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GARRIDO, Raphael Mota. Fitotoxicidade de cinamaldeido, curcumina e
metoxichalconas sobre alface e plantas daninhas. 2018. 69f. Dissertacdo
(Mestrado Académico em Biociéncias). — Faculdade de Ciéncias e Letras,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Assis, 2018.

RESUMO

Atualmente, h& esforcos crescentes para o desenvolvimento de alternativas de
manejo de plantas daninhas, devido ao aumento de espécies resistentes aos
herbicidas e as preocupacfes ambientais. Mesmo que ndo se possa eliminar o uso
de herbicidas convencionais, sua utilizacdo pode ser reduzida pela descoberta de
compostos bioativos, mais efetivos e/ou com menor toxicidade ao ambiente do que
as moléculas que vem sendo usadas. O cinamaldeido e a curcumina sdo moléculas
naturais que apresentam diversas atividades biologicas, e as chalconas sao
precursoras de flavonoides, que apresentam atividade alelopética, influenciando o
desenvolvimento das plantas. Visando prospectar novos herbicidas, foi avaliado o
potencial fitotéxico do cinamaldeido, da curcumina e de diferentes estruturas de
chalconas metoxiladas. Inicialmente, foi feita triagem de 17 chalconas com bioensaio
de desenvolvimento inicial com alface, para selecionar a mais promissora, e que
seria testada com daninhas (seis espécies). Estas foram tratadas com 5 mL de
solucdo 1 x 10 mol L de cinamaldeido, curcumina ou 3,4-dimetoxichalcona (BC-
18); como controle negativo e positivo usou-se agua destilada e glifosato
(componente ativo do Roundup®), respectivamente. Os comprimentos da raiz e
parte aérea foram avaliados quando as plantulas dos controles negativos atingiram
aproximadamente 5 cm. Todos os compostos induziram a inibicdo do crescimento
quando comparados ao controle negativo, afetando a raiz e a parte aérea das
plantulas. O cinamaldeido apresentou maior atividade fitotoxica que o glifosato em
cinco espécies, ja a curcumina apresentou maior inibicdo em uma espécie, e inibicdo
igual ao glifosato em outras duas espécies. A BC-18 apresentou maior fitotoxicidade
gue o glifosato em trés espécies e igual atividade em relacdo ao glifosato em outras
duas. Conclui-se assim, que os trés compostos possuem potencial herbicida, sendo
o cinamaldeido o mais promissor, seguido pela BC-18.

Palavras chave: Alelopatia. Fitotoxicidade. Cinamaldeido. Curcumina. Chalconas

metoxiladas. Herbicida.



GARRIDO, Raphael Mota. Phytotoxicity of cinnamaldehyde, curcumin and
methoxychalcones on lettuce and weeds. 2018. 69f. Dissertation (Masters in
Biosciences). — S&o Paulo State University (UNESP), School of Sciences,
Humanities and Languages, Assis, 2018.

ABSTRACT

Currently, there is increasing effort to develop weed management alternatives due to
the increase of herbicide resistant species and environmental concerns. Even if the
use of conventional herbicides cannot be eliminated, their use can be reduced by the
discovery of bioactive compounds, more effective and/or with less toxicity to the
environment than the molecules that are being used. Cinnamaldehyde and curcumin
are natural molecules that exhibit various biological activities, and chalcones are
precursors of flavonoids, which have allelopathic activity, influencing the
development of plants. Aiming to prospect new herbicides, the phytotoxic potential of
cinnamaldehyde, curcumin and different methoxylated chalcone structures was
evaluated. Initially, 17 chalcones were screened in bioassay of initial development of
lettuce, to select the most promising one, and tested with weeds (six species). These
were treated with 5 mL of 1 x 103 mol L solution of cinnamaldehyde, curcumin or
3,4-dimethoxychalcone (BC-18); as negative and positive control, distilled water and
glyphosate (Roundup® active component) were used, respectively. The root and
shoot lengths were evaluated when the seedlings of the negative controls reached
approximately 5 cm. All the compounds induced growth inhibition when compared to
the negative control, affecting the root and shoot of the seedlings. Cinnamaldehyde
showed higher phytotoxic activity than glyphosate in five species, whereas curcumin
showed greater inhibition in one species and glyphosate-like inhibition in two other
species. BC-18 showed greater phytotoxicity than glyphosate in three species and
glyphosate-like activity in other two species. It is concluded that the three compounds
have herbicidal potential, with cinnamaldehyde being the most promising, followed by
BC-18.

Keywords: Allelopathy. Phytotoxicity. Cinnamaldehyde. Curcumin. Methoxylated
chalcones. Herbicide.
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INTRODUCAO

Ha cerca de dois mil anos atrds ja haviam sido feitas observacdes de
interacdes entre plantas. Desde o primeiro tratado sobre a agricultura, as “interagbes
maléficas” entre os vegetais vem sendo relatadas (WILLIS, 2007).

De |4 para ca, as interacdes entre plantas vém sendo avaliadas, e hoje,
qualquer processo que envolva a producdo de metabdlitos secundarios por plantas,
fungos, bactérias ou algas, que influencia o crescimento e desenvolvimento de
sistemas bioldgicos, incluindo efeitos positivos e negativos, € definido como
alelopatia (MACIAS et al., 2000; RICE, 1984). Esse termo € derivado das palavras
gregas “allelon” e “pathos”, que significam “mutuo” e “prejuizo”, respectivamente; ele
foi utilizado pela primeira vez em 1937 por Molish, e a partir de entdo houve um
crescimento significativo dos estudos nessa area (VYVYAN, 2002; EINHELLIG,
1995).

Neste contexto, os chamados aleloquimicos sdo os metabdlitos secundarios
que possuem propriedade alelopatica. Estes podem proporcionar vantagem ao
organismo produtor, e vantagem ou desvantagem ao organismo receptor,
apresentando efeitos que podem ser inter e intraespecificos (BHOWMIKD, 2003). Os
aleloguimicos podem estar presentes em todas as partes das plantas, como: pélen,
sementes, frutos, flores, folhas, caules e raizes; porém, os mecanismos pelos quais
as substancias séo liberadas ao meio e as quantidades produzidas diferem de
espécie para espécie (GATTI, 2004; FRIEDMAN, 1995).

A disponibilizagdo dos metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas
ocorre de maneiras variadas, e a natureza e a localizacdo dos compostos é que

determinam seu modo de liberagdo. Assim, os aleloquimicos podem ser liberados
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por meio de decomposicao de residuos, lixiviacdo, volatilizacdo e/ou exsudacao
(NUNEZ et al., 2006). Os aleloquimicos podem ser transferidos através do contato
fisico da raiz da planta alvo com o composto alelopatico ou por contato célula-célula,
sendo a primeira, a forma de absorcdo mais importante (INDERJIT; DUKE, 2003). A
concentracdo e/ou a toxicidade desses compostos no ambiente e/ou na planta séo
determinados pelos seguintes fatores: condicdes ambientais, estacdo do ano, clima,
estagio fisiologico da planta, idade, taxa de fluxo e concentracdo (GNIAZDOWSKA,
BOGATEK, 2005).

Por muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados produtos de
excrecao vegetal. Entretanto, hoje se sabe que muitos deles estdo envolvidos nos
mecanismos de adequacao do seu produtor ao ambiente, e ja tiveram suas funcdes
reconhecidas, como, participacdo em processos alelopaticos, atracdo de
polinizadores ou animais dispersores de sementes, protecdo contra os raios UV e
defesa contra microrganismos e herbivoros. Assim, dependendo de sua func¢éo, os
metabolitos secundarios podem ser liberados ou ndo para 0 meio externo.
Usualmente apresentam atividades bioldgicas com relevancia comercial para a area
de perfumaria, alimentar, farmacéutica, agrondémica, entre outras (SANTOS, 2010).

Uma enorme variedade de metabdlitos secundarios € produzida pelas
plantas, e estes podem ser utilizados como fonte de novas substancias bioativas.
Neste contexto, o conhecimento estrutural dos mesmos é extremamente importante,
visto que a estrutura e a fungéo estéo inter-relacionadas.

Os bioensaios que visam prospectar novos compostos ativos, como
herbicidas, por exemplo, devem ser reprodutiveis e padronizados. As espécies
selecionadas como alvo devem apresentar crescimento relativamente rapido e

germinacao uniforme e rapida, como por exemplo, a alface (FERREIRA; AQUILA,
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2000). O tamanho da semente-alvo, a concentragao total de compostos quimicos, o
substrato utilizado, e o pH da solucéo ou extrato avaliado devem ser observados nos
bioensaios (DAYAN et al., 2009), ja que estes podem afetar seus resultados.

Os compostos bioativos promovem alteracbes moleculares, ultraestruturais e
em processos bioquimicos e fisiologicos que causam modificacdes no crescimento e
desenvolvimento das plantas (SILVA et al., 2014; GNIAZDOWSKA; BOGATEK,
2005). A germinacdo, o comprimento da parte aérea e da radicula sdo parametros
utilizados para avaliar a presenca de um determinado composto testado e seu efeito
sobre as plantas (DAYAN et al., 2000).

