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RESUMO

A utilizacdo de compostos quimicos no controle de pragas que afetam
negativamente a producéo agricola tem sido objeto de muitas criticas por parte
de ambientalistas e pesquisadores devido aos problemas ambientais
proporcionados por tais substancias. Nos udltimos anos tem-se dedicado
bastante tempo e recursos em pesquisas que levem a descoberta de produtos
para controle de pragas que tragam nenhum ou 0 menor prejuizo possivel ao
ambiente. Neste sentido, o estudo da alelopatia busca a utilizacdo de
compostos oriundos da propria natureza para uso no combate a espécies
invasoras em plantagfes, na esperanca de ter-se um controle préatico e efetivo
sobre plantas daninhas minimizando-se a contaminacdo ambiental. Neste
trabalho foram utilizaram-se extratos aquosos de sementes e folhas da
leguminosa feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) como um bioerbicida pés-
emergente aplicado no controle das plantas daninhas trapoeraba (Commelina
benghalensis) e corda-de-viola (Ipomoea grandifolia), e foi avaliada também a
seletividade dos extratos com relacdo a cultivares de soja (Glycine max)
convencional e transgénica. Foram preparados tratamentos em seis diferentes
concentragcdes e aplicados em trés diferentes periodos, sendo avaliados seus
efeitos de toxicidade e seletividade sobre o desenvolvimento das plantas
daninhas e da soja. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e
aplicou-se o teste F a 1% de probabilidade, mostrando que os tratamentos
mais eficazes no controle das invasoras foram aqueles preparados a partir das
sementes de feijio-de-porco nas concentracbes 25 e 50 g L, que
interromperam completamente o desenvolvimento as plantas daninhas, sem
causar, no entanto qualquer efeito aparente sobre a soja, tanto transgénica
quanto  convencional. Foram realizadas também  determinacgfes
cromatograficas para identificacdo de compostos fendlicos em amostras de
folhas de feijao-de-porco. Mediante a comparagdo com compostos padrao e
variacdo de comprimento de onda na regido do ultravioleta-visivel foi possivel
identificar os compostos acido clorogénico, acido p-anisico, naringina e rutina,
cujas concentracdes encontradas, relativas as amostras, foram de 4,42 mg L™,
6,0mgL?, 3,75mg L e 50mg L™ respectivamente.

Palavras chave: Canavalia ensiformis, trapoeraba, corda-de-viola, &acidos
fendlicos, bioerbicidas, pos-emergéncia.




ABSTRACT

The use of chemicals to control pests that adversely affect agricultural
production has been treated with great concern due environmental issues
provided by such substances. In the last years much time and money were
devoted in researchs leading to discovery products to control pests that bring no
or the least damage to the environmet. In this sense, the use of allelopathic
species for controlling invasive species is an environmental friendly technique.
In this work aqueous extracts of seeds and leaves of Jack bean (Canavalia
ensiformis) were used as a post-emergent bioherbicide succesfully applied for
control of dayflower (Commelina benghalensis) and morningglory (Ipomoea
grandifolia), and selectivity on conventional and transgenic soybean (Glycine
max) cultivars. Treatments were prepared in six different concentrations and
applied in three different periods, being analyzed the effects of toxicity and
selectivity on the development of weeds and soybean. The results were
subjected to analysis of variance and applied the F test at 1% probability,
showing that the most effective treatments in controlling the weeds were those
prepared from seeds of Jack bean at concentrations of 25 and 50 g L?, that
totally controlled weeds, however causing no apparent injury on soybeans, both
transgenic and conventional. Chromatographic analysis were also performed for
identification of phenolic compounds in samples of Jack bean leaves. By
comparison with standards and changes in wavelength on ultraviolet-visible
spectra was possible to identify clorogenic acid, p-anisic acid, naringin and rutin
compounds at concentrations of 4.42 mg L™, 6.0 mg L™?, 3.75 mg L™ and 5.0 mg
L™ respectively.

Keywords: Canavalia ensiformis, benghal dayflower, morningglory, phenolic
acids, bioherbicides, post-emergent.
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Introdugdo

1. Introducéo

1.1. Histérico

Desde seus primeiros passos na tragetoéria evolutiva, quando o homem
primitivo desceu das arvores h& alguns milhares de anos, a humanidade luta
para sempre viver mais, e melhor. Ainda na Pré-histéria ocorreram algumas
descobertas que auxiliaram o homem neste sentido, dando-lhe suporte
tecnologico para se tornar a espécie dominante sobre a Terra. A roda e o fogo
sao indiscutivelmente as mais importantes e conhecidas, e pode-se agrupar a
essas também, a descoberta, ou mais especificamente a observacdo que o
homem fez na natureza, que o levou a criar um modo de obtencédo de seu

alimento que hoje se conhece como agricultura.

Tabela I: Informag&o sobre o aparecimento da agricultura®

Onde foi inventada a agricultura

Regido Cultivares 12 Referéncia
Crescente Feértil Trigo, cevada e ervilha 10.500 a.C.
China Arroz e milhete 9.500 a.C.
Mesoamérica Milho, feijdo e abdbora 5.500 a.C.
Andes/Amazénia Batata e mandioca 5.500 a.C.
Leste dos EUA Sorgo e arroz selvagem 4.500 a.C.

A Tabela | traz alguns dados sobre datas e locais do surgimento de
algumas plantacbes, exemplos de cultivares que atravessaram milénios sem
perder sua importancia e que, consequentemente, ainda fazem parte da base
alimentar humana.

Nos primérdios, o0 homem notou que alguns dos graos coletados para a

sua alimentagdo poderiam ser enterrados com o intuito de produzir novas
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Introdugdo

plantas iguais as que 0s originaram. Surgia nesse instante o embrido da
agricultura, a pratica de plantio de sementes que trouxe o aumento da oferta de
alimentos, e as plantagfes passaram a ser cultivadas muito mais proximas dos
povoados diminuindo os perigos da busca por alimento, o que representou
enorme vantagem para o homem da época®.

A experiéncia ao longo do tempo permitiu também aos primeiros
agricultores a selecdo entre os grdos com caracteristicas de maior interesse
(tamanho, produtividade, sabor). Trigo e cevada cresciam entre as arvores no
Oriente Médio (13 mil anos atraz), muito mais abundantes e nutritivos que
outras espécies, e foram o0s principais entre as primeiras plantas
domesticadas®.

E impossivel estimar a importancia do trigo para a humanidade, pois foi
esse alimento que deu a estabilidade necesséria para que o homem criasse as
bases da civilizagdo ocidental, Babil6nia, Egito, Roma, Grécia e mais tarde as
civilizacbes do norte e oeste europeu e, qualquer outra civilizagdo que tenha
sido formada, teve sua base fundada gracas a algum tipo de agricultura de
cereais”.

Com o progresso, houve um natural aumento nas populagdes, e com ela
também a necessidade de se aumentar a producdo alimentar. Esse aumento
esbarrou em alguns obstaculos principais, como as restricdes devidas a espaco
fisico reduzido para plantio (principalmente na Europa) e doencas e pragas que
atacavam as plantacdes.

O termo Praga pode ser definido de muitas formas, uma delas esta no
D.0.U.'® como “qualquer espécie, raca ou biétipo vegetal ou animal ou agente

patogénico danoso para as plantas ou produtos vegetais”. A Convencao
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Introdugdo

Internacional de Protecédo Vegetal (CIPV) realizada em novembro de 1997 pela
FAO (Divisao da ONU para Agricultura e Alimentacao), sintetizou a definicdo
como “gqualquer espécie, raca ou bidtipo vegetal ou animal ou agente patdgeno

daninho para as plantas ou produtos vegetais™’.

[

Assim como o conceito de praga, o conceito de planta daninha

(D~

bastante amplo e relativo. Para Lorenzi'®, por exemplo, planta daninha
qualquer vegetal que cresce onde néo é desejado, e ainda nessa linha, para
Kissmann®® nenhuma planta é intrinsecamente nociva, de acordo com as
circunstancias ela pode ser desejada, indiferente ou indesejada.

Para controlar ou eliminar uma praga pode-se utilizar compostos
guimicos conhecidos como pesticidas. Agroquimico, agrotéxico, praguicida e
biocida também sdo nomes comumente dados aos pesticidas, utilizados pelo
setor industrial, por agricultores, ecologistas e pesquisadores?.

No Brasil, a Lei N° 7.802, de 11 de julho de 1989, define agrotdxicos e
afins no seu artigo 2°, paragrafo |, inciso (a): “os produtos e os agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preservéa-las
da acao danosa de seres vivos considerados nocivos”.

No termo agrotoxico estdo também incluidos os desfolhantes,
dessecantes, reguladores de crescimento de plantas e insetos, e sé&o
desconsiderados o0os medicamentos de uso veterinario, fertilizantes (ou

nutrientes) e agentes de controle biol6gico?.
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Seguindo a definicdo da lei, todos os produtos sdo classificados néo por
sua origem, e sim de acordo com sua finalidade, que é o controle de seres
nocivos. Sendo assim, tanto os agroquimicos sintéticos quanto os de origem
natural e até geneticamente modificados sdo enquadrados nessa lei, e seguem
o Decreto n° 4.074, de 8 de janeiro de 2002* que regulamenta a lei e
estabelece condi¢cdes para produgcédo, manipulagcdo, comercializacdo etc. O
registro e avaliacdo de agroquimicos no Brasil esta sob responsabilidade do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (IBAMA)?,

A classificagdo dos pesticidas é feita levando-se em conta alguns
detalhes quanto ao seu raio de acao e objetivo. Inseticidas sdo usados para
erradicar insetos, fungicidas para fungos, herbicidas para plantas daninhas,
rodenticidas para eliminar roedores, acaricidas para acaros entre outros. De
acordo com as caracteristicas quimicas e estruturais, tais compostos também
sao agrupados em organoclorados, organofosforados, s-triazinas, carbamatos,
uréias substituidas, fenoxiacidos, acetanilidas, sais de aménio e piretréides®.

A divisdo entre os pesticidas comerciais se da aproximadamente da
seguinte maneira, 60% sé&o herbicidas, 25% inseticidas e 15% fungicidas. Os
pesticidas sdo muito utilizados na agricultura na tentativa de se obter uma
colheita mais produtiva, mas apesar de sua intensa utilizacéo, ainda € grande o
percentual de perdas, chegando a cerca de 37% da producao total, onde a
acdo de insetos indesejaveis responde por cerca de 13%, patdgenos 12%, e

plantas daninhas 12%°.
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Introdugdo

O uso dos pesticidas cresceu muito a partir da segunda guerra mundial e
esta estreitamente ligado as mudancas introduzidas nos modelos de produc¢éo
e cultivo, que ampliaram muito a produtividade agricola sem proporcional
aumento de &rea plantada.

