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Resumo

Foi estudado o potencial alelopético do extrato metandlico da folha, raiz, caule e
espinho de timbete com o proposito de avaliar sua eficiéncia em relacdo a inibi¢do na
germinagdo de sementes de Panicum maximum (capim-colonido), Lolium perene (azevém-
perene), Amaranthus hypochondriacus (caruru), Trifolium alexandrium (bersim) e Physalis
ixocarpa (tomate verde) em placa petri e casa de vegetacdo, e a posterior caracterizacao
dos compostos alelopaticos responsaveis pela inibigdo. Foram realizados testes de
germinacdo, com fotoperiodo de 10 hs e por 7 dias e utilizando solugdes dos extratos nas
concentragdes de 25, 50, 100, 150 e 200 ppm. Com o fracionamento do extrato metandlico
da raiz de Cenchrus echinatus, as fragoes diclorometano ¢ a mistura acetato de
etilazmetanol (1:1) apresentaram o maior conjunto de inibi¢do sobre as sementes de
Panicum maximum com os pardmetros: desenvolvimento da raiz, caule, germinacdo e
producdo de biomassa. O extrato metanolico da raiz e caule tiveram uma maior inibi¢ao
para a espécie Amaranthus hypochondriacus e a espécie Trifolium alexandrium foi a
menos afetada, e o extrato metandlico da raiz de Cenchrus echinatus apresentou maior
eficiéncia quando comparado com o de caule, os resultados para o extrato da raiz onde a
acdo inibitéria alcangou até 100%. Na identificacdo qualitativa dos metabolitos
secundarios presentes no extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus deram positivo
para alcaloides, glicosideos cardiotdnicos e triperpenos e/ou esterodides.

Os extratos ativos foram analisados através da técnica de Cromatografia a Gas acoplada a
espectrometria de Massas, identificando S-pineno, limoneno, cineol, cis-ocimeno, linalol,
trans-geraniol, cis-alfa-bergamoteno, trans-alfa-bergamoteno, germacreno D, gama-

cadineno, /,10,di-epi-cubenol, epi-alfa-cadinol, octadecatrienal e dcido palmitico.

Palavras-chave: atividade alelopatica, extrativos volateis, extrato metandlico
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Resumen

Se estudio el potencial alelopatico del extracto metanodlico de hojas, raiz, tallo y
espinas de timbete, con el propdsito de evaluar su eficiencia en relacioén a inhibicion de
germinacion de semillas de Panicum maximum, Lolium perene, Amaranthus
hypochondriacus, Trifolium alexandrium y Physalis ixocarpa en placas petri y casa de
invernadero, y posterior caracterizacion de los compuestos alelopaticos responsables por
la inhibicién. Fueron realizados ensayos de germinacion con foto-periodo de 10 horas,
durante 7 dias, usando soluciones de los extractos en concentraciones de 25, 50, 100, 150 e
200 ppm. Después del fraccionamiento cromatografico del extracto bruto de la raiz, las
fracciones obtenidas con solventes diclorometano y con la mezcla acetato de etilo/metanol
(1:1) presentaron los mejores resultados de inhibicion de las semillas de Panicum
maximum para los pardmetros: Crecimiento de raiz, tallo, porcentaje de germinacion y
produccion de biomasa. El extracto metanolico de la raiz y tallo presentaron mayor
inhibicion para la especie Amaranthus hypochondriacus y la especie Trifolium
alexandrium fue menos afectada. El extracto metandlico de la raiz de Cenchrus echinatus
presentd mayor eficiencia cuando comparado con el extracto de tallo, obteniendo valores
de inhibicion de hasta 100%. Andlisis cualitativa de los metabdlitos secundérios presentes
en el extracto metanolico de raiz de Cenchrus echinatus mostraron resultados positivos

para alcaloides, glicosidos cardiotonicos y triperpenos y/o esteroides.

Palabras-clave: actividad alelopatica, extractivos volatiles, extracto metanoélico.

