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RESUMO

O milho é uma cultura de interesse comercial do pais, sua produgéo anual fica atras
apenas da produgdo de soja. Um dos principais interferentes que acometem a
produtividade das lavouras dessa cultura é a presenca de plantas daninhas que
crescem indesejavelmente nos locais de plantio, essas plantas competem com a
cultura por espaco fisico, nutrientes, luz solar e agua, fazendo com que ocorra queda
na produtividade e outros danos que podem ser irreversiveis. Para que se tenha
controle dessas plantas, se faz o uso de herbicidas que podem ser toxicos para os
seres humanos e animais que existam na mesma regido, além disso algumas
especies de plantas daninhas se tornam resistentes por conta do uso continuo sem
rotacdo de mecanismos e em quantidades diferentes daquelas recomendadas em
bula. Dessa forma, a alelopatia pode ser uma grande aliada, uma vez que os efeitos
causados pela produgéo de algumas moléculas por uma planta podem ter influéncia
em outra, sendo os mesmos estimulantes ou inibitérios, por conta dessa ultima
caracteristica os efeitos da alelopatia podem ser satisfatorios para inibir a presenga
de plantas daninhas em lavouras. Além de ser efetivo para o controle de plantas
daninhas, o aleloquimico precisa apresentar seletividade para plantas cultivadas.
Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico e a
seletividade da piplartina, metabdlito especializado extraido de caules e folhas de P.
tuberculatum Jacq, em fase de germinacgao e crescimento de sementes e plantas de
milho. Para o ensaio de germinacao foram determinados tempo médio de germinacao,
indice de velocidade de germinagao, avaliagdo da anormalidade e de plantas mortas
e comprimento da radicula e hipocdtilo. Para os testes de seletividade realizou-se a
aplicagdo do aleloquimico em duas modalidades, para o experimento de pre-
emergéncia, foram estabelecidos o percentual de emergéncia, o indice de velocidade
de emergéncia, tempo médio de emergéncia, bem como, foi realizada a medig¢ao da
altura de planta, didmetro de caule em intervalo de tempo estabelecido, também
comprimento de parte aérea e das raizes, numero de folhas, fitotoxicidade e matérias
verde e seca da parte aérea e de raiz. Para a modalidade de pds-emergéncia realizou-
se 0s mesmos testes exceto indice de velocidade e tempo médio de emergéncia. No
bioensaio de germinagdo observou-se maior interferéncia da agéo do aleloquimico
nas plantulas, sendo observado grande numero de plantas anormais e diminui¢do nos
comprimentos de parte aérea e sistemas radiculares, principalmente quando
submetidas a concentracdo de 500 ppm. Nas modalidades de pré e pds emergéncia
observou-se alguns resultados negativos em algumas variaveis, principalmente
quando as plantas foram submetidas a concentragdes de 3000 e 4000 ppm. As
principais variaveis afetadas em pré foram, altura de planta, comprimento de parte
aérea e raizes, massa verde das raizes, e em pés foram comprimento de parte aérea,
massa verde e seca das raizes. Mesmo observando alguns resultados negativos
influenciados pela piplartina, as diferencas entre as concentracoes foram pequenas.
Podemos afirmar que os resultados do trabalho foram promissores em relagdo a
seletividade do aleloquimico para cultura alvo.

Palavras-chave: alelopatia; bioherbicida; milho; produtos naturais.



ABSTRACT

Corn is a commercially significant crop in the country, with annual production second
only to soybeans. One of the main challenges affecting the productivity of corn fields
is the presence of unwanted weeds that grow in the planting areas. These weeds
compete with the crop for physical space, nutrients, sunlight, and water, resulting in a
decline in productivity and potentially irreversible damage. To control these weeds,
herbicides are commonly used, but they can be toxic to humans and animals in the
same region. Additionally, some weed species become resistant due to continuous
and high-volume herbicide use. In this context, allelopathy can be a valuable ally. The
effects caused by the production of certain molecules by one plant can influence
others, either stimulating or inhibiting their growth. Due to this inhibitory characteristic,
allelopathy can effectively inhibit the presence of weeds in fields. Besides being
effective in weed control, allelochemicals need to exhibit selectivity for cultivated
plants. Therefore, this study aimed to evaluate the allelopathic potential and selectivity
of piplartine, a specialized metabolite extracted from stems and leaves of P.
tuberculatum Jacq, during the germination and growth phases of corn seeds and
plants. Germination assays determined average germination time, germination speed
index, abnormalities assessment, and radicle and hypocotyl length measurements.
Selectivity tests involved applying the allelochemical in two modalities: pre-emergence
and post-emergence. In the germination bioassay, greater interference of the
allelochemical was observed in seedlings, with a significant number of abnormal plants
and reduced lengths of aerial parts and root systems, especially at a concentration of
500 ppm. In both pre-emergence and post-emergence modalities, some negative
results were observed in various variables, especially when plants were subjected to
concentrations of 3000 and 4000 ppm. The main affected variables in pre-emergence
were plant height, aerial and root length, and green mass of roots. In post-emergence,
affected variables included aerial part length and green and dry mass of roots. Despite
some negative results influenced by piplartine, the differences between concentrations
were small. It can be concluded that the results of the study were promising regarding
the selectivity of the allelochemical for the target crop.

Keywords: allelopathy; bioherbicide; corn; natural product.
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1 INTRODUGAO

Alelopatia pode ser definida como a interferéncia que uma planta exerce sobre
outra, seja no seu crescimento, desenvolvimento ou germinagcdo. Segundo Pires e
Oliveira (2011), essa interferéncia pode ser negativa, positiva ou neutra. O termo
deriva das palavras allélon e pathos, que significam respectivamente “de um para o
outro” e “sofrer”. Foi primeiramente determinado por Molich em 1937. Moléculas com
potencial alelopatico sao produzidas por metabdlitos especializados das plantas e sao
liberadas ao ambiente de diferentes formas.

Plantas do género Piper se destacam pela grande quantidade de compostos ja
isolados como lignanas e amidas com possiveis propriedades inseticidas (MIRANDA
et al., 2002), uma das espécies € a Piper tuberculatum Jacq, que é capaz de produzir
diversas amidas com propriedades interessantes, entre elas, a piplartina, que vem
demonstrando significativo potencial alelopatico, apesar de se encontrar poucos
relatos sobre essa molécula em estudos académicos. Plantas indesejaveis em
culturas de interesse econdmico, se constitui em um dos principais problemas
enfrentados por produtores de gréos, pois sdo plantas invasoras que competem com
a cultura, por luz, agua, nutrientes do solo e espago fisico (KARAM; MELHORANCA,
2008), ocasionando diminuicdo na produtividade ou até mesmo erradicacdo de
algumas espécies. Geralmente essas plantas, possuem alta taxa de germinagao e se
adaptam facilmente aos locais de invasao, dificultando ainda mais o seu manejo,
dentre outros danos indiretos os quais podem prejudicar todo o ciclo de manejo da
lavoura (se quiser pode reescrever com as suas palavras, mas seria interessante
apenas relembrar dos danos indiretos).

O controle com herbicidas € o método mais utilizado no manejo de plantas
daninhas. No entanto, o uso inadequado destes defensivos agricolas pode intensificar
0 processo de selegcdo de plantas daninhas tolerantes e resistentes
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003). Podemos relacionar essa
problematica com a alelopatia, por meio dos efeitos negativos (inibir o crescimento ou
causar a morte de outras espécies), que esta ligada a alternativas promissoras na
substituicdo de manejos convencionais, reduzindo a resisténcia dessas plantas, a
medida que as controla.

O agente inibidor deve apresentar seletividade para a cultura de interesse

econdmico, nao provocando injurias na parte aérea ou no sistema radicular, uma vez
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que herbicidas convencionais, ou bioherbicidas como a piplartina, podem causar
diversos efeitos fitotéxicos (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003). Sendo
assim, é de fundamental importancia realizar a avaliagdo em condi¢gdes proximas ao
do campo, da influéncia dessa molécula, na fase de germinagédo e crescimento da
cultura de interesse, nesta ultima realizar nas modalidades de pré e pds-emergéncia,
a fim de avaliar os possiveis danos causados pelo bioherbicida.

Culturas como a do milho (Z. Mays), sédo importantes economicamente no pais.
Destacando-se em termos de producdo, nas lavouras brasileiras, perdendo apenas
para a producdo de soja (Glycine max). Exerce fungdo importante tanto na
alimentagao humana, quanto na dos animais, e representa boa parte das exportacdes
realizadas pelo pais nos ultimos anos.

O uso de biomoléculas como controle alternativo de plantas invasoras tem
grande relevancia e importancia, uma vez que a utilizagao de defensivos agricolas no
controle tradicional, quando utilizados de forma errada, podem se tornar prejudiciais
para o meio ambiente. Além de serem considerados moléculas ambientalmente mais
limpas, os compostos alelopaticos possuem tempo de exposicdo ao meio ambiente
mais curtos, consecutivamente reduzindo o risco de contaminagado e poluicéo
ambiental.

