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AVALIACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - As cultivares de cana-de-acUcar plantadas atualmente s&o
resultado de melhoramentos genéticos que foram realizados visando o incremento na
produtividade, mas esta selecdo resultou na reducdo do potencial competitivo da
espécie, que pode estar associada aos compostos alelopaticos presentes e/ou
liberados por cada cultivar. A familia Poaceae esta entre as familias mais pesquisadas
em relacdo aos compostos alelopéticos, dentre eles os acidos hidroxamicos. A
alelopatia caracteriza-se pelo efeito de uma planta no crescimento e estabelecimento
de outra, por meio da producao e liberacdo de compostos quimicos secundarios para
o ambiente. Com isto, o objetivo foi avaliar a interferéncia entre plantas daninhas e
cana-de-acUcar e caracterizar o potencial alelopatico de cana-de-agUcar, cultivares
CTC 2 e IAC 911099, pelo método de liberacédo por exsudacao radicular; identificar
acidos hidroxamicos liberados por exsudacéo radicular; isolar fracdes e substancias
ativas de cana-de-acucar. Para avaliar a interferéncia entre cana-de-acucar e plantas
daninhas foi utilizado o método de plantas em convivéncia, em caixas com e sem
interferéncia radicular, com as espécies Ipomoea hederifolia (corda-de-viola),
Urochloa decumbens (capim-braquiaria) e Amaranthus viridis (caruru-de-mancha). A
avaliacdo de possivel efeito fitotoxico de exsudato radicular ocorreu a partir da
avaliagcdo de germinacdo e desenvolvimento das espécies Lactuca sativa (alface),
Solanum lycopersicum (tomate), |. hederifolia, U. decumbens e A. viridis plantadas em
areia que anteriormente continha mudas de cana-de-agucar. Para a identificacdo dos
acidos hidroxdmicos BOA, MBOA, DIBOA e DIMBOA a coleta de exsudatos
radiculares ocorreu a partir da brotacédo de cana-de-acucar em bandeja de areia em
gue esta foi lavada e filtrada para andlise em CG-EM. Para isolar substancias com
potencial alelopéatico, folhas e raizes de cana-de-acucar foram liofilizadas e
preparadas para bioensaio. Os extratos mais ativos foram fracionados e as fragcdes
foram analisadas por CG-EM-DIC. As fracdes bioativas foram analisadas para
identificar as substancias existentes. Para o0 experimento da cana-de-agucar em
convivéncia com plantas daninhas a cultivar 'CTC 2' pode ter algum efeito alelopatico
sobre A. viridis, |. hederifolia e U. decumbens e a 'TAC 911099’ sobre A. viridis e U.
decumbens. A partir dos resultados obtidos com a germinacdo de sementes em
substrato que continha cana-de-acucar observa-se a liberacdo por exsudatos
radiculares de possiveis compostos alelopaticos, tendo a ‘IAC 911099’ efeito inibitdrio
sobre L. sativa e U. decumbens, e a ‘CTC 2’ apenas para L. sativa. Os exsudatos
radiculares das cultivares de cana-de-acucar CTC 2 e IAC 911099, nas condicdes
testadas, ndo possuem quantidades detectaveis de BOA, MBOA, DIBOA e DIMBOA.
Para as folhas e raizes das cultivares CTC 2 e IAC 911099, o 4cido alfa-linolénico e o
acido linoleico foram identificados como bioativos e causaram inibicdes do
crescimento de L. sativa e Agrostis stolonifera e vazamento celular de Cucumis
sativus.

Palavras-chave: éacido graxo, acidos hidroxamicos, benzoxazinonas, bioensaio,
exsudato radicular, Saccharum



SUGARCANE ALLELOPATHIC POTENTIAL EVALUATION

ABSTRACT - Sugarcane cultivars planted nowadays are a result of genetic
enhancement that aimed for productivity improvement; however, this diminished the
species’ competitive potential, which could be associated with the allelochemicals
present or released by each variety. The Poaceae family resides among the most
studied families regarding allelochemicals, hydroxamic acids amid them. Allelopathy is
characterized by the influence of one plant on the growth and establishment of another
plant through the production and release of secondary metabolites to the environment.
This way, the objective was to assess interference and characterize the allelopathic
potential of sugarcane, CTC 2 and IAC 911099 cultivars, through the root exudation
release method; identify hydroxamic acids released by root exudation; isolate fractions
and active substances of sugarcane. The plant in coexistence method is used to
evaluate the interference between sugarcane and weed, in boxes with and without root
interference, with weed species Ipomoea hederifolia (morning glory), Urochloa
decumbens (signal grass) e Amaranthus viridis (slender amaranth). The evaluation of
possible phytotoxic effect of root exudate is assessed by the evaluation of germination
and development of the species Lactuca sativa (lettuce), Solanum lycopersicum
(tomato), I. hederifolia, U. decumbens and A. viridis planted in sand that previously
contained seedlings of sugar cane. To identify the hydroxamic acids BOA, MBOA,
DIBOA and DIMBOA the root exudates were gathered from the sprouting of sugarcane
in a sand tray, which was further washed and filtered for analysis in GC-MS. To isolate
substances with allelopathic potential, leaves and roots were freeze-dried and
prepared for bioassay. The most active extract was fractioned and the fractions
analyzed by GC-MS-FID. The bioactive fractions were analyzed to identify the existing
substances. For the experiment of sugarcane in coexistence with weed, the ‘CTC 2’
cultivar may have some allelopathic effect on A. viridis, I. hederifolia and U. decumbens
and 'lAC 911099' on A. viridis and U. decumbens. Through the results acquired
germinating seeds in substrates which previously contained sugarcane, possibly
allelopathic substances were observed by root exudation, with ‘IAC 911099’ showing
inhibitory effect over L. sativa and U. decumbens, and ‘CTC 2’ over L. sativa. Under
the assessed conditions, root exudates from sugarcane cultivars CTC 2 and
IAC911099 displayed no detectable quantities of BOA, MBOA, DIBOA and DIMBOA.
For the leaves and roots, alpha-linolenic acid and linoleic acid were identified as
bioactive and these caused growth inhibitions of L. sativa and Agrostis stolonifera and
cellular leakage of Cucumis sativus.

Key Words: fatty acid, hydroxamic acid, benzoxazinone, bioassay, root exsudate,

Saccharum
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1. INTRODUCAO

A cultura de cana-de-acucar possui 10 milhdes de hectares de area plantada
no Pais (IBGE, 2019), com producdo estimada de cana-de-aclUcar para a safra
2019/20 de 642,7 milhdes de toneladas, com acréscimo de 3,6% em relacédo a safra
anterior, sendo que 412,7 milhdes de toneladas estdo concentradas na regiao
sudeste. A producao de etanol a partir da cana-de-acgucar é de 33,8 bilhdes de litros e
a de acucar 30 milhdes de toneladas. O estado de Sdo Paulo é o maior produtor
nacional, representando 62,6% da producéo nacional de acucar e 48,5% da producéo
de etanol na safra 2019/20, com rendimento estimado de aproximadamente 79 t ha't,
com aumento de 5,4% em relacdo a safra anterior, mesmo com reducao de area de
2,8% em relacdo a safra anterior (Conab, 2019). Com isto, ha grande interesse em
técnicas para melhorar a produtividade da area, dentre elas manejo fitotécnico e
melhoramento genético.

As cultivares de cana-de-acuUcar utilizadas atualmente passaram por processos
de melhoramento genético com a intencdo de impulsionar a produtividade e, como
consequéncia, ocorreu diminuicdo da sua capacidade defensiva relacionada a
doencas, insetos e competicdo com outras plantas. Sabe-se que uma das formas de
interacdo de uma planta com outras € pela liberacao de aleloquimicos, que pode ser
diferente entre cultivares. Em trabalhos realizados por Kuva (2007) e Yamauti (2014)
foram relatados através do levantamento fitossociologico diferentes espécies de
plantas daninhas em canaviais distintos, sendo que esta diferenca na flora infestante
pode ocorrer devido aos compostos exsudados pelas raizes de diferentes cultivares
de cana-de-acucar. Para melhor explicar as interagdes existentes entre as plantas de
cana-de-agUcar e a comunidade infestante, Yamauti (2014) investigou o potencial
alelopatico das folhas de varias cultivares de cana-de-acucar, tendo registrado
controle sobre algumas espécies de plantas daninhas, sugerindo a hipotese de que
h& maior possibilidade da ocorréncia de aleloquimicos nas raizes da cana-de-agucar,
provavelmente a benzoxazinona. A partir dos resultados obtidos por Yamauti (2014)
as cultivares com maior e menor bioatividade foram selecionadas para esta pesquisa.

A cana-de-acUcar é acometida por interferéncia direta de plantas daninhas,

principalmente na fase inicial de seu desenvolvimento, sobretudo competindo por



recursos como agua, luz, nutriente e espago, sendo mais intensa a competicdo com
outras plantas também C4, que fazem uso eficiente destes mesmos recursos
disponiveis as ambas (Victoria Filho e Christoffoleti, 2004). A presenca de plantas
daninhas pode causar reducdo significativa na produtividade final da cana-de-agucar
se nao for aplicado o manejo adequado para o controle dessas na fase mais propicia

(Victéria Filho e Christoffoleti, 2004), levando a perdas quanti-qualitativas.

1.1. Hipotese e objetivos

Hipotese

Diante do relatado, a hipGtese deste trabalho é que a infestacdo quanti-
gualitativa de plantas daninhas na cultura da cana-de-acuUcar esta relacionada a
cultivar utilizada devido a presenca de benzoxazinonas liberadas por exsudacao

radicular.

Objetivos

Com este trabalho objetivou-se: a) caracterizar a interferéncia inter e
intraespecifica entre cana-de-acglcar e espécies de plantas daninhas e plantas alvo;
b) identificar acidos hidroxamicos pelo método de liberacdo por exsudacao radicular
(planta “in vivo”) em cana-de-agucar, cultivares CTC 2 e IAC 911099; c) isolar fracdes
e substancias ativas de cana-de-acucar que apresentam efeito fitotoxico nas espécies

alvo padrao e nas plantas daninhas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Interferéncia

A interferéncia de plantas daninhas em uma cultura € um somatorio entre
competicdo e alelopatia, sendo que a interferéncia esta diretamente relacionada as
espécies infestantes na area, sua distribuicdo, densidade, assim como aspectos
culturais como: cultivares, espacamento e densidade, e fitotécnicos como: tipo de
solo, adubacéo e irrigacdo. A interferéncia pode, ainda, ser dependente da época e
duracdo do periodo de convivéncia (Pitelli e Durigan, 1984) e dentre os diversos
fatores envolvidos na interferéncia entre plantas estdo os aspectos alelopaticos da
cultura e das plantas daninhas. O que diferencia a alelopatia da competicdo entre
plantas é o fato da competicdo reduzir ou remover do ambiente um fator de
crescimento necessario a ambas as plantas (luz, agua, nutrientes), enquanto a
alelopatia ocorre pela adicdo de um fator ao meio (Rice, 1984). Porém, a interferéncia
nao é um fendmeno causado apenas pelas plantas daninhas na cultura principal,
como é o caso de interferéncia de plantas daninhas em cana-de-aglcar que pode
reduzir em até 97% a produtividade da cultura (Takim et al. 2014), mas também o
contrario pode ocorrer, ou seja, a cultura tem potencial para limitar o desenvolvimento
de plantas daninhas (Kuva et al., 2001), podendo ocorrer, por exemplo, devido ao
sombreamento das entrelinhas, liberagéo de aleloquimicos.

A interferéncia de plantas daninhas na cultura da cana-de-agucar pode ocorrer
por uma abundante quantidade de espécies, mas as mais frequente sdo Cynodon
dactylon (grama-seda), Cyperus rotundus (tiririca), Digitaria horizontalis (capim-
colchao), Ipomoea spp. (cordas-de-viola), Merremia spp. (cip6és), Mucuna aterrima
(mucuna-preta), Panicum maximum (capim-coloni&o), Ricinus communis (mamona),
Rottboelia cochinchinensis (capim-camalote), Urochloa decumbens (capim-

braquiaria) e Urochloa plantaginea (capim-marmelada) (Azania, 2018).



2.2. Alelopatia

Alelopatia, termo cunhado por Hans Molisch em 1937, é o efeito, benéfico ou
prejudicial, que uma planta exerce sobre outra, afetando a germinacdo e
desenvolvimento, através da producado e liberacdo de metabdlitos secundarios no
ambiente (Rice, 1984; Pitelli, 1985; International Allelopathy Society, 1996).

Dentre os estudos sobre os potenciais alelopaticos de uma espécie, além da
identificacdo de suas potencialidades em si, € importante também o isolamento,
identificacdo e quantificacdo de substancias que causam o efeito alelopatico, assim
como compreender o fendmeno biol6gico em si, 0 que podera, por exemplo, explicar
a diversidade das espécies infestantes em canaviais. Neste sentido, o isolamento
biodirigido é um dos principais métodos utilizados para a pesquisa de novos
compostos quimicos e trata-se do fracionamento sucessivo, com identificacdo de
fracbes com maior atividade, de forma a identificar os compostos presentes nestas
(Macias et al., 2000).

Novos aleloquimicos fitotoxicos fornecem alternativas aos herbicidas
comerciais disponiveis e costumam apresentar vantagens em relacdo aos compostos
sintéticos. Rizvi et al. (1980) mostraram que pesticidas originados de fontes de plantas
sdo mais sistémicos e mais facilmente biodegradaveis do que os pesticidas sintéticos.
Outra motivacao para novas descobertas resulta da resisténcia de espécies de plantas
daninhas aos herbicidas comerciais atuais, sendo que atualmente ha 44 espécies
resistentes a herbicidas no Brasil. No cultivo da cana-de-acucar, nos EUA e na
Australia sdo encontradas sete espécies de plantas daninhas resistentes a herbicidas,
gue ainda ndo sao no Brasil (Heap, 2020).

A familia Poaceae, a qual a cana-de-aglcar pertence, esta entre as familias
mais pesquisadas em relacdo aos compostos alelopaticos, ja que apresenta ampla
diversidade no tipo e natureza de seus aleloquimicos; estes podem ser divididos em
quatro grupos: acidos fendlicos, acidos hidroxamicos, alcaldides e quinonas.

Os aleloquimicos sao liberados no ambiente pelas plantas através da
volatilizacao, lixiviacdo, decomposicao e exsudacéao radicular (Cheng e Cheng, 2015).

A volatilizacdo e a exsudacao radicular ocorrem na planta viva, a lixiviacdo pode



ocorrer em plantas vivas ou mortas, enquanto a decomposi¢ao é proveniente apenas
de 6rgaos nao ativos da planta.

