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RESUMO: A mandioca e a soja tem grande importancia econémica para a regido de Paranavai.
Estudos prévios mostraram que extratos de folhas de mandioca inibem a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas de tomate. Os objetivos deste trabalho foram identificar o
potencial citotéxico de folhas de mandioca, através do teste Allium Cepa e identificar se extrato
aquoso de folhas de mandioca pode interferir na germinagéo, no crescimento, na biomassa e na
viabilidade celular de sementes de soja e amendoim-bravo. Amendoim-bravo é uma planta
considerada indesejavel em plantagdes, pois compete com as plantas cultivadas por espaco, luz, agua e
nutrientes, provocando perdas na producdo vegetal. Extrato de folhas de mandioca foram preparados
utilizando-se 10g de folhas secas maceradas em 100mL de agua destilada, este constituiu o extrato
100% e depois este extrato foi diluido nas concentragdes de 50% e 25%. Foi determinada a viabilidade
celular utilizando corante azul de Evans e a leitura feita em espectrofotémetro a 600nm. Os resultados
do teste Allium cepa mostraram que o extrato de folha de mandioca foi citotdxico na concentracdo de
50%. Quanto & germinagédo as sementes de amendoim-bravo submetidas ao tratamento com extrato na
concentragdo de 50% apresentou uma reducdo de 19%, e o tratamento na concentragcdo 100%
apresentou uma reducgéo de 20% na germinacdo quando comparado ao controle, na concentracdo de
25% a reducdo foi de 5%, em soja ocorreu reducdo de 9% nas concentragcdes 25% e 100%. O extrato
comprometeu o crescimento das radiculas de amendoim-bravo nas concentragdes de 50% e 100%, nas
sementes de soja afetou o crescimento das radiculas em todas as concentracBes. O extrato
comprometeu a biomassa fresca e seca das sementes de amendoim-bravo e soja. As sementes de
amendoim-bravo submetidas aos tratamentos de 25% e 100% apresentaram maior morte celular. Nas
sementes de soja a morte celular foi elevada no tratamento 100%. Portanto o extrato foliar de
mandioca comprometeu a germinacgédo, crescimento inicial e biomassa das plantulas, apresentando uma
citotoxicidade maior na concentracdo de 50%. O extrato causa morte celular mais elevada nos
tratamentos, quando comparados ao controle, principalmente na concentracéo de 100%.
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INTRODUCAO

Desde a antiguidade ja se sabia que as plantas poderiam interferir no desenvolvimento
de outras plantas. No século 11l a.C. Teofrasto recomendava que ndo se cultivasse a couve
junto com a videira, pois os “odores” da primeira prejudicavam o desenvolvimento da
segunda. Escritos da renascenca ja mencionavam a antipatia entre as plantas, autores da época

afirmavam que o pepino cresce mal junto com a oliveira.

Na natureza, as plantas estdo expostas aos diversos fatores bioticos e abioticos. A

pressdo exercida por estes fatores permitiu que, ao longo do processo evolutivo, elas
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desenvolvessem numerosas rotas metabdlicas de biossintese. Isto as possibilitou desenvolver
a capacidade de acumular e excretar uma variedade de compostos conhecidos como
secundarios. Primordialmente a denominacdo de composto secundario foi proposta quando
ainda eram desconhecidas suas fungdes especificas.

Os mecanismos de acdo dos aleloquimicos estdo relacionados a processos fisioldgicos
na planta. No entanto, os efeitos desses compostos ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Uma das grandes dificuldades que se apresenta € que essas substancias afetam
mais de uma funcdo e provocam efeitos secundarios dificeis de distinguir dos principais. O
efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas € somente uma sinalizagdo retardada de
mudancas anteriores que ocorreram a nivel molecular e celular.

Atualmente mais de 45000 compostos secundarios sdo conhecidos e 0 mecanismo de
acao destes compostos ainda ndo foi todo elucidado, pois ndo existe um mecanismo de acao
padrdo para a atuacdo destes compostos. A literatura tem mostrado que os aleloquimicos
atuam em nivel de metabolismo celular, podendo ativar ou inibir enzimas ou interferir
alterando a permeabilidade da membrana plasmatica.

Para se estabelecer uma possivel relacdo de alelopatia uma das principais variaveis
analisadas nos testes com aleloquimicos é a germinacdo. Ela é menos sensivel aos
aleloguimicos que o crescimento da plantula, porém a sua quantificacdo é muito mais simples,
pois para cada semente o fenbmeno é discreto germina ou ndo germina. Os testes de
germinacdo sdo simples de serem realizados, no entanto ha uma série de cuidados que devem
ser tomados para que se possam ter respostas reproduziveis.