No inicio de seu uso, os pesticidas foram responsaveis por boa parte
desse aumento de producgéao, pois eliminando as pragas, melhoravam muito as
chances de se obter uma boa colheita®, hoje a situacdo é bem diferente
segundo Hawken®, que mostra que o uso de pesticidas sintéticos aumentou
cerca de 20 vezes desde meados do século XX, e as perdas totais na produgao
esperadas devido aos insetos, que deveriam diminuir com uso de
agroquimicos, aumentou de 7% para cerca de 13% em todo o mundo,
chegando a 20% nos Estados Unidos.

O composto dicloro-difenil-tricloroetano, mais conhecido como DDT,
surgiu na década de 40, logo ap6s a Segunda Guerra Mundial, como uma
solugdo para muitos problemas. Foi tamanha sua capacidade de acabar com
as pragas, tao rapidamente e sem efeitos danosos aparentes, que valeu ao
entomologista suico Paul Hermann Miller o prémio Nobel de medicina (1948)
devido & sua descoberta das propriedades inseticidas relativas ao DDT".

Movimentos contrdrios a intervencdo quimica na agricultura ja existiam
desde que essa pratica se iniciou, porém criticas mais expressivas comecaram
a surgir e demonstrar a relevancia dos problemas causados pelo novo padréo
produtivo. Em 1962, o lancamento do livro primavera silenciosa, da biéloga
norte americana Rachel Carson®, denunciava os problemas causados pelo uso

indiscriminado de pesticidas, sendo o maior deles o DDT, que atualmente é
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Introdugdo

proibido em mais de 80 paises. Seu uso ainda é permitido em alguns lugares
no combate a insetos transmissores de doencgas tropicais como malaria.

Os prejuizos ambientais causados estdo quase em equilibrio com os
beneficios que os pesticidas trouxeram e ainda trazem a producdo agricola e
ao combate de enfermidades humanas.

No inicio de seu uso, a eficAcia em combater doengcas como maléria,
febre amarela, dengue e outras parasitoses desencadeou o uso abusivo destes
produtos em todo o mundo, e a proliferagédo destes insumos passou a afetar
além das espécies alvo, também o ambiente, contaminando solos, agua,
alimentos, animais e aves, chegando desta forma ao homem, uma vez que 0s
compostos e misturas sao toxicos, possuindo alto grau de estabilidade quimica
e sendo bioacumulados®’*#,

Organizacgdes internacionais de controle ambiental e saude publica entre
outras, estdo sempre preocupadas e determinadas a controlar o poder
destrutivo desses produtos, criando regulamentagbes tanto para a utilizagcéo
qguanto para o controle da producao, estocagem e liberagéo de herbicidas.

O Cadigo Internacional de Conduta sobre Distribuicdo e Uso de
Pesticidas foi aprovado pelo Conselho da Organizacdo das Nacdes Unidas
para a Agricultura e a Alimentagédo (FAO), que fala sobre a responsabilidade
dos governos na regulamentagédo dessas substancias, a necessidade de ajuda
a paises com dificuldades técnicas para assumirem os riscos de sua utilizacao,

e da importancia de contar com boas praticas de producdo e comercializacao™.
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1.2. Herbicidas

O processo fitossanitario na agricultura, assim como 0s primeiros
produtos utilizados comecam a existir a partir da intensificacdo da prépria
agricultura. Os primeiros exemplos de herbicidas conhecidos foram produtos
inorganicos (enxofre e cobre) e alguns &cidos. Sulfato de cobre tem acgéo
fungicida e uma mistura de sulfato de cobre e carbonato de aménio é utilizada
na horticultura.

Seu uso como herbicida ndo esta relacionado com a agricultura, mas
sim no controle de plantas aquaticas exéticas e raizes de outras plantas
invasivas proximas a encanamentos contendo agua. A maior parte das
espécies de algas pode ser controlada com uma concentracdo baixa de sulfato
de cobre?®.

O uso de fel de lagarto verde na protecdo de macas, extratos de
pimenta, tabaco, vinagre, aguarras, 6leo de peixe, entre outros, sdo exemplos
de agroquimicos utilizados na época de Plinio, o Ancido (23-79 d.C),
catalogados em seu livro chamado Histéria Natural®’.

Os herbicidas apresentam algumas caracteristicas proprias como,
atividade, uso, modo e mecanismo de agdo, grupo quimico ou tipo de
vegetacao controlada, caracteristicas essas que direcionam e determinam o
modo como serdo utilizados, o tipo de alvo que atingirdo, e como esse alvo
sera afetado pelos mesmos.

A escolha do herbicida adequado dependera diretamente dessas
caracteristicas, assim como o resultado de sua acdo sobre o alvo e a cultura

onde serd aplicado.
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A atividade de um herbicida determina basicamente a regido onde o
mesmo atuara na planta; herbicidas de contato sdo 0os que agem apenas na
area onde sao aplicados; herbicidas sistémicos apresentam a capacidade de
atuar ou ter controle em toda a planta.

A absor¢cdo do herbicida é o que determinara sua atividade e
deslocamento na planta, a sensibilidade da mesma a este herbicida e como
serd a atuacdo sobre o metabolismo. Existe a necessidade de que este
herbicida penetre na planta e chegue ao seu destino, até a organela onde ira
atuar, pois o herbicida simplesmente atingir as folhas ou ser aplicado no solo
nao significa que sua agéo sera efetiva.

Sua atuacgdo dentro da planta se d4 em locais especificos, denominados
sitios de ac¢édo, fazendo alteracdes em rotas biossintéticas e dificultando alguma
funcdo essencial ao desenvolvimento e sobrevivéncia da mesma'".

Mecanismo de acdo e modo de agédo sédo pontos importantes de um
herbicida, que ajudam a entender como a estrutura da planta é afetada pelo
principio ativo.

O mecanismo de acdo diz respeito aos efeitos do herbicida sobre o
metabolismo das plantas, descrevendo normalmente os locais e 0s eventos
gue promovem esses efeitos.

O resultado da sequéncia destes eventos aparece na forma de sintomas
externos visiveis apresentados pelas plantas em suas folhas, raizes, flores e
caules. Esses sintomas, que aparecem desde o primeiro contato do herbicida
com a planta até sua morte, sdo o que se denomina modo de acéo.

Apesar de um mesmo herbicida poder influenciar os mais variados

processos metabdlicos dentro da planta, seu alvo freqientemente é a
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destruicdo das membranas dos cloroplastos, causando danos a fotossintese e
interrompendo a transformagdo que produz energia necessaria ao Sseu
metabolismo®.

Em relacdo a aplicacdo, os herbicidas podem ser classificados de duas
formas: os pré-emergentes, quando aplicados antes do plantio da cultura, e os
pés-emergentes, quando aplicados apds a germinacdo das sementes
plantadas.

Para efeito de acdo dos herbicidas, as plantas daninhas sao
discriminadas de acordo com o0 numero de cotilédones que possuem,
monocotiledéneas ou dicotiledéneas, e também de acordo com o tipo de folha,
gue podem ser folhas largas ou folhas estreitas.

De acordo com essas caracteristicas, pode-se também classificar o
herbicida quanto a seletividade, que indica o tipo de planta daninha que é
afetada pelo mesmo.

Herbicidas sdo seletivos quando atuam sobre ou afetam o
desenvolvimento de apenas uma determinada espécie, sem incomodar ou
tendo pouco impacto sobre as demais. Sdo ndo seletivos quando sua acao é
letal a todas as espécies, sejam elas plantas de folhas largas ou folhas
estreitas, mono ou dicotileddneas* .

A Tabela Ill apresenta um resumo com 0S principais mecanismos de
acdo dos herbicidas e algumas caracteristicas como local de aplicacéo,
atividade, modo de translocacéo, tipo de plantas afetadas e regido de atuacgéo

dos herbicidas*=°.
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Tabela II: Mapa dos herbicidas resumido®

Local de Atividade e modo . . Plantas daninhas
S ~ Mecanismo de agao
aplicacéo de translocacéo controladas
Inibidores da ACCase P
SiStBMmicos Inibidores de ALS PDC
Inibidores de EPSPs PD
Mimetizadores da Auxina D
Folhagem
Inibidores da FS | PD
Inibidores da PROTOX D
Contato
Inibidores de GS PDC
Moveis Inibidores do FS Il D
Inibidores de carotendides D
Solo
Iméveis Inibidores da parte aérea PC
Inibidores de mitose P

P = poaceas (gramineas); C = ciperaceas (herbaceas); D = dicotileddneas; ACCase = enzima
AcetilCoenzima A Carboxilase; GS = enzima Glutamina Sintetase; ALS = enzima Acetolactato
Sintase; EPSPs = enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato Sintase; FS | e Il = Fotossistema | e
II; PROTOX = enzima Protoporfirinogénio Oxidase.

O fato de o desenvolvimento de uma planta daninha necessitar as
mesmas condicdes exigidas por outras culturas gera um ambiente de
competicdo por agua, luz, nutrientes e espaco fisico, ocasionando perdas na
producéo da cultura desejada.

As plantas daninhas interferem também no modo de colheita, pois tanto
a manual quanto a mecéanica sdo prejudicadas. Exemplos sdo as espécies
Mimosa invisa (malistra ou dormideira), que fere as méaos durante a colheita

manual, Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) e Commelinna benghalensis
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(trapoeraba), que atrapalham a colheita mecanica, pois impedem a perfeita
acdo do maquinario utilizado®.

Entdo, diante desses fatos, trabalhou-se em medidas visando enfrentar
essas duas barreiras principais. O espago para expansao das culturas na
Europa esgotou-se rapidamente, por ser limitado, e a atencao foi voltada na
direcdo da manipulacao e criacdo de produtos que promovessem a eliminagéo
das pragas.

A chamada Revolugao Verde fez com que tecnologia e capital atuassem
diretamente no campo e na natureza, fomentando a producdo de insumos
industrializados, maquinas, adubos, defensivos, organismos geneticamente
modificados, entre outros.

Se por um lado, esse dominio do modo de obtencéo de viveres resultou
no evidente melhoramento do padréo de vida, por outro, essa nova sociedade
agricola formada, produziu também grandes danos a natureza, desmatamentos
da vegetacdo nativa para implantacdo de monoculturas, procurando maior
quantidade com menor variedade, lancando mao do uso de produtos quimicos
para o controle de pragas, comprometendo e causando contaminacéo de solos,
aguas, fauna e flora>.