14



1- Introducéo

Desde a antiguidade, sabe-se que algumas espécies vegetais podem prejudicar o
crescimento de outras que estdo em suas proximidades. Durante muito tempo, esse fato foi
considerado como um fenomeno inexplicavel (Rodrigues et al., 1992).

O primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no desenvolvimento
de outras plantas vizinhas foi descrito por Theophrastus (300 a.C.), um discipulo de
Aristoteles, propondo que a leguminosa Cicer arietinum exauria o solo. Em 1832, o
botanico De Candolle sugeriu que o cansaco da terra na agricultura era decorrente de
exudatos liberados pelas plantas da propria cultura (Rice, 1984).

Lee e Monsi (1963), citados por Almeida (1988), referem a um documento japonés
de autoria de Banzan Kumazawa, escrito a cerca de 300 anos, no qual descreve que a
chuva e o orvalho arrastavam para o solo produtos quimicos contidos nas folhas de
pinheiro (Pinus densiflora), os quais prejudicavam as culturas localizadas embaixo da copa
destas arvores.

Hoy e Stickney (1881), citados por Chou (1999), relataram que uma espécie de
nogueira afetava o crescimento de plantas situadas ao seu redor. Schreiner e Reed (1907,
1908), citados também por Chou (1999), identificaram no solo um &cido orgénico liberado

pelas raizes de plantas que inibiam o crescimento de algumas culturas.

2 - Revisao da Literatura

2. 1 — Historico e Conceitos

Somente em 1937, o pesquisador alemdo Hans Molisch estudou o efeito do etileno
no crescimento das plantas e cunhou a palavra "alelopatia", proveniente da unido de duas
palavras gregas "allelon" e "pathos", que significam respectivamente "mutuo" e "prejuizo".
Apesar do significado etimoldgico da palavra alelopatia, Molisch define que o termo
engloba tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais entre uma planta e outra (Einhellig,
1995).

Ao termo alelopatia ainda vem sendo acrescidos conceitos como os criados por
Grummer (1955) citado por Einhellig (1995) que sugerem uma classificagdao de interagdes
de acordo com a natureza dos agentes doador e receptor das substancias quimicas,

propondo entdo os termos: antibidtico - para substancias produzidas por microorganismos
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e que afetam outros microorganismos; marasminos -para as substancias produzidas por
plantas superiores € que atuam em microorganismos; fitocidas - para os elaborados por
microorganismos e que atuam nas plantas e colinos- quando o doador e o receptor sdo
plantas.

Em 1969 Muller criou o termo interferéncia - englobando coletivamente todas as
interagdes que se desencadeiam entre os individuos de uma comunidade, reunindo os
termos de alelopatia e competicdo (Einhellig, 1995).

Em 1971 Wittaker e Feeny cunharam o termo aleloquimico (allelochemics) como
sendo agentes quimicos de importancia essencial para a adaptagdo de espécies e
organizacdo das comunidades, Chou e Waller (1980) wusaram aleloquimica
(allelochemicals) para descrever todas interagdes bioquimicas entre organismos tanto inter
quanto intra-especificamente (Chou, 1999).

Rice (1974), na primeira edigdo de seu livro "Allelopathy", limita o termo
alelopatia como sendo apenas uma interagao prejudicial. Putnan e Duke (1978) consideram
que o termo alelopatia talvez seja tecnicamente erroneo, uma vez que significaria somente
'prejuizo mutuo'. No entanto, Rice (1984), na segunda edi¢cdo de seu livro com o mesmo
titulo, revisou seu conceito e abrangeu a defini¢ao original do termo, o qual inclui também
o efeito benéfico.

Putnan e Duke (1978) introduziram ao conceito de alelopatia, os termos de 'planta
doadora’, como aquela que libera substiancias quimicas e interfere na germinagdo e/ou
crescimento de outra planta, que seria a 'planta receptora’.

Recentemente, Fuerst e Putnan (1983) reclassificaram estes termos em:
fitoinibidores — como sendo as substancias alelopaticas produzidas por plantas superiores
e que inibem outras plantas (substituindo colino) e saproinibidores — as de origem
microbiana e toxicas para plantas superiores (substituindo fitocidas).