A liberacdo de metabdlitos no ambiente por volatilizagdo € comum em plantas
aromaticas, mas ndo sdo todas que apresentam potencial alelopéatico. A acdo de
chuvas, orvalhos e neblina causa a lixiviagdo de substancias quimicas das plantas.
Enquanto na decomposicao, os aleloquimicos sdo adicionados ao solo pés ruptura
celular, podendo envolver microrganismos presentes no solo que agem sobre estas
substancias, causando a potencializacdo dos compostos téxicos (Souza Filho e Alves,
2002).

As substancias organicas sintetizadas pelas plantas e exsudadas pelas raizes,
por qualquer mecanismo, sdo chamadas de exsudados radiculares (Rice, 1984).
Estas substancias podem ainda, associadas a presenca de microrganismos no solo,
exercer efeitos sobre as raizes de outras plantas ou entdo persistirem no solo
(Reigosa et al., 1999). Porém, para observar efeito alelopatico sdo necessarias
guantidades suficientes de substancias liberadas ao ambiente e a permanéncia destas

até afetar as raizes de outras plantas (Duke, 2015).

2.3. Melhoramento genético da cana-de-agucar

Cultivares primitivas caracterizam-se pelo rapido crescimento inicial, grande
desenvolvimento vegetativo e baixa producdo, mas devido ao interesse econémico,
estas passaram por processo de melhoramento para alcancarem maior produtividade.
Contudo, o acréscimo na produtividade da espécie cultivada normalmente é
acompanhado por decréscimo no potencial competitivo, visto que as areas cultivadas
sao mais dependentes do controle das plantas daninhas (Pitelli, 1987). Mas as
caracteristicas de agressividade dos ancestrais podem ter sido preservadas em
algumas cultivares, como é o caso do potencial alelopatico, o que justificaria
diferencas de infestacdo entre dreas com uma mesma espécie cultivada, mas de
diferentes cultivares, como foi relatado em levantamentos fitossocioldgicos realizados
por Kuva et al. (2008 a,b) e Ferreira et al. (2011).

A cana-de-acucar utilizada hoje, Saccharum officinarum L., € considerada uma

espécie ‘nobre’ por ser mais produtiva que outras espécies devido a alta concentracao



de aculcar e baixo teor de fibras, mas esta era inicialmente mais suscetivel a doencas.
Para promover resisténcia a doencas combinada ao alto teor de acucar foram
realizados cruzamentos e atualmente as cultivares séo resultantes do cruzamento
entre as espécies S. officinarum e S. spontaneum, que devido a sua alta
adaptabilidade a diferentes condi¢cdes ecolégicas confere caracteristicas de
resisténcia as cultivares (Daniels e Roach, 1987; Souza, 2014).

Cada cultivar possui suas proprias caracteristicas. A CTC 2 € de maturacéo
média, indicada para ambientes de producdo de A até C, com alta produtividade e
perfilhamento elevado, n&o recomendado cultivo em ambientes com alta
favorabilidade ao carvao (CTC, 2018). A IAC 911099 possui maturacdo média a tardia,
indicada para ambientes mais favoraveis (A2 — D2), com alta produtividade, porte
muito ereto com o6timo perfilhamento e manutencdo da produtividade em cortes

avancados e 6timo fechamento de entrelinhas (IAC et al., 2007).

2.4. Acidos hidroxamicos

Os acidos hidroxamicos sao encontrados em plantas pertencentes as familias
Poaceae, Ranunculaceae e Scrophulariceae (Sicker e Schulz, 2002; Macias et al.,
2005), e destacaram-se como compostos aleloquimicos desde que foram isolados em
centeio e milho (Wahlroos e Virtanen, 1959; Hofman e Hofmanov4, 1969, 1971). Sao
sintetizados na rota metabdlica do acido chiquimico, na produgdo do aminoacido
triptofano (Niemeyer, 1988). Entre os acidos hidroxamicos estéo o 2,4-di-hidroxi-(2H)-
1,4-benzoxin-3(4H)-ona (DIBOA), que é prontamente descarboxilado para a forma
2(3H)-benzoxazolinone (BOA) (Sanchez-Moreiras et al., 2004). Estes compostos sdo
nomeados como benzoxazinonas, e nas plantas que os possuem participam nas
estratégias de defesa a fungos, bactérias, insetos e plantas daninhas (Glenn et al.,
2003; Woodward et al., 1978; Bravo et al., 2004; Pérez e Ormefio-Nufes, 1991).

As benzoxazinonas BOA, DIBOA, DIMBOA, MBOA foram identificadas em
diversas espécies, dentre elas milho (Friebe et al., 1997), trigo (Quader et al., 2001) e
centeio (Mwaja et al., 1995). Os &cidos hidroxamicos tem importante papel na
alelopatia de gramineas, com efeito sobre a germinacédo (Blum et al., 1992; Kato-

Noguchi, 2000), elongacdo da radicula (Barnes e Putnam, 1987; Blum et al., 1992),



crescimento das raizes e parte aérea (Kato-Noguchi, 2000), elongag¢do auxina-
induzida de coledptilos (Pérez, 1990) e outros processos fisiologicos (Pethd, 1993).

Assim, o grupo das benzoxazinonas é de grande interesse para 0
desenvolvimento de substéncias capazes de atuar no manejo de plantas daninhas
(Macias et al., 2006). Macias et al. (2005) afirmaram que para o desenvolvimento de
um herbicida baseado em benzoxazinonas a D-DIBOA é o elemento mais promissor.
Nagabhushana et al. (2001) apontam que o BOA pode ser aplicado no manejo de
plantas daninhas em sistemas de plantio direto, minimizando o uso de herbicidas
sintéticos.

Em folhas de cana-de-acucar foi relatada a presenca de DIBOA e BOA inibindo
em 50% ou mais o crescimento das raizes de plantulas de lentilha em concentracdes
a partir de 0,45 mM. Esses produtos em concentragdes superiores a 0,6 mM inibiram
completamente a brotacdo de cana-de-agucar, tendo afetado também caracteristicas
morfologicas da cana-de-acucar nas concentracdes a partir de 0,3 mM, com 15 a 40%
de inibicdo; para o trigo e mostarda houve inibicdo completa da germinacdo em
concentracdes superiores a 0,5 mM, sendo que esta causou inibicdo de 90% da
germinacao de feijao-mungo (Singh et al., 2003; Singh et al., 2009). Silva Filho (2014)
guantificou a producédo de DIMBOA nas raizes de cana-de-agUcar cultivar SP791011
e este aumenta gradativamente quando submetida a herbivoria, entretanto ndo foi
detectado este composto em folhas e colmos desta.

Trabalho realizado por Yamauti (2014) mostrou que o extrato aquoso bruto de
folhas verdes de cana-de-agucar causou reducdo da massa seca da parte aérea de
alface e, no caso da massa seca de raiz, as cultivares CTC 9 e CTC 2 causaram maior
reducdo, enquanto em relacdo a massa seca total a cultivar CTC 2 foi a de maior efeito
negativo sobre a alface. Em relacdo ao crescimento, os extratos da CTC 2 e RB
855156 causaram decréscimo no crescimento da parte aérea da alface. E a CTC 2
causou ainda reducgéo de 80% no crescimento radicular, tendo causado alteracoes
morfologicas no hipocétilo da alface, como aumento do diametro e oxidacdo da coifa.
Com isto, o extrato aquoso bruto de folhas verdes de cana-de-acguUcar apresentou
potencial alelopético sobre alface, sendo a cultivar CTC 2 mais tdxica ao crescimento.
Quando utilizados extratos hidroalcéolicos de folhas secas de cana-de-acUcar nao

houve efeito téxico de nenhuma das cultivares sobre a alface e erva-fina (Agrotis



stolonifera). O mesmo ocorreu para as folhas da cana-de-acucar da cultivar CTC 2
guando utilizado o fracionamento do extrato com acetato de etila, mas algumas
fracOes da cultivar RB 855453 apresentaram efeitos inibitérios sobre erva-fina.

O BOA e MBOA séo produtos da degradacéo de DIBOA e DIMBOA no solo,
respectivamente, sendo estes Ultimos mais bioativos que seus produtos mas se
degradam rapidamente quando liberados no solo. As benzoxazolinonas BOA e MBOA
sédo transformadas em APO (2-amino-3H-phenoxazin-3-one) e AMPO (2-amino-7-
methoxy-3H-phenoxazin-3-one) pela acdo de microrganismos, sendo posteriormente
transformadas em AAPO (2-acetylamino-3H-phenoxazin-3-one) e AAMPO (2-
acetylamino-7-methoxy-3H-phenoxazin-3-one). A APO é o composto mais fitotoxico e
persistente no percurso de degradacdo de DIBOA, enquanto para o DIMBOA ocorre
uma perda gradual de fitotoxicidade (Belz, 2007, Macias et al., 2004, Venturelli, 2015)
(Figura 1). Macias e colaboradores (2014) detectaram n&o somente DIBOA e DIMBOA

em plantas-alvo mas também seus produtos de degradacdo APO e AMPO.
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Figura 1. Principais vias de degradacdo de DIBOA e DIMBOA em solos e seus
impactos nas interacdes de culturas e plantas daninhas mediadas por
benzoxazinoides. DT50 = tempo de meia vida (Macias et al., 2004 e 2005;
Understrup et al., 2005); G = grupo de fitotoxicidade (Macias et al., 2006
2005, 2005), variando de la = efeitos comparaveis aos herbicidas sintéticos
a 2 = efeitos moderados a zero; * relacdo molecular de acordo com
Understrup et al. (2005) e Krogh et al. (2006). (Fonte: adaptado de Belz,
2007).



2.5. Acidos graxos

O sistema de classificagdo proposto por Rice (1984) para categorizar moléculas
com potencial alelopatico resultou em 14 grupos e um destes é o dos acidos organicos
sollveis em agua e acidos graxos de cadeia linear. Os acidos graxos sao produzidos
pelas plantas com a funcéo de impedir a perda de agua pela parede celular das células
de revestimento (Raven et al., 2014). Podem alterar a permeabilidade da membrana
plasmatica celular de fitoplancton e causar a dissociacao de pigmento das membranas
dos tilacéides envolvidos na fotossintese (Wu et al., 2006). Os principais acidos graxos
em tecidos vegetais sdo o acido laurico, miristico, palmitico, esteérico, oleico, linoleico
e linolénico (Taiz et al., 2017).

Os acidos graxos estdo entre os aleloquimicos naturais com maior potencial
alelopatico, mas néo haviam sido considerados como potenciais herbicidas naturais
devido a sua suposta baixa solubilidade em agua (Macias et al., 1994). No arroz
foram relatados &cidos graxos com efeito alelopatico no crescimento de
Heteranthera limosa e Echinochloa crus-galli (Mattice et al., 1998; Mattice et al.,
2001). Extratos de arroz foram considerados fitotoxicos para Echinochloa crus-galli,
sendo que entre os compostos isolados encontraram acidos graxos (Kim e Shin,
1998). Em Helianthus annuus e Helianthus tuberosus foram isolados &cidos graxos
C10 a C18 de suas raizes e folhas e estes foram relacionados as suas propriedades
alelopéticas (Leather e Forrence. 1979 apud Macias et al., 1998). Vinhaca, torta de
filtro e bagaco de cana-de-acUcar apresentaram extratos com acidos graxos, entre
eles o acido linoleico. O extrato metandlico da torta de filtro, em que o componente
majoritéario era o &cido linoleico, inibiu o crescimento das raizes de Lactuca sativa em
32,46% (Luz, 2018).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Interferénciaintra e interespecifica de cana-de-agucar e plantas daninhas

Foi realizado um experimento, sob condicdes de casa-de-vegetacao
(temperatura média: 24,1 °C, temperatura maxima: 30,4 °C, temperatura minima: 19,6
°C, umidade relativa do ar: 72,5%), para avaliacéo do efeito de interferéncia de duas
cultivares de cana-de-acucar (CTC 2 e IAC 911099) quando em convivéncia com trés
espécies de plantas daninhas: corda-de-viola (Ipomoea hederifolia L.), capim-
braquiaria (Urochloa decumbens Stapf.) e caruru-de-mancha (Amaranthus viridis L.).

Para tanto, foi realizada a semeadura das espécies em caixas de polietileno de
45L (0,29 x 0,14 x 0,11 m), divididas ao meio, e preenchidas com areia lavada. Para
a divisdo das caixas, foram utilizadas divisérias de acordo com o tratamento adotado:
impermeavel — placa de ago inoxidavel (nenhum contato entre as raizes das
espécies); permeavel — grade perfurada de mesh 18, permitindo o fluxo de exsudatos,
mas nao de raizes, e também caixas sem divisdrias (contato entre raizes e fluxo de
exsudatos), sendo estas ultimas, correspondendo ao tratamento controle (Figura 2).
Também foram adotados tratamentos de monoculturas, para avaliar a interferéncia
intraespecifica. Cada tratamento foi composto por quatro plantas, sendo uma planta
de cana-de-acucar e trés das demais espécies. Quando em monocultura cada vaso
foi composto com duas plantas de cana-de-agUcar ou trés plantas da espécie de
planta daninha de cada lado do vaso, sendo a densidade determinada em
experimento preliminar. O delineamento experimental foi em blocos casualizados,
com quatro repeticdes, em esquema fatorial 2 x 4, sendo duas cultivares e quatro

modelos de divisdes.



11

o < 2 f<><> 8 < <
® o o S
B (b) ©
S O O ¢
x X4 o o

(d) (€)

Figura 2. Modelo da disposicdo dos tratamentos. (a) Caixa com diviséria
impermeavel; (b) Caixa com divisoria permeavel; (c) Caixa sem divisoria
(plantas em convivéncia); Caixa sem divisoria (plantas em monocultura): (d)
cana-de-acucar, (e) plantas daninhas.

Durante toda a conducdo do experimento, as plantas foram irrigadas
diariamente, inicialmente com 100 ml dia‘caixa® com Agua deionizada ou solucédo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) (a cada dois dias) e o volume utilizado foi
aumentado gradativamente de acordo com o crescimento das plantas, objetivando-se
isolar o efeito quanto a nutricdo e avaliar apenas o possivel efeito alelopatico. No inicio
do periodo experimental, foi usada solucdo nutritiva com 25% da concentracdo
recomendada, com aumento gradativo até atingir 100%.