Os herbicidas atingem o homem e a outros animais pela exposicéo
direta ou por acumulagdo no organismo via ingestdo de alimentos e &gua
contaminados. Essa contaminagcdo acontece pela exposi¢cdo oral, ocular,
dérmica e inalacao, e dependendo do grau de toxicidade, da via de intoxicagao,
e do tempo de exposi¢cdo, produzem efeitos dos tipos agudo (danos que
aparecem em menos de 24 horas, imediatamente apds a exposicdo a uma

Gnica dose, geralmente bastante alta), crénico (surgem apds longos periodos
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de contato a doses de baixa concentracdo ou a exposicdes repetidas a
substancia) e alérgico (caracterizados por reacdes que algumas pessoas
apresentam depois de expostas ao produto)’*°.

Outro problema inesperado e de grande relevancia é a diminuicdo e
muitas vezes a perda total da capacidade de controle que os herbicidas
sintéticos apresentam com relacdo as plantas alvo. A preocupacdo com o
surgimento de plantas resistentes a herbicidas em determinadas situacoes,
como: uso repetitivo do mesmo herbicida ou de outro com semelhante
mecanismo de ac&o, tem sido alertada™.

A resisténcia apresentada pelas plantas pode ser devido a fatores que
fazem com que as mesmas consigam evitar que o herbicida atinja seu alvo.
ReacgfGes do metabolismo das plantas & presenca dos herbicidas, perda de
afinidade do herbicida pelo local de agdo e reducdo da concentracdo do
mesmo no local de acdo s&o alguns desses fatores'**3,

O aparecimento de plantas resistentes foi relatado inicialmente no final
dos anos 60, associados & aplicacdo de herbicidas da classe das triazinas™.
Registros mostram a existéncia de aproximadamente 197 espécies de plantas
daninhas resistentes (115 dicotiledoneas e 82 monocotileddneas), sendo 22

delas encontradas no Brasil até o ano de 200934,
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1.3. Alelopatia

A capacidade que as plantas tém de interferir no desenvolvimento de
suas semelhantes, liberando substancias na atmosfera ou no solo, ja era
observada desde a Antiglidade. No século Ill a.C., Teofrasto recomenda na
Grécia o cuidado com o cultivo de couve junto a videiras, pois substancias
volateis liberadas pela primeira interferem negativamente no desenvolvimento
da segunda.

A mencéo sobre esse conceito de antipatia entre plantas aparece em
varios escritos da Renascenca. A incompatibilidade percebida entre algumas
espécies é provocada pela liberacdo de substancias volateis ou por exalagdo
radicular de toxinas.

O pesquisador aleméao Hans Molisch reuniu as palavras gregas allélon e
pathos para formar o termo alelopatia, citando-o em 1937 pela primeira vez. A
palavra significa prejuizo mutuo, e segundo Molisch, alelopatia é "a capacidade
de as plantas, superiores ou inferiores, produzirem substancias quimicas que,
liberadas no ambiente de outras, influenciam de forma favoravel ou ndo o seu
desenvolvimento™*3?,

A Sociedade Internacional de Alelopatia define alelopatia como: Ciéncia
que estuda qualquer processo envolvendo principalmente metabdlitos
secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam
o crescimento de sistemas bioldgicos com efeitos positivos ou negativos>>.

Produtos do metabolismo secundario sdo produzidos pelas plantas e
estocados em grande nUumero, e quando tais compostos Ss&o

posteriormente liberados para o ambiente podem interferir no desenvolvimento
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de outras espécies, afetando seu crescimento e até inibindo a germinacdo de
sementes.

O acesso de outras plantas as substancias alelopéaticas pode acontecer
de diversas formas, como lixiviagdo dos tecidos, acdo em que as toxinas s&o
levadas das partes altas para as raizes, absor¢cdo de compostos aromaticos
que volatilizam das folhas, flores, caules, exudacdo através das raizes,
liberando grande numero de compostos na rizosfera, afetando direta ou
indiretamente as interacdes planta/planta®*%+°,

S&o varios os estudos realizados no sentido de se conhecer as espécies
com atividades alelopéticas no intuito de aplicacdo como bioerbicidas,
conhecendo-se seus efeitos inibitérios, suas fontes e seu comportamento no
ambiente®.

Existem diversas interacfes bioquimicas que envolvem o fendmeno da
alelopatia, segundo Harborne® fracdes volateis contendo terpenos e
sesquiterpenos resultantes do metabolismo secundario das plantas, e
compostos fendlicos sdo o0s principais responsaveis pela inibicdo da
germinacdo de sementes, crescimento de plantas, além de outros processos
fisioldgicos.

Esses compostos possuem em comum um anel aromatico rodeado por
um ou mais grupos hidroxila associados diretamente a estrutura ciclica.
Tendem a ser solGveis em agua, e podem estar ligados a agucares, possuem
atividade anti-séptica, antiinflamatoria, do ponto de vista farmacoldgico, além
da capacidade de inibir atividade enzimatica.>®

Outros compostos também encontrados em extratos vegetais sdo 0s

polifendis taninos, flavondides, e acidos fendlicos. Esses compostos interagem
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com sistemas bioldgicos como bactérias e virus, sdo antioxidantes e formam
complexos irreversiveis com proteinas, inibindo processos enzimaticos e
interferindo no desenvolvimento das plantas.*

Os flavondides sdo compostos derivados do nucleo flavona, sendo que
as varias classes sao diferenciadas entre si pelo grau de insaturacdo e de
oxidacdo no seguimento dos trés carbonos intermediarios. Sdo comumente
extraidos de material vegetal com metanol, etanol, ou combinag¢édo destes com
agua.*°

Os acidos fendlicos estédo reunidos em dois grupos: derivados do acido
hidroxicindmico, e derivados do &cido hidroxibenzdico. Os derivados do &cido
hidroxicinamico sdo compostos fendlicos de ocorréncia natural que possuem
um anel aromatico com uma cadeia carb0nica, constituida por trés carbonos,
ligada ao anel. Os &acidos p-cumarico, ferulico, caféico e sinaptico sdo os
hidroxicinamicos mais comuns na natureza®.

Dentre as espécies com potencial alelopatico ja investigado, Almeida*
identificou potencialidades alelopaticas nas gramineas forrageiras Brachiaria
decumbens, Brachiaria humidicola e Brachiaria brizantha cv. Marandu em
niveis que possibilitaram reducbes expressivas na germinacdo de diferentes
plantas. Podem ser citados também como exemplos, a marica (Mimosa
bimucronata), erva-mate (llex paraguariensis), pitanga (Eugenia uniflora) e
carvalho brasileiro (Roupala brasiliensis), entre outras.*®* Souza Filho*
considera a alelopatia uma alternativa viavel no manejo de plantas daninhas,
devido a seu excelente potencial de interacdo e importancia ecolégica, assim
como a possibilidade de fornecer novas estruturas quimicas para producao de

bioativos que combatam as pragas e sejam menos danosos ao ambiente.

Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP 2011



Introdugdo

1.4. Feijao-de-porco (Canavalia ensiformis)

Canavalia ensiformis, conhecida comumente como feijdo-de-porco, €
uma planta da familia Fabaceae muito cultivada como cobertura verde, suas
raizes possuem associacado simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio

dispensando a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados®>*°

, o entanto é pouco
utilizada com o objetivo de formacédo de pastagens, pois ndo é muito aceita por
parte dos animais.

Foi muito bem utilizado como cultura intercalar em rotagdo com milho e
feijdo caupi em plantio de coqueirais, cultivados em solos alterados de baixa
fertilidade na Regido do Marajo, surgindo como alternativa capaz de minimizar
tanto os danos causados ao solo pela préatica tradicional dos monocultivos
sucessivos, como também de amortizar 0s custos de manutencdo e
investimento nas lavouras de coqueirais.*®

Segundo Correa®, o valor principal dessa espécie aparece em sua
notével rusticidade e poder de adaptacédo aos solos de baixa fertilidade com a
propriedade de imediatamente enriquecé-los.

Varios estudos foram desenvolvidos com essa espécie de planta, como
por exemplo, os trabalhos fitoquimicos realizados por Santos*® mostrando que
a Canavalia ensiformis é fonte de compostos das classes alcalbides,
cianoglicosideos, saponinas, terpendides, flavonéides e taninos.*

Santos et al*®

avaliaram o potencial alelopatico de extratos obtidos das
folhas de C. ensiformis sobre a germinacdo de sementes das espécies Cassia
tora (mata-pasto), Mimosa pudica (malicia) e Cassia occidentalis (fedegoso),

plantas daninhas encontradas em pastagens, concluindo que tal leguminosa
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apresenta forte potencial alelopatico, e que extratos obtidos com solventes de
maiores constantes dielétricas foram o0s mais eficientes na inibicdo da
germinacao das sementes testadas.

Mendonca®® determinou os aleloquimicos de extratos aquosos de
sementes de Canavalia ensiformis via HPLC e avaliou a atividade alelopatica
sobre a germinacao das plantas daninhas corda-de-viola (Ipomoea grandifolia)
e trapoeraba (Commelinna benghalensis). O estudo alelopéatico apresentou

resultados satisfatérios com relacdo a inibicdo de germinacdo das sementes

das plantas daninhas.

1.5. Cromatografia

Pode-se dizer que a data de 21 de Marco de 1903, marca
definitivamente o nascimento da cromatografia, numa conferéncia realizada na
seccdo de biologia da Sociedade de Ciéncias Naturais de VarsoOvia, onde
Mikhail S. Tswett demonstrou sua mais importante concluséo sobre separacéo
de pigmentos de clorofila.

Tswett viva e metaforicamente descreveu a sua descoberta: “Como raios
luminosos num espectro, 0s varios componentes de uma mistura de pigmentos
sdo separados numa coluna de carbonato de calcio, permitindo a respectiva
determinacdo qualitativa e quantitativa. Designo por cromatograma, a
preparacdo obtida como resultado deste processo e a correspondente
metodologia por método cromatografico”.>* Apesar do termo “croma” de seu

nome, a cromatografia ndo trata das cores dos componentes de uma amostra,

Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP 2011



Introdugdo

e pode ser conceituada como um método fisico-quimico de separacdo, em que
0s constituintes da amostra a serem separados sado particionados entre duas
fases, uma estacionaria (geralmente de grande area) e a outra mével (um
fluido insollavel na fase estacionaria), que percola pela primeira.

A partir de entéo, iniciou-se o desenvolvimento da técnica analitica mais
poderosa em separacdo, quantificacdo, e identificacdo (quando acoplada a
espectrometria) dos dias atuais. E conhecida como cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), quando a fase modvel é um liquido, e cromatografia
gasosa (CG) quando a fase mével é um géas.>®

A HPLC é o tipo mais versatii e mais amplamente empregado de
cromatografia por eluicdo. Essa técnica é utilizada pelos quimicos para separar
e determinar espécies em uma grande variedade de materiais organicos,
inorganicos e bioldgicos.