Estudos do potencial alelopatico de diferentes espécies, bem como de
biomoléculas, sdo de grande importancia para a inovagao tecnoldgica, cientifica e

econdmica do pais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Analisar a seletividade e o potencial alelopatico da piplartina, amida isolada de

Piper Tuberculatum Jacq, para a cultura do milho (Zea mays).

2.2 Especificos

e Examinar a influéncia de diferentes concentragdes da solugao de piplartina (0,
125, 250, 500, e 750 ppm), sobre o processo de germinagao de sementes de

milho (Zea mays).
e Avaliar a seletividade de diferentes concentragdes da solugao de piplartina, (0,
1000, 2000, 3000 e 4000 ppm), nas modalidades de pré e pds-emergéncia em

cultura de milho (Zea mays).

e Realizar o tratamento estatistico dos dados obtidos a partir das medicdes.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Produtos Naturais

O Brasil em toda a sua extensao territorial, abriga distintas caracteristicas em
6 biomas diferentes (Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica e
Pampa) e, portanto, apresenta grande potencial para fornecer inumeros produtos
naturais. Milhares de espécies de plantas podem contribuir na descoberta de
principios ativos que apresentem potencial para originar novos farmacos, alimentos
com alto valor nutricional, plantas de uso medicinal, e até mesmo na obtencao de
novos defensivos agricolas, entre outros produtos que auxiliem na inovagéo quimica
e tecnoldgica brasileira (FILHO, 2010).

Segundo Pinto et al. (2002) a Quimica de Produtos Naturais (QPN) é
considerada a subarea mais antiga da quimica organica, e no Brasil a area mais antiga
em estudos de Quimica (BERLINCK et al., 2017). Seus fundamentos ddo origem a
trabalhos académicos feitos nas mais diversas areas, como a da toxicologia,
farmacologia, analise de antioxidantes e de propriedades inibitérias de crescimento
de microrganismos, atividade bioldgica, alelopatia de extratos brutos de plantas ou em
diferentes formulagdes, entre outras areas que podem se beneficiar da QPN (PINTO
et al., 2002).

O estudo da QPN esta relacionado a obtencao de metabdlitos produzidos por
diferentes organismos vivos e que podem apresentar principios ativos importantes.
Os avangos relacionados a QPN que envolvem novos métodos de extragao,
isolamento de compostos, bem como purificagdo e a identificagdo, tem ajudado de
maneira significativa na descoberta de novos metabdlitos secundarios (Ferreira e
Aquila, 2000). As plantas em especial, produzem uma grande quantidade de
compostos organicos que podem ser classificados como metabdlitos primarios e
secundarios (BORGES; AMORIM, 2020), esses compostos sdo essenciais para a
sobrevivéncia e evolugao destas plantas.

Metabdlitos primarios sdo os compostos ligados ao crescimento,
desenvolvimento, fungdo estrutural e de armazenamento de energia das plantas,
atuam exercendo fungdes basicas e essenciais para as mesmas. Algumas classes de
compostos pertencentes a essa classe, sdo: acidos graxos, aminoacidos, agucares e
lipideos (GARCIA; CARRIL, ELENA PEREZ-URRIA, 2009).
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Ja os metabdlitos secundarios, desempenham fung¢des especificas nas plantas.
Podem ser chamados também de metabdlitos especializados e pertencem as classes
dos terpenos, compostos fendlicos, nitrogenados, entre outros (BORGES; AMORIM,
2020). Sao produtos essenciais para a sobrevivéncia e defesa das plantas, pois atuam
contra estresses biodticos e abidticos, aos quais as plantas podem estar sujeitas. Sao
compostos que durante a evolugdo, apresentaram vantagem contra a acado de
microrganismos, virus, insetos, radiagcdo UV e polui¢cdo, entre outros patéogenos e
predadores, seja inibindo a agdo ou estimulando o seu desenvolvimento (REZENDE
et al., 2016).

O estudo de metabdlitos secundarios é importante, visto que podem despertar
o interesse econdmico e na inovagao tecnoloégica do pais quando relacionados a
descoberta de novos bio-herbicidas, um exemplo € a biomolécula piplartina, amida

isolada de P. Tuberculatum Jaqc

3.2 Alelopatia

A alelopatia pode ser caracterizada como a influéncia que uma planta exerce
sobre outra, sendo entre elas ou entre espécies diferentes. Rice (1984) definiu
alelopatia como: “todo efeito direto ou indireto, maléfico ou benéfico que uma planta
exerce sobre outra, pela produgdo de substdncias quimicas liberadas no
ambiente”. Pires e Oliveira (2011), indicaram que a alelopatia pode ser definida como
a influéncia que um individuo tem sobre outro, exercendo efeitos inibitérios,
estimulatérios ou neutros.

A alelopatia foi definida por Hans Molisch em 1937, o termo deriva das palavras
allelon, que significa “de um para outro” e pathds, que significa “sofrer”. Esse efeito
pode influenciar na germinagao, no crescimento, e em propriedades fisiologicas das
plantas. A Sociedade Internacional de Alelopatia (1996), ampliou o termo e denominou
alelopatia como sendo, “todos os processos que envolvem a produc¢ao de metabalitos
secundarios por plantas, algas e microrganismos (virus, fungos e bactérias) os quais
influenciam no crescimento e desenvolvimento de plantas”.

As espécies apresentam diferentes concentracdes de compostos alelopaticos
que podem variar em quantidade e qualidade, sdo encontrados em todas as partes
das plantas, como em folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caules e sementes. Os
compostos aleloquimicos séo liberados para o meio ambiente de formas distintas, por

meio do solo ou ar, como por exemplo na forma de volatilizagao, lixiviacao,
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decomposicao de residuos e exsudagao radicular (BLUM, 2004; KATO-NOGUCHI;
KURNIADIE, 2021; VILHENA et al. 2014; ZHIJIE ZHANG et al., 2020). Ferreira e
Aquila (2000), apontam que os aleloquimicos podem inibir o crescimento de outras
plantas a partir da ligagédo direta com a membrana da planta receptora, ou de maneira
indireta, penetrando os tecidos e ocasionando alteragdes no metabolismo da planta
atingida.

Sendo assim, os efeitos desencadeados por compostos com potencial
alelopatico podem ser benéficos para auxiliar no manejo e na rotagéo de culturas, uma
vez que muitos deles podem se tornar uma alternativa para uso de herbicidas,
nematicidas e defensivos agricolas no geral (WALLER, 1999). Possivelmente
ocorrendo a inibigdo da germinagéo, crescimento e o desenvolvimento de plantas
invasoras indesejadas, o crescimento e a germinagao da cultura de interesse estarao
sendo favorecidos (BALBINOT JUNIOR, 2004).

O controle das plantas daninhas é muito importante para uma boa
produtividade da lavoura, visto que essas plantas interferem negativamente em
culturas de interesse comercial, como soja (Glycine max), milho (Zea mays) e trigo
(Triticum). Causam queda no rendimento ou até mesmo erradicagao dessas culturas.
Efeitos maléficos das plantas daninhas podem ser caracterizados como fatores diretos
ou indiretos (KARAM; MELHORANCA, 2008). Os fatores diretos estao relacionados a
competicdo por nutrientes, agua e luz solar, queda na produtividade e também com a
alelopatia. Ja os indiretos estao relacionados ao aumento do custo de producéo,
hospedagem de insetos e doencgas, entre outros patégenos, refletindo na qualidade
da cultura.

Sendo assim, compostos oriundos do metabolismo secundario, desempenham
papel importante no cenario de pesquisas de novos bioherbicidas, uma vez que
herbicidas tradicionais podem ser prejudiciais para a saude dos seres humanos e para
0 meio ambiente, como aponta Rivzi (1996), que afirma que uma das principais
vantagens do uso de compostos alelopaticos, esta no fato de que, normalmente sao
constituidos por moléculas biodegradaveis que por sua vez, sdo mais seguras paras
seres humanos e, ambientalmente menos prejudiciais do que os herbicidas sintéticos.
Além disso, plantas daninhas se tornam tolerantes e resistentes com o uso
indiscriminado de herbicidas (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003).

Uma das formas de analisar os efeitos alelopaticos é realizando testes de

germinacao e de crescimento em plantas alvo (FERREIRA e AQUILA, 2000), bem
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como, se faz necessario o teste de seletividade, realizando tal avaliacdo em condi¢coes
préximas ao do campo, observando a influéncia da molécula, na fase de germinagao
e crescimento e desenvolvimento da cultivar e/ou em plantas alvo, em modalidades
de pré e pds-emergéncia, afim de avaliar os possiveis danos causados pelo
bioherbicida (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003).

3.3 Piplartina

Alguns compostos apresentam atividades alelopaticas sobre espécies de
plantas, um exemplo é a piplartina. E encontrada em raizes e caules do P.
tuberculatum. Foi isolada primeiramente em 1961, é identificada como sendo 5,6-di-
hidro-1-[(2E)-1-0x0-3-(3,4,5-dimetoxifenil)-2-propenil]-2(1H)-piridina, cuja estrutura

quimica esta sendo mostrada na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica da piplartina.
0O 0]
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Fonte: Lima (2022).