Muitos estudos que envolvem a alelopatia sdo desenvolvidos baseando-se no tipo de
plantas encontradas em determinada regido, seja de ocorréncia natural ou obtidas em culturas
praticadas pelo homem. Segundo Souza (2003) na regido de Botucatu, SP foi constatada uma
reducdo no desenvolvimento inicial de mudas de eucalipto (Eucaliptus grandis) plantadas em
antigas pastagens de capim braquiaria (Brachiaria decumbens), experimentos conduzidos em
casa de vegetacdo mostraram que houve reducdo na matéria seca, altura das plantas, teor de
clorofila e érea foliar.

Foi encontrado na Espanha que Quercus robur L. e Acacia melanoxylon geravam
inibicdo de crescimento e desenvolvimento de alface, sendo o efeito alelopatico devido

principalmente a compostos fendlicos (Souto et al., 1994). A resteva (restos da cultura
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anterior) de trigo retardou o crescimento de plantas de algod&o (Hicks et al., 1989) ou de arroz
na rotacédo de culturas.

O aleloguimico cumarico, derivado da via dos fenilpropenoides inibe o crescimento e
reduz o peso fresco e seco de plantas de milho, canola (Baleroni et al., 2000) e pepino
(Politycka e Mielzarz, 2007).

Utilizando-se de células meristematicas de Allium cepa, Chauan et al. (1999),
estudaram o potencial clastogénico de Cypermethrim e Fenvalerate (pesticidas), sendo que 0s
resultados obtidos pelo sistema teste de Allium cepa teve boa correlagdo com o sistema teste
de mamiferos, indicando o uso deste sistema como uma alternativa para 0 monitoramento do
potencial genotoxico de varios compostos quimicos (Bagatini et al. 2007).

O método de avaliacdo de alteracbes cromossémicas em raizes de Allium é validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS,0MS) e o Programa Ambiental das
NagOes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise ¢ monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (Cabrera; Rodriguez, 1999).

Fiskesjo (1993, 1994), ressaltou a importancia e a utilidade de sistemas testes vegetal
na avaliacdo de riscos de genotoxicidade e enfatizou que apesar das diferencas entre 0s
metabolismos de plantas e animais, ha também similaridades, e que a ativacdo de pro-
mutagénicos em plantas possui alta relevancia, pois seres humanos consomem plantas tratadas
com agentes quimicos.

Entre todas as culturas, a mandioca (Manihot esculenta) é considerada a de mais alta
produtividade de calorias e a de maior eficiéncia biolégica como fonte de energia, além de
apresentar boa adaptacdo a solos deficientes em nutrientes (Nassar, 2006). E uma planta
nativa do Brasil e sua cadeia produtiva emprega cerca de dois milhdes de pessoas (Silva, et al,
2012). Apesar de apresentar alto potencial produtivo, ocorre uma grande perda na producéo
devido a infestacdo desta cultura por plantas daninhas que sdo controladas de forma
inadequada e assim comprometem 0 numero de raizes e 0 peso destas. De acordo com
Peressin & Carvalho (2002), os gastos com controle das plantas daninhas nos mandiocais
representam aproximadamente 40% do custo de producdo. Entre os efeitos decorrentes da
presenca de plantas daninhas, 0 sombreamento promovido pelas espécies que se desenvolvem
mais rapidamente na fase inicial do crescimento da cultura parece ser o mais relevante (Cruz
& Pelacani, 1993).
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. O amendoim bravo encontrado com frequéncia em plantacdes no Parana é uma das
plantas daninhas que mais causa prejuizo para a agricultura. E uma das invasoras mais
temidas pelos produtores, em funcdo da dificuldade de controle, sendo frequente em todo o
pais. Ele compromete o desenvolvimento de culturas como de citros, mandioca, soja, milho,
algodao, arroz, trigo entre outras. Suas sementes germinam durante o periodo quente do ano,
emergindo de até 12 cm de profundidade e mantendo a viabilidade germinativa por varios
anos, mesmo quando enterradas. Na regido de Paranavai o cultivo de mandioca constitui uma
fonte de renda importante para muitos agricultores e tanto o capim braquiaria como o
amendoim bravo s&o plantas daninhas que interferem nesta cultura.

Estudos feitos na Bahia, utilizando cultivo de laranja Citrus sinensis (L), mostraram
que plantas silvestres produzem substancias que podem ser utilizadas como herbicidas
naturais no controle de plantas daninhas que interferem nesta cultura (Dias e Carvalho, 2010).
Silva e Aquila (2006) demonstraram que extratos foliares de Cecropia pachystachya Trec.
(Urticaceae), Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. (Fabaceae), Psychotria leiocarpa Cham.
& Schitdl (Rubiaceae), Sapium glandulatum (Vell.) Pax (Euphorbiaceae) e Sorocea
bonplandii (Baill.) Burg., Lanj. & Boer (Moraceae), atrasaram a germinagdo de aquénios e
crescimento das plantulas de alface, demonstrando o potencial alelopatico.