Flavondides sdo compostos comumente analisados por HPLC, onde
colunas octadecilsilica (C18) em fase reversa sdo as mais utilizadas. Outras
técnicas como a eletroforese capilar (EC) e a CG sado também utilizadas para
andlise de flavonoides, no entanto, em determinagfes via CG os compostos
devem possuir caracteristicas adequadas a técnica, como volatilidade (ponto
de ebulicdo até 300 °C), serem termicamente estaveis, com massa molar
menor que 500 g mol™ ndo apresentando grupos carboxilicos, hidroxilas ou
aminas, pois estes sdo retidos irreversivelmente na coluna.*?

A ndo ser que sejam derivatizados, ndo se pode incluir nessas
condicbes compostos das classes dos sais organicos e inorganicos,
aminoacidos puros, polimeros, corantes salinos, compostos ibnicos e

termicamente instaveis. A técnica HPLC n&o necessita da volatilidade, mas da
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solubilidade das amostras na fase movel e da interacdo com a fase
estacionéaria.>

As amostras analisadas em HPLC juntamente com suas propriedades
sofrem enorme influéncia da fase estacionaria, que participa diretamente da
separacdo dos componentes presentes. Esta influéncia da fase movel nédo é
tdo marcante na CG, onde a separagcdo ocorre devido a interagbes entre as
espécies analisadas e a fase estacionaria. A fase moével neste caso atua mais
como veiculo para o transporte da amostra pela coluna.>®

A capacidade de analise das técnicas é muito bem definida, tanto em
termos de compostos a serem analisados, quanto em limites de deteccao e
quantificacdo. Pode-se trabalhar em HPLC com uma quantidade reduzida de
material, 1 a 20 pL de amostra sdo suficientes para uma andlise, permite
separar rapidamente desde mg até centenas de mg de substancias com muito
boa resolucdo. Na CG, pode-se analisar amostras de 1 yL a 1 mL, permitindo
separar de ng até mg de substancias ou fragfes. Muito rapida para pequenos
volumes com excelente resolugéo.>

A preparacdo da amostra a ser injetada e determinada no cromatografo
esta diretamente ligada a forma de extragdo da mesma. Os métodos de
extragdo variam conforme a localizagdo da amostra na matriz e com a proposta
de utilizacdo da mesma. As técnicas de extracdo mais comumente utilizadas
sdo: extracdo liquido-liquido, em fase sdlida (SPE), microextracdo em fase
sélida (SPME), extragdo com solventes organicos (de forma continua ou
descontinua), extragdo por fluido supercritico, sonicacdo, headspace entre

outras.>*
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2. Objetivos

Este trabalho tem por objetivos:

— avaliar o potencial herbicida de extratos aguosos obtidos a partir de
folhas e sementes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), aplicados em pos-
emergéncia sobre as plantas daninhas corda-de-viola (Ipomoea grandifolia) e
trapoeraba (Commelina benghalensis), e sobre soja transgénica e soja

convencional.

— Identificar e quantificar compostos fendlicos e alcaldides com carater
alelopético presentes em amostras de folhas de feijdo-de-porco utilizando

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Substéancias padrao de referencia, solventes e outros materiais

A Tabela IV apresenta os padrdes, solventes e outros materiais

utilizados no trabalho.

Tabela lll: PadrGes, solventes e outros materiais utilizados neste trabalho

Padroes

Solventes e solugcdes

. Acido clorogénico (Fluka)

. Agua Milli-Q — Sistema Millipore Waters

. Acido ferulico (Fluka)

. Acetonitrila — Mallinckrodt (grau HPLC)

. Acido p-anisico (Acros)

. Metanol — Tedia (grau HPLC)

. Naringina (Fluka)

. Hidréxido de sédio - Synth

. Rutina (Acros)

. Cloreto de potassio - Synth

Outros materiais

. Nistatina . Filtro seringa 0,45um (Minisart RC 15)
. Nitrogénio ultra puro . Papel de filtro comum
. Solo . Seringa 50 uL HPLC — HAMILTON

3.1.2. Equipamentos

Rotaevaporador — FISATOM Mod. 557.

Ultrassom — BRANSON 2510
Sistema HPLC Shimadzu
Moinho de facas — Willey

Espectrofotdmetro UV-Vis-Jasco V-630
pHmetro — pH Meter Tec-2 — TECNAL
Balanca analitica — SCIENTECH AS 210
Balanca Semi Analitica — BG 1000 GEHAKA

Estufa — QUIMIS

Dispositivo clevenger modificado
Aquecedor fundo redondo — 1000 mL
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3.2. Métodos

3.2.1. Local, cultura e condi¢des gerais do experimento

Tanto as sementes quanto as folhas de feijdo-de-porco utilizadas no
trabalho foram coletadas de amostras cultivadas no Laboratério de Quimica
Ambiental do Instituto de Quimica de Sao Carlos — USP. As amostras foram
plantadas em caixas de 1 m? utilizando-se solo retirado de &rea para plantacéo
de soja, encontrado na regido da cidade de S&o Carlos, localizado a latitude
22° 0’ 41.60” S, longitude 47° 59’ 7.30” W. Os dados da caracterizacao fisico-
qguimica do solo sdo apresentados nas Tabelas V e VI, demonstrando que o
solo é classificado como argila siltosa marrom avermelhado escuro. Este solo
foi utilizado no plantio do feijdo-de-porco, assim como para as amostras de

plantas daninhas e de soja, onde foram aplicados os extratos avaliados.

Tabela IV: Caracterizagdo fisica do solo utilizado
Areia % | Silte % | Argila % Textura
22 34,9 43,1 Argilo-siltosa

Tabela V: Caracterizagao quimica do solo utilizado

pH Carbono organico Umidade | Teor de matéria CTC
(CaCl,)? (g.kg™) (%)° organica (%) ° (cmol ¢ kg™)°
4,87 14,27 11,36 4,14 12,02

?: determinacio da atividade hidrogeniénica (25 mL de solugdo de cloreto de calcio 0,01 mol L e 10 g
de amostra). ®. em estufa a 65 e 110 °C. & calcinacdo em mufla a 500 °C por 4 h. d, suspensdo em
CH;COOH.

As amostras de folhas e sementes de feijado-de-porco foram coletadas no

més de janeiro de 2009, secas a 40 °C em estufa com circulacao de ar forcada
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e posterior trituragdo em moinho de facas, obtendo-se aproximadamente 450g
de folhas e 650g de sementes.

As sementes das plantas daninhas trapoeraba e corda-de-viola foram
adquiridas junto a empresa Agrocosmos, localizada na cidade de Campinas, e
as sementes de soja foram cedidas pela Embrapa soja (CNPSO), do Parana. O
material foi acondicionado em recipientes plasticos aguardando o momento de

utilizagéo.

3.2.2 Obtencéo dos extratos aquosos de folhas e sementes de feijao-de-porco

(Canavalia ensiformis)

Os extratos aquosos das folhas e sementes de feijdo-de-porco foram
obtidos seguindo o procedimento realizado por Santos® e Mendonca™,
colocando-se uma massa de material vegetal colhido (folhas e sementes)
previamente seco e moido em agua sob agitagdo por um tempo determinado.

A uma massa de 300 g deste material, adicionou-se 1 L de agua (0,1%
KCI) purificada por processo Milli-Q, deixando sob agitacdo por 24 horas. A
seguir a solucao formada foi filtrada em tecido de algodao, adicionando-se
novamente 1 L de agua purificada, mantendo-se a agitacdo por mais 24 horas,
sempre a temperatura ambiente.

Finalizando as 48 horas, filtrou-se em tecido de algodao a ultima parcela
de material em agitacdo, somando com o filtrado anterior e resultando em um
volume liquido final de aproximadamente 1700 mL, descontadas as perdas por

evaporacao e transferéncia de recipiente. Esse volume foi levado a um
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rotaevaporador (45 °C) para retirada da agua, a fim de obter-se a massa total
do extrato concentrado.

A massa restante obtida apds a concentracdo em rotaevaporador, uma
massa gelatinosa, foi entdo pesada e, a partir dai foram preparados os extratos
aguosos adicionando-se novamente agua purificada, nos volumes necessarios
para obter-se as concentra¢bes desejadas, 10, 25 e 50 g L. O volumes
preparados foram acondicionados em recipiente de vidro ambar e guardados
em geladeira. As massas obtidas e os volumes preparados estdo dispostos na

Tabela VII.

Tabela VI: Massas de extratos aquosos obtidas a partir de 300g de material vegetal
previamente seco e moido

Material Massa Volumes H,O Concentragfes

vegetal obtida (g) adicionados (mL) obtidas (gL ‘1)
Folhas 25,00 500,00 50,00
Sementes 20,00 400,00 50,00

A partir da concentracdo 50 g L™, foram preparadas as demais
concentracfes mediante diluicdo. Um fato a se notar foi a diferenca entre as
aguas utilizadas na diluicdo. A principio utilizou-se &agua purificada por
processo Milli-Q na preparacdo do extrato para os primeiros ensaios, a seguir
utilizou-se agua diretamente da torneira, e uma terceira preparacao foi feita
com a agua retirada da amostra no rotaevaporador.

N&o houve qualquer diferenca nos resultados observados com relacao
aos efeitos do extratos sobre as plantas daninhas. Qualquer que seja a agua
utilizada para preparacdo da calda de aplicacdo, os resultados, os efeitos e o

tempo de acéo do extrato sdo idénticos.
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3.2.2.1. Terminologia utilizada

Foram aplicados os extratos da semente de feijao-de-porco em trés
diferentes concentracdes, 10, 25 e 50 g L™ que foram identificadas como ES-
10, ES-25 e ES-50, em que E significa ‘Extrato’, S significa ‘Semente’, e os
valores 10, 25 e 50 correspondem as concentracbes preparadas. A
terminologia aplicada aos extratos de folha de feijdo-de-porco foi idéntica, com
‘S’ (semente) substituido por ‘F’ (folha).

Cada um dos extratos preparados nas diferentes concentragdes foi
denominado de tratamento e a unidade experimental contendo as plantas

daninhas onde se aplicou o tratamento foi denominada de parcela.

3.2.3. Procedimento de Aplicacao dos extratos

O experimento foi conduzido no periodo de margco a maio de 2009, no
Laboratério de Quimica Ambiental (IQSC-USP), na cidade de Sao Carlos-SP.
As aplicacdes foram feitas por volta das 10 horas da manh&, com temperaturas
variando entre 22 e 28 °C. Para a aplicacdo dos extratos, as sementes das
plantas daninhas e da soja foram plantadas em recipientes plasticos de 15 cm
de diametro.