Aos 15, 30, 45 e 60 dias apoés o transplante nas caixas foram avaliados para a
cana-de-agucar a altura, diametro do colmo, numero de folhas do perfilho principal,
numero de perfilhos, nimero de entrends, teor relativo de clorofila total (Falker
Automacédo Agricola, ClorofiLOG 1030, Brasil), eficiéncia quantica do fotossistema |l
(Hansatech, PEA-MK2, Inglaterra) e para as plantas daninhas o numero de folhas e
altura. Aos 60 dias apos o transplante as plantas foram separadas em parte aérea
(massa seca do colmo principal, das folhas do colmo principal, dos perfilhos e das
folhas dos perfilhos) e raiz, acondicionadas em sacos de papel e secadas em estufa
de circulacao forcada de ar a 65°C para a obtencdo da massa seca. Os resultados
destas caracteristicas foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel 5% de probabilidade.

A massa seca foi analisada por meio das equacdes do indice Relativo de
Agrupamento (Ka, Kab) (De Wit, 1960), indice de agressividade (A) (McGilchrist, 1965)
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e indice de competitividade (CR) (Willey e Rao, 1980), conforme as seguintes

formulas:
(1-p) K,=K, K 1 Oa Ova Oab
Ka=M— ab a b A:_(_—_) M
a 2 "Mas Mp CR = =24
Oab -D %
M,

Em que os subscritos “a” e “b” se referem a cana-de-acucar e a planta daninha
em convivéncia, respectivamente; “O” é a produtividade de massa seca das parcelas
em coexisténcia para cada espécie e “M” é a produtividade de massa seca em
monocultivo. Coeficiente Ka compara a produtividade na condicao avaliada em relagcéo
a monocultura, indica se a espécie teve uma producdo maior, igual ou menor ao
esperado. Coeficiente Kan compara o rendimento total na condigéo de convivéncia, se
houve aumento o indice € maior que um, diminuicdo indice menor que um, sem
mudancas o indice é igual a um. Agressividade A indica a alteracdo de produtividade
da espécie A em relacao a alteracdo da espécie B, a espécie mais competitiva tem
valor positivo enquanto a menos competitiva valor negativo, com a magnitude do valor
indicando a agressividade. Coeficiente CR dada a razdo entre a produtividade em
convivéncia e em monocultura das espécies, o indice CR mostra a razao entre este
indice das duas espécies, sendo maior que um indica que a espécie A foi menos

afetada pela competitividade que a espécie B.

3.2. Efeito fitotéxico de exsudatos de cana-de-acucar liberados em substrato

Foram utilizados minirebolos de cana-de-aguUcar para a formagédo de mudas das
duas cultivares (CTC 2 e IAC 911099), em areia, onde foram mantidas por 60 dias,
em casa-de-vegetacao (temperatura média: 21,3 °C, temperatura maxima: 29,7 °C,
temperatura minima: 14,7 °C, umidade relativa do ar: 58,6%). A porcéo de areia de
cada cultivar foi retirada das bandejas de cana-de-aglcar com jato de ar comprimido
e posteriormente peneiradas. Como testemunha foi utilizada areia lavada na auséncia

de cana-de-acUcar e peneirada.
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Para o bioensaio foram utilizadas placa Petri de 30 mm, nas quais foram
colocados 8 g de areia, semeado cada espécie, cujas sementes foram cobertas com
2 g de areia. Foram colocados 6 ml de agua deionizada em cada placa, que na
sequéncia foram colocadas em BOD com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12
horas. Foram utilizadas as espécies alface (Lactuca sativa L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.), corda-de-viola (Ipomoea hederifolia), capim-braquiaria (Urochloa
decumbens) e caruru-de-mancha (Amaranthus viridis) como bioindicadoras, tendo
sido semeadas 15 sementes de cada espécie, exceto A. viridis que foram utilizadas
25 sementes, conforme determinado em experimento preliminar.

A fitotoxicidade foi avaliada com a contagem de emergéncia das plantulas
diariamente, a partir de 5 dias da semeadura, até a estabilizacdo deste processo,
medicao do comprimento da parte aérea e da raiz, massa seca da parte aérea e da
raiz, apos secagem em estufa com circulacdo forcada de ar a 65 °C. Com os dados
de contagem foram calculados o indice de velocidade de emergéncia (IVE), segundo
Maguire (1962), e o tempo médio de emergéncia (TME), segundo Silva e Nakagawa
(1995).

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados, com
seis repeticdes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e

as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel 5% de probabilidade.

3.3. Benzoxazinonas em exsudato radicular

Coleta dos exsudatos radiculares da cana-de-agucar

Minirebolos das cultivares CTC 2 e IAC 911099 foram cortados no mesmo
tamanho (3,5 cm) em guilhotina e, posteriormente, foram tratados em hipoclorito de
sédio (2%) por 20 minutos e realizada triplice lavagem com agua destilada (Dutra et
al., 2011). Os minirebolos foram colocados para brotacdo em areia lavada em bandeja
branca sem perfuragao nas dimensodes 42 x 27,5 x 10 cm com 45 minirebolos em cada
bandeja. Como testemunha foi utilizado uma bandeja apenas com areia lavada. As
bandejas foram mantidas em casa-de-vegetacdo e irrigadas apenas com agua
deionizada. Aos 50 dias ap6és plantio as mudas de cana-de-acucar foram retiradas da

areia e suas raizes enxaguadas duas vezes com agua deionizada para remover
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gualquer areia residual e na bandeja com areia foi adicionado agua deionizada com
uma lamina de 1 cm de agua. Apos 48 horas esta agua foi coletada e filtrada com
papel filtro & vacuo. Um volume de 400 ml de areia foi acondicionado em Becker e
completado com agua deionizada até 700 ml e mantido 5 minutos em ultrassom, esta
agua foi coletada e filtrada a vacuo. Todo processo foi realizado até que finalizasse

toda a areia utilizada. O processo foi repetido duas vezes.

Simulacao de acidos hidroxamicos em areia

A mesma metodologia foi utilizada para simulagdo de exsudato radicular em
areia dos padrdes BOA (2-benzoxazolinone) e MBOA (6-methoxy-2-
benzoxazolinone), utilizando concentracéo de 2 pg.l"t. Os padrées foram dissolvidos
em agua e adicionados em areia e depois foi realizada a coleta desta solucéo

conforme foi realizada a coleta do exsudato radicular de cana-de-acgucar.

Preparacao da sililacdo e analise CG/EM

A solucéo proveniente da filtragem foi coletada, ajustada para pH 3,0 por adi¢cao
de 0,01 M HCI. A agua foi extraida trés vezes com porcdes de 60 ml de éter dietilico.
Camadas de éter foram evaporadas em um evaporador rotativo sob presséao reduzida
a 35 °C até o volume de solucéo residual de aproximadamente 2 ml. O residuo éter
foi transferido para um minivial de 2 ml e o solvente foi removido por gas nitrogénio.

Miniviais contendo as amostras foram posteriormente secas em estufa a 60 °C
por 30 minutos. Depois de cada frasco ter sido resfriado a temperatura ambiente,
dissolveu-se 10 mg de amostra ou 1 mg de padrédo para averiguar a deteccao deste
(BOA, MBOA, DIBOA e DIMBOA) em 200 pul de piridina, em vial de 4 ml e adicionou
200 pl de MSTFA [N-methyl-N(trimethylsilyl) trifluoroacetamide]. Homogeneizou até
gue a amostra se dissolvesse completamente. Aqueceu a 37 °C por 30 minutos e
depois ficou em repouso por 24 horas a 5 °C (geladeira).

As amostras sililadas foram analisadas em relacdo as benzoxazinonas, sob o
mesmo conjunto de parametros de instrumento CG-EM que relatado anteriormente
por Wu et al. (2000), utilizando o método SIM.
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Bioensaio de fitotoxicidade

Foi realizado bioensaio de fitotoxicidade com os padroes BOA e MBOA,
adquiridos da Sigma Aldrich, de acordo com (Dayan et al., 2000).

Para tanto, seis sementes de Lactuca sativa L. (alface), cinco sementes de
Solanum lycopersicum L. (tomate), oito sementes de Ipomoea hederifolia L. (corda-
de-viola), densidades determinadas em experimento preliminar, foram colocadas em
cada poco revestido com papel de filtro de uma placa de cultura de células de 24
pocos, em quatro repeticoes.

O BOA e MBOA foram dissolvidos em metanol e aplicados em cada pogo para
fornecer as concentragdes apropriadas (0,33 mM, 1 mM, 3,33 mM, 10 mM, 33,3 mM),
e controle relativo (metanol) e controle absoluto (Agua deionizada). As fracfes teste
foram dissolvidas em metanol numa proporcédo de 1 a 10 (material de teste para
solvente) para obter as solu¢des estoque, que foram entéo testadas adicionando 20
Ml da solugao stock a 180ul de agua deionizada para obter a concentracao desejada.
Os pocos de testemunha continham 200 pl de agua deionizada. A testemunha +
solvente continha 180 ul de agua e 20 pl do solvente. As placas foram cobertas,
seladas com parafiime e incubadas a 25 °C em camara de crescimento com
fotoperiodo de 12 horas.

Aos 7 dias ap6s a semeadura, foram determinados germinacdo, comprimento
da parte aérea e das raizes. Os resultados destas caracteristicas foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

ao nivel 5% de probabilidade.

Bioensaios de citotoxicidade (coledptilo)

Foi realizado bioensaio de alongamento de coleoptilo de trigo (Triticum
aestivum L.) segundo descrito por Fernandez (2003). As sementes de trigo foram
germinadas em camara de germinacdo por 72 horas em condicdes de escuro
completo, e os coleodptilos originados foram cortados em guilhotina, desprezando 2
mm do apice, obtendo-se fragmentos de 5 mm. Em cada tubo de ensaio contendo as
solucdes foram colocados 5 fragmentos destes coledptilos e mantidos em rotacao
dentro de camara de germinacdo a 25 °C por 24 horas, no escuro. Foi determinado,

apos o periodo de incubacdo, o tamanho final dos coledptilos utilizando papel
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milimetrado para medicdo. Foram utilizados os padroes BOA e MBOA, com seis
concentracbes (3 mM; 1 mM; 0,3 mM; 0,1 mM; 0,03 mM; 0,05 mM) e mais a
testemunha que consistia em agua deionizada, com cinco repeticées. Os resultados
destas caracteristicas foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel 5% de probabilidade.

3.4. Caracterizacdo do potencial alelopatico de folhas e raizes de cana-de-

acucar

Material Vegetal e Extracao

Foram utilizados minirebolos de cana-de-aguUcar para a formacgédo de mudas das
duas cultivares (CTC 2 e IAC 911099), em areia. Apés a brotacao e inicio da emissao
radicular, as mudas foram transferidas para o solo (Latossolo Vermelho Distréfico de
textura média) acondicionado em vasos com capacidade para 5,0 L. As plantas foram
cultivadas a temperatura ambiente (temperatura média: 21,2 °C, temperatura maxima:
30,7 °C, temperatura minima: 13,3 °C, umidade relativa do ar: 60,4%), de maio a
setembro de 2018. Decorridos 150 dias, folhas e raizes frescas de plantas foram
coletadas e liofilizadas, fornecendo 55,16 g de folhas e 49,32 g de raizes da ‘CTC 2’
e 67,45 g de folhas e 17,76 g de raizes de ‘IAC 911099’. ApGs a moagem em um
moinho tipo Wiley (tamanho maximo de particula 1,5 mm), cada parte da planta foi
submetida a extracdo em temperatura ambiente usando solventes de polaridade
crescente: hexano, diclorometano (DCM) e etanol (EtOH), sequencialmente, durante
24 horas em cada solvente, seguido de filtracdo e evaporacdo sob vacuo. Os
rendimentos de folhas e raizes de ‘CTC 2’ e ‘IAC 911099’ foram calculados com base

na massa (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Fracionamento biodirigido da cultivar CTC 2 com o respectivo rendimento
para cada extrato.

Extrator Massa Rendimento

Parte ()
Solvente (9) (%)
Folhas (55,16 Q) Hex 0,8582 1,55
DCM 0,6775 1,23
EtOH 1,4526 2,63
Raizes (49,32 g) Hex 0,0582 0,12
DCM 0,1900 0,38
EtOH 1,2551 2,54

Hex: hexano; DCM: diclorometano; EtOH: etanol.

Tabela 2. Fracionamento biodirigido da cultivar IAC 911099 com o respectivo
rendimento para cada extrato.
Extrator Massa Rendimento

Parte ()
Solvente (9) (%)
Folhas (67,45 Q) Hex 0,6202 0,92
DCM 0,7952 1,18
EtOH 2,3663 3,50
Raizes (17,76 g) Hex 0,0934 0,52
DCM 0,0865 0,49
EtOH 0,8460 4,76

Hex: hexano; DCM: diclorometano; EtOH: etanol.

Bioensaios com Lactuca sativa e Agrostis stolonifera Sem Solo

Foi realizado bioensaio guiado de fitotoxicidade com alface (L. sativa) e erva-
fina (Agrostis stolonifera L.) com os extratos de hexano, diclorometano e etanol das
folhas e raizes de cana-de-acucar (CTC 2 e IAC 911099) com a intencdo de isolar
extratos fitotdxicos, de acordo com Dayan et al. (2000).

Foi realizado com papel filtro (Whatman Grade 1, 1,5 cm) e 5 sementes de L.
sativa (Iceberg A Crisphead de Burpee Seeds) ou 10 mg de A. stolonifera (variedade
Penncross (espécies Creeping Bentgrass) obtidas de TurfSeed, Inc de Hubbard,
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Oregon. As sementes foram colocadas em cada poc¢o de uma placa de cultura de
células de 24 pocos (CoStar 3524, Corning Incorporated, Corning, NY, EUA).

As fracdes teste foram dissolvidas em agua, acetona ou etanol numa proporcao
de 1 a 10 (material de teste para solvente) para obter as solugdes stock, que foram
entdo testadas adicionando 20 pl da solugdo stock a 180yl de agua destilada
deionizada (DDI) para dar a concentracdo de 1 mg/ml. Os pocos de testemunha
continham 200 ul de agua Millipore. A testemunha + solvente continha 180 ul de agua
e 20 yl do solvente (acetona). As placas foram cobertas, seladas com parafiime e
incubadas em incubadora Percival Scientific CU-36L5 sob luz continua a 26 °C e 120,1
umol s* m=2 intensidade de luz média.

A fitotoxicidade foi avaliada qualitativamente comparando visualmente a
germinacao de sementes e o crescimento de plantulas em cada poco apés 7 dias. A
fitotoxicidade foi estimada utilizando uma escala de classificacdo de 0 a 5, em que 0
indica nenhuma inibicdo aparente e 5 indica inibicdo completa. O experimento foi

repetido em duplicata.