A P. tuberculatum ilustrada na Figura 2, € conhecida como pimenta d’ardo,
pimenta longa ou pimenta de macaco (BRAGA, 1953; CASTRO, 2007), pertencente
ao género Piper, a familia Piperaceae e a ordem Piperales. Ocorre em todo o
continente americano e Antilhas. No Brasil, € encontrada nos estados do Amazonas,
Para, Maranhao, Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso
(GUIMARAES; GIORDANO, 2004). Estudos fitoquimicos realizados, apontam que
essa espécie produz predominantemente amidas (alcaloides), como metabdlitos
secundarios (COTINGUIBA et al., 2018), e também ocorre a presenga de mono e
sesquiterpenos em amostras de 6leo essencial (NAVICKIENE et al., 2006).

E muito utilizada na medicina popular, principalmente do nordeste brasileiro,
como sedativo e antidoto para picadas de cobras (FELIPE et al., 2007). Estudos
apontam também, que seus principios ativos tém potencial para o alivio de dores,
febre, inflamagdes em geral, doencgas intestinais, respiratérias e renais, bem como

efeito ansiolitico, anti-inflamatdrio, antitumoral, antimicrobiano, antiparasitario e
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também atividades fitoterapicas (BEZERRA et al., 2008; FELIPE et al.,, 2007;
FONTENELE et al., 2009; SCOTT et al., 2002). Ha relatos de atividade
esquistossomicida como demonstrado em trabalhos de Moraes et al. (2011, 2012), e
leishmanicida (BODIWALA et al., 2007). Ademais, existem estudos que apontam os
potenciais inseticidas e possivelmente alelopaticos dessa espécie (CASTRO, 2007;
MENIN, 2021; LIMA, 2022). Das propriedades ja estudadas, sdo consideradas mais
importantes, a capacidade de reducdo de crescimento de plantas, a atividade
inseticida e antifungica no plantio de culturas, essas propriedades estéo ligadas direta
ou indiretamente aos metabdlitos secundarios produzidos pela P. tuberculatum Jacq.

E importante destacar que determinado extrato ou substancia ao apresentar
atividade alelopatica, precisa ser testada quanto a sua seletividade, ou seja, pode
atuar como potencial biohercida, desde que ndo provoque injurias significativas na

cultura de interesse.

Figura 2 - Planta de P. tuberculatum Jacq.

Fonte: COTINGUIBA et al. (2018).

3.4 Cultura de milho

O milho (Z. mays) tem seu centro de origem em parte da América Central e do
Norte, estudos apontam mais especificamente no México. Apresenta como parental
mais antigo o teosinto (Z. mays subsp. mexicana), que é considerada uma espécie
selvagem, e foi domesticada ao longo dos anos a partir de interagdes entre o homem,
que selecionava a planta com as caracteristicas mais desejaveis e eliminava as que

nédo estavam de acordo com tais caracteristicas (TERRA, 2009).
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Pertence a familia Poaceae, conhecida como Graminea, e a ordem Poales.
Adapta-se melhor em climas quentes, germinando entre 5 e 6 dias, em temperaturas
de 25 a 30 °C (MAGALHAES; DURAES; SCHAFFERT, 2000). E uma planta de ciclo
curto, podendo chegar em até 3 safras anuais, a depender das condi¢des climaticas
de cada regido. Algumas cultivares podem chegar até 3,5 m de altura e apresentam
normalmente de 1 a 3 espigas por planta.

Representa uma importante parte da economia brasileira oriunda do
agronegocio, e, em termos de producgao € o segundo cereal mais cultivado, superado
apenas pela soja (Glycine max). O milho satisfaz tanto a alimentagdo humana quanto
a dos animais. Cerca de 70 a 80% da produgdo mundial de milho é destinada a
alimentagdo animal, e apenas 15% € destinada para o consumo humano (PAES,
2006). Apresentam em sua composi¢ao, predominantemente carboidratos, oriundos
de amido e lipideos, sendo uma fonte importante também para a producao de etanol.

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento, para a safra brasileira de
2022/23 estima-se uma producado total de 125,5 milhdes de toneladas de milho,
apresentando um aumento de 11%, quando comparada as safras passadas (CONAB,
2023). Enquanto no Parana a previsdao de producédo do cereal é de cerca de 19
milhdes de toneladas (DERAL, 2023).

Plantas invasoras atacam a cultura do milho e afetam a qualidade e a
produtividade dos gréos. O grau de interferéncia de plantas daninhas nessa cultura
pode ser determinado por alguns fatores que estdo relacionados principalmente, a
competicdo e a alelopatia. O nivel de competicao pode variar devido a espécie, grau
de infestagdo, caracteristica do solo, condi¢cdes climaticas e estadio fenolégico da
planta (KOZLOWSKI, 2002).

Autores também destacam a existéncia de um periodo critico de competicao
entre as plantas indesejaveis e a cultura de interesse, esse periodo é caracteristico
por ser o intervalo de tempo que pode causar danos irreversiveis na cultura do cereal,
prejudicando o rendimento e a qualidade dos graos (KARAM; MELHORANGCA, 2008).

3.4.1. Hibrido de milho

As sementes utilizadas foram as do hibrido AO 1052, as quais ndo passaram
por tratamento prévio com inseticida, fungicida ou herbicida para nao ocorrer
interferéncia durante as analises com o aleloquimico. Possui numero de inscricdo no

Registro Nacional de Cultivares, sendo o mesmo 22612. A empresa mantenedora das
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sementes € a AGRO INDUSTRIAL JK S/A. Apresenta elevado potencial produtivo e é

recomendada para usar como graos.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de pesquisa -
Departamento de Quimica da UTFPR - campus Pato Branco e em casa de vegetacao
- Departamento de Ciéncias Agrarias da UTFPR - campus Pato Branco, nos periodos
de agosto a outubro de 2023, com o hibrido de milho AO 1052 submetido a aplicagdes
de diferentes concentragdes de piplartina. Para o desenvolvimento deste trabalho,

foram instalados trés experimentos, que serao descritos abaixo.

4.1 Extracao e preparo da piplartina

A piplartina foi fornecida pelo departamento de Quimica da USP - Sao Paulo.
O processo de extracdo da amida foi realizado da seguinte forma: cerca de 25 g de
raizes, material seco, com auxilio de 100 mL de metanol PA. Onde foi obtido o extrato,
que foi submetido a uma coluna de silica gel de proporgdes: 3 cm de didmetro e 15
cm de altura, utilizando diclorometano PA como eluente. Dessa forma, foram obtidas
8 fragdes, que foram entdo secas e recristalizadas com metanol PA, grau de pureza
acima de 95%.

Com a piplartina solida foram preparadas as solugdes estoque de 4000 e 3000
ppm, as quais foram usadas para diluir as demais concentragdes 125, 250, 500 e 750
ppm utilizadas no bioensaio de germinagcdo. E para os testes em pré e pos-
emergéncia, além das solugdes estoque (4000 e 3000 ppm), utilizou-se solugdes com
concentracdes de 1000 e 2000 ppm. No preparo das solugdes estoque, para auxiliar
na solubilizagéo da piplartina, utilizou-se solugédo de B-ciclodextrina em agua (750 ppm
para o teste de germinacdo e 4000 ppm para as modalidades de pré e pos-
emergéncia), da seguinte forma: apds solubilizar a piplartina em acetona, ela foi
cuidadosamente gotejada na solugdo de B-ciclodextrina, apds esse processo foi
levada para aquecimento até evaporacgao total da acetona. A solugao controle passou
por processo semelhante, porém, sem a presenca da piplartina.

Posteriormente as solugbes foram diluidas com agua destilada, nas suas
respectivas concentragdes, foram adicionadas gotas de Tween 20 em todas, e por fim

foram levadas ao banho de Ultrassom, para obter uma melhor microemulsao.
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4.2 Bioensaio de Germinagao

O experimento foi realizado com trés repeticdes em todas as concentragdes de
piplartina sobre a fase de germinagcdo e crescimento inicial da planta alvo. As
sementes de milho (Z. mays) primeiramente passaram por processo de assepsia em
capela de fluxo laminar, onde foram expostas em luz ultravioleta (UV) por 15 minutos.
Em seguida foram colocadas 10 sementes em caixas do tipo Gerbox, as quais foram
esterilizadas com alcool 70° e forradas com papel filtro previamente autoclavado.
Sobre o papel filtro foram adicionados 5,7 mL de cada uma das concentracdes de
piplartina (125, 250, 500 e 750 ppm), bem como a solugéo controle, (solugdo de -
ciclodextrina e Tween 20). Posteriormente, foram depositadas em cadmara do tipo BOD
(biochemical oxygen demand), com fotoperiodo de 12 horas, em condi¢cdes
controladas de temperatura a 30 °C no periodo do dia e 25 °C a noite, seguindo a

metodologia de Gongalves (2016), onde ficaram incubadas por 7 dias.