No Brasil, assim como em outros paises a utilizacdo de herbicidas é muito grande o
gue gera altos custos na producdo além da permanéncia de residuos destas substancias no
ambiente e nas plantas, contaminado os alimentos e comprometendo sua qualidade. Estudos
recentes mostram que agrotdxicos podem permanecer nos alimentos e seu consumo pode
desencadear doencas como neoplasias (Ribeiro; Salvadori; Marques, 2003).

A necessidade crescente de substituicdo de insumos quimicos sintéticos nos
agroecossistemas por materiais produzidos naturalmente motiva pesquisas aplicadas a
alelopatia, uma vez que os beneficios da pesquisa alelopatica podem contribuir para a
sustentabilidade dos sistemas de produgdo e a conservacdo da vegetagdo natural ou
seminatural (Smith & Martin 1994, Macias et al. 1998, Chou 1999, Olofsdotter & Mallik
2001, Chou 2006). Por outro lado, substancias vegetais com atividade alelopética representam
futuro promissor para a obtencdo de novos materiais, cuja molécula possa ser sintetizada e
comercializada em larga escala.

Os compostos alelopaticos surgem como uma alternativa para o controle de plantas
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daninhas e mais estudos sdo necessarios para que estes compostos possam ser empregados na
agricultura.

Sabendo-se que as folhas de mandioca ndo sdo utilizadas comercialmente e sédo
consideradas muitas vezes restos da producdo surge a possibilidade da realizacdo de testes de
germinacdo, crescimento e citotoxicidade de extratos obtidos destas folhas para controlar
espécies de plantas daninhas que interferem no desenvolvimento de culturas do noroeste do

Parana.

OBJETIVOS

Estudar os efeitos dos tratamentos com extratos de folhas de mandioca em sementes
de soja, braquiaria e amendoim-bravo e determinar se estes extratos podem comprometer a
germinacdo e crescimento inicial das plantulas, visando uma possivel utilizacdo destes
extratos como herbicidas naturais. Este estudo foi feito através da analise de:
Porcentagem de germinacao das espécies testadas;
Crescimento inicial das plantulas;
Determinacdo da viabilidade celular;

Avaliacdo do potencial citotoxico através da aplicacdo do teste do Allium cepa.

METODOLOGIA

Sementes de soja e amendoim-bravo foram obtidas comercialmente e esterilizadas em
hipoclorito de s6dio a 2% durante dois minutos e lavadas em seguida em agua destilada.
Separadamente de acordo com a espécie as sementes foram germinadas em placas de Petri
contendo duas folhas de papel de germinacdo umedecidas em agua destilada, que representou
0 grupo controle. Os extratos de folhas utilizados foram preparados a partir do método de
maceracao no qual foram adicionados 50 mL de &gua destilada para cada 10 g de biomassa
seca de folhas de mandioca (Silva e Aquila, 2006). Posteriormente, os extratos foram
filtrados, seguindo-se centrifugacdo a 1308xg por 10 minutos, sendo 0s sobrenadantes
utilizados diretamente nos bioensaios, que correspondera ao extrato 100%, este extrato
também foi diluido para testes nas concentracdes de 50% e 25%. Para avaliar o efeito dos
extratos sobre a germinacdo das sementes a exposi¢do foi de 96 horas para a soja e de 10 dias
para a braquiaria e amendoim-bravo, com contagem de sementes germinadas a cada 24 horas.

Considera-se a ocorréncia de germinacdo a protrusdo da radicula (Ferreira e Aquila, 2000).
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Apobs o experimento de germinagdo com auxilio de régua milimetrada, foram medidos os
comprimentos das raizes de todas as plantulas, de cada repeticdo e os resultados foram
expressos em centimetros. Raizes de plantulas germinadas nas condicGes ja descritas foram
colocadas em solucdo de Azul de Evans 0,25% durante 15 minutos. Em seguidas as raizes
foram colocadas em placas de Petri contendo &gua destilada durante 30 minutos. Foi cortado 1
cm da extremidade e transferido para ependorff contendo 1ml de dimetilformamida durante
50 minutos. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 600 nm. Bulbos de cebola de tamanho
médio foram obtidos comercialmente e submetidos ao teste do Allium cepa. Os bulbos foram
lavados em 4agua corrente e escarificados. Os bulbos controles permaneceram em agua
destilada em temperatura ambiente, enquanto os bulbos tratados ficaram inicialmente cinco
dias em agua e depois foram separados em dois grupos, 0 primeiro permaneceu 48h em
contato com o extrato de mandioca e mais 24h em &gua destilada para recuperacdo. O
segundo grupo permaneceu no extrato sem a recuperagdo. Apds este periodo as raizes foram