Foram feitos varios testes, sendo que o0 numero de sementes e a
combinacgao entre elas em cada recipiente variou, objetivando-se avaliar a agéo
dos extratos tanto nas sementes das plantas isoladas quanto em conjunto com

a soja.
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O momento das aplicacdes dos tratamentos deu-se a partir da
germinacao das sementes das plantas daninhas, no 8° dia do plantio para
trapoeraba e a partir do 5° dia para corda-de-viola (Mendonca, 2007).>*

Foram escolhidos trés diferentes periodos de tempo para aplicacdo dos
diferentes tratamentos:

- 12 aplicacao: logo apds sua germinagao;

- 22 gplicacao: 15 dias ap0s a germinagao;

- 32 aplicacao: 30 dias apds a germinagao,

estando as plantas, nessas condi¢des, em diferentes tamanhos e idades
em cada aplicacao.

A acdo dos tratamentos foi observada durante 3 a 5 dias até o maximo
de 7 dias. O comportamento e o desenvolvimento da planta sob acédo dos
tratamentos foram observados durante todo o periodo das aplicacdes, e foi
dada, também, atencdo ao periodo de 10 dias apos a ultima aplicagdo, com
objetivo de observar uma eventual recuperacdo da planta. Os resultados foram
comparados com uma amostra controle, preparada nas mesmas condic¢does,
sem, no entanto receber os extratos.

As formas de aplicacdo de herbicidas em ensaios s&o normalmente a
utilizacdo de um pulverizador costal pressurizado, veiculos tracionados ou
puxados por trator e até mesmo aeronaves, adequados ao trabalho,
dependendo do tamanho e condi¢Bes da area preparada. Neste experimento,
cada unidade experimental constou de um recipiente plastico de pequeno porte
(1 litro) preenchido com solo, ndo exigindo aparato sofisticado para a aplicacéo

dos tratamentos. Para tanto, a aplicacdo foi realizada com auxilio de um
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dispositivo tipo spray que lanca o extrato liquido simulando um pulverizador,

sendo cada borrifada do dispositivo equivalente a um volume de 700 pL.

3.2.4. Extracdo das amostras e condi¢cOes para analise cromatografica

Foi feito um trabalho de identificacdo de compostos fendlicos em
amostras de folhas de feijao-de-porco utilizando-se a cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Esses compostos foram escolhidos a partir de estudos
realizados anteriormente por Santos*® e Mendonca.®® Os componentes das
folhas de feijdo-de-porco foram submetidas a extracdo por meio de dispositivo
clevenger, ao qual se juntou 200 mL de agua purificada por processo Milli-Q e
uma massa de 20 g de folhas secas e moidas.

O conjunto foi mantido em aquecimento (100 °C) por 4 horas, e apos
este periodo o volume de agua contendo o material extraido das folhas, cerca
de 8 mL, foi separado e trabalhou-se na preparacdo das amostras para injecao
no cromatografo. O volume foi filtrado em filtro seringa Minisart RC 15 com 45
um e dividido em duas partes, as quais foram concentradas em atmosfera de
nitrogénio até que atingissem aproximadamente 1 mL cada. A partir disso, uma
amostra chamada amostra aquosa, foi mantida sem alteragcdo, contendo
somente agua, e injetada diretamente no cromatografo. A segunda parte da
amostra chamada hidroalcodlica, foi adicionado 1 mL de metanol, solvente com
o qual os compostos procurados tem afinidade, segundo Santos™® e
Mendonca®. As amostras foram preparadas em triplicata, fazendo-se trés

injecOes para cada triplicata.
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Figura I: Espectros na regido do UV-Vis para os compostos padrdo utilizados no trabalho

Tabela VII: Condi¢cGes cromatograficas empregadas nas analises das amostras de folhas
de feijao-de-porco

Coluna STRODS -1l
Comprimento (L) 15,0 cm
Diéametro Interno (di) 4,6 mm
Diametro da Particula (um) 5,0 um
Fase Movel A: HCOOH (2% em H20, pH 3), B: ACN
Fluxo da fase mével 0,8el1mLmin™
Temperatura da coluna 33°C
Volume Injetado (amostra) 20 pL
Detector UV-Vis
Comprimentos de onda monitorados A =250, 265, 290 e 340 nm

Foram utlizadas substancias padrdao de referéncia para estes
compostos, preparadas em varias concentracbes, e seus resultados
cromatograficos comparados aos resultados das amostras extraidas das folhas

de feijao-de-porco.
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A andlise foi feita levando-se em consideracdo os comprimentos de onda
de absorbéancia das substancias padrdo na regido do UV-Vis, e a Figura |
mostra os graficos espectrofotométricos com uma varredura de comprimentos
de onda entre 200 e 400 nm para as substancias padrao utilizados na
comparacao com as amostras.

As condi¢cbes cromatogréaficas utilizadas na analise das amostras séo

apresentadas na Tabela VIII.

Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP 2011



Resultados e Discussdo

4. Resultados e Discussao

4.1. Experimentos utilizando extratos de folhas e sementes de feijdo-de-porco

(Canavalia ensiformis)

Um dos objetivos deste trabalho foi comprovar a capacidade herbicida e
seletividade de extratos preparados a partir de feijdo-de-porco e aplicados em
pos-emergéncia sobre cultivares de soja e plantas daninhas. Nesta etapa,
foram preparados extratos de diferentes concentracbes a partir de folhas e
sementes de Feijao-de-Porco e os extratos aplicados em amostras de soja
transgénica (cultivar CD 214RR), soja convencional (BRS-133 e MG/BR 46
Conquista) e as plantas daninhas trapoeraba (Commelina benghalensis) e
corda-de-viola (Ipomoea grandifolia), sendo a aplicacéo realizada em diferentes
volumes, concentracdes e periodos de tempo apdés a germinagdo das

sementes.

4.1.1. Avaliagéo dos efeitos observados

A avaliacdo utilizada para definir a toxicidade dos tratamentos foi
baseada numa escala conceitual alfabética (Tabela IX) da Sociedade Brasileira
Da Ciéncia Das Plantas Daninhas — SBCPD®, que variou de “a” até “e”, com
descricdo detalhada dos sintomas apresentados pelas plantas ao final da

aplicacao dos tratamentos.
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Tabela VIII: Descricio dos conceitos aplicados as avaliagdes de toxicidade — SBCPD®

Conceito Descrigcéo

a Sem injdria ou efeito sobre a cultura.

Injarias leves e/ou reducao de crescimento

b L ~
com rapida recuperagao.
c Injurias moderadas e/ou reducdes de crescimento com lenta
recuperacao ou definitivas.
d Injurias severas e/ou reducdes de crescimento ndo recuperaveis e/ou
reducdes de estande.
e Destruicdo completa da cultura ou somente algumas plantas vivas.

As avaliacBes da porcentagem de controle realizadas ap6s a aplicagédo
dos extratos foram baseadas na escala de notas da ‘Asociacion Latino
Americana de Malezas’ (ALAM), *(1974 apud CHIOVATO®’, 2009, p. 35-38)
descritas na Tabela X. Os resultados foram submetidos a analise de variancia

com aplicagao do teste F a 1%.

Tabela IX: Escala de conceitos da ALAM" utilizada para avaliacdo da porcentagem de eficécia
de controle de plantas daninhas

Porcentagem (%) Descricdo do nivel de controle
0-40 Nenhum ou pobre
41 - 60 Regular
61 —-70 Suficiente
71 — 80 Bom
81 -90 Muito bom
91 — 100 Excelente

4.1.2. Avaliacdo do volume 6timo para aplicacao

Buscando-se um volume adequado para o controle das plantas
daninhas, os tratamentos foram preparados em 6 diferentes concentracdes

previamente estabelecidas e aplicados de diferentes modos.
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Para inicio, aplicou-se o volume de 700 pL/dia/planta, até que o
desenvolvimento da planta fosse totalmente interrompido e a planta morresse.
Apenas 2 das 6 concentracdes demonstraram resultado desejado, as
concentracdes 25 e 50 g L™ do extrato da semente, que apés cinco aplicacdes
seguidas, ou 3,5 mL/planta de extrato, comprovou a eficiéncia e a planta foi
totalmente controlada (morta), em todos os periodos de aplicacdo. O resultado
foi novamente alcancado ap0s 0s mesmos cinco dias, aplicando-se o
tratamento em dose Unica.

As Tabelas XI a XVI apresentam o resultado visual obtido apdés a
aplicacao dos tratamentos, assim como as variacfes para volume e modo de
aplicacao utilizados na escolha do volume a ser aplicado.

Os dados apresentados sao relativos somente as concentracdes 25 e 50
g L™ devido ao interesse maior nas concentracdes que conseguem interromper
o desenvolvimento das amostras de estudo. Ainda de acordo com as
observacdes, nenhum volume abaixo de 3,5 mL/planta aplicado apresentou
essa capacidade em qualquer dos periodos escolhidos para aplicacdo, sendo

este 0 volume adequado para o controle.

Tabela X: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD®°, para os diferentes
volumes aplicados sobre corda-de-viola em dose Unica

corda -de-viola

Dose por Modo de - —
Tratamento . Epoca de avaliacdo (dias)
planta aplicacéo 0 15 30
ES-25 2800 pL Dose Unica d G c
ES-50 2800 pL Dose Unica e e d
ES-25 1500 pL Dose Unica b a b
ES-50 1500 pL Dose Unica d c d
ES-25 1000 pL Dose Unica a a a
ES-50 1000 pL Dose Unica b b b
ES-25 700 pL Dose Unica a a a
ES-50 700 pL Dose Unica b a b
ES-25 500 pL Dose Unica a a a
ES-50 500 pL Dose unica a a a
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Tabela XI: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD®°, para os diferentes
volumes aplicados sobre corda-de-viola em duas etapas, sendo a 22 aplicada 3 dias apos a 12
corda -de-viola

Tratamento Dose por ize afp Epoca de avaliacéo (dias)
Planta aplicagcéo 0 15 30
ES-25 2800 pL d d c
ES-50 2800 pL e e d
ES-25 1500 pL Duas c b c
ES-50 1500 pL aplicagoes, d c d
ES-25 1000 pL sendo a 22 a a a
ES-50 1000 pL aplicada 3 b b b
ES-25 700 pL dias apos a a a 2
ES-50 700 pL 12 b a a
ES-25 500 pL a a a
ES-50 500 pL a a a

Tabela XlI: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD®*, para os diferentes
volumes aplicados sobre corda-de-viola em 5 doses

corda -de-viola

Dose por Modo de - — :

Tratamento P Epoca de avaliacdo (dias)
planta aplicacéo 0 15 30

ES-25 2800 pL d d C
ES-50 2800 pL e e d
ES-25 1500 pL c b C
ES-50 1500 pL d c d
ES-25 1000 pL 5 doses a a a
ES-50 1000 pL b b b
ES-25 700 pL a a a
ES-50 700 pL b a a
ES-25 500 pL a a a
ES-50 500 pL a a a

Tabela Xlll: Resultado das avaliagBes visuais segundo SBCPD®®, para os diferentes
volumes aplicados sobre trapoeraba em dose Unica