Fracionamento Biodirigido por Fitotoxicidade

O fracionamento dos extratos foi realizado por cromatografia em coluna
utilizando um sistema Isolera One (Biotage) (Uppsala, Suécia), equipado com um
detector UV de comprimento de onda variavel e um coletor automatico de fragao.
Inicialmente o material extraido da cana-de-acUcar com fitotoxicidade em L. sativa e
A. stolonifera (extrato das folhas de CTC 2 com hexano e DCM; extrato das raizes de
CTC 2 com DCM e extrato de folhas de IAC 911099 com DCM) foi separado por
cromatografia em fase normal. A coluna utilizada foi um Cartucho SNAP KP-Sil, 37
mm x 157 mm, silica irregular 50 ym, 100 g (Biotage) e um Cartucho de Amostragem
SNAP pré-embalado KP-Sil, 37 mm x 17 mm (Biotage). A separacdo do extrato
hexanico foi realizada usando um gradiente de hexano (solvente A) e acetato de etila
(solvente B), de 0% B por 396 ml, 0 — 25% B por 1800 ml, 25% - 50% B por 500 ml,
50% - 100% B por 300 ml, 100% B por 407 ml. A taxa de fluxo foi de 50 ml/min. Foram
coletadas porgdes de 22 ml em cada tubo de ensaio de 16x150 mm. As fracdes foram
recolhidas e recombinadas com base em semelhancas em cromatografia em camada

fina e perfis de pico de cromatograma de UV (254 e 280 nm).
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As fracdes foram submetidas ao bioensaio utilizando uma placa de cultura de
células de 24 pocos conforme descrito anteriormente e, em seguida, seis fracdes
distintas de cada cultivar apresentaram fitotoxicidade (Tabelas 3 e 4). As fracoes
foram submetidas a andlise de RMN *H, RMN 3C, CG/EM e CG/DIC e foram
identificados alguns acidos graxos. Os acidos graxos foram submetidos ao bioensaio

de fitotoxicidade, seguindo mesmo procedimento anterior.

Tabela 3. Fracionamento biodirigido demonstrando o rendimento de cada fracéo da
cultivar CTC 2 em cada extrator

Extrator Massa

FracOes Parte (g) Solvente @)

Fracdo A Folhas Hex 0,0480
Fracdo B Hex 0,0349
Fracdo C DCM 0,0200
Fracdo D Raizes DCM 0,0447
Fracdo E DCM 0,0578
Fracédo F DCM 0,0112

Hex: hexano; DCM: diclorometano.

Tabela 4. Fracionamento biodirigido demonstrando o rendimento de cada fracédo da
cultivar IAC 911099 no extrator diclorometano.
Extrator Massa

Fracdes Parte (g) Solvente -

Fracdo G Folhas DCM 0,0341
Fracao H DCM 0,0093
Fracéo | DCM 0,0274
Fracéo J DCM 0,0295
Fracao K DCM 0,0225

Fracao L DCM 0,3448
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Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa e Detector
por lonizacdo em Chama (CG-EM-DIC) Analise Kovat

A analise CG-MS-DIC foi realizada em um sistema CG Agilent 7890A equipado
com um detector de ions XL MSD com detector 5975C Agilent e um amostrador
automético 7693 da Agilent. Coluna DB-5 coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25
mm, com espessura de filme de 0,25 ym), operada usando as seguintes condicdes:
temperatura do injetor: 240 °C; temperatura de coluna: 60-240°C a 3°C.min, em
seguida, a 240 °C por 5 minutos; gas de arraste: He; volume de inje¢&o: 1 pl (split ratio
25:1); a temperatura do DIC foi de 300°C. A divisdo pés-coluna foi realizada para que
50% da amostra prosseguisse para o DIC e 50% para a deteccao por espectrometria
de massa. O intervalo de massa MS foi de m/z 50 a 550; retardo de filamento: 3,5

minutos; temperatura da fonte: 230°C; e temperatura quadrupla: 150°C.

Anadlise de Cromatografia Gasosa Acoplada ao Detector por lonizacédo de
Chama (CG / DIC)

A anélise CG-DIC foi realizada em um GC Varian CP-3800. O GC foi equipado
com uma coluna DB-23 (Agilent Technologies) (coluna capilar de 60 m x 0,25 mm,
espessura de filme de 0,25 um) operada usando as seguintes condi¢des: temperatura
do injetor: 270°C; temperatura da coluna: 130°C mantido por um minuto seguido por
130°Ca170°C a 6,5 °C min, seguido por 170 °C a 215 °C a 2,8 °C min'! e mantido
por 12 minutos seguido por 215 °C a 230 °C a 40 °C min'! e mantida durante 3 minutos;
volume de injecéo: 1 pl (split 20:1); 3 ml.min! de fluxo constante; temperatura do DIC
de 300 °C. Esteres metilicos de &acidos graxos foram identificados por injecdo de
padrbes comercialmente disponiveis e feita a comparacao de tempos de retencdo com
os de desconhecidos. Os acidos graxos foram quantificados através da realizacao de
célculos percentuais de area com base na area total combinada do DIC.

Os éacidos graxos foram convertidos nos seus ésteres metilicos de acidos
graxos correspondentes utilizando diazometano e metilacdo direta antes da analise
GC-DIC. Paraisso, um mg de composto / fragcdo em 1 ml de éter dietilico foi tratado a
temperatura ambiente durante a noite com uma solu¢do de diazometano em éter
dietilico. O solvente e o CH2N:z residual foram removidos utilizando N2 e a amostra foi

ressuspendida em DCM para anélise por CG.
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Andlise Quantitativa de Acidos Graxos
A quantidade de acidos graxos nas folhas e raizes das cultivares CTC 2 e IAC
911099 foi determinada seguindo o método de Wang et al. (2000), usando metilagéao

direta. Um padrdo interno foi preparado com é&cido tricosandico (C23: 0).

Bioensaios de acidos graxos no solo

O substrato utilizado nestes bioensaios foi o solo argiloso, de argila siltosa,
coletado em um campo que nunca foi tratado com herbicidas do Centro de Pesquisa
Jamie Whitten do USDA em Stoneville, Mississippi (coordenadas: 33° 25' 22,68N 90°
53'52,9" W). As caracteristicas do solo foram as seguintes: 38,5% de areia, 47,75%
de limo, 13,75% de argila, matéria organica 1,08%, pH 6,4, 35 ug g* Mg, 8,2 yg g1 K
e 92,8 uyg g! Ca. O solo foi seco ao ar, peneirado (0,5 mm) e armazenado a
temperatura ambiente.

O &cido linoleico (18:2n6c) e o acido alfa-linolénico (18:3n3), adquiridos da
Sigma Aldrich, foram dissolvidos em acetona e aplicados ao solo seco para fornecer
as doses apropriadas (0,33 mM, 1 mM, 3,33 mM, 10 mM, 33,3 mM), controle de
solvente (acetona) e controle positivo (atrazina 0,1 mM e 1,0 mM). O solo foi seco a
temperatura ambiente, para remocao da acetona. O solo sem aplicacéo foi utilizado
como controle. Em cada poco, foram adicionados 0,2 ml de solucéo de teste e 0,6 g
de solo. Em metade dos pocos foi semeada L. sativa e a outra metade A. stolonifera.
A guantidade de sementes utilizada em cada célula foi de aproximadamente 5
sementes de L. sativa e 10 mg (aproximadamente 115 sementes) de A. stolonifera.
As placas foram incubadas a 26°C em uma camara de crescimento Conviron a 173
umol s m2 PAR. Foram entdo adicionados 300 pl de dgua deionizada destilada (DDI)
no primeiro dia e mais 100 ul no quarto dia. Para manter a umidade, as bandejas foram
cobertas com camaras de plastico. Aos 7 dias ap0s a semeadura, foram determinados
para L. sativa o comprimento das raizes e a massa fresca e para A. stolonifera o
comprimento médio da parte aérea. Os resultados destas caracteristicas foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey ao nivel 5% de probabilidade.
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Bioensaio de Vazamento Celular

Os efeitos do &cido linoleico e do &cido alfa-linolénico sobre o vazamento
celular de discos cotiledonares de pepino (Cucumis sativus L.) foram determinados
pelo método de Dayan e Watson (2011). O acido linoleico (18:2n6c) e o acido alfa-
linolénico (18:3n3), adquiridos da Sigma Aldrich, foram utilizadas as doses 3,3 uM, 10
uM, 33 uM, 100 uM, 330 uM, 1000 uM, controle (agua destilada) e controle positivo
(50 uM acifluorfen e agua fervida). As medicdes foram feitas usando um medidor de
condutividade elétrica (Modelo 1056, Amber Science, Eugene, OR 97402) equipado
com uma célula modelo 858 Conductivity Macro Flow no inicio do periodo escuro de
incubacao; outra medicao foi feita apos 18 horas (durante a noite), momento em que
as amostras foram colocadas a luz, as 19h, 20h, 22h, 24h e uma medicao final foi feita
apos 8 horas de exposicdo a luz (26h). Cada experimento consistiu em trés repeticoes.
A condutividade maxima foi medida fervendo trés amostras de cada tratamento por
20 minutos. Os resultados destas caracteristicas foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel 5%

de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Interferénciaintrae interespecifica de cana-de-acucar e plantas daninhas

Para as duas cultivares de cana-de-agucar em convivéncia com o caruru-de-
mancha ndo ocorreu interacdo significativa entre os tratamentos para as
caracteristicas numero de perfilhos, nimero de folhas do perfilho principal, nimero de
entrends, teor relativo de clorofila total e eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm)
aos 60 dias.

Em relacéo a altura da cana-de-acucar observou-se diferenca estatistica entre
as cultivares, exceto para o tratamento permeavel, tendo sido a 'CTC2' a mais alta.
Para a 'CTC2' o tratamento sem diviséria proporcionou maior altura, enquanto para a
1AC 911099' 0 sem divisoria e o permeavel foram os mais altos (Figura 3a).

Para a variavel diametro, apenas no tratamento permeavel a 'CTC2' foi menor
gue a outra cultivar. Para a 'CTC2' a testemunha obteve o maior diametro em relacao
aos demais tratamentos, enquanto para 'lAC 911099' ndo ocorreu diferenca estatistica
(Figura 3Db).

Para a massa seca do colmo principal a 'CTC2' teve maior acumulo no
tratamento sem diviséria em relacdo a 'TAC 911099 enquanto para o tratamento
permeavel a 'lAC 911099' teve maior acumulo de massa seca; entretanto, para a
testemunha e impermeavel ndo houve diferenca estatistica entre as cultivares.
Comparando entre tratamentos dentro de cada -cultivar ocorreu 0 mesmo
comportamento que o relatado para altura, sendo que 'CTC 2' obteve maior acumulo
de massa no sem divisoria e a 'lAC 911099' com maior acumulo nos tratamentos sem
divisoria e permeéavel (Figura 3c).

Para a massa seca das folhas do colmo principal, a 'TAC 911099’ teve maior
incremento de massa que a 'CTC 2' nos tratamentos sem diviséria e permeavel,
enguanto entre tratamentos para cada cultivar foi mantido o mesmo padrdo que
ocorreu para massa seca do colmo principal (Figura 3d).

Para a massa seca dos perfilhos observou-se diferenca estatistica entre

cultivares para as testemunhas e tratamento permeéavel. Para a 'CTC 2' o tratamento
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permedavel obteve 74,5% mais acumulo de massa seca que a testemunha, diferindo
de todos os outros tratamentos, enquanto para '|AC 911099' o impermeével foi 91%
maior que a massa da testemunha (Figura 3e). O acumulo de massa seca das folhas
dos perfilhos seguiu 0 mesmo padrdo que para a massa seca dos perfilhos (Figura
3f).

Em relacdo a massa seca total da parte aérea, as cultivares diferiram entre si
para a testemunha e sem divisoéria. Para a 'CTC 2' ndo ocorreu diferenca significativa
entre os tratamentos sem diviséria e permedavel, tendo sido estes o de maior
incremento de massa seca, para o tratamento impermeéavel ocorreu diminuigdo de
30% da massa em relacdo ao tratamento sem diviséria. Para a 'lAC 911099' o
comportamento foi semelhante ao da 'CTC 2', com massa seca da cana-de-agucar
30% maior para os tratamentos sem divisoria e permeavel em relagcdo ao

impermeavel, sendo a testemunha com menor massa seca (Figura 39).
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Figura 3. Cultivares 'CTC 2' e 'lAC 911099' em convivéncia com caruru-de-mancha.
(a) altura (cm), (b) diametro (mm), (c) massa seca do colmo principal (g), (d)
massa seca das folhas do colmo principal (g), () massa seca dos perfilhos
(9), () massa seca das folhas dos perfilhos (g), (g) massa seca total da parte
aérea (g). Obs.. Médias seguidas por letras iguais, mailsculas entre
cultivares e minasculas entre tratamentos, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Analisando a massa seca do caruru-de-mancha observa-se que o tratamento

sem convivéncia com a cana-de-acucar (testemunha) ndo diferiu estatisticamente aos
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tratamentos permeavel e impermeavel com a 'CTC 2', enquanto para a 'lAC 911099’
todos os tratamentos que continham cana-de-acucar diferiram da testemunha, sendo
gue o tratamento sem divisoria teve reducdo de 81% da massa seca em relacdo a
testemunha (Figura 4).

ECTC2 ©IAC911099
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Figura 4. Massa seca de caruru-de-mancha sem convivéncia da cana-de-acUcar
(testemunha) e em convivéncia com as cultivares CTC2 e IAC 911099. Obs.:
Médias seguidas por letras iguais, mailsculas entre cultivares e mindsculas
entre tratamentos, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Para os indices calculados considera-se que a interpretacdo conjunta dos
valores de CR (indice de competitividade), K (indice relativo de agrupamento) e A
(indice de agressividade) indica com maior seguranca a competitividade das espécies
envolvidas. Nesse sentido, a espécie ‘A’ € mais competitiva que ‘B’ quando CR > 1;
Ka > Kb e A > 0; por outro lado, a espécie ‘B’ sera mais competitiva que ‘A’ quando CR
<1; Ka<Kpe A <0 (Hoffman e Buhler, 2002).

Entdo, considerando esta relacéo entre os indices para os tratamentos da ‘CTC
2’, observou-se que para a convivéncia sem diviséria a cana-de-acucar foi mais
competitiva, assim como com a diviséria permeavel, mas com a diviséria impermeavel
o caruru-de-mancha seria 0 mais competitivo, porém seus indices estdo no limite,
podendo considerar que néo ocorreu interferéncia.

