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Resumo

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze ¢ uma fonte viadvel para a obtencdo de metabdlitos
secundarios que sao potencialmente ativos, o que justifica o aprofundamento de estudos e pesquisas
de atividades relacionadas a esses compostos. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
verificar a atividade herbicida de extratos etandlicos da espécie A. angustifolia em plantulas de
alface cultivadas in vitro. Os extratos etandlicos foram preparados utilizando cascas e folhas nas
concentracoes 0%, 12%, 5%, 25%, 50% e 100%. Preparou-se o meio MS semissolido (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), o qual teve o pH ajustado para aproximadamente 5,7 e foi solidificado com 8g L™
de &gar e autoclavado a 1,6 atm por 20 minutos. A adicao das concentracoes dos extratos no meio
de cultura foi realizada durante sua confeccao e antes da autoclavagem, por meio de uma pipeta
automatica, contendo o volume final de O,1mL de extrato de A. angustifolia por plantula de alface.
Apo6s 20 dias da inoculagado, determinou-se o numero de folhas por plantulas, altura, teor de clorofila,
biomassa seca da raiz e parte aérea e porcentagem de mortalidade. Os resultados demonstraram
que tanto o extrato das folhas quanto o de cascas de A. angustifolia possuem atividade herbicida em
plantulas de alface cultivadas in vitro e que a concentracao 100% dos extratos foi a que apresentou
os melhores resultados inibitérios para as variaveis analisadas.

Palavras-chave: Atividade biolégica. Araucéria. Cultivo in vitro. Mortalidade de plantas. Lactuca sativa L.

Introducao

A Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze é uma tipica arvore conifera brasileira, grande
e perenifélia, de tronco reto e quase cilindrico (AQUINO, 2005). No que se refere a taxonomia,
a espécie A. angustifolia pertence a ordem Coniferae, classe Coniferopsida, familia Araucariaceae e
é conhecida popularmente como pinheiro brasileiro ou pinheiro do Parand (ANGELI; STAPE, 2003).

Esta espécie € uma fonte viavel para a obtencdo de metabdlitos secundarios que sao
potencialmente ativos, o que justifica o aprofundamento de estudos e as pesquisas de atividades
relacionadas a esses compostos (ALMEIDA, 2003).

Ao ser destilada, a Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze possui algumas atividades
farmacolédgicas verificadas, como anticancer e antimicrobianas, bem como antifingica e
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antiviral (LIN etal., 1999; GRYNBERG etal., 2002). Segundo Luchoetal. (2009), o extrato etandlicode
A. angustifolia apresenta potencial inseticida em baratas da espécie Leurolestes circunvagans.

Segundo Seccon et al. (2010), a casca da arvore A. angustifolia tem uma alta concentragao
de flavondides, enquanto as folhas contém proantocianidinas (FREITAS et al., 2009). A resina
contém acidos fendlicos, hidroguinona e ferruginol (YAMAMOTO et al., 2004 apud SOUZA, 2013).
Em torno de 50% da resina de algumas coniferas é formada por acidos resinosos, 20% a 30%
sao monoterpenos volateis e outra parte sao terpendides e ésteres de acidos graxos (KLOCK;
ANDRADE, 2013). Além disso, a A. angustifolia possui varios terpendides (germacreno-D,
diterpenoshibaeno e filocladeno), denominados araucarodides, presentes no 6leo volatil de folhas
(BROPHY et al., 2000 apud RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010).

O manejo de plantas daninhas é importante para os rendimentos na producao agricola.
Conforme a espécie, a densidade e a distribuicao da planta invasora, as perdas podem ser significativas,
causando prejuizos a cultura, principalmente competitividade por luz solar, 4gua e nutrientes,
podendo também dificultar a colheita e a qualidade de graos (EMBRAPA, 2003).

A descoberta de herbicidas naturais possibilitaria a formulagcdo de produtos eficientes e que
podem ser menos persistentes no ambiente e até apresentar menores niveis de toxicidade quando
comparados as moléculas de produtos quimicos. Além disso, herbicidas naturais podem diminuir a
selecao natural de bidtipos de plantas resistentes ou tolerantes, que causam prejuizo na produtividade
das lavouras. Esta resisténcia hoje em dia é causada pela utilizacao continua de uma Unica férmula
de herbicida no campo (EMBRAPA, 2014).