Na busca de compostos ativos com atividade herbicida, € fundamental
realizar bioensaios com espécies daninhas, algumas das mais comuns sdo: buva
[Conyza canadensis (L.) Cronquist], capim amargoso [Digitaria insularis (L.) Fedde],
capim-braquiaria [Urochloa decumbens Stapf) R.D. Webster], caruru-de-mancha
(Amaranthus viridis L.), nabica (Raphanus raphanistrum L.) e picao-preto (Bidens
pilosa L.).

A buva é uma planta anual, ereta, que produz grande quantidade de
sementes, chegando a 200 mil ou mais por individuo. As sementes sao pequenas,
nao sao dormentes e se disseminam com facilidade pelo vento. Foram identificados
no Brasil biotipos da espécie resistentes ao glifosato (GAZZIERO et al., 2015),
principio ativo do herbicida Roundup®.

O capim-amargoso € uma planta perene, herbacea, entouceirada, ereta,
rizomatosa, de colmos estriados. As unidades de dispersdo séao pilosas, sendo
facilmente carregadas pelo vento. Tem ocorréncia frequente em pastagens e era
pouco importante na cultura da soja até a implantacdo do sistema de semeadura

direta de forma generalizada. Biotipos resistentes ao glifosato estdo se
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disseminando rapidamente nas areas de soja. Em pouco tempo, mudou o “status” de
planta daninha marginal para uma das principais daninhas em areas de semeadura
direta (GAZZIERO et al., 2015).

O capim-braquiaria € uma planta perene, entouceirada e rizomatosa, sendo
considerada uma forrageira de qualidade, devido a sua capacidade de producao de
biomassa. Apresenta ampla dispersao e capacidade de producédo de sementes, que
podem permanecer viaveis por um longo periodo, embora sua germinacéao inicial
seja irregular devido a dorméncia. Comum na regido centro-oeste do Brasil, exige
um intervalo de pelo menos 30 dias entre sua dessecacdo e a semeadura de
culturas anuais no sistema de integracdo lavoura-pecudria, pois pode se tornar
importante planta daninha em sistemas de producdo de soja (GAZZIERO et al.,
2015).

O caruru-de-mancha é uma planta anual, herbacea, ereta, de caule cilindrico,
estriado longitudinalmente, com escassa pilosidade e de pouca ramificacdo; € uma
espécie mais comum em solos trabalhados (GAZZIERO et al., 2015).

A nabica é uma planta anual, ereta, herbacea, variando de 50 a 100 cm de
altura. Tem sido empregada como adubo verde de inverno ou como planta de
cobertura, em sistemas de cultivo conservacionistas, principalmente nas regides sul
e centro-oeste do pais, e em Sédo Paulo (LIMA et al., 2007). Quando ocorre no
inverno, em solo fértil ou levemente &cido, desenvolve porte maior e compete
bastante com os cereais, podendo estar ainda verde na maturacdo da cultura
invadida. No passado, a nabiga encontrava-se restrita as areas do sul do Brasil, mas
com a ocupacdo agricola dos Cerrados e as tentativas de cultivo de trigo, foi

introduzida no sudeste e centro-oeste. Sofreu processo de aclimatacdo e, hoje,
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ocorre com relativa importancia nestas regides. Possui biotipos resistentes a
herbicidas inibidores da enzima ALS (acetolactato sintase) (GAZZIERO et al., 2015).

O picdo-preto € uma planta anual e ereta que possui populacdes com grande
diversidade genética e plasticidade fenotipica, havendo subpopulacdes resistentes
aos herbicidas inibidores da enzima ALS. Com isso, € uma planta invasora desde
ambientes de olericultura até pastagens mal manejadas, sendo uma das plantas
daninhas com maiores densidades populacionais em culturas agricolas no Brasil.
Além de ser considerado como erva daninha, o picdo-preto € também uma planta
medicinal, apresentando atividade antitumoral (KVIECINSKI et al., 2008).

Atualmente, ha grandes esforcos no desenvolvimento de alternativas de
manejo de plantas daninhas, devido ao aumento de plantas resistentes aos
herbicidas convencionais, as preocupacdes ambientais no seu uso, além da
qualidade dos alimentos utilizados na dieta dos animais, e com a saude humana
(CARNEIRO et al. 2012; OLIVEROS-BASTIDAS, 2008; SOUZA FILHO et al., 2006;
DUKE et al., 2000; MACIAS et al., 2000; ANAYA, 1999). Mesmo que nao se possa
eliminar totalmente o uso desses herbicidas, sua utilizacdo pode ser reduzida pelo
uso de compostos bioativos mais efetivos e mais seguros ambientalmente
(BITENCOURT et al., 2007; BHOWMIK, 2003; KENFIELD et al., 1988).

Nesse sentido, muitas moléculas quimicas produzidas pelas plantas agem
sobre o metabolismo de outras plantas, de forma semelhante aos herbicidas (DUKE
et al., 2002; EINHELLING, 2002; DUKE et al., 2000; STROBEL et al.,, 1991;
BITENCOURT et al., 1988; KENFIELD et al., 1988), com menor risco para 0S
interesses da sociedade e para os recursos naturais (BITENCOURT et al., 2007,
HENKEL, 1999; CUTLER, 1988; DUKE; LYDON, 1987). Assim, os produtos naturais

de plantas podem fornecer conhecimento para o desenvolvimento de herbicidas
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novos e seguros. E, modificando esses produtos naturais pode ser possivel
desenvolver herbicidas mais ativos e seletivos (BHOWMIK, 2003; NIMBAL, 1996;
DUKE, 1986).

Os compostos naturais tém algumas vantagens quando comparados com 0s
herbicidas sintéticos existentes atualmente no mercado, como: diversidade de
estrutura molecular, a maioria € solivel em agua, auséncia de moléculas
halogenadas, atividade inibitéria em baixas concentracdes, e tempo de meia-vida
curto (IMATOMI et al., 2015; OLIVEROS-BASTIDAS, 2008; BHOWMIK, 2003; DUKE
et al., 2000).

Os herbicidas naturais exibem fortes atividades inibidoras em concentracées
entre 102 e 103 mol L, guando em concentragGes muito baixas, entre 10° e 10°
mol L1, o efeito inibidor desaparece ou torna-se estimulante. Na maioria das vezes,
compostos ativos isolados sdo obtidos em baixas quantidades, permitindo assim
bioensaios em concentragdes préximas de 104 mol L*! (MACIAS et al., 2000).
Portanto, é importante que haja possibilidade de sintese de moléculas de origem
natural para uso em bioensaios.

A utilizacdo de compostos naturais como herbicidas pode ser limitada pelo
alto custo de semi-sintese, toxicidade para plantas que ndo sao alvo e a toxicidade
aos mamiferos (SOUZA FILHO et al., 2006; BHOWMIK, 2003). Além disso, 0
namero de centros quirais na molécula pode inviabilizar sua semi-sintese. A
manipulagédo da estrutura quimica da molécula seria uma alternativa a substancias
com atividade biolégica comprovada mediante bioensaios, sem comprometimento
desta atividade (BITENCOURT et al., 2007).

Dois exemplos de bioherbicidas que tiveram é&xito s&o: bialafos e

fosfinotricina, ambos séo produtos de bactérias do género Streptomyces. O bialafos
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é um produto da fermentacéo e tem mercado limitado no Jap&o. E um pro-herbicida
que para ter atividade precisa sofrer conversdo metabdlica em fosfinotricina na
planta-alvo. A fosfinotricina € produzida sinteticamente, assim como o glufosinato,
sendo um herbicida que inibe a glutamina sintase. E um herbicida ndo seletivo,
motivo pelo qual muitas culturas foram modificadas para serem resistentes a ele.
Dos herbicidas derivados de produtos naturais, a fosfinotricina é o de maior sucesso
da historia, pois € barato, toxicologicamente e ambientalmente seguro, e é eficaz
para uma vasta gama de ervas daninhas. A fosfinotricina tem vantagens
semelhantes ao glifosato; portanto, € indicada para culturas resistentes a este
herbicida (DUKE et al., 2002; LYDON; DUKE, 1999). Outras substancias que
poderiam ter atividade bioherbicida, assim como a fosfinotricina, sdo: cinamaldeido,
curcumina e metoxichalconas.

O cinamaldeido (Figura 1) é um liquido oleoso amarelo, e um dos
constituintes quimicos mais ativos dos 6leos essenciais da canela. H4 muito tempo o
cinamaldeido é usado como agente aromatizante em gomas de mascar, sorvetes,
bebidas e doces. Também tem sido amplamente utilizado para dar odor de canela a

produtos médicos, cosméticos e perfumes (HOOTH et al., 2004).

O

Figura 1 — Férmula estrutural do cinamaldeido.