Em relacdo ao CR, dada a razado entre a produtividade em convivéncia e em
monocultura das espécies, este indice mostra a razao entre as duas espécies, sendo
que quando superior a um indica que a espécie ‘A’ foi menos afetada pela
competitividade que a espécie ‘B’. Entado analisando o CR pode-se observar que o CR

€ maior para a situacdo sem diviséria, depois com divisoria permeavel e menor para
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diviséria impermeavel, indicando que a cana-de-agucar foi mais competitiva no
tratamento sem divisoria, para o tratamento impermeavel o CR foi menor podendo ser
devido a limitacdo do espaco ou no tratamento sem diviséria pode ter ocorrido
extracdo de luxo, em que a cana-de-agcUcar pode ter absorvido o nutriente
disponibilizado a ela e para a planta daninha.

Analisando o indice Kb que é relativo ao caruru-de-mancha este foi menor no
tratamento sem divisoria provavelmente devido ao crescimento radicular da cana-de-
acucar que ocupou todo o volume que seria para o desenvolvimento do caruru-de-
mancha, enquanto no tratamento permeavel o caruru-de-mancha continha um volume
isolado para ele. No tratamento impermeavel o Ko foi maior em relagéo ao tratamento
sem divisoria, podendo ter ocorrido a liberacdo de substancias da cana-de-aglcar e
isto ter afetado o desenvolvimento da planta daninha nos tratamentos sem diviséria e
permedvel. A cultivar IAC 911099 teve o0 mesmo comportamento, mas com diferenca
entre tratamentos menos acentuada que a ‘CTC 2’, sendo que no tratamento
impermeavel a cana-de-acUcar também foi mais competitiva que a planta daninha
(Tabela 5).

Tabela 5. Resultados dos parametros analisados pela massa seca total da cana-de-
acucar cultivares CTC 2 e IAC 911099 e caruru-de-mancha.

Sem divisoria Permeével Impermeavel
CTC?2
CR 6,32 1,48 0,99
Ka 3,10 2,21 1,43
Kb 0,14 0,87 1,48
Kab 0,42 1,92 2,11
A 0,64 0,22 -0,01
IAC 911099
CR 7,88 3,99 2,18
Ka 2,48 3,21 1,39
Kb 0,10 0,24 0,36
Kab 0,25 0,76 0,50
A 0,62 0,57 0,31

CR: indice de competitividade; Ka, Kab: indice relativo de agrupamento; A: indice de agressividade.
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Para a cana-de-agUcar em convivéncia com a corda-de-viola ndo ocorreu
diferenca significativa entre os tratamentos para os seguintes fatores: altura, diametro
do colmo, numero de perfilhos, nimero de folhas do perfilho principal, teor relativo de
clorofila total e eficiéncia quantica do fotossistema Il.

Em relacdo ao numero de entrends ocorreu diferenca estatistica entre as duas
cultivares nos tratamentos sem diviséria e impermeavel. Para a 'CTC 2' o tratamento
sem divisoéria foi 0 que obteve maior nimero de entrends, tendo sido 40% maior que
a testemunha (Figura 5a).

Para a massa seca do colmo principal verificou-se diferenca estatistica entre
as cultivares nos tratamentos sem divisoria e permeavel, sendo que a 'CTC 2' obteve
maior acumulo de massa seca. Para a 'CTC 2' os tratamentos sem divisoria e
permeavel tiveram aproximadamente o dobro de acumulo de massa seca que a
testemunha e o tratamento impermeavel. Para a 'TAC 911099' o tratamento sem
diviséria teve maior acumulo de massa seca que 0s demais, 46% superior a
testemunha (Figura 5b). O mesmo comportamento foi observado para massa seca
total da parte aérea, visto que a massa seca das demais partes da planta (folhas e
perfilnos) ndo diferiram estatisticamente entre tratamentos e cultivares. Na
testemunha da cana-de-agucar foi possivel observar que ocorreu competicao
intraespecifica devido a menor massa seca que 0s demais tratamentos, ja que cada
vaso de testemunha continha duas plantas de cana-de-agucar (Figura 5c).

Para a corda-de-viola péde-se observar que a massa seca da testemunha foi
superior ao demais tratamentos. Para a corda-de-viola que estava com a 'CTC 2' os
tratamentos sem divisoria e permeavel tiveram menor acumulo de massa seca,
enguanto para a que estava com a 'l1AC 911099' o tratamento sem divisoria foi o de
menor massa seca, 85% menor em relagdo a impermeavel, e o permeavel e

impermeavel tiveram mesmo acumulo de massa (Figura 6).
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Figura 5. Cultivares 'CTC 2' e 'TAC 911099' em convivéncia com corda-de-viola. (a)
namero de entrends, (b) massa seca do colmo principal (g), (c) massa seca
total da parte aérea (g). Obs.: Médias seguidas por letras iguais, mailsculas
entre cultivares e mindsculas entre tratamentos, nado diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Massa seca de corda-de-viola sem convivéncia da cana-de-agUcar
(testemunha) e em convivéncia com as cultivares CTC2 e IAC 911099. Obs.:
Médias seguidas por letras iguais, mailusculas entre cultivares e mindsculas
entre tratamentos, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Para os indices de relagéo entre a ‘CTC 2’ e a corda-de-viola observou-se que
para todas as situacdes a cana-de-acucar foi mais competitiva que a planta daninha,

tendo ocorrido o mesmo para a ‘IAC 911099’ (Tabela 6).
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Para a ‘CTC 2’ pode ter ocorrido liberagdo de compostos pela cana-de-agucar
gue interferiram na corda-de-viola, pois nos tratamentos sem divisOria e permeavel a
planta daninha obteve indice Ky proximos, sendo inferior ao obtido no tratamento
impermeével, sendo que neste tratamento a corda-de-viola também interferiu na cana-
de-acucar devido ao habito trepador, reduzindo o indice Ka.

Para a cultivar IAC 911099 observou-se no tratamento sem divisoria maior Ka,
enquanto para a corda-de-viola ocorreu 0 menor Ky, podendo ter ocorrido uma
competicdo por espacgo, jA que a cana-de-acUcar teve maior volume para se
desenvolver, uma vez que nas situagdes com divisoria permeavel e impermeavel o Kp
foi superior, assim como a massa seca da corda-de-viola foi 58% e 93% maior,
respectivamente (Figura 6), corroborando os resultados dos indices. Porém, ocorreu
diminuicdo de Ka no tratamento impermeavel, em que a cana-de-acUcar possuia
menor volume para raiz e a planta daninha, que possui habito trepador, interferiu na

parte aérea da cana-de-acucar (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados dos parametros analisados pela massa seca total da cana-de-
acucar cultivares CTC 2 e IAC 911099 e corda-de-viola.

Sem divisodria Permeavel Impermeavel
CTC?2
CR 35,05 14,12 1,24
Ka 5,61 6,62 1,11
Kb 0,02 0,07 0,74
Kab 0,14 0,43 0,82
A 0,82 0,81 0,10
IAC 911099
CR 30,50 5,13 2,98
Ka 3,09 2,80 1,39
Kb 0,03 0,17 0,24
Kab 0,08 0,47 0,34
A 0,73 0,59 0,39

CR: indice de competitividade; Ka, Kan: indice relativo de agrupamento; A: indice de agressividade.
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Para o capim-braquiaria ndo ocorreu interacdo entre os tratamentos para as
caracteristicas numero de folhas do perfilho principal, teor de clorofila e eficiéncia
guantica do fotossistema Il.

Em relacdo a altura, quando comparado entre cultivares apenas para o
tratamento impermeavel ndo ocorreu diferenca estatistica. Para a 'CTC 2' os
tratamentos sem diviséria e permeavel foram maiores que os demais, tendo sido a
testemunha igual ao impermeavel. Para a 'lAC 911099’ ocorreu 0 mesmo padréao de
crescimento que a 'CTC 2' (Figura 7a).

Para o didmetro observou-se diferenca estatistica entre cultivares nos
tratamentos sem divisoria e impermeavel. Para a 'CTC 2' o tratamento sem divisoria
teve o menor diametro, enquanto para a 'lAC 911099’ teve reducéo no impermeavel
(Figura 7b).

Para o numero de perfilhos observou-se diferenca estatistica entre as cultivares
apenas no tratamento permeavel, tendo sido este também o maior paraa'CTC 2'e a
testemunha 90% menor em relacéo a este. Para a 'lAC 911099' a testemunha teve o
menor numero de perfilhos, diferindo dos demais tratamentos (Figura 7c).

Em relacdo ao nimero de entrends apenas para a testemunha nao ocorreu
diferenca estatistica entre as cultivares. Para 'CTC 2' o tratamento sem divisoria foi
maior em até 62% em relacdo aos demais. Para '|AC 911099' a testemunha e sem

divisoria foram iguais e maiores que os outros tratamentos (Figura 7d).
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Figura 7. Cultivares 'CTC 2' e 'lAC 911099' em convivéncia com capim-braquiaria. (a)
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entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Para a massa seca do colmo principal ocorreu diferenca entre as cultivares
apenas no tratamento sem divisoria. Para a 'CTC 2' os tratamentos sem divisoria e
permeavel foram semelhantes, diferindo dos demais, assim como para a 'lAC 911099'
(Figura 8a).

Para a massa seca das folhas do colmo principal houve diferenga estatistica
entre as cultivares para os tratamentos permeavel e impermeavel, tendo sido a 'CTC
2' com menor acumulo. Para esta o tratamento sem divisoria teve o maior acumulo de
massa, enquanto para a 'lAC 911099' a testemunha obteve o menor acumulo e os
demais foram semelhantes entre si (Figura 8b).

Para a massa seca dos perfilhos observou-se diferenca estatistica entre as
cultivares para todos os tratamentos, sendo que a ‘CTC 2' teve a maior massa seca
de perfilhos e nesta o tratamento permeavel teve o maior acumulo, até 73% maior que
os demais tratamentos. E para a 'lAC 911099' a testemunha teve a menor massa seca
(Figura 8c). O mesmo foi observado para a massa seca das folhas dos perfilhos,

exceto para a 'lAC 911099' que nao diferiu entre tratamentos (Figura 8d).
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Para a massa seca da raiz a 'lAC 911099’ foi maior que a 'CTC 2' em todos 0s
tratamentos. A'CTC 2' teve incremento de massa de 36% no tratamento sem divisoria,
enguanto que a 'lAC 911099' nao diferiu entre tratamentos (Figura 8e).

Para a massa seca total da parte aérea a 'CTC 2' apresentou maior acumulo
em relacdo a 'lAC 911099 para a testemunha e o tratamento sem divisoéria, enquanto
no tratamento impermeavel a '1AC 911099' obteve maior incremento. Para as duas
cultivares os tratamentos sem divisoria e permeavel proporcionaram maior acumulo

de massa seca (Figura 8f).
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Figura 8. Cultivares 'CTC 2' e 'lAC 911099' em convivéncia com capim-braquidria. (a)
massa seca do colmo principal (g), (b) massa seca das folhas do colmo
principal (g), (c) massa seca dos perfilhos (g), (d) massa seca das folhas dos
perfilhos (g), (e) massa seca do sistema radicular (g), (f) massa seca total da
parte aérea (g). Obs.: Médias seguidas por letras iguais, mailsculas entre
cultivares e minusculas entre tratamentos, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Em relagdo a massa seca do capim-braquidria apenas para o tratamento
impermeavel ocorreu diferenca estatistica entre as cultivares, tendo sido a que
continha 'CTC 2' 52% maior. Para a que estava com a 'CTC 2' observou-se que 0s
tratamentos sem divisoria e permeavel foram os que obtiveram menor acumulo de
massa seca do capim-braquiaria, o mesmo foi observado com 0 que estava em

convivéncia com a 'lAC 911099' (Figura 9).
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Figura 9. Massa seca de capim-braquiaria sem convivéncia da cana-de-acgucar
(testemunha) e em convivéncia com as cultivares CTC2 e IAC 911099. Obs.:
Médias seguidas por letras iguais, maiusculas entre cultivares e minusculas
entre tratamentos, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Considerando a relacdo CR > 1; Ka > Kb € A > 0 quando a espécie A é mais
competitiva e a espécie ‘B’ sera mais competitiva que ‘A’ quando CR < 1; Ka<Kpe A
< 0 (Hoffman e Buhler, 2002), sendo necessario pelos menos dois dos parametros se
adequarem a esta regra (Bianchi et al., 2006); no caso da ‘CTC 2’ no tratamento
impermeavel, o capim-braquiaria foi mais competitivo que a cana-de-agucar, pois CR
<1 e A <0, mesmo que neste tratamento ndo tenha contato entre raizes e solugdes

do substrato (Tabela 7).
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Tabela 7. Resultados dos parametros analisados pela massa seca total da cana-de-
acucar cultivares CTC 2 e IAC 911099 e capim-braquiaria.

Sem divisoria Permeavel Impermeavel
CTC?2
CR 14,72 4,40 0,44
Ka 4,70 3,44 0,94
Kb 0,06 0,21 -11,26
Kab 0,28 0,73 -10,55
A 0,77 0,60 -0,61
IAC 911099
CR 16,53 7,22 1,32
Ka 2,23 2,81 1,43
Kb 0,04 0,11 0,81
Kab 0,10 0,32 1,16
A 0,65 0,64 0,14

CR: indice de competitividade; Ka, Kan: indice relativo de agrupamento; A: indice de agressividade.

4.2. Efeito fitotéxico de exsudatos de cana-de-agucar liberados em substrato

A emergéncia da alface, assim como o indice de velocidade de emergéncia e

o tempo médio de emergéncia foram afetados negativamente quando em substrato

gue continha exsudatos de cana-de-agucar. A emergéncia foi reduzida para as duas
cultivares, tendo sido 31,4% para a 'CTC 2' e 90,8% para a 'lAC 911099' quando

comparadas com a testemunha. O mesmo comportamento foi observado para o indice

de velocidade de emergéncia. Entretanto, para o tempo médio de emergéncia apenas

a'lAC 911099 diferiu significativamente da testemunha, tendo sido 38,7% superior 0

tempo de germinacéo desta (Tabela 8). Esta diferenca no tempo de germinacgéo pode

indicar a presenca de aleloquimicos que permitem a germinacdo, mas que ocorre

tardiamente, influenciando no estabelecimento desta no ambiente (Oliveira et al.,

2004).



36

Tabela 8. Emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de
emergéncia (TME), em dias, de Lactuca sativa sob o efeito de possiveis
exsudatos de cana-de-acUcar no substrato.