4.3 Avaliagao do Bioensaio de Germinagao

Durante os 7 dias de incubagado realizou-se a contagem de plantulas
germinadas. Ao final do sétimo dia, as plantulas foram cuidadosamente retiradas das
gerbox e entdo, realizou-se a medigao das partes aéreas (hipocétilo) e das radiculas,
esticando as plantas sobre uma régua e anotando o valor, como ilustrado na Figura
3. Foram também contabilizadas as plantas normais, anormais e mortas ao final do

mesmo dia.

Figura 3 - Medicdo da parte aérea de plantulas de milho.

Fonte: Autoria prépria (2023).
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A partir dos dados obtidos durante os 7 dias, foram calculadas as seguintes
variaveis: tempo médio de germinagcéo (TMG), porcentagem de germinagao (PG) e
indice de velocidade de germinagao (IVG), seguindo a metodologia de (SOUZA
FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010), as equagdes estao representadas a seguir:

ni.ti

Para tempo médio de germinagao (TMG): TMG = onde:

.
ni

ni: numero de sementes germinadas;

ti: tempo (dias) de duragdo do bioensaio.
Para a variavel porcentagem de germinacao (PG): PG = (%) .100, onde:

N: numero de sementes germinadas no ultimo dia;

T: numero de sementes colocadas nas gerbox.

Para indice de velocidade de germinacéo (IVG): IVG = (%) + (E) +..+ (@)

2 2

onde:
N: sementes germinadas proporcional ao dia.

No sétimo dia foi realizada a contagem de plantas normais, anormais e plantas
mortas, que posteriormente, fez-se o calculo da percentagem de plantulas normais
(PN), anormais (PA) e mortas (PM), as quais foram obtidas por meio das seguintes
equacdes (OLIVEIRA et al., 2010):

PN = (%) .100 PA = (%) 100  PM = (%) .100, onde:

nr: numero de plantulas normais;
A: numero de plantulas anormais;
M: numero de plantulas mortas;

T: numero total de sementes a serem germinadas.

4.4 Modalidades pré e pés-emergéncia

Outros dois experimentos foram realizados simultaneamente, sendo eles, os
ensaios realizados em modalidade de pré e pés emergéncia. Primeiramente foi
coletado o solo em uma propriedade de Itapejara d’'Oeste - PR, que foi peneirado e
seco a sombra, o mesmo foi corrigido e adubado de acordo com as necessidades
apresentadas na analise de solo. Paralelamente foram esterilizados potes de plastico

com alcool 70% com capacidade de 350 mL, que foram preenchidos com solo (280
g).
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As sementes de milho passaram por processo de assepsia em camara de fluxo
laminar, onde foram expostas sob luz UV por 15 minutos. Foram depositados 80 mL
de agua destilada no solo de ambas as modalidades (pré e pos-emergéncia), a fim de
proporcionar umidade para a semeadura. Posteriormente, 4 sementes de milho foram
semeadas em cada pote plastico, a um centimetro de profundidade. Ambas as
modalidades foram semeadas e dispostas em camara de incubacgao (BOD) no mesmo
dia, com temperatura controlada de 25 °C durante o dia e mesma temperatura durante
a (fotoperiodo de 12 horas), onde permaneceram até a germinagdo, apos isso, as
mesmas foram transportadas para casa de vegetacdo da UTFPR — campus Pato
Branco, que apresenta condi¢gdes de temperatura e radiagao solar mais proximas as
do campo, condicbes essas que favorecem o desenvolvimento e diminuem o
estiolamento.

A diferenca entre as modalidades esta no fato de que, em pré-emergéncia, as
diferentes concentragdes de piplartina (0, 1000, 2000, 3000 e 4000 ppm), foram
distribuidas sobre o solo antes da germinagdo da semente. Com auxilio de pipeta
volumétrica, foram dispostos 10 mL de cada solugéo, no solo. Ja em pds-emergéncia,
as solugdes foram borrifadas (cerca de 2 mL) sobre as plantas ja emergidas de milho,
com duas folhas simples completamente desenvolvidas (Figura 4), com auxilio de
borrifador. Os testes foram realizados em triplicata. Durante todos os dias de duragao

do experimento, ocorreu irrigagdo manual das plantas.

Figura 4 - Planta de milho com duas folhas verdadeiras completas.

Fonte: Autoria prépria (2023)l.'
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4.5 Avaliagdao em pré-emergéncia

Apos aplicagado da piplartina sobre o solo e semeadura das sementes, as
mesmas foram depositadas em BOD até a germinagao. Durante todos os dias foram
contabilizadas as pléntulas germinadas e quando todas as sementes se encontraram
em fase de germinagao avangado foram transportadas até a casa de vegetacéo, onde
permaneceram por 21 dias, até o final do experimento.

Apos 7 dias da emergéncia das plantulas, foram realizadas as determinacgdes
semanais (no 7°, 14° e 21° apds emergéncia) de comprimento da parte aérea,
didmetro de caule, como representado na Figura 5, e fitotoxicidade, determinada pela
escala de Frans (1986), representada na Tabela 1, onde foram atribuidas notas de 0

a 100 para cada planta.
ura5-M
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Fonte: Autoria propria (2023).

Ao final do 21° dia as plantas foram cuidadosamente retiradas dos potes
plasticos, foram entdo realizadas as medi¢cdes de comprimento da radicula e parte
aérea, avaliacao das plantas normais, anormais e mortas, bem como a contagem do
numero de folhas por planta e avaliacdo da biomassa verde e seca das raizes e parte
aérea.

A partir da contagem de plantas germinadas, realizadas nos primeiros 7 dias,
foi possivel realizar o calculo de tempo médio de emergéncia (TME), indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e porcentagem de emergéncia (PE) (SOUZA FILHO;
GUILHON; SANTOS, 2010):

Para a variavel TME : TME = ntt onde:

P}
ni
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ni: numero de sementes emergidas;
ti: tempo (dias) apds o inicio do bioensaio.
) (N1 N2 Nn )
Para IVE: IVE = (T) + (?) +..+ (T) onde:
N: sementes emergidas proporcional ao dia.
: _ (N .
Para PE: PE = (T) .100, onde:

N: sementes emergidas proporcional ao dia.

A partir das medigdes realizadas no 21° dia foram calculados a porcentagem
de plantulas normais (PN), anormais (PA) e mortas (PM), obtendo-as pelas seguintes
equacoes (OLIVEIRA et al. (2010) e SILVA (2014):

PN = (%) .100 PA = (%’) 100 PM = (%) .100, onde:

nr: numero de plantulas normais;
A: numero de plantulas anormais;
M: numero de plantulas mortas;

T: numero total de sementes a serem germinadas.

Tabela 1 - Escala de Frans (1986)

Nota Efeito Controle Fitotoxicidade
0 . Sem controle Sem injuria ou redugao;
Sem efeito ) - )
10 Muito pobre Leve descoloragdo ou atrofia;
Alguma descoloracdo ou atrofia,
Pobre g g
20 ou perda por atrofia;
- Injdria mais pronunciada, mas
Leve Pobre a deficiente ~J P
30 nao duradoura;
- Injuria moderada, normalmente
Deficiente ~
40 com recuperacao
- Injuria mais duradoura,
Deficiente a moderado J - .
50 recuperac¢ao duvidosa;
Injuria duradoura, sem
Moderado Moderado J o
60 recuperacao;

. . , . Injuria pesada, reducdo de
Inferior ao satisfatério
70 estande;

. L. Cultura préxima da desnutricéo,
Satisfatério a bom P ¢

80 poucas plantas;
Severo

. Raramente restam algumas
Muito bom a excelente

90 plantas;
- Desnutricao completa da
Total Desnutricao completa ¢ P
100 cultura;

Fonte: Adaptado de Frans ef al. (1986).
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4.6 Avaliagdao em pos-emergéncia

Apos semeadura das sementes, as mesmas foram depositadas em BOD para
o desenvolvimento das plantulas, apés a emergéncia foram levadas até casa de
vegetagcdo até o aparecimento da segunda folha verdadeira, quando foram ent&o
borrifados cerca de 2 mL das diferentes solu¢des de piplartina (1000, 2000, 3000,
4000 ppm e o controle) sobre todas as folhas.

Apds uma semana da aplicagao das solugdes, foram efetuadas determinagdes
semanais (7, 14 e 21 dias apds a aplicagcéo) de fitoxicidade pela escala de Frans
(Tabela 1), medicao da altura das plantas e didmetro de caule. Ao final do 21° dia as
plantas foram retiradas dos potes cuidadosamente e entdo foram realizadas as
medi¢cOes das partes aéreas e das raizes, bem como, avaliagao das plantas normais,
anormais e mortas, contagem do numero de folhas por planta e avaliagdo da biomassa
verde e seca das raizes e parte aérea.