Ele € um composto natural derivado de plantas, que tem sido bastante

apreciado por suas propriedades, como: anti-oxidativas (KIM et al., 1993), anti-
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inflamatorias (YANG et al, 2016; LIAO et al, 2008), antimicrobianas
(RAVISHANKAR et al., 2010; KWON et al., 2003), antifungicas (XIE et al., 2004;
BANG et al., 2000), antibacterianas (CHANG et al., 2001), antivirais (HAYASHI et al.,
2007), anti-ulcera (TABAK et al.,, 1999), antidiabética (KIM et al.,, 2006),
anticancerigena (IMAIl et al.,, 2002), antiangiogénica (KWON et al.,, 1997),
imunomoduladora (KOH et al., 1998) e inseticida (HUANG; HO, 1998). Sua atividade
antifingica e antibacteriana se da pela inibicdo da atividade das ATPases (USTA et
al., 2003), da biossintese de parede celular (BANG et al., 2000), e pela alteracédo da
estrutura e integridade da membrana (XIE et al., 2004). Adicionalmente, o
cinamaldeido é eficaz no tratamento de varias doencas cardiovasculares (SONG et
al., 2013; HWA et al., 2012); a administracdo oral de canela em camundongos reduz
0S niveis de glicose no soro, triglicerideos, colesterol total e colesterol LDL
(RAHMAN et al., 2013).

A curcumina (Figura 2) é um metabdlito secundario encontrado na planta
Curcuma longa, que tem sua origem na Asia, particularmente na india. A curcumina
é responsavel pela coloracao alaranjada do tempero acafrdo, sendo bem conhecida
por suas propriedades colorantes, flavorizantes e digestivas (LIU et al., 2016; NAZ et
al., 2011; CHOWDHURY et al., 2000; SU et al., 1982).

A curcumina exibe um tautomerismo ceto-endlico em sua estrutura quimica,
com predominancia da forma ceto em pH de 3 a 7, possuindo uma estrutura [3-
dicetona, atuando como potente doador de protons. Em pH acima de 8 a forma
endlica da curcumina predomina, atuando como doador de elétrons, assim como a

maioria dos antioxidantes fenolicos (ANAND et al., 2008; SHARMA et al., 2005).
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Figura 2 — Férmula estrutural da curcumina.

A curcumina exibe excelentes propriedades antioxidantes, anticancerigenas,
anti-inflamatérias, hepatoprotetoras, antimicrobianas (CODEVILLA et al., 2015; NAZ
et al., 2011; AGARWAL et al., 2001), antitumorais, antivirais, na cicatrizacdo de
feridas, entre outras (TRIPATHI et al., 2002). Apresenta potencial efeito terapéutico
contra doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, pulmonares, metabdlicas e
autoimunes (TRIPATHI et al., 2002). Além disso, apresenta atividade inseticida
(TRIPATHI et al.,, 2002; AGARWAL et al.,, 2001; CHOWDHURY et al.,, 2000),
antifangica (JANKASEM et al. 2013; AGARWAL et al., 2001; APISARIYAKUL et al.,
1995), larvicida (AJAIYEOBA et al., 2008) e antibacteriana (NAZ et al., 2011).

As chalconas (Figura 3) séo precursoras dos flavonoides na via biosintética
(PEREZ et al., 2005); e sdo definidas como cetonas a e B insaturadas em que o
fragmento olefinico e a carbonila estdo ligados a grupamentos aromaticos,
comumente designados como anel A, proveniente da cetona, e anel B, proveniente
do aldeido (BITENCOURT et al., 2007; WALLER, 1987; DHAR, 1981). As chalconas
apresentam estabilidade quimica devido aos anéis aromaticos presentes na
estrutura que propiciam um arranjo planar. Os flavonoides sdo produzidos pelas
plantas e possuem atividades bioldgicas diversas, como por exemplo, atividade

alelopatica (BITENCOURT et al. 2007).
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Figura 3 — Férmula estrutural basica das chalconas.

As chalconas podem ser obtidas por meios sintéticos ou ser extraidas de
plantas; nestas, sdo encontradas em diferentes 6rgéos vegetais (SIMOES et al.,
2007), em concentracdo maior nas flores, apresentando pigmentacdo de amarela a
avermelhada (ANDERSEN; MARKHAM, 2006).

As chalconas apresentam atividades biolégicas como: antidiabética (HSIEH et
al., 2012), antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante (BANDGAR et al., 2009),
anti-invasiva, anticancerigena, antimalarica, antimutagénica e radioprotetor
(DIMMOCK et al., 1999). A atividade fitotoxica das chalconas foi demonstrada no
estudo de Bitencourt et al. (2007) no qual determinou-se as variagdes na atividade
alelopética da 2,4-dimetoxichalcona, em funcdo dos precursores, ortoanisaldeido e
4-metoxiacetofenona, e alteracdes neste. Assim, a avaliacdo da atividade herbicida
das chalconas serve de base aos estudos de derivacdo da molécula. A derivatizacao
das moléculas de chalconas pode aumentar a atividade alelopatica, demonstrando a
importancia da estrutura quimica da molécula frente a sua atividade biol6gica
(BITENCOURT et al., 2007).

Diante do exposto, justifica-se o estudo da fitotoxicidade do cinamaldeido,
curcumina e de diferentes estruturas de chalconas na prospeccdo de novos

herbicidas, buscando alternativas de controle de ervas daninhas.
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OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fitotoxico do cinamaldeido, da
curcumina e de diferentes estruturas de chalconas metoxiladas no desenvolvimento
inicial de uma espécie cultivada, a alface (L. sativa) e em ervas daninhas: buva (C.
canadenses), capim amargoso (D. insularis), capim braquiaria (U. decumbens),
caruru-de-mancha (A. viridis), nabica (R. raphanistrum) e picdo-preto (B. pilosa),

prospectando possivel atividade herbicida.

Os resultados desta dissertacao foram compilados na forma de dois artigos,

que aparecem a seguir.
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1.1 Resumo

Atualmente, ha grande esforco para o desenvolvimento de alternativas de manejo de
plantas daninhas, visto ser fundamental para o bom rendimento da producgéo
agricola mundial. Alguns estudos tém demonstrado que o cinamaldeido e a
curcumina apresentam varias atividades bioldgicas, porém, sua atividade fitotoxica
ainda nao foi avaliada. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fitotdéxico
do cinamaldeido e da curcumina sobre o desenvolvimento inicial de alface e em seis
ervas daninhas, prospectando possiveis novos bioherbicidas. Os compostos foram
testados na concentracdo de 1 x 103 mol L. Para controle negativo utilizou-se 4gua
destilada e como controle positivo o glifosato. Os compostos induziram a inibicdo do
crescimento da alface e das ervas daninhas quando comparados ao controle
negativo. Para a maioria das espécies, 0o cinamaldeido apresentou maior atividade
fitotbxica que o glifosato, jA a curcumina apresentou maior inibicdo em uma das
espécies, e inibicdo igual ao glifosato em outras duas espécies. Assim, os dois
compostos apresentaram potencial fitotoxico, sendo o cinamaldeido mais promissor
para o combate de ervas daninhas.

Palavras chave: Alelopatia. Compostos naturais. Herbicida.
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1.2 Introducéo

O controle das ervas daninhas € fundamental para o bom rendimento da
producado agricola mundial. Até os dias de hoje ja foram reconhecidas mais de 7.000
mil espécies de plantas daninhas, das quais centenas estdo causando fortes perdas
econbmicas aos agricultores do mundo todo, mais do que qualquer outra praga
agricola (DIN et al., 2017; MAGNUSSON et al., 2013; NGUYEN et al., 2016). Nos
altimos 50 anos, as pesquisas voltadas ao manejo das ervas daninhas foram
focadas quase que exclusivamente em herbicidas sintéticos, produzidos com
moléculas que ndo existem na natureza, desconsiderando o uso de compostos
naturais como uma possibilidade ecologicamente mais adequada para o controle de
plantas indesejadas (COPPING, DUKE, 2007; DAYAN et al., 2009; DIN et al., 2017,
DUKE et al., 2000; KROPFF, WALTER, 2000). Grandes quantidades de pesticidas
sintéticos vém sendo produzidas e utilizadas nas ultimas décadas para protecédo de
culturas, principalmente na agricultura intensiva, e de maneira ndo controlada (DIAZ-
TIELAS et al., 2016).