Tratamento Dose por Modo de Epoca :jr:g\)/zgzgo (dias)
planta aplicagéo 0 15 20

ES-25 2800 pL Dose Unica G b c
ES-50 2800 pL Dose Unica d d c
ES-25 1500 pL Dose Unica b a b
ES-50 1500 pL Dose Unica c b c
ES-25 1000 pL Dose Unica a a a
ES-50 1000 pL Dose Unica b b b
ES-25 700 pL Dose Unica a a a
ES-50 700 pL Dose Unica b a b
ES-25 500 pL Dose Unica a a a
ES-50 500 pL Dose Unica a a a
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Tabela XIV: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD®*, para os diferentes
volumes aplicados sobre trapoeraba em duas etapas, sendo a 22 aplicada 3 dias apos a 12

Tratamento Dose por LD EE Epoca ;fzc\)/:;t;aéo (dias)

Planta aplicacéo 0 15 30
ES-25 2800 pL d d d
ES-50 2800 pL e e e
ES-25 1500 pL Duas c c c
ES-50 1500 pL aplicacées, d c d
ES-25 1000 pL sendo a 22 a a a
ES-50 1000 pL aplicada 3 b b b
ES-25 700 pL dias apos a a a -
ES-50 700 pL 12 b b b
ES-25 500 pL a a a
ES-50 500 pL a a a

Tabela XV: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD*°, para os diferentes
volumes aplicados sobre trapoeraba em 5 doses

Tratamento DI 9als leidle Bl Epoca :j?g?/z[;t;aéo (dias)
Planta aplicacéo 5 15 30

ES-25 2800 pL d d d
ES-50 2800 pL e e e
ES-25 1500 pL c c c
ES-50 1500 pL d c d
ES-25 1000 pL 5 doses a a a
ES-50 1000 pL b b b
ES-25 700 pL a a a
ES-50 700 pL b b b
ES-25 500 pL a a a
ES-50 500 pL a a a

ApOs estes testes, verificou-se que a variacdo no modo de aplicacdo nao
é fator relevante que influencie o resultado da acdo dos tratamentos sobre os
alvos, e que o limite minimo de volume a ser aplicado para obtencdo do
controle desejado é de 3,5 mL. Assim, fica claro que os tratamentos com
concentracdes 25 e 50 g L™ s&o os que tem maior poder de controle sobre o
desenvolvimento das plantas em estudo, sendo o volume 6timo de aplicacéo

3,5 mL/planta, e a aplicacdo em dose Unica a recomendada.

Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP 2011



Resultados e Discussdo

4.2. Avaliagédo dos dados obtidos apds aplicacdo dos extratos

4.2.1. Avaliagéo dos tratamentos aplicados sobre corda-de-viola

Antes de colocar as sementes nos recipientes onde seriam aplicados os
tratamentos, as mesmas foram acondicionadas em placa de Petri com papel de
filtro e Nistatina (para evitar proliferacdo de fungos) por alguns dias, até o inicio
da germinacao, sendo a seguir transferidas para os recipientes que formariam
as parcelas e o controle (branco). Os tratamentos foram preparados alguns
dias antes da aplicacdo, e nas épocas pré-definidas foram aplicados de acordo
com os volumes e os modos de aplicacdo estabelecidos. Os resultados das
avaliacbes de toxicidade (segundo SBCPD)*® e porcentagem de controle
(segundo ALAM)* realizadas ap0s a aplicacdo dos extratos estdo dispostos nas

Tabelas XVII e XVIII.

Tabela XVI: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD®, dos efeitos dos
tratamentos sobre corda-de-viola

corda -de-viola

Dose por Modo de = o
Tratamento Planta aplica gé . Egoca de a\f;hagao (dlgz)
EFI0 | 300 | pusiesooug | a | & | a
B2 | 00U e e e
EF-50 3500 WL 75 d?)cs)zz l(]7n(i)((:)6;1L) E E E
ES-10 3500 WL 75 d[:)cs)z ??(i)%iL) E E E
ES-25 3500 WL 75 d?)cs)zz l(]7n(i)((:)6;1L) g 2 g
ESS0 | 00U oo e e T
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Os dados da Tabela XVII demonstram que tratamentos ES-25 e ES-50
preparados com a semente de feijdo-de-porco sdo os mais eficientes na
interrupgcdo do desenvolvimento das plantas daninhas. Os dados da Tabela
XVIII trazem as porcentagens de controle dos tratamentos, corroborando com
os dados da tabela anterior, que demonstram o poder de controle dos
tratamentos preparados a partir de sementes. Os tratamentos preparados a
partir das folhas apresentaram resultados de controle parcial sobre o alvo, nédo
interrompendo seu desenvolvimento.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e aplicado o teste F a
1% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, sendo o caso dos tratamentos EF-10, EF-25, EF-50
e ES-10, que demonstraram semelhanca em todos os aspectos observados,

inclusive andlise visual de controle sobre o alvo.

Tabela XVII: Avaliagao segundo ALAM, da porcentagem de controle dos tratamentos sobre
corda-de-viola

corda-de-viola

Dose por Modo de z P f

Tratamento Planta aplica@éo Egjca e a\ia?“agao (dlgz:
EF-10 30 L (e ?;(;%iL) 18: gaa 18:
cn | swow [omme [ |
e
T -
cors | wwou |poeetmee ol | 25 1o
. b b b

ES-50 T e (700, T T T

. Médias seguidas pela mesma letra na colunas nao diferem significativamente entre si pelo teste
F a 1% de probabilidade.
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A aplicacdo em 0 (zero) dias foi iniciada no momento da germinacao das
sementes, antes que a plantula despontasse no solo. Verificou-se que a
semente germinou e a plantula conseguiu crescer (ou desenvolver-se com
alguma dificuldade) apds a aplicacdo dos tratamentos EF-10, EF-25, EF-50, e
também apos aplicacdo do tratamento ES-10. Os tratamentos ES-25 e ES-50
foram os Unicos a apresentar capacidade de controle total sobre as plantas
daninhas no volume aplicado e nos trés estadios de desenvolvimento da
mesma. Nessas condi¢fes, as sementes germinadas ndao se desenvolveram,
nao havendo crescimento da planta jovem, que secou e morreu. As aplicacdes
dos tratamentos foram realizadas de forma que os mesmos atingissem a planta
em toda sua extensdo, ou a maior area possivel, via dispositivo aplicador
expelindo um jato spray, espalhando eficientemente o tratamento por toda a
area onde a planta se encontra.

O tratamento ES-50 é o mais eficiente no controle de corda-de-viola,
seus efeitos comecam a aparecer 24 h apds a aplicacdo, e os sintomas se
iniciam com uma leve deformacao nas bordas laterais das folhas. Com 48 h,
todas as folhas j4 apresentam sinais de deformacdo nas bordas, e a folhas
menores ja comeg¢am a murchar. Com o passar dos dias, 0s sinais se tornam
mais e mais evidentes, as folhas comecam a mudar de cor, trocando o verde
por marrom, num processo muito rapido em que sua estrutura se torna murcha
e seca. No quarto dia ap6s a aplicacdo, as plantas j& ndo tém mais folhas
verdes, estando deformadas e marrons, e apresentando um aspecto de
doentes ou completamente mortas No quinto dia apés a aplicagéo, as folhas da
planta estdo totalmente secas, o caule torna-se duro e seco, a planta ja ndo

cresce e ndo ha possibilidade de recuperacao.
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4.2.2. Avaliagao dos tratamentos aplicados sobre trapoeraba

As sementes de Trapoeraba foram germinadas em placa de Petri, e a
seguir transferidas para as parcelas, sendo que necessitam de um tempo maior
para germinarem, em relacdo a corda-de-viola. A partir da germinacdo, o
procedimento seguido foi idéntico ao utilizado para Corda-de-Viola. As Tabelas
XIX e XX apresentam os resultados das avaliagdes visuais (segundo SBCPD)*°
e porcentagem de controle (segundo ALAM) apds aplicagdo dos tratamentos,

de acordo com 0os modos e volumes de aplicagéo.

Tabela XVIII: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD*, dos efeitos dos
tratamentos sobre trapoeraba

trapoeraba
Tratamento Dose por 1ot et Epoca de avaliagdo (dias)
planta Aplicacéo

0 15 30

Dose Unica a Gl a

EF-10 8500 pL 5 doses (700pL) a < 2
Dose Unica b a a

EF-25 3500 pL 5 doses (700uL) b a 2
Dose Unica c b b

EF-50 AL 5 doses (700pL) c b b
Dose Unica b b a

ES-10 3500k ooces (oou) | b b 2
Dose Unica € c d

ES-25 3500 pL 5 doses (700uL) € € d
Dose Unica € e =

ES-50 3500 pL 5 doses (700uL) e < £

A Tabela XIX apresenta os resultados das avaliacdes visuais (segundo
SBCPD)*® apés aplicacdo dos tratamentos, de acordo com os modos e
volumes de aplicacédo. Os resultados apresentados para 0s ensaios realizados
com trapoeraba demonstram que nao houve diferenca significativa dos efeitos

obtidos para corda-de-viola, de acordo com a avaliacdo visual e que mais uma
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vez os tratamentos ES-25 e ES-50 s&o os mais eficientes no controle da planta
daninha.

No entanto, a avaliagédo visual ndo demonstra diferenca entre os modos
de aplicacdo, ndo sendo os mesmos um fator importante no resultado final. A
Tabela XX traz as porcentagens de controle dos tratamentos, demonstrando
que, de acordo com as observacdes visuais, apenas os tratamentos ES-25 e

ES-50 apresentam poder de controle total sobre o alvo.

Tabela XIX: Avaliagao segundo ALAM, da porcentagem de controle dos tratamentos
sobre trapoeraba

Tratamento Dglsaeni):r %ﬁggg‘;ﬁ Epoca g: [;?/Z:;?;Zo (dias)

b 0a 1? 30a
e - —"
e -
I e e
T -
e -
ES-50 3500 L [ d?)(;sei l(];é%il_) 1882 1905; 1882

. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente entre si pelo teste
F a 1% de probabilidade.

As aplicacdes seguiram o mesmo procedimento, sendo 0 (zero) dias
iniciado no momento da germinacdo das sementes, antes que a plantula
despontasse no solo. O resultado demonstrou que tanto trapoeraba quanto
corda-de-viola tiveram ou sofreram os mesmos efeitos quando submetidas aos
tratamentos. A semente germinou e a plantula conseguiu crescer (ou

desenvolveu-se com alguma dificuldade) apos a aplicacdo dos tratamentos EF-
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10, EF-25, EF-50 e também ES-10, sendo igualmente ineficientes para o
controle total da Trapoeraba nos periodos e volumes aplicados.