A partir das avaliagdes realizadas no 21° dia foram calculados a porcentagem
de plantulas normais (PN), anormais (PA) e mortas (PM), obtendo-as pelas seguintes
equacoes (OLIVEIRA et al. (2010) e SILVA (2014):

PN = (%) .100 PA = (%) 100 PM = (%) .100, onde:

nr: numero de plantulas normais;
A: numero de plantulas anormais;
M: numero de plantulas mortas;

T: numero total de sementes a serem germinadas.

4.7 Tratamento dos dados

Com auxilio do software RStudio, foram verificadas primeiramente a
normalidade através do teste de Shapiro- Wilk e a homogeneidade dos dados, através
do teste de Bartlett. Em caso de confirmacgao da hipétese alternativa nas analises de
variancia (ANOVA), foi aplicado o Teste de Duncan para comparagao de médias, com
o nivel de significancia de 5%. Quando nao se atendeu aos pressupostos da analise

de variancia aplicou-se o tratamento de dados que melhor se adequava.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Bioensaio de germinagao

5.1.1 indice de velocidade de germinagdo; Tempo médio de germinagdo e

Porcentagem de germinacgéo.

A partir das avaliagdes de germinagdo coletaram-se os dados, que foram
tratados e posteriormente resultaram em graficos para facilitar o entendimento. No 3°
dia apds a semeadura, todas as plantulas ja haviam germinado (indicando que a
variavel PG foi de 100%), significando que as diferentes concentragdes de piplartina
nao exerceram efeito sobre o tempo necessario para que ocorresse a germinagao das
sementes e nem sobre a velocidade de germinagdo. Porém nem todas emergiram de
maneira homogénea.

Quando observamos o grafico da Figura 6, que representa o intervalo de
confianca das médias para essa variavel, notamos que as concentragdes 125, 250,
500 e 700 ppm nao apresentaram diferenga significativa entre elas, entretanto 125,
250 e 500 ppm apresentam diferengca significativa em relagdo a testemunha,
demonstrando que a média de germinagao ¢ ligeiramente menor. Ja a concentragao

de 750 ppm nao diverge do controle.

Figura 6 —-Tempo médio de germina¢édo das sementes de milho submetidas a diferentes
concentragoes de piplartina e controle.
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0 125 250 50 750
Concentragdo (ppm) CV=9.32%

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Tal afirmacgao é mais visivel utilizando os valores de comparacao das médias, que

podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Comparagdo das médias para as variaveis TMG e IVG.

Concentragao T™MG IVG
(ppm) (dias) (dias)
0 0,36 ¢ 2,80 a
125 0,46 ab 2,38 ab
250 0,52 a 2,11 bc
500 0,55a 1,83 c
750 0,43 bc 2,38 ab

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferenciam entre si pelo teste de Duncan a
5% de significancia.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Para a variavel IVG, observamos uma pequena diminuicdo com o aumento da
concentracéo do aleloquimico em todas as concentragdes, quando comparadas com
a controle, exceto para a concentracdo de 750 ppm, onde ocorre um aumento da
velocidade de germinacéo, que pode ser visualizada na Tabela 3, ndo apresentando
diferencga significativa entre as concentragdes 0, 125, e 250 ppm.

Quando observamos na Figura 7, percebemos que o menor indice de
velocidade de germinagdo ocorreu na concentragcdo 500 ppm, que diverge
significativamente das concentracdes 125, 750 ppm e do controle. Outra observacéao
importante € em relagdo ao aumento do IVG, quando se considera o aumento da

concentracédo de 500 ppm para 750 ppm

Figura 7- indice de velocidade de germinagdo das sementes de milho submetidas a diferentes
concentragoes de piplartina e controle.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

As duas variaveis citadas apresentam valores de magnitude opostas, uma vez
que a velocidade de germinagdo aumenta a medida que o tempo de germinagéo

diminui. A porcentagem de germinagcdo se manteve constante em todas as
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concentragbes, sendo ela 100% em todas as repeticdes, demonstrando que o
aleloquimico nao teve interferéncia na germinacédo em nenhuma das concentragoes.
Valores obtidos a partir dos resultados deste indice estdo de acordo com os de
Formigheiri et al., (2018), realizados com exsudo radicular de Ambrosia artemisiifolia
(uma planta invasora) e que demonstraram influéncia negativa no IVG de plantulas de
milho, porém nao influenciando na porcentagem final de germinagdo. Os autores
também realizaram bioensaios com o extrato aquoso da parte aérea da mesma planta,
e obtiveram como resultado, menores indices de germinagéo em relagdo ao aumento

da concentragdo do extrato, as concentragdes eram de 25, 50 e 75% (v/v).

5.1.2 Comprimento de planta

Ao final do 7° dia de incubagdo, as plantulas foram retiradas das caixas de
germinacgao e foi realizada a medicao, utilizando uma régua, foram obtidos os dados
de comprimento da radicula e hipocétilo. Foi possivel avaliar o grau de interferéncia
das diferentes concentragdes do composto alelopatico na parte aérea e no sistema

radicular das plantas alvo, tais valores podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 3 - Comparagio das médias para as variaveis comprimento de hipocétilo e radicula.
Comprimento

Concentragao . -~ Comprimento
(ppm) Hipocétilo Radicula (cm)
(cm)

0 5,33 bc 10,47 a

125 6,88 a 11,98 a

250 6,02 b 12,34 a

500 3,37d 4,49 b

750 4,84 c 6,21 b

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
de significancia.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Observamos que os maiores valores de hipocotilo e de radicula foram os da
testemunha,125 e 250 ppm do aleloquimico, e os menores comprimentos foram das
concentragdes mais altas (500 e 750 ppm), demonstrando que houve interferéncia do
aleloquimico no desenvolvimento dos sistemas radiculares e partes aéreas.

Ainda, a partir dos dados da Tabela 4 podemos afirmar que para a variavel
hipocétilo, ndo houve diferenga significativa entre a 0, 250 e 750 ppm, porém as
demais concentragdes (125 e 500 ppm) apresentam diferencas significativas entre si
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e quando comparadas com as demais, tais dados sdo confirmados através do grafico

representado na Figura 8.

Figura 8 - Médias dos comprimentos de Hipocétilo de plantulas de milho.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Para a variavel comprimento de radicula observamos que com o aumento da
concentracao da piplartina ocorreu um pequeno aumento da variavel e posteriormente
decréscimo do sistema radicular, as maiores médias ocorreram na concentracido de
125 ppm, e as menores ocorreram na de 500 ppm. Segundo a tabela de comparagéao
de médias (Tabela 4), as concentragdes 750 e 500 ppm nao apresentaram diferengas
significativas entre si, mas divergem consideravelmente das concentracdes 0, 125 e
250 ppm, que por sua vez nao divergem consideravelmente entre sim. Podemos

observar na Figura 9 que tais caracteristicas podem ser confirmadas.

Figura 9 - Médias dos comprimentos de radicula de plantulas de milho.
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Fonte: Autoria prépria (2023).
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Diminuicdo no comprimento da radicula estdo demonstrados em estudos como
os de Ferreira e Aquila (2000), que afirmam que substancias com potencial alelopatico
atuam com mais eficiéncia na radicula, induzindo a necrose ou a diminuigdo no
comprimento da mesma, ainda que a influéncia do aleloquimico seja pouca.

Assim como em estudos de (SCHEREN; RIBEIRO; NOBREGA, 2014) que
demonstram inibicdo de plantulas de milho (Z. Mays) quando submetidas a extrato
aquoso da parte aérea de Cyperus rotundus L. (nome popular Tiririca) a 30% de
concentracao.

Ainda, em bioensaios realizados por Menin (2020) com ervas daninhas como
plantas alvos, sendo elas B. pilosa e E. heterophylla, com objetivo de avaliar o
potencial alelopatico da piplartina, demonstram uma diminuicdo de 1,5 cm do
comprimento da radicula da planta alvo E. heterophylla, para a concentragédo de 125
ppm quando comparadas ao controle. E em plantas alvo B. pilosa, apresentaram
queda no comprimento da radicula em concentragbes a partir de 250 ppm,
demonstrando que a piplartina atua diminuindo o crescimento de plantas daninhas,

nas mesmas concentragoes que as deste trabalho.

5.1.3 Plantas normais, anormais e mortas

Também no ultimo dia de analise foram contabilizadas as plantulas normais,
anormais e mortas. Plantas normais sdo observadas a partir do seu desenvolvimento
sadio, plantulas anormais apresentam necrose em alguma parte da radicula ou do
hipocdtilo, ou até mesmo ma formagao, mesmo que o dano seja consideravelmente
pequeno. Diferengas entre plantulas normais e anormais sao observadas na Figura
10.

Figura 10 - a) Plantulas normais (125 ppm) e b) plantula apresentando necrose no sistema
radicular e pouco desenvolvimento do hipocétilo (500 ppm).

Fonte: Autoria propria (202'3').‘
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A partir da observacgao dos dados, podemos afirmar que na concentragao de
500 ppm ocorre a maior quantidade de plantulas anormais, enquanto que nas
concentragdes de 0, 125, 250 e 750 ppm, observamos a grande maioria de plantulas

normais. Nesse ensaio nao foi observado morte de nenhuma pléntula.