Recentemente, esforcos vém aumentando no sentido de desenvolver
alternativas de manejo de plantas daninhas, devido ao aumento de plantas
resistentes aos herbicidas sintéticos convencionais, as contaminagfes ambientais no
seu uso, e a preocupacdo com a qualidade dos alimentos utilizados na dieta dos
animais e potenciais riscos a saude humana (DIAZ-TIELAS et al, 2016;
MAGNUSSON et al.,, 2013). Ao longo da historia, de maneira intuitiva, 0os seres
humanos vém explorando diferentes atividades bioldgicas de muitos organismos
terrestres e marinhos (DIAZ-TIELAS et al., 2016). Neste sentido, a natureza € uma

fonte de diversidade quimica que nado deve ser subestimada, podendo fornecer
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compostos bioativos para auxiliar no controle das ervas daninhas. Mesmo que néo
se possa eliminar totalmente o uso de herbicidas convencionais no controle dessas
plantas, sua utilizacdo poderia ser reduzida pelo uso de compostos naturais
(BHOWMIK; INDERJIT, 2003; BITENCOURT et al., 2007; KENFIELD et al., 1988).

A fim de obter compostos efetivos com baixo impacto ambiental, o
desenvolvimento de novos agentes fitotoxicos com diferentes mecanismos de acao
tornou-se, nos ultimos anos, um objetivo priméario da pesquisa de controle de ervas
daninhas. Essa busca por diferentes mecanismos de acdo é para que o uso de
herbicidas em larga escala ndo cause resisténcia em plantas daninhas (DAYAN et
al., 2000; DIAZ-TIELAS et al., 2016; DIN et al., 2017). Os herbicidas ja encontram
resisténcia em 22 dos 25 alvos moleculares conhecidos até o momento para o
controle de ervas daninhas (NGUYEN et al., 2016).

Os potenciais agentes fitotbxicos encontrados em plantas sédo derivados da
sua vasta variedade de metabdlitos secundarios biologicamente ativos (DIN et al.,
2017); as pesquisas fitologicas tem caracterizado algumas dessas substancias como
bons agentes inibitérios (BITENCOURT et al.,, 2007; DIN et al. 2017). Muitas
moléculas quimicas produzidas pelas plantas agem sobre o metabolismo de outras
plantas, de forma semelhante aos herbicidas (BITENCOURT et al., 2007; DUKE et
al., 2000; DUKE et al., 2002; KENFIELD et al., 1988; STROBEL et al., 1991).
Modificando esses produtos naturais € possivel desenvolver herbicidas mais ativos e
seletivos (BHOWMIK, INDERJIT, 2003; NIMBAL, 1996). Na procura por novos
compostos com atividade herbicida, é util selecionar candidatos que mostrem um
amplo espectro de atividades biolégicas (DIAZ-TIELAS et al., 2016), como o

cinamaldeido e a curcumina.
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O cinamaldeido € um liquido oleoso amarelo com um cheiro de canela e um
sabor doce. Pode ser obtido a partir de extratos naturais ou sintetizado em
laboratorio, demonstrando excelentes atividades bioldgicas, como: inseticida
(HUANG; HO, 1998), antimicrobiana (KWON et al., 2003; RAVISHANKAR et al.,
2010), antifungica (BANG et al., 2000; XIE et al., 2004), anti-inflamatoria (LIAO et al.,
2008; MEENA et al., 2012; YANG et al., 2016), imunomoduladora (KOH et al., 1998),
anticancerigena (IMAI et al., 2002), anti-angiogénica (KWON et al., 1997) e antiviral
(HAYASHI et al., 2007).

A curcumina € um composto fenélico encontrado na Curcuma longa, que tem
sua origem na Asia, particularmente na india. A curcumina é a responsavel pela
coloracdo alaranjada do tempero acafrdo, bem conhecida por suas propriedades
colorantes, flavorizantes e digestivas (CODEVILLA et al., 2015; CHOWDHURY et al.,
2000; LIU et al., 2016; NAZ et al., 2011; SU et al., 1982). A curcumina € estavel em
pH &cido (pH préximo de 5), mas € instavel e sofre rapida degradacao hidrolitica em
condi¢gbes neutras ou alcalinas (pH maior que 8) (ANSARI et al., 2005; TOMREN et
al., 2007; WANG et al., 2010; ZEBIB, MOULOUNGUI, NOIROT, 2010).

As principais atividades biol6égicas da curcumina sdo: anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, antimicrobiana (AGARWAL et al., 2001; CODEVILLA et al., 2015;
NAZ et al., 2011), cicatrizagdo de feridas, anticancerigena, antitumoral, antioxidante,
antimutagénica, quimiopreventiva e quimioterapéutica, e antiviral (TRIPATHI et al.,
2002). Alem disso, ela tem potenciais efeitos terapéuticos contra doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, pulmonares, metabdlicas e autoimunes
(TRIPATHI et al., 2002). Outras atividades apresentadas sao: inseticida (TRIPATHI
et al.,, 2002; AGARWAL et al., 2001; CHOWDHURY et al.,, 2000), antifungica

(JANKASEM et al. 2013; AGARWAL et al.,, 2001; APISARIYAKUL et al.,, 1995),
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larvicida (AJAIYEOBA et al., 2008) e antibacteriana (NAZ et al., 2011). A curcumina
tem sido utilizada no tratamento de: anorexia, tosse, feridas diabéticas, reumatismo,
flatuléncia, ictericia, dificuldades menstruais, doenca de Alzheimer, AIDS, disfuncéo
pulmonar, resfriado comum, diabetes e doencas do figado (AJAIYEOBA et al., 2008;
CODEVILLA et al., 2015).

Tanto o cinamaldeido quanto a curcumina fazem parte da lista da Food and
Drug Administration como “Generally Recognized as Safe — GRAS” que designa
cCompostos seguros ao uso que nao apresentam efeitos potencialmente adversos a
saude humana.

Embora essas moléculas tenham varias atividades descritas, ndo foram
encontrados na literatura estudos sobre sua fitotoxicidade. Neste contexto, o estudo
do potencial fitotdxico do cinamaldeido e da curcumina € muito importante para
prospectar novos herbicidas, justificando-se pela enorme demanda de compostos
menos toxicos ao ambiente e ao ser humano para o controle de ervas daninhas.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fitotéxico do cinamaldeido e da
curcumina sobre o desenvolvimento inicial da alface (Lactuca sativa L.) e das ervas
daninhas: buva [Conyza canadensis (L.) Cronquist], capim amargoso [Digitaria
insularis (L.) Fedde], capim-braquiaria [Urochloa decumbens Stapf) R.D. Webster],
caruru-de-mancha (Amaranthus viridis L.), nabigca (Raphanus raphanistrum L.) e

picao-preto (Bidens pilosa L.), prospectando possivel atividade herbicida.

1.3 Materiais e Métodos

1.3.1. Solugdes dos compostos
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As solucdes de concentragdo 1 x 102 mol L foram preparadas a partir da
diluicdo das massas dos compostos, cinamaldeido (Sigma-Aldrich, 99% de pureza)
e curcumina (Sigma-Aldrich, 80% de pureza), em etanol. J& a solucdo do glifosato
(Sigma-Aldrich, 99% de pureza), composto ativo do herbicida Roundup®, foi
preparada diluindo o composto em agua destilada, também na concentragdo 1 x 103

mol L.

1.3.2. Caracteristicas quimicas das solucdes

Os compostos podem conter grupos quimicos que exercem influéncia sobre o
pH podendo levar por si s6 a um efeito fitotoxico. Assim, torna-se necessario avaliar
o pH dos mesmos em solucédo (SOUZA FILHO et al., 1996). Para tanto, determinou-
se 0 pH das solucfes, na concentracdo e nos solventes citados acima, com auxilio

do pHmétro (TEC-2, Tecnal, Brasil).

1.3.3. Bioensaio de desenvolvimento inicial

Os bioensaios foram realizados com sementes de alface (espécie cultivada
considerada como sensivel a compostos com atividade fitotoxica), da marca ISLA -
variedade crespa, e com ervas daninhas: capim amargoso (D. insularis) e capim-
braquiaria (U. decumbens), as quais sdo monocotiledéneas, bem como com buva
(C. canadensis), caruru-de-mancha (A. viridis), nabi¢ca (R. raphanistrum) e picé&o-
preto (B. pilosa), que sdo eudicotiledoneas. As sementes de capim braquiaria foram
adquiridas da Semembras e as demais daninhas foram adquiridas da Sementes
AGC.

Para evitar interferéncia dos efeitos do cinamaldeido e da curcumina no

desenvolvimento, oriundos da germinacdo, o0s ensaios de crescimento foram
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realizados com sementes ja germinadas. Estas, foram tratadas com 5 mL de solugéo
1x 102 mol L de cinamaldeido ou curcumina, tendo como solvente o etanol. Apds
adicado das solucdes nas placas, deixou-se evaporar o solvente e adicionaram-se 5
mL de agua destilada, mantendo-se, dessa forma, a concentracdo original. Para o
glifosato (controle positivo) utilizou-se solu¢cdo aquosa de mesma concentracao e
volume. A concentragdo 1 x 102 mol L foi escolhida pois os herbicidas naturais
exibem fortes atividades inibidoras em concentracdes entre 102 e 102 mol L?
(MACIAS et al., 2000). As sementes com protrusdo de radicula com
aproximadamente 1 mm foram colocadas em quatro placas de Petri de 9 cm de
diametro, revestidas com papel filtro qualitativo de porosidade de 14 ym da marca
Qualy® (20 sementes por placa). As plantulas cresceram em germinador (Eletrolab,
modelo 102 FC) com fotoperiodo de 12h a 25+£1°C. O comprimento das raizes e da
parte aérea foi avaliado quando o controle negativo (tratamento com agua destilada)
atingiu pelo menos 5 cm (DIAZ-TIELAS et al., 2014). Assim, as plantulas de alface,
caruru-de-mancha e nabica foram medidas ap6s 4 dias de crescimento, capim-
braquiaria e picdo-preto ap6s 5 dias, capim amargoso apoés 7 dias, e buva apés 11

dias.