Emergéncia IVE TME

Testemunha 9,00 A 5,66 A 6,28 B

CTC 2 6,17B  3,17B 6,72B
IAC911099  0,83C  0,18C 8,71A
C.V. (%) 20,35 20,63 11,99

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Em relagcdo ao crescimento inicial observou-se que o comprimento da parte
aérea foi reduzido apenas no tratamento com 'TAC 911099', enquanto para a massa
seca da parte aérea as duas cultivares diferiram da testemunha e entre si, sendo a
TAC 911099 com a maior reducdo, 88% em relacdo a testemunha. Para o
comprimento da raiz a 'lAC911099' também foi a que obteve maior reducéo, mas para

massa seca esta nao diferiu da 'CTC 2', porém diferiram da testemunha (Tabela 9).

Tabela 9. Comprimento e massa seca da parte aérea (PA) e raiz de Lactuca sativa
sob o efeito de possiveis exsudatos de cana-de-acucar no substrato.
Comprimento Massa seca PA Comprimento Massa secaraiz

PA (mm) (mg) raiz (mm) (mg)
Testemunha 4,88 A 7,65 A 6,00 A 3,90 A
CTC?2 518 A 4,72 B 4,60 AB 1,18 B
IAC 911099 3,40B 0,92 C 3,72B 0,68 B
C.V. (%) 14,22 27,67 24,32 33,87

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Para o tomate ndo foi observado efeito dos substratos com as cultivares de
cana-de-acucar para emergéncia, indice de velocidade de emergéncia e tempo médio

de emergéncia (Tabela 10).
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Tabela 10. Emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de
emergéncia (TME), em dias, de Solanum lycopersicum sob o efeito de
possiveis exsudatos de cana-de-aclcar no substrato.

Emergéncia IVE TME

Testemunha 11,17 A 805A 9/15A

CTC 2 11,33A  6,77A 9,97A
IAC 911099  10,83A  7,88A 8,89 A
C.V. (%) 19,58 15,28 12,61

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Na avaliagdo de crescimento inicial das plantulas de tomate observou-se
estimulo para as que germinaram em substrato que continha as cultivares de cana-
de-acucar, sendo superiores a testemunha, exceto para a massa seca da raiz. Para o
comprimento da parte aérea as cultivares diferiram entre si e da testemunha, sendo a
'1TAC 911099' 76,5% maior que a testemunha, entretanto a massa seca das duas
cultivares nao diferiram entre si e foram aproximadamente 61,3% superior a
testemunha (Tabela 11). Entretanto, este resultado ndo elimina a possibilidade de
efeito alelopético, considerando que um composto pode ter efeito inibitério ou
estimulante sobre determinada espécie e esta relacdo é dependente da concentracao
deste no ambiente (Rice, 1979).

Tabela 11. Comprimento e massa seca da parte aérea (PA) e raiz de Solanum
lycopersicum sob o efeito de possiveis exsudatos de cana-de-agucar no
substrato.

Comprimento PA Massaseca Comprimento Massa seca

(mm) PA (mg) raiz (mm) raiz (mg)
Testemunha 14,26 C 9,3B 31,92B 10,3 A
CTC?2 20,89 B 15,0 A 37,35 AB 89A
IAC 911099 25,17 A 14,7 A 52,92 A 11,25 A
C.V. (%) 13,57 21,96 29,17 33,37

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Para a corda-de-viola ocorreu reducéo de até 54,5% e 55,7% da emergéncia e

do indice de velocidade de emergéncia, respectivamente, das sementes em substrato
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que continha as cultivares de cana-de-acUcar. Enquanto para o tempo médio de

emergéncia os tratamentos nao diferiram entre si (Tabela 12).

Tabela 12. Emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de
emergéncia (TME), em dias, de Ipomoea hederifolia sob o efeito de
possiveis exsudatos de cana-de-aclcar no substrato.

Emergéncia IVE TME

Testemunha 12,83 A 9,06 A 524 A

CTC2 9,17AB 6,45B 547 A
IAC 911099 5,83 B 4,01C 538A
C.V. (%) 27,05 12,66 8,22

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Para o comprimento da parte aérea e da raiz da corda-de-viola nédo foi
observado diferenca significativa entre os tratamentos, mas ocorreu reducao de 46,8%
da massa seca da parte aérea onde continha a'|IAC 911099' em relacéo a testemunha.
E, para a massa seca da raiz, ocorreu estimulo para aquelas que estavam no
substrato que continha cana-de-acgucar, tendo até 120% maior acumulo que a
testemunha (Tabela 13). O efeito alelopatico de um composto sobre o
desenvolvimento inicial de plantulas envolve também o estimulo do crescimento
guando a liberacdo que ocorreu pela planta doadora ndo foi em concentracao

suficiente para que ocorresse o efeito inibitorio (Carvalho, 1993).

Tabela 13. Comprimento e massa seca da parte aérea (PA) e raiz de Ipomoea
hederifolia sob o efeito de possiveis exsudatos de cana-de-acucar no
substrato.

Comprimento  Massaseca Comprimento Massa seca

PA (mm) PA (mg) raiz (mm) raiz (mg)
Testemunha 20,29 A 60,47 A 13,78 A 6,88 C
CTC2 22,18 A 48,17 A 16,60 A 26,30 A
IAC 911099 18,10 A 32,15B 10,99 A 15,17 B
C.V. (%) 24,86 21,34 32,33 19,54

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Para o caruru-de-mancha ndo foi observado diferenca estatistica entre os
tratamentos para emergéncia, indice de velocidade de emergéncia e tempo médio de
emergéncia (Tabela 14). Estes parametros de emergéncia podem ser pouco sensiveis
a aleloquimicos (Oliveira et al., 2012), mas o efeito alelopético pode ser apresentado
no desenvolvimento das plantulas (Ferreira e Aquila, 2000; Ferreira e Borghetti, 2004).

Tabela 14. Emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de
emergéncia (TME), em dias, de Amaranthus viridis sob o efeito de possiveis
exsudatos de cana-de-acucar no substrato.

Emergéncia IVE TME

Testemunha 517 A 572A 7,12 A

CTC 2 6,50 A 7,19A 6,87 A
IAC 911099 6,17 A 5,24 A 8,64 A
C.V. (%) 24,25 21,71 19,91

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Entretanto, observou-se estimulo no crescimento inicial das plantulas que
estavam no substrato que continha cana-de-acucar. A 'CTC 2' expressou maior
crescimento da parte aérea, assim como maior acumulo de massa seca desta, 28% e
160% maior que a testemunha, respectivamente. O comprimento da raiz n&o diferiu
entre tratamentos, mas a massa seca deste foi 45% superior para a 'lAC 911099' em

relacdo a testemunha (Tabela 15).

Tabela 15. Comprimento e massa seca da parte aérea (PA) e raiz de Amaranthus
viridis sob o efeito de possiveis exsudatos de cana-de-acucar no substrato.

Comprimento Massaseca Comprimento Massa seca
PA (mm) PA (mg) raiz (mm) raiz (mg)
Testemunha 9,93B 0,55C 9,70 A 0,40 B
CTC?2 12,72 A 1,43 A 11,37 A 0,52 AB
IAC 911099 12,60 AB 0,85B 10,55 A 0,58 A
C.V. (%) 15,46 19,01 26,38 17,64

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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O capim-braquiaria apresentou redugdo da emergéncia e do indice de
velocidade de emergéncia nos substratos que continham exsudatos de cana-de-

acucar, mas o tempo médio de emergéncia nao diferiu entre os tratamentos (Tabela
16).

Tabela 16. Emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e tempo médio de
emergéncia (TME), em dias, de Urochloa decumbens sob o efeito de
possiveis exsudatos de cana-de-acucar no substrato.

Emergéncia IVE TME

Testemunha 5,00 A 291 A 10,44 A

CTC 2 250B  1,84B 10,32 A
IAC 911099 1,33C  0,71C 11,83A
C.V. (%) 26,06 2529 19,15

Médias seguidas de letras mailisculas iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Em relagcdo ao comprimento da parte aérea e massa seca desta verificou-se
que a 'lAC 911099 diferiu das demais, tendo reduzido-os 55,9% e 68%,
respectivamente. Comportamento semelhante foi observado para a raiz, mas o

comprimento da testemunha desta também se assemelha ao da 'lAC 911099 (Tabela
17).

Tabela 17. Comprimento e massa seca da parte aérea (PA) e raiz de Urochloa
decumbens sob o efeito de possiveis exsudatos de cana-de-agUcar no

substrato.
Comprimento Massa seca Comprimento Massa seca
PA (mm) PA (mg) raiz (mm) raiz (mg)
Testemunha 8,57 A 6,65 A 27,55 AB 8,22 A
CTC?2 7,44 A 512 A 33,30 A 6,42 A
IAC 911099 3,78B 2,13B 18,62 B 3,17B
C.V. (%) 27,07 26,18 25,58 31,38

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Utilizando-se a areia em que as canas-de-acucar CTC 2 e IAC 911099 haviam

sido cultivadas para testar germinacdo de espécies receptoras de possiveis
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compostos alelopatico liberados por exsudato radicular pela planta doadora foi
possivel observar que as espécies L. sativa e U. decumbens tiveram inibicdo de
germinacao e do desenvolvimento das plantulas, sendo que para a L. sativa as duas
cultivares causaram reducdo no desenvolvimento das plantulas, enquanto para U.
decumbens apenas a IAC 911099 causou reducéo no desenvolvimento, apesar das
duas terem inibido a germinacdo. Yamauti (2014) testou os extratos aquosos brutos
de folhas verdes de dez cultivares de cana-de-acucar e a CTC 2 foi a que obteve maior
potencial alelopatico entre estas, tendo reduzido 10% do crescimento da parte aérea,
80% de reducéo no crescimento radicular e 60% do crescimento total de L. sativa.

Para |. hederifolia foi observada inibicAo na germinacdo (quantidade de
sementes germinadas e IVE), mas ocorreu estimulo para o acumulo de massa nas
raizes. Webber et al. (2018) também verificaram diminuicdo da germinacdo da
Ipomoea coccinea (corda-de-viola) quando em extrato radicular da cana-de-agucar.
Entretanto, para Ipomoea purpurea (corda-de-viola) foram observados germinacéo e
crescimento radicular reduzidos devido aos lixiviados de residuos de canaviais (Viator
et al., 2006). Ocorreu reducdo do acumulo de massa seca da parte aérea quando em
substrato de IAC 911099, enquanto para as raizes ocorreu acumulo da massa seca.
Isto pode ocorrer devido a concentracdo dos compostos organicos, que podem ser
inibitorios para determinadas partes das plantas e estimulantes quando presentes em
determinadas faixas de concentracdo para outros orgaos (Rice, 1984).

Porém, para S. lycopersicum e A. viridis ocorreu estimulo no desenvolvimento
das plantulas, apesar de nao ter afetado a germinacéo destas. A germinagdo € menos
afetada pelos aleloquimico que o desenvolvimento das plantulas (Ferreira e Aquila,
2000; Ferreira e Borghetti, 2004). Webber et al. (2018) verificaram diminuicdo da
germinacao de A. retroflexus (caruru-gigante) quando em extrato radicular da cana-
de-acucar, mas ndo do A. spinosus (caruru-de-espinho), enquanto para A. viridis ndo
observou-se diferenca para a germinagao, mas estimulo para o desenvolvimento. As
espécies S. lycopersicum e Amaranthus quitensis tiveram germinagao e crescimento
radicular reduzidos devido aos lixiviados de residuos de canaviais (Webber et al., 2017

a, b; Sampietro e Vattuone, 2006).
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4.3. Benzoxazinonas em exsudato radicular

Para as analises dos exsudatos radiculares das cultivares CTC 2 e IAC 911099,
primeiro foram realizadas andlises com os padrdes BOA, MBOA, DIBOA e DIMBOA
através de CG/EM e foram obtidos os picos de cada composto (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma de massa obtido dos padrbes sililados (BOA, MBOA,
DIBOA e DIMBOA), por CG-EM-EM.

Na simulacdo dos padrbdes de acidos hidroxamicos colocados em areia na

concentracdo 2 pg.Lt e coletados da mesma forma que no experimento com cana-

de-acucar foi possivel identifica-los na CG/EM (Figura 11).

Exsudato simulado
e BOA

Figura 11. Cromatograma sobrepostos do padrédo de BOA e exsudato simulado com
BOA sililados, por CG-EM-EM.
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Nos exsudatos radiculares coletados da cana-de-acUcar ndo foi possivel
identificar os benzoxazinonas testadas na metodologia utilizada para extracdo do
exsudato e na concentracdo obtida, podendo estar presente em concentracao inferior

a 2 pg.I* (Figura 12).
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Figura 12. Cromatogramas de massa obtidos das amostras de exsudatos radiculares
sililados, por CG-EM-EM. (a) CTC 2; (b) IAC 911099.

Bioensaio de fitotoxicidade

O teste de fitotoxicidade sobre L. sativa demonstrou que BOA e MBOA
interferem na germinacao desta espécie (Figura 13), com reducdo da germinacao a
partir da concentracdo de 10 mM de BOA e 3,33 mM de MBOA, com auséncia de
germinacdo nas maiores concentracdes. Para o desenvolvimento da parte aérea, o
BOA interferiu apenas na maior dose, enquanto o MBOA manteve o mesmo padréo
da germinagé&o. O desenvolvimento da raiz foi reduzido a partir de 10 mM para BOA e
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de 0,33 mM, menor concentracao testada, para MBOA. Por serem a primeira parte da
planta a emergir da semente, as raizes sdo expostas aos compostos alelopaticos em
concentracfes maiores, que pode causar maior sensibilidade a estes (Miranda et al.,
2015; Tanveer et al., 2012).
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Figura 13. Germinacao (a), comprimento da parte aérea (b), comprimento da raiz (c)
de plantulas de Lactuca sativa sob o efeito de BOA (2-benzoxazolinone) e
MBOA (6-methoxy-2-benzoxazolinone). Obs.: médias seguidas de mesmas
letras, dentro de cada parametro avaliado, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Para S. lycopersicum observou-se que o BOA promoveu estimulo de
germinacao na menor concentracdo do composto (0,33 mM), tendo ocorrido reducéo
na concentracdo de 10 mM e inibicdo completa de germinacdo na maior dose. Os
aleloguimicos podem afetar a plantulas nos estagios iniciais de desenvolvimento,
tanto de forma a inibir quanto a estimular o desenvolvimento, a depender da
concentracdo (Carvalho, 1993, Rice, 1979). O mesmo foi observado para o
comprimento da parte aérea, enquanto para o comprimento da raiz apenas a maior
concentracédo diferiu das demais, j& que ndo houve germinacédo nesta.