Tabela 4 - Comparagdo das médias para as variaveis PN e PA.
Concentragao

(ppm) PN (%) PA (%)
0 96,67 a 3,33b
125 96,67 a 3,33b
250 100 a 0b
500 40 b 60 a
750 73,33 a 26,67 b

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
de significancia.
Fonte: Autoria prépria (2023).

Observamos que em algumas concentragdes do aleloquimico, ocorre
interferéncia nas variaveis IVG e TMG, porém, pode-se afirmar que em todas as doses
(exceto na 500 ppm), nao houve grande porcentagem de plantulas anormais, como
podemos visualizar na Tabela 5. As maiores porcentagens ocorreram quando as
plantulas estavam expostas a doses menores do agente alelopatico (125 e 250 ppm),
bem como na dose controle. A concentragdo de 750 ppm teve uma porcentagem de
plantulas normais ligeiramente menor, porém o valor da média obtida ndo divergiu
significativamente das doses menores, exceto 500 ppm, que apresentou menores
médias de plantulas normais e consecutivamente maiores porcentagens de plantulas
anormais. Tais valores estdo ilustrados na Figura 10, que contempla o intervalo de
confianca para PN e PA consecutivamente.

Para que uma molécula possa atuar como bioherbicida ela deve demonstrar
eficiéncia no controle de plantas daninhas, e ainda apresentar seletividade para
culturas importantes, ndo ocorrendo injurias, anormalidade ou morte de plantas.
Poucos ensaios foram realizados com a molécula piplartina, mas em todos, os
resultados sao positivos, demonstrando que a biomolécula tem potencial como agente
alelopatico, inibindo o crescimento de plantas daninhas, em analises realizadas com
diferentes concentragdes, em ambiente de campo ou de laboratério, como os de Lima
(2022) e Menin (2020), e por outro lado, demonstra seletividade para a soja, cultura

importante economicamente para o pais, como aponta Pilatti (2022).
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5.2 Pré - Emergéncia

5.2.1 indice de velocidade de germinagdo; Tempo médio de germinagdo e

Porcentagem de germinagéo.

Durante os primeiros 7 dias apos a semeadura foram contabilizadas
diariamente as plantulas emergidas do solo, tais valores possibilitaram os calculos das
variaveis TME, IVE e PE. Todos os potes contendo as plantulas foram retiradas da
camara BOD e foram transferidas até casa-de-vegetacado no 4° dia pés semeadura.
Nao houve influéncia na variavel PE, sendo que todas as plantulas estavam

completamente emergidas no 7° dia pés semeadura.

Figura 11 — Tempo médio de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia de plantas de
milho submetidos a diferentes concentragées de piplartina e controle em pré-emergéncia.
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*Médias seguidas por ns nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia.
Fonte: Autoria prépria (2023).

A partir dos dados da Figura 11, ndo houve influéncia na variavel PE, sendo
que todas as plantulas estavam completamente emergidas no 7° dia pés semeadura,
correspondendo entdo a 100% de emergéncia das plantas. Podemos observar que
para a variavel TME ocorreu um leve decréscimo a partir da concentracdo de 3000
ppm, porém nao observamos diferenga significativa entre as concentragdées. O mesmo
se aplica para a variavel IVE, onde ndo se observa diferenga significativa entre as
concentracbes e a testemunha, ocorre um acréscimo no indice a partir da

concentragcéo 3000 ppm.
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5.2.2 Altura de planta e didmetro de caule

Foram realizadas as medi¢cdes de ambas variaveis semanalmente (7, 14 e 21
dias) apés uma semana da primeira emergéncia. Altura de planta foi medida esticando
a parte aérea com auxilio de uma régua, que era colocada junto ao solo, os dados de
diametro de caule foram obtidos através da medicdo dos mesmos, com auxilio de

paquimetro.

Figura 12 - Médias das alturas de plantas aos 7, 14 e 21 dias submetidas a diferentes
concentragées de piplartina e controle em pré-emergéncia.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia; ns: ndo significativo.
Fonte: Autoria prépria (2023).

CV 7dias =12,19%
CV 14dias=7,21%
CV 21dias=4,41%

A partir da Figura 12, podemos observar a comparacdo das médias das
medi¢cdes realizadas semanalmente, na primeira medicdo ndo houve diferenga
significativa entre as concentragdes. Ja para as médias das medigdes realizadas no
14° dia ocorreu diferenca significativa entre a 1000 ppm e a 4000 ppm onde se observa
um aumento da variavel, sendo respectivamente as menores e maiores médias
observadas.

Para as médias da terceira medi¢ao, observamos diferenga significativa entre
a concentracado 1000 ppm, quando comparada a 3000 e 4000 ppm, porém as mesmas
nao divergem da testemunha e nem da dose 2000 ppm.

Para a variavel diametro de caule, observada na Figura 13, ndo observamos

diferencgas significativas em nivel de 5% de significancia para as medi¢des realizadas
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semanalmente (7, 14 e 21 dias), apontando que as concentragdes do aleloquimico

nao provocaram diferengas no diametro de caule das plantas de milho.

Figura 13 - Médias dos didmetros de caule aos 7, 14 e 21 dias submetidas diferentes
concentragoes de piplartina e controle em pré-emergéncia.
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*Médias seguidas por ns ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia
Fonte: Autoria prépria (2023).

CV 7 dias = 5,92%
CV 14 dias = 6,07%
CV 21 dias = 6,58%

5.2.3 Comprimento da planta (raiz e parte aérea)

As plantas foram retiradas dos potes cuidadosamente no 21° dia pds
semeadura e entdo foram realizadas as medi¢cdes das partes aéreas e dos sistemas
radiculares, esticando-se as plantas sobre uma trena, como ilustrada na Figura 14. As

partes foram medidas separadamente.

Figura 14 - Medicao da parte aérea de planta de milho no 21° dia em modalidade de pré-
emergéncia.
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Com auxilio do grafico da Figura 15, para a variavel comprimento da parte
aérea notamos leve alongamento do comprimento com o aumento da concentragao,
porém nao ocorre diferengca significativa entre as plantas submetidas as
concentragdes de 0, 1000, 2000 e 3000 ppm, essa ultima também nao diverge
consideravelmente da 4000 ppm, que por sua vez diverge das demais. Ja para
comprimento de raiz, as médias nao divergem significativamente nas concentragbes
de 2000, 3000 e 4000 ppm quando comparadas com a dose controle, ocorre diferenca
significativa nas médias dos comprimentos quando submetidos a concentragdo de
1000 ppm comparada a controle e as demais concentragdes, onde verifica-se uma

leve diminui¢do do comprimento.

Figura 15 - Médias dos comprimentos de parte aérea e raizes de plantas de milho submetidas a
diferentes concentragdes de piplartina e controle em pré-emergéncia.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia; ns: nao significativo.
Fonte: Autoria prépria (2023).

CV parte aérea=3,92%
CV raiz=7,70%

5.2.4 Numero de folhas por planta

A Figura 16 representa numero de folhas por plantas, onde podemos observar
que nao houve diferengas significativas em nivel de 5% de significancia, sendo que
as meédias dos numeros de folhas foram praticamente iguais em todas as

concentragdes, demonstrando que n&o houve influéncia da piplartina nesta variavel.
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Tabela 5 - Médias do numero de folhas por plantas em cada concentragio de piplartina.

Concentracdo (ppm)  N°de folhas

0 3,67 a
1000 3,50a
2000 3,58a
3000 3,25a
4000 3,56a

*Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia
Fonte: Autoria prépria (2023).

CV=8.90%

5.2.5 Massa verde (raizes e parte aérea)

Apos a medicao das partes aéreas e raizes, ambas as partes foram pesadas
em balancga analitica, posteriormente se obteve as médias de cada concentracao, que

podem ser observadas na Figura 16.

Figura 16 - Médias das massas verdes da parte aérea e raiz de plantas de milho submetidas a
diferentes concentragdes de piplartina e controle em pré-emergéncia.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia; ns: ndo significativo.
Fonte: Autoria prépria (2023).

CV parte aérea=20,59%
CV raizes=15,00%

Para massa verde das partes aéreas, ndo € notavel diferenca significativa entre
as médias, com significancia de 5%. Para massa verde das raizes observamos um
leve acréscimo entre as concentragdes 1000 e 2000 ppm quando comparadas ao
controle, a concentragao de 3000 ppm sofre um leve decréscimo se comparada com

a 2000 ppm e posteriormente as plantas submetidas a concentragao de 4000 ppm
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voltam a apresentar aumento no peso. Porém nao se observa diferenga significativa
entre as médias quando submetidas as concentragdes de 1000, 2000, 3000 e 4000
ppm quando comparadas entre si, porém a 2000 e a 4000 ppm divergem
estatisticamente do controle. Por outro lado, 1000 e 3000 ppm nao divergem

consideravelmente do controle.