Os tratamentos ES-25 e ES-50 foram os Unicos a apresentar eficiéncia
para controlar a Trapoeraba no volume aplicado e nos trés estadios de
desenvolvimento da mesma. O tratamento ES-50 € 0 mais eficiente no controle
da planta daninha e seus efeitos comecam a aparecer 24 h apés a aplicacéo.

Diferentemente da corda-de-viola, as folhas verdadeiras da trapoeraba
aparecem mais tarde, por volta dos 20 dias ap0s a geminacado, no entanto os
sintomas apresentados pela planta sdo idénticos. Iniciam com uma leve
deformacgé&o nas bordas laterais das folhas, que vai aumentando com o passar
dos dias, murchando a folha que perde a coloracdo verde, tornando-se
amarelada e marrom. Com 48 h, todas as folhas ja apresentam sinais de
deformacéo nas bordas, e a folhas menores jA comecam a murchar. Os sinais
se tornam mais e mais evidentes, o processo de definhamento € muito rapido e
a planta apresenta um aspecto de doente ou morta.

No quinto dia apos a aplicacdo, as folhas da planta estdo totalmente
secas e caindo, o caule se torna duro e seco, a planta ja ndo cresce e nao ha

possibilidade de recuperacéo.

4.2.3. Avaliacao da seletividade do tratamento ES-50 aplicado sobre parcelas

constituidas pelas plantas daninhas e soja

Para avaliagdo da seletividade utilizou-se o tratamento ES-50, que foi

aplicado sobre parcelas contendo as plantas daninhas utilizadas no
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experimento e alguns cultivares de soja transgénica e soja convencional. As
parcelas continham:

- Trapoeraba + Corda-de-Viola + Soja transgénica (CD 214-RR);

- Trapoeraba + Corda-de-Viola + Soja convencional (BRS 133);

- Trapoeraba + Corda-de-Viola + Soja convencional (MG/BR 46).

O tratamento ES-50 foi o escolhido para essa avaliacdo devido a sua
eficiéncia no controle total das plantas daninhas; foi aplicado o volume de 3,5
mL/planta em dois diferentes modos de aplicacdo e os resultados foram
observados durante o periodo que foi desde a primeira aplicacdo até 10 dias
apos a ultima aplicacdo. Na Tabela XXI estdo dispostos os resultados da
avaliacdo visual (segundo SBCPD) apoés a aplicagdo do tratamento seguindo

0S modos e volume de aplicacgéo.

Tabela XX: Resultado das avaliagdes visuais segundo SBCPD>®, para o tratamento ES-50 sobre
plantas daninhas e cultivares de soja

Alvos Dose por planta Modo de aplicacdo Conceito (30 dias)

Trapoeraba 3500 pL 5 doses (,7(.)0“L) e
Dose unica

Corda-de-Viola 3500 pL 5 doses (,7(.)0“L) e
Dose unica

Soja (CD 214-RR) 3500 L ST, ar
Dose Unica

Soja (BRS 133) 3500 pL 5 doses (7004L) a*
Dose Unica

Soja (MG/BR 46) 3500 pL Sluuse sIIONE) a*
Dose Unica

a*: conceito apenas para efeitos sobre o desenvolvimento, ndo garante a produtividade

Os dados indicam os resultados no teste, as plantas daninhas foram
totalmente controladas pelo extrato enquanto que as amostras de soja
(transgénica e convencional) ndo demonstraram qualquer tipo de efeito relativo

ao extrato no periodo observado. As plantas daninhas apresentaram o0s
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mesmos sintomas assim que os efeitos do extrato se iniciaram, peguenas
deformagbes nas laterais que rapidamente se expandiram pela folha inteira,
fazendo com que a mesma murchasse e secasse completamente junto com a
planta.

Os cultivares de soja se mantiveram normais durante todo o tempo de
observacdo e cresceram tanto e tdo rapidamente quanto as testemunhas
utilizadas para comparacéao.

E importante observar que, apesar de a cultura ndo sofrer efeitos
externos aparentes sobre seu desenvolvimento, a garantia de seletividade
referida a um herbicida sé pode ser emitida a partir de dados de produtividade.
Se um determinado herbicida controla as pragas e permite que a cultura tenha
uma produtividade similar a verificada em testemunhas capinadas, fica claro

gue ndo houve efeitos negativos e o herbicida pode ser considerado eficaz e

seletivo & cultura (SBCPD).”®

4.3. Analise de Massa Seca

Apéds a avaliacdo do efeito herbicida relativo aos tratamentos, foi
feita também a analise da biomassa seca das plantas daninhas, assim como a
comparagcdo com a biomassa das testemunhas. Foram utilizadas na
comparacao as biomassas das testemunhas verdes e das mesmas secas em
estufa a 70 °C por 48 horas. Todos os valores apresentados sdo médias feitas
a partir dos valores das massas das plantas utilizadas nas parcelas em que

foram aplicados os tratamentos.
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A producéo de biomassa fresca da parte aérea foi reduzida em todas as
parcelas quando comparadas a testemunha. Nas Tabelas XXl e XXIlI
apresentam-se os valores para as biomassas da testemunha e as biomassas
secas das plantas, sendo as ultimas obtidas no 6° dia ap6s a aplicacdo dos

tratamentos e biomassa da testemunha apés 48 horas em estufa a 70 °C.

Tabela XXI: Biomassa seca obtida para corda-de-viola

EF-10 521 5,10 0,09
EF-25 521 4,51 0,09
EF-50 521 4,40 0,09
ES-10 521 4,41 0,09
ES-25 521 0,45 0,09
ES-50 5,21 0,24 0,09

BS | = Biomassa da planta no 6° dia apds aplicagdo do tratamento
BS Il = Biomassa da testemunha ap6s 48 h em estufa

® Testemunha ™ BS| ®mBSII

—_— —_— - —_— —_— —_—

EF-10 EF-25 EF-50 ES-10 ES-25 ES-50

Figura Il: Grafico ilustrando a relagdo entre as biomassas secas de corda-de-viola
BS | = Biomassa da planta no 6° dia apds aplicacéo do tratamento
BS Il = Biomassa da testemunha ap6s 48 h em estufa
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Tabela XXII: Biomassa seca obtida para trapoeraba

EF-10 4,11 4,01 0,20
EF-25 4,11 4,00 0,20
EF-50 4,11 3,97 0,20
ES-10 4,11 3,94 0,20
ES-25 4,11 0,47 0,20
ES-50 4,11 0,33 0,20

BS | = Biomassa da planta no 6° dia apés aplicagdo do tratamento
BS Il = Biomassa da testemunha ap6s 48 h em estufa

® Testemunha ™BS| mBSII

- - - - - -

EF-10 EF-25 EF-50 ES-10 ES-25 ES-50

Figura lll: Grafico ilustrando a relagdo entre as biomassas secas de trapoeraba

BS | = Biomassa da planta no 6° dia apds aplicagéo do tratamento
BS Il = Biomassa da testemunha ap6s 48 h em estufa

Pelos valores da biomassa seca pode-se verificar a acdo dos
tratamentos sobre as plantas daninhas, confirmando as caracteristicas e
capacidade de controle de cada concentracdo. As Figuras Il e Ill mostram os
graficos com a relagéo entre as biomassas, evidenciando que os extratos ES-
25 e ES-50 sdo os mais eficientes no controle das plantas daninhas utilizadas
neste experimento. Nota-se também que quase ndo h& diferenca entre a

biomassa seca dos demais tratamentos aplicados, EF-25, EF-50 e ES-10.
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4.4. Analise cromatografica via HPLC

Foram realizadas andlises cromatograficas para determinacdo e
identificagdo de flavondides, alcalbides e acidos fendlicos nas folhas de feijéo-
de-porco. As amostras obtidas através do método de extracao clevenger foram
analisadas e seus picos submetidos a comparacdo dos tempos de retengéo
com a ajuda de padrées de compostos conhecidos, cuja presenca nas
amostras era esperada, pois ja foram encontradas e identificadas por meio de
outras técnicas®.

Além dos tempos de retencéo utilizados na comparagado entre amostra e
padrdo, as andlises foram realizadas também em diferentes comprimentos de
onda na regidao do ultravioleta-visivel, 0 que proporcionou a seletividade entre
compostos cuja proximidade dos tempos de retencdo gerava duvidas sobre sua
identidade.

As amostras preparadas foram divididas em amostra aquosa e amostra
hidroalcodlica, e a analise das mesmas levou a identificacdo de 4 compostos
presentes nas folhas de feijdo-de-porco. As Figuras IV a X trazem os perfis
cromatograficos e a comparacao com os devidos padrdes de identificacéo.

Os tempos de retencdo dos compostos acido feralico e rutina sdo bem
préximos, 20 e 21 minutos respectivamente, e seus picos podem se confundir
quando estes estao presentes em uma amostra. A presenca de um pico em 20
minutos na amostra aquosa gerou uma ddavida em um primeiro momento sobre
gue composto seria, no entanto acabou sendo identificado como rutina com a
variacdo do comprimento de onda. A Figura IV mostra o cromatograma com a

comparacao dos tempos de retencdo dos padres &cido ferdlico e rutina e da
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amostra hidroalcodlica analisados pelo detector UV-Vis em A = 325 nm. Pode-
se observar na figura a sobreposicao entre picos a 20 minutos, dando a idéia
de que o pico no cromatograma pode ser do composto acido ferulico.

A amostra aquosa foi analisada uma segunda vez, em A = 265 nm, e
novamente comparada aos padrdes acido ferulico e rutina. A Figura V mostra
este cromatograma com a comparacéo dos tempos de retencao, tornando mais
facil a definicdo entre os dois compostos.

Ha o deslocamento do pico de 20 para 21 minutos, indicando agora
tratar-se do composto rutina, e ndo mais do &cido ferulico. O que confirma a

hipétese é o aumento no tamanho do pico, devido a maior absorbancia do

composto no comprimento de onda de 265 nm.

—— Amostra_Met-OH_325nm Ac_Ferulico

Rutina_265
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Figura IV: Cromatograma comparativo para identificagao e seletividade entre os compostos
rutina e acido ferdlico em A =325 nm
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Figura V: Cromatograma comparativo para identificacdo e seletividade entre os compostos
rutina e acido ferulico em A = 265 nm

As figuras VI e VII mostram os cromatogramas comparando os tempos

de retencao nos comprimentos de onda de 325 e 265 nm.

= Amostra_Met-OH_325nm Ac_p-Anisico

0,5

0,4

0,3

-0,1

Figura VI: Cromatograma comparativo para identificacdo do acido p-anisico através de padrao
em A =325nm
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Para identificacdo e quantificacdo do composto &cido p-anisico
comparou-se os tempos de retencdo do padrédo e da amostra, variando-se o
comprimento de onda para confirmar sua presenca na amostra. Mais uma vez
foi possivel identificar o composto pela coincidéncia dos tempos de retencao
com o padrdo na comparagcdo com a amostra, assim como a variagdo do
tamanho do pico no comprimento de onda de 265 nm, onde 0 composto possui

maior absorbancia.