lavadas, cortadas e medidas para a avaliacdo da toxicidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho € possivel verificar que o extrato de folha de mandioca nas
concentracdes de 25%, 50% e 100% foram capazes de comprometer o desenvolvimento
inicial de amendoim-bravo e soja. Nas sementes de amendoim-bravo o extrato nas
concentracfes de 50% e 100% apresentou reducdo consideravel no nimero de sementes
germinadas, afetando também o comprimento das radiculas e as biomassas fresca e seca. Ja
nas sementes de soja 0s extratos nas concentracdes de 25%, 50% e 100% afetaram o
comprimento das radiculas. Quanto a citotoxicidade das folhas de mandioca verificou-se que
0 extrato é mais toxico na concentragdo de 50% apresentando uma redugdo no comprimento
da radicula da cebola de 39% quando comparado ao controle, e na recuperagdo ndo obteve
melhora, j& nas concentracBes de 25% e 100% nao houve reducdo significativa, na
concentracdo 25% a reducdo foi de 13% e na concentracdo de 100% né&o houve redugédo do
comprimento quando comparados ao controle. A analise de viabilidade celular mostrou que o
extrato na concentragdo 100% apresentou morte celular significativa quando comparado ao
controle e foi maior para o amendoim-bravo. Bazimarakenga et al. (1995) relataram que

acidos fendlicos diminuiram o nimero de grupos sulfidrila em raizes de soja, sugerindo que
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presentes na folha de mandioca sdo pouco estudados.

nas concentragdes de 25%, 50% e 100% extrato.

tal deplecdo pode inativar enzimas (ATPases) como as proteinas de transporte. Tais alteracdes
comprometeriam a permeabilidade das membranas plasmaticas. Sabe-se que compostos
quimicos da folha de mandioca é capaz de inibir a germinacdo e o crescimento inicial de

amendoim bravo e soja como mostrado neste trabalho, entretanto os compostos quimicos

Tabela 1- Comprimento, biomassas fresca, biomassa seca e viabilidade celular de sementes de

Soja Comprimento Biomassa Fresca | Biomassa Seca (g) | Viabilidade
em (cm) () Celular

Controle 4,86+0,45 a 1,8216 0,1879 0,340nm
n=15 n=20 n=20

Folhas 25% 2,91+0,15b 1,0521 0,1308 0,311nm
n=15 n=20 n=20

Folhas 50% 2,98+0,20 b 0,7650 0,0822 0,333nm
n=15 n=20 n=20

Folhas 100% 1,92+0,16 c 0,7370 0,0938 1,960nm
n=15 n=20 n=20

Amendoim-

bravo

Controle 10,70+0,14 a 1,076 0,033 0,353nm
n=20 n=20 n=20

Folhas 25% 11,4+0,16 a 1,076 0,0139 0,429nm
n=20 n=20 n=12

Folhas 50% 5,62+0,61 b 0,447 0,024 0,304nm
n=20 n=20 n=20

Folhas 100% 2,91+0,18 ¢ 0,176 0,015 0,811nm
n=20 n=20 n=20

*Médias seguidas por letras diferentes diferem significantemente entre si a 5% de probabilidade pelo teste t de

Bonferroni. As comparagdes foram feitas entre individuos de mesma espécie.
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Figura 1- Gréfico de porcentagem de germinagdo de sementes de amendoim-bravo e soja
submetidos aos tratamentos com extratos de folhas de mandioca.
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Figura 2- Gréfico de citotoxicidade de extrato de folhas de mandioca nas concentracdes de
50% e 100% ambos com recuperacdo, sobre raizes de cebola. O comprimento das raizes de
controle é considerado 100% para a construgdo do grafico.
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CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de folhas de mandioca comprometeu a germinacdo e o desenvolvimento
inicial de plantulas de amendoim-bravo e soja, principalmente na concentracdo de 100%
apresentando diminuigdo no numero de sementes germinadas, diminuicdo na média de
crescimento das radiculas, diminui¢do na biomassa fresca e na biomassa seca, e morte celular
elevada, quando em comparacdo com o controle. Quanto a citotoxicidade do extrato, esta foi
maior na concentracdo de 50%, ndo apresentando melhora na recuperagdo. Portanto extratos
de folhas de mandioca podem ser testados no campo para estudo como potencial herbicida

natural.
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