5.2.6 Massa seca (raizes e parte aérea)

Depois da pesagem da massa verde, as partes das plantas foram colocadas
em estufa com fluxo de ar, uma temperatura de 60°C, até atingir peso constante
(SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010a). Posteriormente foram retiradas e
pesadas novamente, a partir dos dados puderam ser obtidas as médias que foram
submetidas a comparacgao, onde foi possivel plotar o grafico representado na Figura

18 para melhor visualizagao.

Figura 17 - Médias das massas secas da parte aérea e raiz de plantas de milho submetidas a
diferentes concentracoes de piplartina e controle em pré-emergéncia.

B Massa seca parte aérea Massa seca raizes
0,6
0,5 ns I T
= 04 . . -
g ! ns
v 0,3
O
a
s 0,2
>
0,1
0
0 1000 2000 3000 4000

Concentragdo (ppm)

*Médias seguidas por ns ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia.

Fonte: Autoria prépria (2023).

CV parte aérea=12,30%
CV raizes=12,92%

A analise da comparacao das médias da massa seca permite observar que nao
ocorreu diferenca significativa entre as concentracdes nas variaveis massa seca tanto

da parte aérea como das raizes.
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5.2.7 Fitotoxicidade

A variavel fitotoxicidade foi avaliada com auxilio da escala de Frans (1986),
representada na Tabela 1, através da atribuicdo de notas, que variavam de 0 a 100
dependendo do tipo e grau de injuria que ocorreu na planta, através das notas de cada
planta obtiverem-se as médias por repeticdo, que podem ser observadas na Tabela
6.

Tabela 6 - médias das notas atribuidas devido ao grau de injaria das plantas na modalidade de
Pré-emergéncia.

Tempo Concentracdo Repeticao Repeticdo Repeticao
2

(dias ) (ppm) 1
7 0 0,0 0,0 0,0
14 0 0,0 2,5 0,0
21 0 5,0 5,0 5,0
7 1000 0,0 0,0 0,0
14 1000 2,5 5,0 2,5
21 1000 5,0 5,0 2,5
7 2000 0,0 0,0 0,0
14 2000 5,0 0,0 5,0
21 2000 2,0 0,0 5,0
7 3000 0,0 0,0 0,0
14 3000 0,0 0,0 2,5
21 3000 0,0 2,5 2,5
7 4000 0,0 0,0 0,0
14 4000 2,5 2,5 0,0
21 4000 2,5 2,5 5,0

Fonte: Autoria prépria (2023).

Ao longo do experimento ocorreram alguns interferentes que podem ter
influenciado na avaliacdo desta variavel, como o acometimento de lagartas em

algumas plantas que puderam ser observadas 8 dias apos emergéncia, as mesmas
foram erradicadas com auxilio de inseticida (Lannate®). Também pode-se observar

que ao final dos 21 dias, algumas plantas estavam sofrendo com falta de espaco
dentro dos potes, influenciando no tamanho das plantas e no seu desenvolvimento,

observou-se também clorose que esta relacionada a falta de nutrientes.
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Figura 18 - a) planta com folha apresentando clorose devido a falta de nutrientes; b) planta
acometida por lagarta.

Fonte: Autoria prépria (2023).

As plantas que nédo foram acometidas com nenhum destes interferentes
citados, ndo apresentavam necrose ou injurias mais pronunciadas, sendo que as
notas que foram atribuidas foram em sua totalidade 0 e 10. O que pode demonstrar
que a piplartina teve pouco ou nenhum efeito negativo nas plantas, quando se tratando
de fitotoxicidade.

Quando comparamos tais valores com trabalhos como os de Lima (2022),
realizado com as mesmas concentragdes de piplartina observamos que em plantas
daninhas que neste caso foi a E. plana Nees, o efeito € mais severo, sendo o maior
valor obtido para tal variavel foi de 95, podemos afirmar que em plantas de milho o
efeito negativo da piplartina (quando comparadas a exposi¢ao de plantas daninhas na
modalidade de pré-emergéncia) € quase nulo, sendo um aleloquimico eficiente nessas
condig¢des e nédo influenciando negativamente nas plantas cultivadas.

Também no 21° dia observou-se que nado havia nenhuma planta morta ou
anormal, correspondendo a 100% de plantas normais, demonstrando que o
aleloquimico nao teve interferéncia na mortalidade ou anormalidade de plantas de
milho.

Trabalhos como os de Silva (2011) apontam que plantas monocotiledbéneas,
como o milho, ndo apresentam muita seletividade para compostos isolados de plantas

Piper, quando comparados com dicotiledéneas (como a soja). A partir de estudos de



43

amidas isoladas de P. tuberculatum, afirmam que dicotiledéneas s&do muito seletivas
para felilalanina como substrato para enzima tetramétrica PAL (felilalanina aménia
liase), a mesma é relacionada diretamente aos mecanismos de defesa da planta. O
autor ainda afirma que em plantas monocotiledéneas (como o milho) as enzimas
reconhecem a felilalanina como substrato, podendo ocorrer a produg¢ao do acido p-

cumarico, causando interferéncia na regulagdo metabdlica dessas plantas.
5.3 Pés — Emergéncia
5.3.1 Porcentagem de Emergéncia.

No 4° dia pods semeadura, sem aplicagao do aleloquimico, todas as plantulas ja
haviam emergido, sendo assim a variavel PE representa o valor de 100%. As
diferentes concentragdes de piplartina foram aplicadas quando se observou que a

segunda folha verdadeira se desenvolveu completamente.

5.3.2 Altura de planta e didametro de caule

Uma semana apos aplicagao iniciaram as medigdes de altura de planta e

didmetro de caule, que podem ser observadas na Figuras 21 e 22.

Figura 19 - Médias das alturas de plantas aos 7, 14 e 21 dias submetidas a diferentes
concentragoes de piplartina e controle em pés-emergéncia.
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*Médias seguidas por ns ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de significancia.

Fonte: Autoria prépria (2023).

CV 7 dias=4,92%
CV 14 dias=6,84%
CV 21 dias= 5,65%
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Observou-se que o comprimento das plantas aumentou com o passar do
tempo, como esperado para o desenvolvimento das mesmas. Durante os dias de
medicdo (7, 14 e 21 dias) ndo se observou diferenga significativa entre as
concentragdes, ou seja, as diferentes concentragdes de piplartina ndo influenciaram
no desenvolvimento da parte aérea das mesmas.

Para a variavel diametro de caule (Figura 22), observamos diferencga
significativa entre as concentragdes apenas no segundo dia de medigao (14 dias pos
aplicacéo), sendo que no 7° e no 21° dia ndo ocorreu diferencga significativa a 5% de

significancia, entre as concentracdes aplicadas.

Figura 20 - Médias dos diametros de caule aos 7, 14 e 21 dias submetidas diferentes
concentragoes de piplartina e controle em pés-emergéncia.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia; ns: nao significativo.

Fonte: Autoria prépria (2023).
A partir dos dados, observou-se que no 14° dia, as concentragdes 2000 e 3000
ppm divergiram do controle, mas ndo divergiram significativamente das demais.
Ocorreu uma leve diminui¢cao do didametro entre as plantas submetidas a concentracao

de 1000, 2000 e 3000 ppm quando comparadas a testemunha e posteriormente, um
leve aumento na concentragao de 4000 ppm.

5.3.3 Comprimento da planta (raizes e parte aérea).

No 21° dia, as plantas foram retiradas dos potes, sendo realizada a medi¢ao de
comprimento de parte aérea e das raizes, essas variaveis sdo observadas nos

graficos das Figura 21.
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Figura 21 - Médias dos comprimentos de parte aérea e raizes de plantas de milho submetidas a
diferentes concentragoes de piplartina e controle em pés-emergéncia.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia; ns: nao significativo.

Fonte: Autoria prépria (2023).

CV parte aérea= 5,38%
CV raizes= 10,05%

Observamos que para comprimento de raizes ndo ocorreu diferenca
significativa entre as médias das diferentes concentragcdes com significancia de 5%
pelo teste de Duncan. Notamos que a maior média ocorreu na concentragao de 3000
ppm. Ja para comprimento de parte aérea ocorreu diferenga significativa as
concentracdes de 1000 e de 3000 ppm, porém entre as demais concentracdes nao
ocorreu diferenga significativa. Observou-se também, que a maior média de
comprimento de parte aérea ocorreu quando as plantas estavam submetidas a

concentracdo de 1000 ppm, que nao diverge das médias do controle 2000 e 4000

ppm.

5.3.4 Numero de folhas por planta

Para a variavel niumero de folhas optou-se por demonstrar as médias em forma
de tabela (Tabela 7) para melhor visualizagdo. Observou-se que apenas a
concentracdo de 2000 ppm apresentou menor quantidade de folhas por planta,
ocorrendo diferenga significativa pelo teste de Duncan a 5% de significancia quando
comparada as demais concentragdes. Demonstrando que o aleloquimico teve

interferéncia quando as plantas estiveram submetidas a concentragao de 3000 ppm.
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Tabela 7 - Comparagdo das médias para a variavel numero de folhas por planta.