1.3.4. Andlise dos dados

A porcentagem de comprimento da raiz primaria e da parte aérea foi
calculada como diferenca percentual em relacdo ao controle negativo (CHUNG et
al., 2001). Os valores positivos representam estimulo e valores negativos inibicdo do
crescimento.

Tendo em vista que a maior parte dos resultados foram heteroscedasticos,

estes foram avaliados por testes ndo paramétricos. Utilizou-se o teste de Mann-
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Whitney para comparar os tratamentos ao controle negativo (p<0,05) e o teste de
Kruskal-Wallis seguido de Dunn para comparar entre os tratamentos de uma mesma

espécie (p<0,05).

1.4 Resultados e Discussao

1.4.1. Caracteristicas quimicas das solucdes

O pH do cinamaldeido (5,41) e da curcumina (6,35) foi semelhante ao pH da
agua destilada (5,66), utilizada como controle negativo, somente o glifosato
apresentou valores menores (2,98).

A germinacédo e o desenvolvimento de plantulas sdo afetados negativamente
em condi¢cdes de extrema acidez ou alcalinidade. Alguns estudos mostram que onde
o pH foi inferior a 3,0 e superior a 9,0, efeitos negativos sobre as raizes foram
manifestados (SOUZA FILHO et al., 1996). Os resultados encontrados no presente
trabalho, para cinamaldeido e curcumina, estdo fora da faixa onde o pH
comprometeria a germinagao e/ou o desenvolvimento das plantulas. Desta maneira,
0 pH dos compostos avaliados ndo deve ser considerado como fator promotor dos

efeitos dos mesmos sobre as plantulas.

1.4.2. Bioensaio de desenvolvimento inicial

O glifosato e os dois compostos estudados induziram a inibigdo significativa
do crescimento das ervas daninhas e de alface, em relagdo ao controle negativo,
com excecdo da parte aérea de plantulas de alface que foram tratadas com

curcumina (Tabela 1). Para alface, houve inibicdo do crescimento total das plantulas
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de 48 e 32,4% quando tratadas com cinamaldeido e curcumina, respectivamente
(Tabela 1).

Na maior parte dos bioensaios o cinamaldeido foi mais eficiente que o
glifosato (controle positivo), causando maior inibicdo do crescimento total das
espécies, com excecdo da alface e do picdo-preto, as quais apresentaram inibicdo
menor. A maior inibicdo do crescimento total foi devida a reducfes de crescimento
tanto da raiz quanto da parte aérea das plantulas, contudo, em geral, a raiz foi o
orgao mais afetado. A maior reducao para raiz foi de 94,6% em capim-braquiaria, ja
para a parte aérea, a maior reducdo foi de 78,8% em nabica. Considerando a
reducao total do crescimento, o maior resultado foi de 91,8% em capim-braquiaria
(Tabela 1).

A curcumina foi mais eficiente que o glifosato apenas em nabica, jA em capim-
braquiaria e caruru-de-mancha a reducdo total do crescimento foi igual aquela
causada pelo glifosato. Assim como observado para cinamaldeido, a reducéo total
causada pela curcumina ocorreu devido a redugdes tanto da raiz quanto da parte
aérea das plantulas, sendo a raiz mais sensivel na maioria das espécies avaliadas.
As maiores reduc¢des foram: 73,9% para raiz e 72,3% para parte aérea, ambas em
nabica, sendo esta espécie, portanto, a apresentar a maior reducdo total do
crescimento (Tabela 1).

Quando comparados entre si, o cinamaldeido destaca-se como o composto
que apresentou as maiores taxas de inibicAo no desenvolvimento inicial das
espécies testadas. Considerando a reducéo total do crescimento das daninhas, o
cinamaldeido foi mais eficaz para o capim-braquiaria; ja a curcumina teve maior

eficacia para a nabica (Tabela 1).
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Tabela 1- Efeito do glifosato (controle positivo), do cinamaldeido e da curcumina, na
concentracdo de 1x10° mol L, sobre o desenvolvimento inicial de alface e de

plantas daninhas.

Tratamento Raiz (%) Parte aérea (%) Raiz + Parte
aérea (%)

Alface (L. sativa)

Glifosato -69,7+7,0 () -24,2+16,3(a) -55,8+7,2(a)

Cinamaldeido
Curcumina

Buva (C. canadensis)

Glifosato

Cinamaldeido

Curcumina

Capim amargoso (D. insularis)

Glifosato
Cinamaldeido
Curcumina

Capim braquiéria (U. decumbens)

Glifosato
Cinamaldeido
Curcumina

Caruru-de-mancha (A. viridis)

Glifosato

Cinamaldeido
Curcumina

Nabica (R. raphanistrum)

Glifosato
Cinamaldeido
Curcumina

Picao-preto (B. pilosa)

Glifosato
Cinamaldeido

Curcumina

-49,6 + 13,4 (b)
-44,3 + 16,9 (b)

-76,6 £ 7,8 ()
-89,7 £ 4,5 (b)
-37,8 £20,2 ()

-58,0 + 9,1 (a)
-79,8 + 7,8 (b)
-38,6 + 16,4 (C)

-56,9 + 9,0 (a)
-94,6 + 4,8 (b)
-59,0 + 23,1 ()

-58,8 + 6,1 (a)
-73,6 +9,7 (b)
-53,1 + 28,5 (a)

72,5+ 7,5 (a)
-93,2+5,8 (b)
-73,9+ 23,1 (a)

-90,8 + 4,8 (a)
-73,4 % 12,6 (b)
-61,3 + 13,3 ()

-44,2 + 225 (b)
5.4 + 22,9* ()

-58,0 + 19,0 (a)
-60,9 + 29,5 (a)
-17,2 £ 30,5 (b)

-28,4 + 14,1 (a)
-57,9 + 13,7 (b)
-35,4+ 17,9 (a)

-38,7 £19,3 (a)
-65,0 + 24,8 ()
-55,5 + 19,3 (b)

-44.6 + 20,8 (a)
-72,6 +9,1 (b)
-35,5+ 29,1 (a)

-29,3 + 27,9 (a)
-78,8 + 13,7 (b)
72,3+ 22,3 (b)

-79,7 + 15,7 (a)
-47,1 + 15,7 (b)
-37,1+ 15,1 (b)

-48,0 + 13,2 (b)
-32,4 £13,5 ()

72,8+ 7,1 (a)
-83,9 £ 8,0 (b)
33,6+ 17,1 (c)

-54,3 + 8,3 (a)
77,0+ 7,6 (b)
-38,2 + 15,0 (C)

-55,2 + 8,5 (a)
-91,8 £5,5 (b)
-58,6 + 22,2 (a)

-55,3+ 7,4 (a)
-73,3+8,1 (b)
-48,8 + 27,2 (a)

-62,0 £ 9,0 (a)
-89,7 £ 6,3 (b)
-73,5 £ 20,8 (c)

-86,5 + 8,7 (a)
-63,1+ 11,5 (b)
-51,8 + 10,8 (c)

Dados apresentados como diferenca percentual média em relacdo ao controle negativo
(100%) * desvio padréo. Médias seguidas de letras minusculas diferentes indicam que héa
diferenca significativa entre tratamentos para uma mesma espécie de planta (teste de
Kruskal-Wallis seguido de Dunn, p<0,05). * Ginica média que nédo diferiu do controle negativo
(teste Mann-Whitney, p>0,05).
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A formacdo de raizes secundarias ocorreu apenas nha raiz de capim-
braquiaria, sendo observadas de 2 a 10 raizes no controle negativo; os tratamentos
com os diferentes compostos inibiram a sua formacao (dados ndo mostrados).

Com relacéo as espécies de plantas utilizadas em estudos de fitotoxicidade, a
alface é uma das mais testadas em bioensaios, por ser considerada bastante
sensivel (HOAGLAND E WILLIAMS, 2004; SILVA et al., 2016; VIANA et al., 2017).
Os resultados encontrados no presente trabalho, ndo séo conflitantes, pois efeitos
de fitotoxicidade foram observados na mesma. Porém, os resultados mostram
também que a atividade fitotoxica de compostos pode ser ainda maior em ervas
daninhas, reforcando a importancia de testar essas plantas e ndo apenas as
espécies cultivadas em estudos que visam prospectar herbicidas.

