca (D, E, F) do ER radicular vegetativo de C. sulphureus.

Quando se comparou o controle com o tratamento com ER, notou-se que as
raizes das espécies do controle apresentaram crescimento radicular consideravel
(Figura 15A e 15B) e superficie celular rugosa e com células uniformes (Figura 15C),
0 que possivelmente contribuiu para o desenvolvimento de pelos radiculares a partir
dos tricoblastos para essa espécie, aumentando a superficie de absorgédo de aguas e

nutrientes e o crescimento radicular (Rodrigues et al., 2015).
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Ao expor as raizes ao ER, as imagens de MEV elucidaram uma redugao no
crescimento radicular de L. sativa, auséncia total de pelos radiculares o que conferiu
uma superficie lisa a raiz (Figura 15D), assim como deformidade na regido da coifa
(Figura 15F) devido a necrose do apice. Shi et al., (2020) ao aplicar o extrato foliar de
Chamaenerion angustifolium (L.) Scop. em L. sativa também observou danos
irreparaveis e rompimento radicular, dando origem a espacgos entre as células, assim
como ocorreu no presente estudo (Figura 15E), fato relacionado ao efeito fitotoxico do

ER vegetativo de C. sulphureus.

ZEISS |—|

Figura 16. Analise microscopica de varredura de raizes de Lactuca sativa na auséncia
(A, B, C) e presenca (D, E, F) do ER radicular vegetativo de C. sulphureus.

Assim como os demais controles, para as raizes de P. maximum observou-se
uma superficie celular rugosa (Figura 16C) e formagao de pelos radiculares na zona
pilifera (Figura 16B), bem como o crescimento radicular consideravel relatado na
Figura 4B. Ja para o tratamento com ER vegetativo, notou-se proje¢cdes indicando
inicio do desenvolvimento de pelos radiculares (16E), contudo, diferente do que

ocorreu para os demais tratamentos, P. maximum exibiu uma superficie rugosa (Figura
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16D) e danos teciduais observaveis (Figura 16F). Sabendo que as células da coifa
(Pereira et al., 2017) e o meristema apical da raiz sdo as regides mais afetadas por
substancias alelopaticas (Araniti et al., 2017; Soltys et al., 2012; Zhang et al., 2018),
pode-se inferir que os compostos presentes no ER vegetativo de C. sulphureus sejam
0s responsaveis por limitar o crescimento e desenvolvimento radicular de P. maximum,

bem como causar danos estruturais e celulares na espécie.
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Figura 17. Andlise microscopica de varredura de raizes de Panicum maximum na
auséncia (A, B, C) e presencga (D, E, F) do ER radicular vegetativo de C. sulphureus.

Para o controle da espécie Portulaca oleraceae, notou-se nas raizes,
formacdes de pelos radiculares (Figura 17A), superficie celular rugosa (Figura 17B) e
coifa proeminente e bem definida (Figura 17C), caracteristicas esperadas para
plantulas néo tratadas.

Opostamente ao controle, no tratamento com ER houve um pequeno
alongamento da raiz (Figura 17D), fato também observado em outros trabalhos de
alelopatia (Queiroz, 2015) onde houve diminuigdo do crescimento radicular e auséncia

de raizes primarias, como ocorreu para as plantulas de P. oleraceae. A superficie
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celular apresentou-se desuniforme e rugosa (Figura 17E), com aparente necrose
radicular. A desuniformidade celular demonstrada por MEV pode relacionar-se com a
auséncia de desenvolvimento dos pelos radiculares, uma vez que os tricoblastos que
dao origem aos pelos radiculares s&o alongados e uniformes (Rodrigues et al., 2015),

o que justificaria a presencga de poucos pelos radiculares (Figura 17F).

Figura 18. Analise microscopica de varredura de raizes de Portulaca oleraceae na
auséncia (A, B, C) e presenga (D, E, F) do ER radicular vegetativo de C. sulphureus.

Assim como para os demais controles, para Sorghum bicolor houve um
excelente desenvolvimento de pelos radiculares (Figura 18B), contribuindo para o
aumento da superficie de absorcdo de agua e nutrientes da espécie e,
consequentemente, com o crescimento radicular notério (Figura 18A). Contrariamente
ao controle, o tratamento com ER vegetativo foi responsavel por reduzir
significativamente o tamanho radicular como relatado na Figura 18D. Os pelos
radiculares também foram observados no tratamento, contudo, com tamanho reduzido
em comparacdo ao controle. Além disso, o ER de C. sulphureus também foi

responsavel por ocasionar oxidagdo e necrose radicular (Figura 18E), fazendo com
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que o tecido se perdesse durante a execugao da técnica para MEV, como ocorreu

anteriormente para outras espécies receptoras.
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Figura 19. Analise microscépica de varredura de raizes de Sorghum bicolor na
auséncia (A, B, C) e presenca (D, E, F) do ER radicular vegetativo de C.sulphureus.

Neste caso, a MEV foi fundamental para confirmar e elucidar os danos
anatébmicos e morfoldgicos causados pelo exsudato radicular vegetativo de Cosmos
Sulphureus em seis espécies estudadas: Amaranthus viridis, Eleusine indica, Lactuca
sativa, Portulaca oleraceae, Panicum maximum e Sorghum bicolor. Os compostos do
metabolismo secundario de C. sulphureus demonstraram ser responsaveis pela
deterioracdo de estruturas cruciais para o crescimento e desenvolvimento dessas

plantas, o que pode retardar ou mesmo impedir sua perpetuacdo no ambiente.

5. CONCLUSAO

Pode-se concluir, portanto, que o exsudato radicular de Cosmos sulphureus
possui um potencial alelopatico nos trés estagios de desenvolvimento, com efeito mais

significativo no vegetativo, sendo capaz de inibir a germinagcdo e desenvolvimento
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inicial de Amaranthus viridis, Eleusine indica, Panicum maximum e Portulaca
oleraceae, bem como de Lactuca sativa e Sorghum bicolor, ocasionando modificagdes
morfolégicas de suas raizes e inibindo o alongamento da parte aérea e radicular,

mesmo em baixas concentracdes.
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