Concentracgdo (ppm)  N° de folhas

0 4,0a
1000 4,0a
2000 3,8a
3000 4,0a
4000 4,0a

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia; ns: nao significativo.

Fonte: Autoria prépria (2023).

CV=2,15%

5.3.5 Massa verde (raizes e parte aérea)

Para a variavel massa seca da parte aérea, através da analise de variancia,
observou-se que ndo houve influéncia das diferentes concentragées de piplartina
aplicadas nas plantas de milho. Ja para massa verde das raizes, observou-se
diferenca significativa quando as plantas estavam submetidas a concentragcao de 4000
ppm do aleloquimico, demonstrando uma diminui¢do da massa quando comparadas

as demais concentragdes, bem como com o controle, conforme Figura 22.

Figura 22 - Médias das massas verdes da parte aérea e raiz de plantas de milho submetidas a
diferentes concentragoes de piplartina e controle em pré-emergéncia.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significancia; ns: nao significativo.

Fonte: Autoria prépria (2023).

CV parte aérea = 9,28%
CV raizes = 8,65%
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5.3.6 Massa seca (raizes e parte aérea)

Para a variavel massa seca da parte aérea, observa-se na Figura 23, que nao
houve diferenga significativa entre as diferentes concentracbes aplicadas do
aleloquimico. Para as médias das massas secas das raizes, a analise de variancia
demonstrou que as plantas borrifadas com a concentragao de 4000 ppm divergiram
significativamente das plantas controle e de 2000 ppm, mas nao divergiram das
concentragcdes 1000 e 3000 ppm, que por sua vez nao divergiram entre si e nem da

testemunha.

Figura 23 - Médias das massas secas da parte aérea e raiz de plantas de milho submetidas a
diferentes concentragoes de piplartina e controle em pré-emergéncia.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
significdncia; ns: ndo significativo.

Fonte: autoria prépria (2023).

CV parte aérea=13,83%
CV raizes=13,83%

5.3.7 Fitoxicidade

A variavel fitoxicidade, assim como na modalidade de pré-emergéncia, foi
avaliada com auxilio da escala de Frans (1986), representada na Tabela 1, através da
atribuicdo de notas, que variaram de 0 a 100 dependendo do tipo e grau de injuria que
ocorreu na planta, através das notas de cada planta obtiverem-se as médias por
repeticao, que podem ser observadas na Tabela 8.

As plantas desta modalidade também foram acometidas pelos interferentes
descritos na modalidade de pré-emergéncia (ataque de lagartas, pouco espago nos
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potes e solo possivelmente com pouco nutriente), isso dificultou a avaliagdo das
injurias que ocorreram por conta do aleloquimico. Mesmo assim, as maiores notas
atribuidas foram de 10 nas diferentes concentragdes indicando que quase nao ocorreu

interferéncia atribuida a piplartina.

Tabela 8 - Médias das notas atribuidas para injuria para cada repeticao na modalidade Pés-
emergéncia.

Tempo Concentracdo Repeticdo Repeticdo Repeticao

(dias ) (ppm) 1 2 3
7 0 2,5 2,5 0,0
14 0 2,5 5,0 0,0
21 0 5,0 5,0 5,0
7 1000 5,0 0,0 2,5
14 1000 5,0 5,0 2,5
21 1000 5,0 5,0 5,0
7 2000 0,0 2,5 0,0
14 2000 5,0 0,0 5,0
21 2000 5,0 5,0 5,0
7 3000 0,0 2,5 2,5
14 3000 0,0 0,0 2,5
21 3000 5,0 5,0 5,0
7 4000 2,5 0,0 2,5
14 4000 2,5 2,5 0,0
21 4000 5,0 5,0 5,0

Fonte: Autoria prépria (2023).

As médias representadas pela nota 5 por exemplo, significaram que naquela
repeticdo, duas das plantas de cada repeti¢cao tiveram alguma leve descoloragéo ou
atrofia (caracterizadas pela nota 10 (Tabela 1)). Percebe-se que no 21° dia em todas
as repeticdes, ocorrerem as maiores notas, isso pode estar relacionado aos
interferentes que ocorreram (citados anteriormente).

Em resumo, algumas variaveis foram mais favorecidas na modalidade de pos-
emergéncia quando comparadas as de pré, como podemos ver quando comparamos
as alturas de planta em cada modalidade, essa diferenca pode ser atribuida ao fato
de as plantas na modalidade de pds-emergéncia, ficarem uma semana a mais nos
potes, onde puderam se desenvolver por mais tempo apés a semeadura, por outro
lado, na modalidade de pré-emergéncia as plantas estiveram em contato com a
piplartina desde o primeiro dia de semeadura, o que pode ter influenciado no
desenvolvimento da altura de planta.
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Outro fator importante a ser citado, é a capacidade das folhas de absorver o
aleloquimico ou até mesmo outras substancias presentes. Existem barreiras da planta
que impedem a mesma de absorver algumas substancias, entre elas podemos citar a
cuticula foliar, que é considerada a barreira mais efetiva neste caso.

Segundo Karam, Cruz e Rizzardi (2008), a eficiéncia dos herbicidas aplicados
na modalidade de pds-emergéncia esta atrelada principalmente a dois fatores:
condi¢cdes climaticas no momento de aplicagdo e estadio de desenvolvimento das
plantas alvo.

Lima (2022), observou que as plantas daninhas tiveram menor inibicao, morte
ou anormalidade quando submetidas a aplicagao da piplartina na modalidade de pds-
emergéncia (nas mesmas concentragcdes de piplartina deste trabalho), do que na
modalidade de pré-emergéncia. Demonstrando que os resultados deste trabalho
estdo de acordo com trabalhos anteriores, cujos resultados relatam que as plantas
daninhas foram afetadas significativamente quando submetidas a modalidade de pés-
emergéncia, porém observaram-se maiores diferencas quando submetidas ao

aleloquimico na modalidade de pré-emergéncia.
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6 CONCLUSAO

Muitos fatores podem influenciar a seletividade da piplartina sobre as plantas
de milho, em especial a modalidade de aplicagao e condigdes pelas quais as plantas
foram expostas durante o experimento.

Nos ensaios em ambiente de laboratério, onde as sementes e plantulas de
milho foram expostas ao aleloquimico em fase inicial de germinagéo, observou-se
grande quantidade de plantulas anormais, principalmente quando em contato com as
concentragbes de 500 e 750 ppm. A piplartina n&o influenciou na porcentagem de
germinacgao, que foi de 100% em todas as concentragdes, mas teve influéncia para as
variaveis TMG e IVG, as quais apresentaram diferenga significativa entre as
concentracgdes. Por fim, para comprimento de parte aérea e dos sistemas radiculares,
observou-se diferenga significativa entre as concentragdes nas duas variaveis, onde
as menores meédias observadas ocorreram em 500 ppm, demonstrando que a
piplartina influenciou negativamente a germinacao das plantulas quando submetidas
a concentragdes maiores.

Na modalidade de pré-emergéncia, ndo se observou diferenca significativa
entre as concentragdes do aleloquimico, nas variaveis TME e IVE, variavel didametro
de caule nos 3 dias de medicdes, bem como para massa verde da parte aérea e
massa seca da parte aérea e raizes. Para as demais variaveis, nota-se que as
diferencgas significativas ocorrem principalmente quando as plantas estado submetidas
as concentracées de 3000 e 4000 ppm, demonstrando que ocorrem efeitos mais
nocivos para as plantas.

Para a modalidade de Pés-emergéncia, observou-se maiores efeitos negativos
entre as concentragdes, para as variaveis comprimento das partes aéreas, massa
verde das raizes e massa seca das mesmas, onde as médias mais distintas ocorreram
nas concentracdes mais elevadas, como 3000 e 4000 ppm. As demais variaveis nao
apresentaram diferenca significativa entre as concentragdes.

A avaliagao de fitoxicidade para as duas modalidades teve interferentes, como
citados ao longo do texto, impossibilitando uma avaliagdo mais minuciosa, porém as
maiores notas atribuidas nas duas modalidades foram 10, ilustrando que houve no
maximo uma leve descoloragao ou atrofia ocasionadas por injurias.

Como observado em estudos anteriores citados ao longo do trabalho, a

piplartina possui potencial para controle de plantas daninhas, porém até a elaboragao
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desse trabalho, existem na literatura poucos estudos acerca do potencial alelopatico
da piplartina e da seletividade sob plantas cultivadas.

A partir dos resultados expostos pela autora, conclui-se que a molécula
apresenta seletividade para a cultura de milho, pois os danos observados em pré e
pos emergéncia em solo foram pequenos. Entretanto, seria necessario realizar novos
testes onde as plantas devem estar dispostas em potes maiores, proporcionais ao
desenvolvimento das plantas e o tempo de experimento, e também em local com
maior controle de pragas, para que tais influéncias ndo venham afetar a avaliagéo final

do experimento.
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