Devido as substancias encontradas nas diferentes partes da espécie A. angustifolia e seus diversos
potenciais bioldgicos ja identificados, juntamente com a importancia da descoberta de novas moléculas
de herbicidas, objetivou-se com este trabalho verificar a atividade herbicida de extratos etandlicos da
espécie Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze em plantulas de alface cultivadas in vitro em plantulas
de alface. Apesar de existirem trabalhos na literatura que relatam a utilizacado da araucaria para fins de
inibicao de crescimento em plantas de alface, estes sao divergentes em relagdo a parte da planta a ser
estudada e nao sao conclusivos, principalmente por se tratarem de ensaios ex vitro.

Material e métodos

Localizacao experimental e preparo dos extratos de A. angustifdlia

O experimento foi conduzido em maio de 2017 no Laboratério de Biotecnologia: Cultura de
Tecidos Vegetal, localizado no Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas,
Campus Muzambinho.

Folhas e cascas de A. angustifolia foram coletadas de plantas adultas no Campus Muzambinho
no periodo da manha, as 8h. Objetivou-se padronizar o horéario de coleta, pois este fator pode influenciar
a composicao quimica do material vegetal. Para obtencao dos extratos, os materiais vegetais foram
secos em estufa de renovacao de ar a 40°C, por 72 horas. Posteriormente, os materiais secos
foram triturados, com o auxilio de um moinho de facas tipo Willey, dissolvidos em &lcool etilico e
armazenados na geladeira, no escuro, por 12 horas.

Todos os extratos foram confeccionados obedecendo a proporcao de 100 gramas de material
vegetal para 900mL de alcool etilico, sendo este considerado o extrato bruto, com 100% de
concentracao. ApOs esse periodo, os extratos sofreram filtragem com finalidade de retirada de
particulas maiores e depois diluicao, para obtencéo das solugdes com concentragdes 12%, 5%,
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25%, 50% e 100%. O efeito dessas concentracdes foi comparado com a agua destilada, considerada
como tratamento controle.

Preparo do meio de cultura e procedimentos do cultivo in vitro de sementes de alface

Preparou-se 0 meio MS semisso6lido (MURASHIGE; SKOOG, 1962), o qual teve o pH ajustado
para aproximadamente 5,7 e solidificado com 8g L' de agar e autoclavado a 1,6atm por 20 minutos.
A adicdo das concentracdes dos extratos no meio de cultura foi realizada durante sua confecgédo e
antes da autoclavagem, por meio de uma pipeta automatica, contendo o volume final de 0,1mL de
extrato de A. angustifolia por plantula de alface cultivada in vitro, totalizando 2,0mL de extrato para
cada tratamento.

No experimento, totalizaram-se 200 sementes de alface de cultivar comercial Regina. A assepsia
das sementes foi realizada com 1,25% de cloro ativo durante 15 minutos e em seguida as sementes
foram lavadas 4 vezes com agua destilada e autoclavada em capela de fluxo laminar.

A inoculacdo das sementes de alface foi realizada em frascos contendo o volume de 40mL
de meio de cultura. Em cada um dos frascos foram inoculadas 5 sementes que apds esse processo
permaneceram em BOD sob fotoperiodo de 16 horas de luz e a temperatura de 25°C.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 2 (folhas e cascas) x 5 (concentracoes do extrato etandlico), totalizando 10 tratamentos.
Foram realizadas 4 repetigoes contendo 5 plantas por parcela.

Apos 20 dias de cultivo in vitro, avaliou-se biomassa seca da parte aérea e raiz, altura (cm),
nimero de folhas, teor de clorofila total medido pelo aparelho Clorofilog e % de mortalidade.
As analises estatisticas foram realizadas pelo Programa SISVAR (FERREIRA, 2011) com ajustes de
regressao para as concentracoes de extrato etandlico nos diferentes tipos de material vegetal (folhas
e cascas) de A. angustifolia.

Resultados e discussao

A interacdo entre as fontes cascas e folhas de A. angustifolia e as diferentes concentragoes
nao apresentou uma resposta significativa para o niamero de folhas (NF) e teor de clorofila (TC),
enquanto o contrario ocorreu para a altura (ALT) das plantulas de alface. Nao foi constatada diferenca
significativa para o nimero de folhas (NF) das plantulas de alface, por meio da anélise de variancia
para as fontes utilizadas, assim como para as outras variaveis. Para as concentracdes dos extratos,
houve resposta para nimero de folhas (NF), altura (ALT) e teor de clorofila (TC) (TABELA 1).

Tabela 1 — Quadrado médio (QM) e coeficiente de variacdo dos residuos (CV) referentes ao nimero médio de folhas
(NF), altura média em centimetros (ALT) e teor médio de clorofila (TC) em fungao das fontes do extrato, concentrages
utilizadas e suas interacoes para as plantulas de alface. IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho-MG, 2018.