O cinamaldeido e a curcumina foram eficientes (fitotoxicas) tanto para
monocotiledéneas quanto para eudicotiledéneas, portanto, sdo moléculas com
atividade herbicida de amplo espectro de acéo, assim como o glifosato.

A estrutura quimica dos compostos pode auxiliar na compreensdo de seus
efeitos fitotoxicos. Por exemplo, Souza Filho et al. (2006) avaliando as varia¢cdes nos
efeitos da titonina sobre a germinacdo e o desenvolvimento das plantas daninhas
malicia e mata pasto, verificaram que a acetilacdo da molécula promoveu aumento
significativo na sua atividade inibitéria, demonstrando que este efeito foi dependente
da estrutura da molécula.

Comparando a estrutura quimica dos compostos cinamaldeido (Figura 1) e
curcumina (Figura 2), notamos a presenca do anel de benzeno e insaturacao entre
os atomos de carbono (C=C) em ambos; podendo, portanto, estar relacionada a

atividade inibitoria observada neste estudo.
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Figura 1. Estrutura quimica do cinamaldeido.

Figura 2. Estrutura quimica da curcumina.

Ainda, observamos a presenca de grupos hidroxila (OH) e grupos metoxi
(OCHs) na curcumina, que poderia estar relacionada a menor inibicdo deste

composto quando comparado ao cinamaldeido.

1.5 Conclusao

Concluindo, nossos resultados mostram que o cinamaldeido e a curcumina
possuem potencial como herbicidas. O efeito fitotoxico dos compostos estudados em
alguns casos difere do glifosato, sendo mais eficaz na inibicdo do desenvolvimento
inicial das ervas daninhas. Além dos estudos realizados, sdo necessarios estudos
futuros para esclarecer os efeitos destes compostos no crescimento de plantas em
estagio mais avancado de desenvolvimento, e em condi¢cdes de campo, a fim de que
estes possam ser mais bem avaliados como possiveis novas fontes de

bioherbicidas.
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1.1 Resumo

Esforcos sdo necessarios para o desenvolvimento de alternativas de manejo de
plantas daninhas, incluindo a descoberta de novos herbicidas, ja que algumas ervas
tém se tornado resistentes aos atuais. Alguns estudos tém demonstrado que as
chalconas de produtos naturais apresentam bom potencial fitotoxico. Neste contexto,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fitotoxico de diferentes estruturas de
chalconas metoxiladas. Primeiramente foram testadas 17 chalconas no
desenvolvimento inicial de alface; a partir destes bioensaios foi selecionada a 3,4-
dimetoxichalcona (BC-18) para teste com ervas daninhas, na concentracédo de 1 X
10 mol L?. Para controle negativo utilizou-se agua destilada e como controle
positivo o glifosato. A BC-18 induziu a inibicdo do crescimento das seis ervas
daninhas testadas quando comparada ao controle negativo, afetando o crescimento
da raiz e da parte aérea. Com exce¢do de uma espécie, nas demais, a chalcona
avaliada foi tao fitotoxica ou mais do que o glifosato. Os resultados demostraram que
a BC-18 possui potencial como herbicida de amplo espectro, inibindo
significativamente o crescimento de monocotiledéneas e eudicotiledéneas daninhas.

Palavras chave: Chalconas metoxiladas. Herbicida. Potencial fitotdxico.
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1.2 Introducéo

Nas ultimas décadas, grandes quantidades de pesticidas sintéticos foram
utilizadas, principalmente na agricultura intensiva para a protecao de culturas, e de
maneira indiscriminada (DIAZ-TIELAS et al., 2016). O uso em larga escala tem
ocorrido devido as milhares de plantas daninhas reconhecidas até o momento, das
quais centenas estdo causando fortes perdas econdmicas aos agricultores do
mundo todo, mais do que qualquer outra praga agricola (DIN et al., 2017;
MAGNUSSON et al., 2013; NGUYEN et al., 2016).

Nas Ultimas cinco décadas as pesquisas foram focadas quase que
exclusivamente em herbicidas sintéticos (oriundos de moléculas que ndo ocorrem
naturalmente na natureza), desconsiderando que o controle de ervas daninhas
usando moléculas naturais seria uma abordagem ecologicamente mais correta
(COPPING, DUKE, 2007; DAYAN et al., 2009; DIN et al., 2017; DUKE et al., 2000;
KROPFF; WALTER, 2000). O uso em grandes proporcdes dos diferentes herbicidas
presentes no mercado, € que visam O mesmo mecanismo de acdo, leva a
resisténcia em plantas daninhas tratadas (DAYAN et al., 2000; DIAZ-TIELAS et al.,
2016; DIN et al., 2017). Os herbicidas ja encontram resisténcia em 22 dos 25 alvos
moleculares conhecidos até o momento para o controle de ervas daninhas
(NGUYEN et al., 2016).

Atualmente, fatores como o aumento de plantas resistentes aos herbicidas
sintéticos convencionais, e a preocupacdo com a qualidade dos alimentos utilizados
na dieta dos animais, as contamina¢cfes ambientais e com 0s potenciais riscos a

saude humana vém forcando o desenvolvimento de alternativas de manejo de
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plantas daninhas, visto que para um bom rendimento da producédo agricola mundial
é fundamental o seu controle (DIAZ-TIELAS et al., 2016; MAGNUSSON et al., 2013).

Ainda que ndo se possa eliminar totalmente o uso de herbicidas
convencionais, sua utilizacdo poderia ser reduzida pelo uso de compostos bioativos,
obtidos a partir da natureza, que € muito diversa (BHOWMIK; INDERJIT, 2003;
BITENCOURT et al., 2007; KENFIELD et al., 1988). Essa biodiversidade apresenta
uma fonte inestimavel de estruturas quimicas, com diferentes propriedades. De
maneira intuitiva, ao longo da historia, os seres humanos exploraram diferentes
atividades biolégicas a partir de compostos presentes em muitos organismos
terrestres e também marinhos (DIAZ-TIELAS et al., 2016).

Muitas moléculas quimicas produzidas pelas plantas agem sobre o
metabolismo de outras plantas, de forma semelhante aos herbicidas (BITENCOURT
et al.,, 2007; DUKE et al.,, 2002; DUKE et al., 2000; STROBEL et al., 1991;
KENFIELD et al., 1988). As pesquisas fitoldgicas caracterizam algumas substancias
como bons agentes inibitérios (BITENCOURT et al.,, 2007; DIN et al. 2017).
Modificando esses produtos naturais via sintese, semi-sintese e derivatizacao,
poderiamos desenvolver herbicidas ainda mais ativos e seletivos (BHOWMIK,
INDERJIT, 2003; NIMBAL, 1996). Ao procurar por novos compostos com atividade
herbicida, € util selecionar candidatos que mostrem um amplo espectro de atividades
biologicas, tais como: antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena, entre outras
(DIAZ-TIELAS et al., 2016).

As chalconas séao produtos naturais que apresentam diferentes propriedades
e atividades biologicas, sendo consideradas moléculas multifuncionais (BANDGAR

et al., 2009; DIAZ-TIELAS et al., 2016; HSIEH et al., 2012; PATIL et al., 2007). Elas
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ainda apresentam numerosos alvos moleculares (DIAZ-TIELAS et al., 2016; ZHOU,
XING, 2015).

As moléculas de chalconas sédo precursoras dos flavonoides; sdo definidas
como cetonas a, B insaturadas em que o fragmento olefinico e a carbonila estao
ligados a grupamentos aromaticos, comumente designados como anel A,
proveniente da cetona, e anel B, proveniente do aldeido (BITENCOURT et al., 2007,
WALLER, 1987; DHAR, 1981). As chalconas apresentam estabilidade quimica
devido aos anéis aromaticos presentes na estrutura que propiciam um arranjo
planar. Geralmente a ligacdo dupla a, B e a presenca e posicfes dos grupos
substituintes determinam a maioria das suas atividades bioldgicas (DIAZ-TIELAS et
al., 2016; ORLIKOVA et al., 2011).

As chalconas podem ser obtidas por meios sintéticos ou extraidas de plantas
(SIMOES et al., 2007). Nestes organismos, sdo encontradas em diferentes 6rgaos,
em concentracdo maior nas flores, apresentando pigmentacdo de amarela a
avermelhada (ANDERSEN; MARKHAM, 2006). As chalconas apresentam bom
potencial fitotoxico (DIAZ-TIELAS et al., 2014; DIN et al., 2017; JITAREANU et al.,
2013), causando morte celular programada em raizes de Arabidopsis thaliana,
provavelmente induzida pela reducdo do potencial transmembrana mitocondrial
(DIAZ-TIELAS et al., 2012). Adicionalmente, a atividade fitotoxica das chalconas foi
demonstrada no estudo de Bitencourt et al. (2007), onde foram determinadas as
variagbes na atividade fitotoxica da 2,4’-dimetoxichalcona, em funcdo dos
precursores, ortoanisaldeido e 4-metoxiacetofenona, e alteracbes neste. Explorar a
guimica de moléculas ja selecionadas pela natureza consiste em uma boa estratégia
para a busca de novos produtos para o controle de pragas (DIAZ-TIELAS et al.,

2016). Portanto, uma abordagem interessante nesta busca é o estudo de diferentes
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estruturas quimicas a partir de uma mesma molécula, tendo em vista que a estrutura
esta diretamente relacionada com sua potencial atividade biolégica (BITENCOURT
et al., 2007).