Com MBOA, observou-se reducéo da germinagao de S. lycopersicum a partir
de 1 mM, tendo reduzido 39% em relacdo a testemunha e inibicdo completa da
germinacdo com a maior concentracdo de MBOA. Para o comprimento da parte aérea
apenas nas concentracdes a partir de 10 mM ocorreu reducéo, ocorrendo auséncia
de parte aérea. O comprimento da raiz foi a parte mais afetada pelo MBOA, pois a
partir de 0,33 mM causou reducdo no desenvolvimento, sendo que para 3,33 mM
ocorreu 58% de reducéo (Figura 14).

Para I. hederifolia ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos para
a germinacao na presenca dos dois compostos testados, enquanto que para O
comprimento da parte aérea ocorreu estimulo na presenca das menores
concentracdes, sendo que para BOA ocorreu estimulo até na concentracdo 3,33 mM
e para MBOA apenas na menor concentracdo (0,33 mM). Para o comprimento de
raizes na presenca de BOA observou-se reducdo acentuada a partir da menor dose,
tendo sido 37% menor em relacdo a testemunha, enquanto para o MBOA a reducao
ocorreu apenas a partir de 10 mM, com a maior concentracao propiciando reducéao de

79,4%, diferindo significativamente dos demais tratamentos (Figura 15).
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Figura 14. Germinacgao (a), comprimento da parte aérea (b), comprimento da raiz (c)

de plantulas de Solanum lycopersicum sob o efeito de BOA (2-
benzoxazolinone) e MBOA (6-methoxy-2-benzoxazolinone). Obs.: médias
seguidas de mesmas letras, dentro de cada parametro avaliado, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 15. Germinacéao (a), comprimento da parte aérea (b), comprimento da raiz (c)
de plantulas de Ipomoea hederifolia sob o efeito de BOA (2-
benzoxazolinone) e MBOA (6-methoxy-2-benzoxazolinone). Obs.: médias
seguidas de mesmas letras, dentro de cada parametro avaliado, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Bioensaios de citotoxicidade (coledptilo)

Para o efeito do BOA e MBOA sobre o crescimento de coledptilo de trigo
observa-se diferenca significativa em relacéo a testemunha a partir da concentracao
0,03 mM, com inibicdo de 10,5% e 9,5%, respectivamente. A inibicdo foi crescente
com o aumento da concentracdo dos padrdes, chegando a 32,6% e 47,7% de inibicao

na maior concentracdo, 3 mM (Figura 16).
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Figura 16. Comprimento de coledptilos de trigo sob o efeito de BOA e MBOA em cinco
concentra¢des (3 mM, 1 mM, 0,3 mM, 0,1 mM, 0,03 mM, 0,01 mM). Obs.:
Valores expressos como diferenca percentual da testemunha. Médias
seguidas de letras iguais para cada composto (minusculas para BOA e
mailsculas para MBOA) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os padrbes de BOA e MBOA foram detectados quando analisados diretamente
por CG-MS e na aplicacdo destes padrdes na areia, simulando exsudacao radicular
(Figura 11). Entretanto, estes compostos ndo foram detectados no exsudato das
cultivares de canas-de-acucar CTC 2 e IAC 911099 com a metodologia empregada,
apesar da agua ser um extrator eficaz do BOA (Barnes et al., 1987).

As benzoxazinonas foram identificadas em diversas espécies, entre elas milho
(Friebe et al., 1997), trigo (Quader et al., 2001), centeio (Mwaja et al., 1995).
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Em Triticum spp., Triticum aestivum e Secale cereale foram identificados e
guantificados DIBOA e DIMBOA liberados por exsudacao radicular, tendo algumas
espécies efeito supressor sobre o crescimento radicular de Sinapis alba (Belz e Hurle,
2005; Belz, 2007).

Em folhas de cana-de-aclcar da cultivar ‘CoLk 8102 (proveniente da india)
foram detectados BOA e DIBOA (Singh et al.,, 2003). DIBOA e DIMBOA foram
identificados em folhas das cultivares SNK 192, SNK 256, SNK 158, Co 740, Co
88025, CoC 671, provenientes da india, mas as concentracbes destes &cidos
hidroxamicos diferem significativamente entre cultivares (Bangari, 2005). Entretanto,
apesar do relato de benzoxazinonas em varias espécies de Poaceae, BOA, DIMBOA
e DIBOA nao foram identificados em exsudatos radiculares de arroz (Seal et al., 2004).
Assim como ndo foi detectado DIMBOA nas folhas, colmos e raizes das cultivares
SP81-3250 e SP89-1115 de cana-de-acUcar (Tavares, 2016). A concentracao dos
acidos hidroxamicos varia conforme a espécie, parte da planta, idade, cultivar (Tang
et al., 1975; Argandofia e Corcuera, 1985; Belz et al., 2005).

A néo deteccdo de BOA, MBOA, DIBOA e DIMBOA no exsudato radicular das
cultivares CTC 2 e IAC 911099 pode estar relacionada com fatores como idade (a
coleta ocorreu aos 50 dias apés brotacdo) e as cultivares, que com o melhoramento
genético podem perder alguma caracteristica em detrimento de outras e esta via
metabolica pode ser utilizada para producdo de outros compostos, corroborando os
resultados obtidos por Tavares (2016), que ndo quantificou DIMBOA nas cultivares
SP81-3250 e SP89-1115.

Contudo, as benzoxazinonas sao conhecidas por exibir potencial fitotéxico. Por
exemplo, o BOA causou fitotoxicidade sobre Cassia occidentalis, Echinochloa crus-
galli e Phalaris minor (Chum et al., 2010). Os acidos hidroxamicos, BOA e DIBOA, se
mostraram toxicos ao crescimento da raiz de Digitaria sanguinalis, Echinochloa crus-
galli, Panicum miliaceaum, Licopersicum esculentum e Lactuca sativa (Barnes et al.,
1986). O MBOA inibiu a germinacdo e desenvolvimento de Trifolium incarnatum e
Ipomoea hederacea (Blum et al., 1992). As benzoxazinonas DIBOA e DIBOA-glucose
também foram relatadas provenientes da lixiviacdo da palhada de centeio, atribuindo
a estes compostos a supressao das plantas daninhas Chenopodium album,

Amaranthus retroflexus e Portulaca oleracea (Gavazzi et al., 2010). DIBOA e MBOA
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inibiram em 50% o crescimento radicular de Avena fatua nas concentracdes 0,7 e 0,5
mM, respectivamente, mas estimulou o crescimento radicular de A. sativa em
concentracdes inferiores a 1,5 mM (Pérez, 1990).

Em folhas de cana-de-agucar cultivar ‘CoLk 8102’ foram encontrados DIBOA e
BOA e estes causaram inibicdo superior a 50% do desenvolvimento radicular de
lentilha nas concentracdes 0,45 mM e 1,25 mM, respectivamente; em concentracdes
superiores a 0,5 mM inibiram completamente a germinacao de T. aestivum e Brassica
campestris (mostarda) e 90% da de Vigna radiata (Singh et al., 2003; Singh et al.,
2009). No presente estudo, o BOA causou inibicdo da germinacdo de L. sativa e S.
lycopersicum apenas na concentracdo 33 mM e o MBOA a partir de 10 mM para L.
sativa e 33 mM para S. lycopersicum. E o desenvolvimento radicular de L. sativa foi
reduzido a partir da concentragcdo 10 mM para BOA e 0,33 mM, menor concentragao
testada, para MBOA, sendo que em trabalho realizado por Yamauti (2014), a reducéo
da parte aérea e raiz na presenca de BOA ocorreu a partir de 0,4 mM. Para S.
lycopersicum o comprimento da raiz foi a parte mais afetada pelo MBOA, pois a
reducao ocorreu a partir de 0,33 mM, tendo reduzido 58% na concentracdo 3,33 mM.
Para I. hederifolia 0 BOA causou reduc¢éo a partir da menor concentracao, tendo sido
37% menor em relagdo a testemunha, enquanto para o MBOA a concentragdo 33 mM
propiciou reducédo de 79,4%.

Para S. lycopersicum ocorreu estimulo na germinacdo e desenvolvimento da
parte aérea na presenca de BOA na concentracdo 0,33 mM e para |. hederifolia
ocorreu estimulo no desenvolvimento da parte aérea na presenca de BOA com
concentracoes inferiores a 3,33 mM e para MBOA na menor concentracao testada.
Apesar de na presenca de BOA e MBOA ter ocorrido inibicdo do crescimento da parte
aérea e daraiz de |. hederifolia, esses ndo causaram efeito sobre a germinacao desta
espécie, corroborando aos resultados de Yamauti (2014). Contudo, a germinacao
pode ser um parametro menos influenciado por aleloguimicos (Ferreira e Aquila,
2000), ja que muitos aleloquimicos presentes nos extratos podem ser retidos pelos
tegumentos protetores do embrido, chegando a ele em concentracdo inferior a
necessaria para interferir na sua expansao (Pina, 2008). Ainda pode ser devido a
semente depender das reservas préprias para 0 processo de germinacao,

apresentando menor susceptibilidade a fatores exdgenos, como aleloquimicos (Mird
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et al., 1998; Pina, 2008), podendo ocorrer efeito alelopatico sobre outros fatores, como
o desenvolvimento da plantula (Ferreira e Aquila, 2000).

Neste experimento verificou-se reducdo da germinacdo de L. sativa, S.
lycopersicum, mas n&o de |. hederifolia, corroborando ao que foi relatado que BOA e
DIBOA exercem maior efeito fitotoxico sobre espécies de sementes pequenas a
médias (E. crus-galli, Phalaris minor, A. palmeri, D. sanguinalis, E. indica, L. sativa,
Lycopersicon esculentum e Sida spinosa) em comparagcao com aquelas de sementes
maiores (Cassia occidentalis, Cucumis melo, Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Z.
mays, Ipomoea hederacea, I[pomoea lacunosa e Senna obtusifolia) (Chum et al., 2010;
Burgos e Talbert, 2000).

Apesar das benzoxazinonas ja terem sido detectados em folhas de cana-de-
acucar (Singh et al.,, 2003), a liberacdo de &cidos hidroxamicos via exsudacao
radicular pela cana-de-agUcar ndo foi detectada neste experimento. Deste resultado
podemos inferir que a auséncia destes compostos pode ser devido ao melhoramento
genético pelo qual esta cultura passou, perdendo algumas de suas caracteristicas
ancestrais, ou ainda devido ao tempo em que permaneceu em substrato para coleta
do exsudato (50 dias), podendo n&o ter sido suficiente para agregar quantidade de
composto necessaria para deteccdo (em S. cereale foi possivel detectar aos 12 dias,
segundo Belz e Hurle, 2005), ou ainda devido a degradacdo deste compostos que
ocorre rapidamente por microrganismos do solo e na agua, transformando DIBOA e
DIMBOA em BOA e MBOA (Macias et al., 2004; Jia et al., 2006). Ou mesmo por terem
sido cultivadas isoladas e ndo ser necessario a producdo destes compostos, ja que
em trabalho relatado por Chen et al. (2010), o trigo péde detectar a presenca das
plantas daninhas Digitaria sanguinalis e A. fatua e responder a convivéncia pelo
aumento de MBOA na rizosfera.

Estes resultados ndo excluem a possibilidade da cana-de-agUcar exsudar
benzoxazinonas pelas raizes, mas, nestas condi¢des testadas, estariam em baixas
concentracfes, ja que foi simulada uma exsudacdo em substrato com produto
comercial de BOA e MBOA na concentracgédo 2 pg.l* (equivalente a aproximadamente
13 nM) e este foi detectado no método utilizado em CG-EM, sendo possivel ainda

apresentar estes produtos em quantidade inferior a esta. Entretanto, nesta quantidade
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nao ocorreria efeito inibitério sobre as espécies testadas e nem para o teste de

citotoxicidade, ja que os efeitos sobre estas foram em doses maiores.

4.4. Caracterizacdo do potencial alelopéatico de folhas e raizes de cana-de-

acucar

Fracionamento Guiado por Bioensaio de Extratos de Folhas e Raizes de
Cana-de-acucar.

Os extratos de hexano e diclorometano (DCM) das folhas e extrato de DCM
das raizes de ‘CTC 2’ apresentaram fitotoxicidade a 1 mg.ml™, todos com nota de
fitotoxicidade 3 para A. stolonifera (Tabela 18). Apés o fracionamento destes extratos
com cromatografia em coluna, seis fracdes distintas apresentaram fitotoxicidade. O
fracionamento do extrato de hexano das folhas resultou em 12 fracdes, duas destas
apresentaram fitotoxicidade (fragGes A e B). Para o fracionamento de diclorometano
das folhas obteve-se 15 fracGes, sendo apenas uma fitotoxica (fracdo C). E para o
extrato de DCM das raizes obteve-se 13 fracdes e trés destas com efeito fitotoxico
(fracbes D, E e F) (Tabela 18).
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Tabela 18. Fracionamento biodirigido demonstrando a fitotoxicidade de ‘CTC 2’ em
relacdo a Lactuca sativa e Agrostis stolonifera. Colocar solventes

Extrator Toxicidade?
Cultivar/Fracbes  Parte (g) Solvente L. .
sativa A. stolonifera

‘CTC 2 Folhas (55,16) Hex 0 3
DCM 1 3

EtOH 0 0

Raizes (49,32) Hex 0 0

DCM 1 3

EtOH 0 0

Fracdo A Folhas Hex 1 3
Fracéo B Hex 3 3
Fracdo C DCM 5 0
Fracdo D Raizes DCM 1 2
Fracao E DCM 2 3
Fracédo F DCM 0 2

aValores denotam toxicidade em 1,0 mg/ml para L. sativa e A. stolonifera; 0 = sem efeito, 5 = efeito
méximo. Hex: hexano; DCM: diclorometano; EtOH: etanol.

O extrato de diclorometano (DCM) das folhas de ‘IAC 911099 apresentou
fitotoxicidade a 1 mg.ml™, todos com nota de fitotoxicidade 3 para A. stolonifera

(Tabela 19). O fracionamento deste extrato com cromatografia em coluna resultou em

vinte fragcOes distintas, sendo que seis destas fragcdes apresentaram fitotoxicidade
(fracOes G a L) (Tabela 19).



54

Tabela 19. Fracionamento biodirigido demonstrando a fitotoxicidade de ‘IAC 911099’
em relacdo a Lactuca sativa e Agrostis stolonifera.

Toxicidade®

Cultivar/Fracbes Parte (g) Extrator . A.
Solvente L. sativa stolonifera

1AC 911099’ Folhas (67,45) Hex 0 2

DCM 0 3

EtOH 0 1

Raizes (17,76) Hex 0 1

DCM 0 0

EtOH 0 0

Fracdo G Folhas DCM 4 4

Fracédo H DCM 1 3

Fracao | DCM 3 2

Fracao J DCM 1 3

Fracao K DCM 1 2

Fracdo L DCM 0 3

aValores denotam toxicidade em 1,0 mg/ml para L. sativa e A. stolonifera; 0 = sem efeito, 5 = efeito
méaximo. Hex: hexano; DCM: diclorometano; EtOH: etanol.