Fontes de variacao am
GL NF ALT (cm) TC
Fontes 1 6,480000™ 0,393384"™ 3,892050™
Concentracao 4 130,192500° 78,017884" 425,025750°
Fontes* concentracédo 4 3,192500™ 5,492234" 33,153800™

(continua...)
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Tabela 1 - Continuacao

Fontes de variacao am
GL NF ALT (cm) TC
Erro 190 190 2,085263 0,866725 31,536466
CV (%) 45,55 51,13 89,60

ns: Nao significativo; *: significativo pela analise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Elaboracao dos autores (2018).

Constatou-se que para o nimero de folhas, a medida que ocorre 0 aumento da concentracao dos
extratos, observa-se uma tendéncia de reducao linear do nimero de folhas de alface. A concentracao
correspondente a 25% de extrato foi a que apresentou a segunda maior quantidade de folhas, ficando
atrés apenas da testemunha, em que havia sido aplicada somente agua destilada. Com 100% do
extrato de A. angustifolia obteve-se o melhor resultado, com menor nimero de folhas por parcela e
diferindo das demais (FIGURA 1).

Figura 1 — Numero médio de folhas em plantulas de alface obtido nos tratamentos com as diferentes
concentracgoes de extrato. IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho (MG), 2018.
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Fonte: Elaboracao dos autores (2018).

Silveira et al. (2014) concluiram em seu estudo que extratos aquosos das folhas de
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze exercem efeitos inibitorios sobre a germinacao, velocidade de
germinacao e crescimento inicial de Lactuca sativa L., resultado semelhante ao obtido neste trabalho.

Na Figura 2, observa-se que a altura média das plantulas também tende a diminuir a medida
que ha aumento da concentracao do extrato de cascas de A. angustifolia. A concentracdo minima
estimada de 80,7% de extrato proporcionou menor altura em plantulas de alface.
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Figura 2 — Altura média das plantulas de alface obtida nos tratamentos com extrato de A. angustifolia a base
de cascas, com as diferentes concentracoes. IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho (MG), 2018.
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Fonte: Elaboracao dos autores (2018).

Segundo Klein et al. (2017), o extrato aquoso de residuos agroindustriais de cascas do pinhao de
A. angustifolia apresenta eficacia na inibicao da germinacao de sementes de L. sativa, mostrando-se
como um potencial herbicida natural.

Para o teor médio de clorofila, a concentracao do extrato de A. angustifolia estimada pelo modelo
quadratico foi de 22,27%, representando o maior teor médio de clorofila (8,13%). Novamente,
a concentracdo 100% se destacou, resultando no mais baixo teor de clorofila (FIGURA 3).

Figura 3 — Teor médio de clorofila de plantulas de alface obtido com as diferentes concentragdes de extrato de
A. angustifolia. IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho/MG, 2018.
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Fonte: Elaboracdo dos autores (2018).

O teor de clorofila e carotendides nas folhas indicam o nivel de dano que determinado estresse
pode estar causando a planta, uma vez que a clorose é, normalmente, um dos primeiros sintomas
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expressos (CATUNDA et al., 2005). Hendry et al. (1987 citado por Catunda et al., 2005) relatam que
em situagoes de estresse por herbicidas as clorofilas totais sao destruidas com maior intensidade que
os carotenoides; assim, a razao entre a concentracao de clorofila total e a de carotenoides (CT/CAR)
pode ser usada como um fator de avaliacao de danos a planta.

A interacdo entre as fontes cascas e folhas de A. angustifolia e diferentes concentracoes de
extrato nao apresentou resposta significativa para a média da biomassa seca de parte aérea (BSPA),
média da biomassa seca de raiz (BSR) e média da porcentagem de mortalidade (%M). Também
nao se constatou diferenca para as variaveis analisadas em funcao das fontes cascas e folhas de
A. angustifolia, por meio da analise de variancia. Para as concentragbes desses extratos, houve
resposta significativa para todas as varidveis citadas acima (TABELA 2).

Tabela 2 - Quadrado médio (QM) e coeficiente de variacao dos residuos (CV) referentes a média da biomassa
seca de parte aérea (BSPA), média da biomassa seca de raiz (BSR) e média da porcentagem de mortalidade
(%M) em funcéo das fontes do extrato, concentragdes utilizadas e suas interagdes para as plantulas de alface.
IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho/MG, 2018.