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o potencial fitotoxico de
diferentes estruturas de chalconas metoxiladas, prospectando possivel atividade

herbicida.

1.3 Materiais e Métodos

1.3.1. Compostos e preparo de solucdes

Foram avaliadas 17 chalconas metoxiladas (Tabela 1), as quais foram
diluidas em etanol para preparo de solucdes de concentracdo 1 x 10 mol L. Os
compostos foram fornecidos pelo Dr. Luis Octavio Regasini, da Universidade
Estadual Paulista, campus de Sao José do Rio Preto, SP, sendo sintetizadas em seu
laboratério por Beatriz Carvalho. J4 a solucdo de glifosato (Sigma-Aldrich, 99% de
pureza), composto ativo do herbicida Roundup®, foi preparada diluindo o composto

em agua destilada, também na concentracéo 1 x 10 mol L.

1.3.2. Caracteristicas quimicas das solucdes

Os compostos podem conter grupos quimicos que exercem influéncia sobre o
pH podendo levar por si s6 a um efeito fitotoxico. Assim, torna-se necessario avaliar
seu pH em solucédo (SOUZA FILHO et al., 1996). Determinou-se o pH das solucdes
na concentragdo e nos solventes citados acima, com auxilio do pHmétro (TEC-2,

Tecnal, Brasil).
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Tabela 1 - Compostos avaliados em bioensaio de fitotoxicidade.

Composto Estrutura quimica Composto Estrutura quimica
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1.3.3. Triagem dos compostos

Para triagem foi utilizado bioensaio de desenvolvimento inicial de alface
(Lactuca sativa L.), por esta ter germinacdo e desenvolvimento rapido, além de
apresentar boa sensibilidade a compostos com potencial fitotoxico. Para tanto,
foram utilizadas sementes ja germinadas (marca ISLA, variedade crespa), para
evitar interferéncia no desenvolvimento causada por possiveis efeitos das chalconas
na germinacao. Para os tratamentos, utilizou-se em cada placa de Petri, forrada com
papel filtro qualitativo de porosidade de 14 um (Qualy®), 5 mL de solugdo 1x 1073
mol L das 17 chalconas, tendo como solvente o etanol. Apés adicdo das solucoes,
deixou-se evaporar o solvente e adicionaram-se 5 mL de agua destilada, mantendo-
se, dessa forma, a concentracéo original. Avaliamos ainda, como controle positivo, 0
glifosato (composto ativo do herbicida Roundup®), na mesma concentracdo. Esta
concentracdo foi escolhida, pois os herbicidas naturais exibem fortes atividades
inibidoras em concentracdes entre 102 e 10 mol L' (MACIAS et al., 2000). Para o
controle negativo utilizou-se agua destilada. As sementes com radicula com
aproximadamente 1 mm de protrusao foram colocadas em 4 placas de Petri de 9 cm
de diametro (25 sementes por placa). As plantulas cresceram em germinador
(Eletrolab, modelo 102 FC) com fotoperiodo de 12h a 25+1°C durante 4 dias, quando
0 controle negativo atingiu cerca de 5 cm. Avaliou-se entdo o comprimento da raiz
principal e o da parte aérea. A triagem foi realizada para sele¢cdo do composto com

maior potencial fitotoxico, para ser posteriormente testado com plantas daninhas.

1.3.4. Bioensaio de desenvolvimento inicial com ervas daninhas
As espécies de ervas daninhas tratadas com a chalcona metoxilada

selecionada na triagem e com glifosato foram as monocotiledéneas: capim
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amargoso [Digitaria insularis (L.) Fedde] e capim-braquiaria [Urochloa decumbens
Stapf) R.D. Webster], e as eudicotiledéneas: buva [Conyza canadensis (L.)
Cronquist], caruru-de-mancha (Amaranthus viridis L.), nabica
(Raphanus raphanistrum L.) e picao-preto (Bidens pilosa L.). As sementes de capim
braquiaria foram adquiridas da Semembras e as demais daninhas foram adquiridas
da Sementes AGC.

Para evitar interferéncia dos efeitos dos compostos no desenvolvimento,
oriundos da germinacéo, os ensaios de crescimento foram realizados com sementes
jA germinadas. Estas, foram tratadas com 5 mL de solugédo 1 x 10° mol L da
chalcona selecionada, tendo como solvente o etanol. Apds adicdo da solucdo nas
placas, deixou-se evaporar o solvente e adicionaram-se 5 mL de agua destilada,
mantendo-se, dessa forma, a concentracdo original. As sementes com radicula com
aproximadamente 1 mm de protrusdo foram colocadas em 4 placas de Petri, de 9
cm de diametro, revestidas com papel filtro (20 sementes por placa). As plantulas
cresceram em germinador (Eletrolab, modelo 102 FC) com fotoperiodo de 12h a
25+1°C. Os comprimentos da raiz e da parte aérea foram avaliados quando o
controle negativo (tratamento com agua destilada) atingiu pelo menos 5 cm. Assim,
o caruru-de-mancha e nabica foram medidos apds 4 dias de crescimento; capim-
braquiaria e picdo-preto apds 5 dias; capim amargoso apdés 7 dias; e buva apés 11

dias.

1.3.5. Anédlise dos dados
A porcentagem de comprimento da raiz primaria e da parte aérea foi

calculada como diferenca percentual em relacdo ao controle negativo (CHUNG et
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al., 2001). Os valores positivos representam estimulo e valores negativos inibicdo do
crescimento.

Tendo em vista que a maior parte dos resultados foram heteroscedasticos,
estes foram avaliados por testes ndo paramétricos. Para a triagem, utilizou-se o
teste de Mann-Whitney para comparar 0s tratamentos aos seus respectivos
controles negativos (p<0,05) e o teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn para
comparar 0s tratamentos ao controle positivo (p<0,05). Uma vez tendo sido
selecionada a chalcona mais promissora, seus resultados foram comparados aos
dos controles positivo e negativo pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn

(p<0,05).

1.4 Resultados

1.4.1. Caracteristicas quimicas das solucdes
O pH das chalconas metoxiladas variou entre 4,17 a 6,85, sendo semelhante
ao pH da agua destilada (4,80 a 6,51), usada no controle negativo; somente o

glifosato apresentou valores menores (2,89 a 3,12).

1.4.2. Triagem dos compostos

Dentre as chalconas avaliadas, a 3,4-dimetoxichalcona (BC-18) foi a Unica a
causar maior reducdo do crescimento total da alface do que o glifosato. Esta
reducado se deu devido a um menor crescimento tanto da raiz quanto da parte aérea,
sendo a reducdo do comprimento da raiz igual a do glifosato e a do caule maior que

a do glifosato (Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito do glifosato (controle positivo) e das chalconas no desenvolvimento
inicial da alface na concentragdo 1x10-2 mol L.

Raiz + Parte
Tratamento Raiz (%) Parte aérea (%) aérea (%)
Glifosato -43,0 + 11,6* -18,1 +13,00  -29,9+10,1*
2'-metoxichalcona (BC-02) 27,6 £55,8 -36,6 £ 7,9* -25+31,4
3'-metoxichalcona (BC-03) -7,9 £ 17 4* -27,5+11,5* -17,8+11,1*
4'-metoxichalcona (BC-04) 05x224 -33,3+18,00 -16,3 £ 16,1*
2'4'-dimetoxichalcona (BC-06) 2,4+£26,4 -35,9 +13,6*  -16,7 £ 16,5*
2',5'-dimetoxichalcona (BC-07) -10,1 + 21,7* -32,8+10,3* -23,6 £11,8*
3',4'-dimetoxichalcona (BC-08) -8,6 + 23,9 -43,0 £10,3*  -25,7 £ 14,8*
2'.4'5'-trimetoxichalcona (BC-09) -15,9 + 18,9* -28,6 + 12,2* -22,2+12,1*
3',4',5'-trimetoxichalcona (BC-10) -12,5 + 18,5* -29,4+11,7* -20,9+11,3*
4-metoxichalcona (BC-11) 16,3 + 20,8* -38,9 + 14,6* -11,2 + 13,0*
4-hidroxi-3-metoxichalcona (BC-12) -27,6 + 18,4* -37,2£9,7* -32,1 £ 12,0*
2-metoxichalcona (BC-13) 11,9 + 29,9* -19,2 + 14,5* -3,6 17,6
2,3-dimetoxichalcona (BC-15) -38,7 + 27,8* -18,8 +14,3*  -28,7 £ 18,0*
2,4-dimetoxichalcona (BC-16) 13,4 + 24,6* -31,6 £11,2* -9,1 + 15,5*
2,5-dimetoxichalcona (BC-17) 13,4 £ 23,6* -18,8 £ 15,2* -2,8£16,0
3,4-dimetoxichalcona (BC-18) -52,2 +7,4* -43,1 + 8,3* -49,1 + 6,2*
2,4,5-trimetoxichalcona (BC-19) -2,5 + 33,6 -52,1+14,1* -27,2 £ 20,6*
3,4,5-trimetoxichalcona (BC-20) -11,0£21,1* -32,9 £ 15,2* -21,9 £13,6*

Dados apresentados como diferenga percentual média em relacdo ao controle negativo
(100%) + desvio padrdo. Em negrito, médias dos compostos que diferem do controle
positivo (teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn, p<0,05). * compostos que diferem do
controle negativo (teste Mann-Whitney, p<0,05).