As fracGes foram submetidas a andlise de RMN *H, RMN 13C, CG/MS e CG/DIC
e foram identificados sete acidos graxos. Os acidos graxos foram submetidos ao

bioensaio de fitotoxicidade (Tabela 20).
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Tabela 20. Bioensaio demonstrando a toxicidade de acidos graxos sobre Lactuca
sativa e Agrostis stolonifera.

Compostos Solvente Toxicidade?
L. sativa A. stolonifera

Acido miristico Acetona 0 0
Acido palmitico DCM 0 0
Acido palmitoleico Acetona 0 0
Acido estearico DCM 0 0
Acido oleico Acetona 0 0
Acido linoleico Acetona 0 3
Acido alfa-linolénico Acetona 3 3

aValores denotam toxicidade em 1,0 mg/ml para L. sativa e A. stolonifera; 0 = sem efeito, 5 = efeito
méximo. DCM: diclorometano.

Identificacédo de compostos

As andlises de RMN 'H, RMN 3C, CG/MS e CG/DIC foram realizadas nos
extratos e foram identificados acidos graxos como compostos majoritarios inibitorios.
FracOes das folhas de ‘CTC 2’ e ‘IAC 911099’ e raizes de ‘CTC 2’ indicaram que 0s
compostos sdo comuns as duas cultivares. Os acidos graxos detectados foram acidos
miristico (14:0), palmitico (16:0), palmitoleico (16:1), estearico (18:0), oleico (18:1),
linoleico (18:2) e alfa-linolénico (18:3) e estes foram testados quanto a fitotoxicidade,
sendo que o acido linoleico e o acido alfa-linolénico foram toxicos para L. sativa ou A.
stolonifera (Tabela 20). Estes acidos sdo a maioria em quase todas as fracdes quando

comparadas com outros &cidos graxos (Tabela 21).



56

Tabela 21. Porcentagem de acido linoleico e acido alfa-linolénico em cada fragéao.

Acido linoleico (%)  Acido alfa-linolénico (%)

‘CTC 2 Fracédo A 25,50 43,47
Fracéo B 10,36 55,95
Fracao C 28,31 34,31
Fracao D 24,28 40,43
Fracéo E 9,01 1,71
Fracéo F 16,79 19,87

1AC 911099’ Fracédo G 11,15 71,77
Fracao H 8,57 85,01
Fracéo | 5,10 54,33
Fracéo J nd* nd
Fracao K nd nd
Fracdo L nd nd

*nd: ndo detectado

Na analise de quantificacdo dos acidos graxos ndo ocorreu diferenca
significativa para concentracdo de acido linoleico entre cultivares e folhas e raizes,
enguanto para a concentracdo de acido alfa-linolénico foi maior nas folhas que nas
raizes para as duas cultivares. Tanto para ‘CTC 2’ quanto para ‘IAC 911099’ ocorreu
maior concentracdo de acido alfa-linolénico nas folhas e maior concentragéo de acido

linoleico nas raizes (Tabela 22).

Tabela 22. Andlise quantitativa (mg.g™) do acido linoleico (LA) e acido alfa-linolénico
(ALA) nas folhas e raizes de ‘CTC 2’ e ‘IAC 911099’.

‘CTC 2 ‘IAC 911099’
Folhas Raizes Folhas Raizes
C18:2n6c (LA) 1,06 Ba 0,90 Aa 1,16 Ba 0,99 Aa
C18:3n3 (ALA) 1,65 Aa 0,13 Bb 1,52 Aa 0,20 Bb

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas nas colunas e minlsculas na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A dose de 33,3 mM do acido alfa-linolénico no solo causou redugdo no

comprimento das raizes de plantulas de L. sativa em relacdo as demais, sendo que
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todos os tratamentos diferiram da testemunha absoluta. A massa fresca diminuiu a
partir de 10 mM, similarmente a atrazina, enquanto o acido linoleico estimulou o
crescimento nas doses mais baixas, propiciando massa fresca maior que o controle
nas doses de 0,33 e 1,0 mM, tendo reduzido apenas com a dose de 33,3 mM (Tabela
23).

Tabela 23. Efeito dos acidos alfa-linolénico e linoleico aplicados no solo sobre o
comprimento das raizes (mm) e na massa fresca total (mg) das plantulas de
Lactuca sativa, aos 7 dias ap0s a semeadura.

Acido alfa-linolénico Acido linoleico
Comprimento Massa Comprimento Massa
das fresca das fresca total
raizes (mm) total (mg) raizes (mm) (mg)
Controle 21,09 A 43,91 A 21,09 A 43,91 AB
Controle relativo 13,24 B 4191 A 13,24 B 41,91 AB
Atrazina 0,1 mM 13,20 B 35,14 AB 13,20 B 35,14 B
Atrazina 1,00 mM 8,57 C 36,23 AB 8,57 C 36,22 B
0,33 mM 11,90 BC 40,79 A 20,93 A 47,49 A
1,00 mM 12,10 BC 42,22 A 20,03 A 50,00 A
3,33 mM 12,40 BC 42,48 A 19,10 A 40,65 AB
10,0 mM 11,70 BC 30,05 B 19,23 A 43,62 AB
33,3 mM 0,90D 509 C 3,37D 17,72 C
C.V. (%) 19,30 14,88 14,99 14,91
F 32,48** 32,28** 44,03** 15,50**

Médias seguidas por letras iguais, mailusculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. **Significativo ao nivel de 1% pelo teste F.

Para o bioensaio de A. stolonifera no solo observou-se redugdo do
comprimento meédio da parte aérea com o aumento das doses para ambos o0s
compostos. Para o 4cido alfa-linolénico o aumento ocorreu a partir de 3,33 mM e para

o0 acido linoleico ocorreu a partir da dose de 10 mM (Tabela 24).
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Tabela 24. Efeitos do acido alfa-linolénico e &cido linoleico aplicados no solo no
comprimento meédio da parte aérea (mm) de Agrostis stolonifera aos 7 dias

apos a semeadura.

Acido alfa- Acido

linolénico linoleico
Controle 17,17 A 17,17 A
Controle relativo 17,17 A 17,17 A
Atrazina 0,1 mM 13,67 C 13,67 B
Atrazina 1,00 mM 11,83 D 11,83 C
0,33 mM 17,50 A 17,50 A
1,00 mM 17,50 A 16,83 A
3,33 mM 15,17 B 16,33A
10,0 mM 12,83 CD 13,17 B
33,3 mM 350E 4,83D
C.V. (%) 4,61 4,38
F 290,88** 257,77**

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas nas colunas, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. ** Significativo ao nivel de 1% pelo teste F.

Para o ensaio de vazamento celular, o acido alfa-linolénico e o acido linoleico

causaram o extravasamento de eletrélitos nos discos de pepino nas concentracdes

de 330 e 1000 uM na exposicao de 26 horas (18 horas de escuro, seguido de 8 horas

de luz) (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Efeitos das concentra¢des de acido alfa-linolénico sobre o vazamento de
eletrélitos dos discos cotiledonares de pepino no escuro até as 18h. (a)
Efeitos as Oh, 18h, 19h, 20h, 22h, 24h e 26h. A linha pontilhada € o nivel
maximo de vazamento possivel. (b) Efeitos as 26h. Médias seguidas de
mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade
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Figura 18. Efeitos das concentracdes de &cido linoleico sobre o vazamento de
eletrdlitos dos discos cotiledonares de pepino no escuro até as 18h. (a)
Efeitos as Oh, 18h, 19h, 20h, 22h, 24h e 26h. A linha pontilhada é o nivel
maximo de vazamento possivel. (b) Efeitos as 26h. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.



61

Os acidos graxos, por fazerem parte da evolugéo das pteridofitas atuando como
barreira contra a perda de agua, sao substancias comuns em plantas. Em cana-de-
acucar foram identificados na cera dos colmos e folhas, os acidos palmitico e linoleico,
e 0s 4cidos esteérico e oleico na cera de colmo (Attard et al., 2015; Gomes, 2015).
Extratos de diclorometano das folhas de cana-de-agUcar contendo acidos graxos e
fendlicos mostraram efeito deletério sobre a planta daninha Calopogonium
mucunoides, tendo inibido a germinacéo (35%), o crescimento das raizes (52,8%) e
do hipocatilo (47,1%) (Gomes et al., 2016). Estes dados corroboram os encontrados
para as cultivares de cana-de-acucar CTC 2 e IAC 911099, nas quais foram
identificados acidos graxos nas fracdes das folhas extraidas com diclorometano e na
fracdo com hexano para a ‘CTC 2’; os acidos graxos também foram identificados na
fracao de diclorometano nas raizes da ‘CTC 2'.

Em trigo foram identificadas trés categorias principais que podem causar efeitos
alelopaticos, sdo elas: os acidos fendlicos, acidos hidroxamicos e acidos graxos de
cadeia curta (Wu et al., 2001), sendo que este ultimo causa inibicdo do crescimento
de plantulas de trigo (Prill et al., 1949 apud Tang e Waiss, 1978).

Ipomoea batatas, a batata-doce, pode inibir a germinacdo de Panicum
milliaceum, Abutilon theophrasti e Amaranthus retroflexus e o crescimento de Cyperus
esculentus, sendo que os &cidos linolénico e linoleico estéo relacionados a este efeito.
O extrato de I. batatas aumentou a permeabilidade das membranas, ocasionando a
ruptura das moléculas fosfatadas e, consequentemente, a saida de ions e fosfatos
inorganicos ao meio, o que foi relacionado com compostos fendlicos, acidos graxos,
triterpernos, esterdides, alcaloides, flavondides, aminoéacidos livres e saponinas (Aro,
2016).

Em Typha latifolia, uma monocotiledénea perene, foram identificados acidos
graxos insaturados, acido alfa-linolénico e linoleico, que apesar de serem compostos
comuns em plantas causaram inibicdo em algas semelhante ao CuSO4 (0,5 pmol),
sendo o &cido alfa-linolénico o que ocasionou maior inibicdo das algas (Aliotta et al.,
1990).

Foi constatado efeito inibitério no crescimento de Echinochloa crus-galli devido
aos acidos graxos dos extratos de casca de arroz (Oryza sativa) a partir de 50 ppm

(Ko et al., 2005). Os acidos graxos isolados de plantas superiores mostram uma faixa
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de atividade em concentracdes entre 10° e 10° M, estando entre os aleloquimicos
naturais com maior potencial herbicida (Macias, 1994). No presente estudo,
observando-se o efeito dos acidos alfa-linolénico e linoleico tanto para L. sativa quanto
para A. stolonifera, verificou-se que ocorreu reducdo das caracteristicas analisadas
em relacdo a testemunha nas concentracdes na faixa de 10 M; isto significa que para
ocorrer a inibicdo foi necessario que a concentracédo fosse maior que a indicada por
Macias (1994).

E possivel observar que para L. sativa germinada nas placas com solo houve
maior reducéo de massa fresca em relagéo a testemunha para o tratamento com acido
alfa-linolénico (88,4% na maior dose) que para o acido linoleico (59,6%) (Tabela 6), o
gue pode ter ocorrido devido a maior quantidade de ligacdes duplas em &cido alfa-
linolénico, sendo que os &acidos graxos insaturados possuem maior atividade fitotoxica
(Kakisawa et al., 1988; Chiang et al., 2004).

Os &cidos graxos de cadeia média, entre 9 e 11 carbonos, causam danos as
membranas lipidicas bimoleculares, tornando a estrutura da membrana instavel e
possibilitando o vazamento de eletrgdlitos da célula, culminando na morte da planta.
Este dano causado a membrana da planta pode ocorrer devido a hidrofobicidade dos
acidos graxos, sendo que a hidrofobicidade aumenta com o aumento da cadeia de
carbono dos acidos graxos (Fukuda et al., 2004). No presente estudo, o vazamento
de eletrélitos das células de pepino foi observado com exposi¢cao por 26 horas ao
acido alfa-linolénico e o acido linoleico para 330 e 1000 uM, sendo que as
concentracdes inferiores a estas ndo diferiram estatisticamente do controle absoluto
(apenas com agua). Entretanto, mesmo as maiores concentracdes destes acidos
graxos nao causaram extravasamento como o acifluorfen, que promove a perda da
integridade da membrana ap0s a exposicao das amostras a luz e, consequentemente,
0 vazamento de eletrélitos (Dayan e Watson, 2011). A medicdo do vazamento de
eletrolitos é realizada como monitoramento da integridade da membrana celular e é
utilizado para estudar os mecanismos de acao que dependem da luz para ter efeito
biolégico. A importancia de monitorar a membrana plasméatica decorre de seu papel
na interface entre a célula e o ambiente, pois caso ocorra qualquer violacdo na
integridade da bicamada lipidica e o vazamento de eletrdlitos descontroladamente

culminara na morte celular (Dayan e Watson, 2011).
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A oxidacdo dos &cidos graxos insaturados de 18 carbonos inicia a rota
octadecandides e das oxilipinas (Vivanco et al., 2005). O acido linolénico (18:3) &
precursor do acido jasmonico, sendo liberado dos lipidios da membrana plasmatica e,
entdo, convertido a acido jasmoénico, um dos responsaveis por ativar as defesas das

plantas contra insetos e fungos patogénicos (Taiz et al., 2017).

5. CONCLUSOES

Os exsudatos radiculares das cultivares CTC 2 e IAC 911099, nas condi¢gbes
testadas, ndo possuem quantidades detectaveis de BOA, MBOA, DIBOA e DIMBOA.

Para o experimento da cana-de-agucar em convivéncia com plantas daninhas
a cultivar 'CTC 2' pode ter efeito alelopatico sobre o A. viridis, |. hederifolia e U.
decumbens e a 'lAC 911099’ sobre A. viridis e U. decumbens.

A partir dos resultados obtidos com a germinacdo de sementes em substrato
gue continha cana-de-acUcar observou-se a liberacdo por exsudatos radiculares de
possiveis compostos alelopaticos que interferiram nas espécies testadas,
apresentando efeito inibitorio sobre L. sativa e U. decumbens, tendo sido a ‘IAC
911099’ inibitéria para as duas espécies, enquanto a ‘CTC 2’ apenas para L. sativa.

Para as folhas e raizes das cultivares CTC 2 e IAC 911099, o acido alfa-
linolénico e o &cido linoleico foram identificados como bioativos e causaram inibi¢cdes
do crescimento de Lactuca sativa e Agrostis stolonifera e vazamento celular de

Cucumis sativus.
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