Fontes de variacao am
GL BSPA BSR %M
Fontes 1 0,000004ns 1,9600000E-7" 360,0m™
Concentracao 4 0,000043* 0,000005" 9050,0"
Fontes*concentracao 4 0,000004" 0,000001" 110,0™
Erro 30 0,000002 0,000001 413,333333
CV (%) 28,65 80,23 81,32

ns: Nao significativo; *: significativo pela analise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Elaboracao dos autores (2018).

A biomassa seca de parte aérea de plantulas de alface apresentou 0 menor peso na concentracao
100% do extrato. Houve uma tendéncia de queda (ajuste quadréatico) dos valores de biomassa com
0 aumento das concentragdes do extrato (FIGURA 4).

Figura 4 — Média da biomassa seca de parte aérea das plantulas de alface em mg, obtida nos tratamentos com
as diferentes concentragdes do extrato de A. angustifolia. IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho (MG), 2018.
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Para a biomassa seca de raiz, mais uma vez a concentracao de 100% foi responsavel pelos
resultados mais satisfatérios, com uma média da biomassa seca de raiz muito préxima a zero,
muito menor do que as plantulas das parcelas da testemunha (FIGURA 5).

Figura 5 — Média da biomassa seca de raiz das plantulas de alface em mg obtida nos tratamentos com as
diferentes concentragdes do extrato de A. angustifolia. IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho (MG), 2018.
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Fonte: Elaboracao dos autores (2018).

Braine et al. (2011) também constataram em seu trabalho que ha efeitos inibitérios de
substancias da A. angustifolia sobre as plantas de alface, por meio da utilizacao de aciculas senescidas
inteiras e em pd em contato com as sementes, indicando que as aciculas diminuem a velocidade de
germinacao e interferem no tamanho do sistema radicular das plantas formadas.

A Figura 6 mostra que a concentragdo 100% do extrato proporcionou elevada porcentagem de
mortalidade das plantulas de alface. Houve um ajuste quadratico, em que a medida que se aumenta
as concentragdes do extrato, aumenta-se a porcentagem de mortalidade em plantulas de alface.
O ponto minimo estimado foi de 11,79% do extrato de A. angustifolia, proporcionando mortalidade
média de plantulas de alface de 0,89%.

Figura 6 — Média da porcentagem de mortalidade das plantulas de alface obtida nos tratamentos com as
diferentes concentracoes do extrato de A. angustifolia. IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho/MG, 2018.
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Assim, uma provavel explicacao para os efeitos inibitorios exercidos pela espécie A. angustifolia
sobre o desenvolvimento de outras plantas seria a presenca da catequina, composto quimico que de
acordo com Michelon et al. (2012 apud SOUZA, 2013) esta presente no extrato aquoso de bracteas
do vegetal. Taiz et al. (2017) citam a catequina como um metabdlito secundario alelopatico fitotdxico,
que no solo inibe as raizes de outras plantas.

Conclusoes

Para os extratos etandlicos de cascas e folhas da espécie A. angustifolia constata-se atividade
herbicida em plantulas de alface cultivadas in vitro, havendo diminuicéo de biomassa seca da parte
aérea e raiz, reducao do crescimento, numero de folhas, teor de clorofila e aumento da porcentagem
de mortalidade apds a aplicagao dos tratamentos.

Com a concentragao de 100% do extrato de A. angustifolia, observam-se os melhores efeitos
inibitérios para as variaveis analisadas.
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Herbicidal potential of Araucaria angustifolia (Bertoloni)
Otto Kuntze in lettuce seedlings in vitro

Abstract

Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze plants are a viable source of potentially active secondary
metabolites; however, deep studies and researches about the activity of these compounds are needed.
The objective of this work was to assess the herbicidal activity of ethanolic extracts of plants of the
species A. angustifolia in lettuce seedlings in vitro. Ethanolic extracts at different concentrations
(0,0%, 12.5%, 25.0%, 50.0%, and 100.0%) were prepared using barks and leaves. A semisolid
MS medium with pH adjusted to approximately 5.7 was prepared, solidified with 8 g L' of agar, and
autoclaved at 1.6atm for 20 minutes. The extracts were added to the culture medium during their
preparation before the autoclaving, using an automatic pipette containing 0.1 mL of A. angustifolia
extract per lettuce seedling. The number of leaves per seedling, seedling height, chlorophyll content,
root and shoot dry weights, and mortality percentage was determined at 20 days after inoculation. The
results showed that the extract from leaves or barks of A. angustifolia plants has herbicidal activity in
lettuce seedlings in vitro, and the extract concentration of 100% presented the best inhibitory results
for the variables evaluated.

Keywords: Biological activity. Araucaria. In vitro culture. Plant mortality. Lactuca sativa L.
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