—— Amostra_Met-OH_265 Ac_p-Anisico
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Figura VII: Cromatograma comparativo para identificagdo do acido p-anisico através de padrao
em A =265 nm

As Figuras VIII e IX mostram os perfis cromatograficos comparando as
amostras aquosas aos padrdes dos compostos acido clorogénico e naringina

nos comprimentos de onda 340 e 290 nm.
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——— Amostra-Ac_CloroG-Naringina Ac_CloroG

Naringina

0,5

0,4

0,3

0,2

A

| A

0,1

Y

5

M~ Al ——1
— m T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 \‘LQ_J.S 50

Figura VIII: Cromatograma comparativo para identificacdo dos compostos acido clorogénico e
naringina na amostra através de padrdo em A = 340 nm
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Figura IX: Cromatograma comparativo para identificagdo dos compostos acido clorogénico e
naringina na amostra através de padrdo em A =290 nm

Nestes casos, a identificacdo dos compostos ndo foi dificultada, os

tempos de retencdo na amostra foram compativeis com os tempos dos padrdes

dos compostos que se buscava, assim como a variagdo do tamanho dos picos

nos diferentes comprimentos de onda, que confirmaram as identidades dos

compostos.
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A analise quantitativa dos compostos foi feita utilizando método de
padrdo externo. Foram construidas curvas analiticas para 0s compostos
encontrados nas amostras através dos cromatogramas relativos aos padrdes
nas concentracées (0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 250 mg L™%). Todas as
determinacdes foram feitas em triplicata.

As Figuras X a Xl trazem os graficos (drea x concentracao)
representando as curvas analiticas para 0s compostos acido p-anisico

(A=265nm), acido clorogénico (A=325nm) e naringina e rutina (A=290nm).

3500000
3000000 4

2500000

2000000
1500000 s
1000000
500000 e y = 126271x + 3718,3
”/0/ R? = 0,9972
0

0 5 10 15 20 25 30

Figura X: Gréfico representando a curva analitica do composto rutina
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10000000
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Figura XI: Grafico representando a curva analitica do composto acido p-Anisico
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Figura XlI : Gréfico representando a curva analitica do composto acido clorogénico
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Figura XllI: Grafico representando a curva analitica do composto naringina

As curvas analiticas apresentam linearidade com relacdo a resposta do
detector no intervalo de concentracdo, com os coeficientes de correlacéo (R?)
superiores a 0,9900.

A andlise dos cromatogramas gerados pelas amostras e a comparagao
dos tempos de retencdo dos padrdes nos diferentes comprimentos de onda
permitiu a identificagdo de 4 compostos presentes nas amostras de folhas de

feijdo-de-porco, e através das concentracdes dos padrdes utilizados e a
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comparacao feita entre as areas dos picos, foi possivel também calcular a
possivel concentracdo do composto na amostra. A Tabela XXIV traz a relacéo
dos compostos identificados na amostra juntamente com seus respectivos
tempos de retencdo, comprimentos de onda de absor¢cdo e concentracao

calculadas.

Tabela XXIll: Compostos identificados com seus respectivos tempos de retencdo e
comprimento de onda que absorvem na regido do UV-Vis

Tempo de Comprimento de Concen tragbes
Composto retencéo onda no UV-Vis Na amostra Na planta
(min) (hm) (mg L) (mg kg™
Acido Clorogénico 9,15 340 4,42 88,41
Acido p-anisico 26,60 250 6,00 120,00
Naringina 25,20 290 3,75 75,00
Rutina 21,05 265 5,00 100,00

A Tabela XXV apresenta os valores para os limites de deteccédo e

quantificacéo calculados segundo IUPAC (LONG, 1983)%,

Tabela XXIV: Limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para os compostos
determinados

Composto LOD(mgL™ | LOQ(mgL™ Estrutura molecular
HOOC OH
) ﬁ OH
EID 0,0154 0,0513 A
Clorogénico o 0 c=c OH
OH
Acido p-anisico 0,0125 0,0418 CH30 COOH
Naringina 0,0642 0,2140
Rutina 0,0212 0,0706
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Estudos anteriores realizados com a espécie Canavalia ensiformis
(feijao-de-porco) demonstraram o potencial de seus componentes no controle
de espécies de plantas daninhas, como trapoeraba e corda-de-viola, que
trazem grandes prejuizos a culturas importantes como soja e cana-de-agucar.

Este trabalho vem complementar aqueles estudos com resultados
animadores, que podem levar a efetiva utilizagdo de compostos retirados de
plantas no combate a plantas daninhas, na tentativa de favorecer uma
agricultura menos carregada de compostos agressivos ao ambiente. Os testes
de seletividade utilizando extratos de diferentes concentracdes preparados a
partir das folhas e sementes de feijao-de-porco, confirmaram o potencial
bioerbicida dos compostos presentes nessas partes da planta. Os testes de
toxicidade para os extratos definiram que os tratamentos preparados a partir da
semente sdo os melhores para o controle efetivo das plantas daninhas de
estudo, trapoeraba e corda-de-viola.

As concentracBes 20 e 50 g L™ foram as mais eficientes no uso como
bioerbicida, conseguiram interromper totalmente o desenvolvimento das
invasoras nos periodos de aplicacdo escolhidos, de forma que ndo houve
qualguer chance de recuperacdo para as plantas. Dados obtidos apés
aplicacdo dos tratamentos revelam que a reducdo da biomassa das plantas
chegou a 87,97% e 91,56% para as respectivas concentragdes. Os efeitos
sobre as plantas sao rapidos, aparecendo em 36 horas, e sdo devastadores,
iniciando pela destruicdo das folhas, que secam e murcham, e apés 72 horas
os efeitos sado visiveis em toda a planta, que para de crescer e inicia o

processo de definhamento, secando e murchando inteiramente. A aplicagao de
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um volume de 3,5 mL em uma planta que se desenvolve por até 30 dias apés a
germinacao de sua semente, é suficiente para controle total da espécie em até
5 dias utlizando essas concentracbes. Os demais tratamentos com
concentragfes menores apresentaram niveis de controle variados, causando
danos leves ou moderados, prejudicando o desenvolvimento efetivo das
plantas, mas permitindo sua recuperacao parcial ou total. Estes tratamentos
podem ser utilizados para um controle especifico, como inibicdo de
crescimento ou desenvolvimento da planta daninha, ou outra finalidade menos
drastica que a morte.

Foi testada também a seletividade dos tratamentos 25 e 50 g L™,
aplicando os mesmo sobre parcelas constituidas pelas plantas daninhas em
estudo e por cultivares de soja transgénica e convencional. Os tratamentos
apresentaram os resultados normais de controle sobre as plantas daninhas,
porem ndo afetaram visivelmente os cultivares de soja, tanto transgénico
guanto convencional, que se desenvolveram normalmente durante o periodo
de observagcdo que foi até 15 dias apdés a morte das plantas daninhas. De
alguma forma, pelo fato de a soja ser também uma leguminosa, ndo é
aparentemente afetada pelos compostos presentes nos tratamentos. Isto, no
entanto, ndo significa que os tratamentos sejam seletivos a cultura, pois testes
de produtividade devem ser realizados posteriormente para a confirmagéo

desta hipétese.
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5. Conclusodes

Diante do quadro que se apresenta na atualidade em relacdo a
agricultura e as necessidades de se obter uma produgao sempre representada
por quantidade e qualidade, é inegavel o beneficio obtido com a utilizacdo de
herbicidas no controle de plantas daninhas, assim como sdo muito faceis de se
notar os problemas relativos ao uso dos mesmos.

E de grande interesse que se consigam produtos menos agressivos ao
ambiente, e nessa linha de pensamento os compostos obtidos da prépria
natureza ganham cada vez mais espago nas pesquisas, na esperanca de que
possam contribuir com essas caracteristicas. De encontro a essa tendéncia,
este trabalho traz resultados interessantes no que diz respeito a utilizagdo de
compostos naturais com efeitos eficazes no controle de plantas daninhas.

Os extratos preparados de folhas e sementes de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) demonstraram eficiéncia no controle das plantas
daninhas utilizadas no trabalho, trapoeraba (Commelina benghalensis) e corda-
de-viola (Ipomoea grandifolia), podendo assim ser utilizados como bioerbicidas
pés-emergentes. Sendo as duas plantas dicotiledéneas de folha larga, €
possivel que espécies com essas caracteristicas possam também ser
controladas ou sofrer o0s mesmos efeitos sob agédo do tratamento, observando-
se as variaveis volume e modo de aplicacgéo.

As concentracdes 25 e 50 g L™ preparadas de sementes de feijdo-de-
porco foram as Unicas que apresentaram controle total sobre as plantas
daninhas estudadas, a acdo dos extratos é rapida e eficiente, em menos de 48

horas os efeitos comecam a aparecer e em uma semana o desenvolvimento
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das plantas daninhas é totalmente interrompido, sem chance de qualquer tipo
recuperacdo. As demais concentracoes podem ser utilizadas de acordo com a
necessidade, para um controle parcial sobre invasoras em culturas.

A seletividade dos extratos com relagdo a cultivares de soja foi também
testada apresentando resultado promissor. As amostras de soja transgénica e
convencional ndo foram afetadas pelos extratos, demonstrando aparente
imunidade a sua acéo. Apesar de a soja ser uma dicotiledonea de folha larga
como as plantas daninhas, ela pertence a mesma familia (Fabaceae) do feijao-
de-porco, podendo ser esta a razdo pela qual a mesma nao sofre os efeitos do
extrato, o que deve ser devidamente comprovado através de testes de
produtividade da cultura. Nas folhas foram detectados e identificados com
sucesso 0s compostos fenélicos acido clorogénico, acido p-anisico, naringina e
rutina, determinados via HPLC.

O preparo destes extratos € muito simples e facil, no entanto h4 que se
fazer um estudo sobre custos, jA& que ndo € necessaria utlizacdo de
equipamentos sofisticados ou caros, e a agua nao carece de elevada
purificagdo, mantendo os efeitos e a eficiéncia no controle das plantas
daninhas. O aprimoramento do preparo pode levar a definicdo de uma mistura
Otima de agua e semente, que determinara a concentracdo desejada, evitando
a etapa de retirada de agua em rotaevaporador, colaborando também para
baixar o custo de preparo.

Deve-se realizar a aplicacdo de campo destes extratos, avaliando sua
acdo sobre plantas daninhas com mais de 30 dias apds a germinagédo de sua
semente, assim como avaliar a produtividade de uma cultura sob acao dos

extratos, para confirmar sua seletividade.
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