1.4.3. Bioensaio de desenvolvimento inicial com ervas daninhas

A 3,4-dimetoxichalcona (BC-18) induziu a inibi¢cao significativa do crescimento

total de todas as ervas daninhas testadas em relacdo ao controle negativo, afetando

o desenvolvimento tanto da raiz quanto da parte aérea, sendo a primeira, em geral,

mais sensivel nos bioensaios realizados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito do glifosato (controle positivo) e da chalcona BC-18, na
concentracdo de 1x10- mol L1, sobre o desenvolvimento inicial de plantas daninhas.

Tratamento Raiz (%) Parte aérea  Raiz + Parte
° (%) aérea (%)

Buva (C. canadensis)

Glifosato -72,0+£9,3* -64,0+16,3* -69,9+7,9*

3,4-dimetoxichalcona (BC-18) -71,7 £13,4* -57,4+14,0* -67,9+115*

Capim amargoso (D. insularis)

Glifosato -55,1+9,8* -30,4+13,7* -51,7+8,7*

3,4-dimetoxichalcona (BC-18) -71,6 £94* -478+16,7* -68,4+9,3*

Capim braquiéaria (U. decumbens)

Glifosato -625+78* -62,3+£11,8* -62,5%7,2*

3,4-dimetoxichalcona (BC-18) -76,8 £ 8,0 -20,2+39,3* -69,7 £10,4*

Caruru-de-mancha (A. viridis)

Glifosato -61,5+£57* -71,6+10,7* -65,2%5,7*

3,4-dimetoxichalcona (BC-18) -64,1 £ 9,0* -749+95* -68,1+7,3*

Nabica (R. raphanistrum)

Glifosato -7115x7,7 -47,3x20,4* -64,1+%8,5*

3,4-dimetoxichalcona (BC-18) -82,2 £ 5,4* -74,8 £8,4* -79,9 £ 5,0*

Picdo-preto (B. pilosa)

Glifosato -87,9+6,4* -80,6 +15,0* -84,5+10,0*

3,4-dimetoxichalcona (BC-18) -73,5+11,2* -48,8+20,1* -61,9+13,7*

Dados apresentados como diferenca percentual média em relacdo ao controle negativo
(=100%) + desvio padrao. Em negrito, médias dos compostos que diferem do controle
positivo e * para médias dos compostos que diferem do controle negativo (teste de Kruskal-
Walllis seguido de Dunn, p<0,05).

Para metade das espécies daninhas avaliadas, a chalcona BC-18 foi mais
eficiente que o controle positivo, causando assim maior inibicdo do crescimento total
de capim amargoso, capim braquiaria e de nabica do que o glifosato. Para buva e
caruru-de-mancha a redugédo do crescimento total foi igual aquela ocasionada pelo
glifosato. Apenas o picéo-preto apresentou reducgéo total do crescimento menor do

que a do glifosato (Tabela 3). A reducdo do crescimento total sempre foi maior que

50% para todas as espécies avaliadas, alcangando 79,9% em nabica (Tabela 3).
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A formacdo de raizes secundarias ocorreu apenas no controle negativo de
capim-braquiaria, variando de 2 a 10 raizes; contudo, sua formacao foi inibida pela

chalcona BC-18 (dados nao mostrados).

1.5 Discussao

Em condicbes de extrema acidez ou alcalinidade, a germinacdo e o
desenvolvimento de plantulas sao afetados negativamente. Alguns estudos mostram
gue onde o pH foi inferior a 3,0 e superior a 9,0, efeitos negativos sobre as raizes
foram manifestados (SOUZA FILHO et al., 1996). Os resultados encontrados no
presente trabalho para as chalconas metoxiladas estdo fora da faixa onde o pH
comprometeria a germinacéo e/ou o desenvolvimento das plantulas. Desta maneira,
o pH dos compostos avaliados ndo deve ser considerado como fator promotor dos
efeitos inibitérios dos mesmos sobre as plantulas.

Analisando os resultados obtidos para os 17 compostos testados em alface,
observamos que a chalcona BC-18 foi a que causou a maior inibicdo no crescimento
total das plantulas, apresentando resultado estatisticamente superior ao glifosato
(controle positivo). A inibicdo aqui encontrada para o crescimento de alface
corrobora os resultados obtidos por Chen et al. (2004) para esta espécie, estudando
outra chalcona, a 1,3-difenil-2-propen-1-ona.

Curiosamente, a chalcona BC-18 apresentou inibicdo menor quando testada
em alface do que quando avaliada em ervas daninhas, mostrando que triagens com
espécies cultivadas podem eliminar compostos que poderiam ter resultados
satisfatorios em daninhas. Diaz-Tielas et al. (2014), estudando uma trans-chalcona,

também relataram baixa inibicdo para alface, mas efeito inibitério consideravel para
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ervas daninhas, como Amaranthus retroflexus, Echinochloa crus-galli, Plantago
lanceolata, Portulaca oleracea e Convolvulus arvensis. Assim, estudos que
prospectam atividade herbicida deveriam levar isso em consideracdo, antes de
descartar o potencial fitotoxico de um composto.

A BC-18 afetou tanto o desenvolvimento da raiz quanto a parte aérea das
plantas daninhas, sendo a raiz mais sensivel para a maioria das espécies avaliadas.
Ja no estudo de Chen et al. (2004), que avaliou a atividade fitotoxica de uma
chalcona na concentracdo 0,1 x 1023 mol L* em 20 espécies, o efeito inibitério foi
mais forte nas partes aéreas que nas raizes para 12 das 20 espécies analisadas.

A chalcona BC-18 ndo apresentou seletividade, inibindo tanto o
desenvolvimento de espécies de monocotiledbneas como de eudicotileddneas,
sendo, portanto, um herbicida potencial de amplo espectro de acao.

Comparando a estrutura quimica dos compostos chalcona BC-18 e as demais
chalconas, que apresentaram menor atividade fitotoxica; observamos que a
diferenca estd na quantidade e posicdo dos grupos substituintes. Assim, outro
determinante para a fitotoxicidade das chalconas deve ser a posi¢cdo nos anéis onde
aparece(m) o(s) grupo(s) metoxi. Outros estudos também concluiram que as
estruturas das chalconas, em termos de presenca, nimero e posicdo dos grupos
substituintes, sdo fatores chave na determinacdo de sua atividade bioldgica,
influenciando sua poténcia e seletividade (BITENCOURT et al., 2007; DIAZ-TIELAS
et al., 2016; NGUYEN et al., 2016).

Souza Filho et al. (2006), avaliando as variagdes nos efeitos da substancia
guimica titonina sobre a germinacdo e o desenvolvimento das plantas daninhas

malicia e mata pasto, verificaram que a acetilagdo da molécula promoveu aumentos
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significativos na sua atividade inibitoria, indicando que se pode aumentar a atividade
inibitéria de uma dada substancia quimica, via alteracdo da estrutura da molécula.
Segundo Diaz-Tielas et al. (2012) o provavel sitio de acdo das chalconas € a
membrana mitocondrial, constatado pela reducdo do potencial trans membrana.
Assim, estudos como 0 presente, em que varias moléculas sdo avaliadas
qguanto a atividade herbicida, sdo importantes, pois servem de base a estudos
futuros de derivacdo da molécula, a fim de aumentar ainda mais seu potencial

fitotdxico.

1.6 Concluséao

Concluindo, nossos resultados mostram que a chalcona BC-18 possui
potencial como herbicida de amplo espectro, inibindo o crescimento de

monocotiledéneas e de eudicotiledbneas daninhas.
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CONCLUSAO GERAL

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que: o cinamaldeido, a curcumina e
a metoxichalcona BC-18 possuem potencial fitotoxico. O efeito dos compostos
estudados é maior ou igual ao do glifosato (controle positivo), com maior destaque
para cinamaldeido, seguido pela chalcona BC-18, inibindo de forma eficaz o
desenvolvimento inicial de ervas daninhas, tanto monocotiledoneas quanto

eudicotiledbneas.
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