Quando a substancia liberada causa somente efeitos prejudiciais, recebe também o
nome de fitotoxina. Essas substincias podem ser produzidos em qualquer parte das plantas
€ a sua concentragdo varia de espécie para espécie e, numa mesma espécie, de acordo com
a parte da planta e o seu estagio de desenvolvimento, (Rodrigues et al., 1992).

As substancias quimicas liberadas pelas plantas ou microorganismos no ambiente e
que causam efeitos benéficos ou deletérios sobre outras plantas ou microorganismos sao
denominados de substancias alelopaticas, agentes aleloquimicos ou simplesmente

aleloquimicos, ou produtos secundarios (Carvalho, 1993).
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Recentemente, Miller (1996) classificou o efeito alelopatico em dois tipos:
autotoxicidade, que ocorre quando plantas de uma espécie liberam substincias quimicas
que interferem na germinagdo e/ou crescimento de plantas da mesma espécie; e
heterotoxicidade, quando uma planta produz substancias que sdo toxicas para germinacgao
e/ou crescimento de plantas de outras espécies.

O processo de autotoxicidade vem sendo observado tanto em ambientes naturais
como em ecossistemas manipulados, causando intimeras implicagdes, tanto ecoldgicas
como econdmicas, como declinio de producdes agricolas e problemas na regeneracdo de
algumas areas naturais.

Para Seigler (1996) o processo de autotoxicidade tem a funcao positiva de manter
espacamento entre individuos para prevenir o desenvolvimento de predadores, de bactérias
ou fungos patogénicos, assim como promover a poliniza¢ao cruzada entre individuos.

Segundo Singh et al, (2003) as espécies que possuem o mecanismo de
autotoxicidade podem regular suas populagdes no espaco € no tempo, evitando competicao
intra-especifica, favorecendo sua propria perpetuagdo e tendo uma melhor distribui¢ao
geografica. No entanto, ndo hé evidéncia que estas espécies sejam favorecidas pela sele¢ao
natural. Vérias espécies de coniferas sdo exemplos de espécies que possuem o mecanismo
de autotoxicidade.

Como interferéncia ¢ um termo muito amplo, o dividiu em trés tipos distintos:
alelospolia -ou competi¢do, onde organismos provocam a retirada ou reducao de fatores do
ambiente, como agua, luz, nutrientes; alelomedi¢do - ou interferéncia indireta, onde as
alteragdes sao causadas no ambiente por organismos, com reflexos nos seres vizinhos,
como a escolha alimentar seletiva de um herbivoro; e alelopatia -interferéncia causada por
substancias quimicas produzidas por certos individuos e que no ambiente afetam outros
individuos da comunidade (Pires e Oliveira, 2001).

A Sociedade Internacional de Alelopatia define a Alelopatia como: “A ciéncia que
estuda qualquer processo envolvendo, principalmente, metabolitos secundarios produzidos
por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam o crescimento de sistemas biologicos

com efeitos positivos e negativos”.

17



2.2 - Conceitos de Planta daninha

Conceito ecoldgico - planta que coloniza e domina o estagio inicial de uma sucessdo
vegetal numa terra perturbada pelo homem. Planta que se adapta com maior facilidade as
condig¢des edafoclimaticas criadas pelo homem.

Conceito bioldgico - planta com caracteristicas especificas que facilita sua sobrevivéncia e

dispersao (UFLA, 2004).

2.2. 1 - Caracteristicas de uma planta para ser considerada daninha

v" Nenhuma exigéncia para germinar
Répido crescimento

Alta capacidade de florescimento
Alta producao de sementes

Habilidade de dispersao

AN NN N

Adaptagdo as praticas de manejo

As plantas daninhas sdo dotadas de certas caracteristicas que lhe sdo peculiares e que
interferem na estratégia de seu manejo. Para se manejar bem estas plantas ha necessidade
de se conhecer mais profundamente tais caracteristicas (UFLA, 2004).

A germinagdo e crescimento em condigdes adversas sdo mais tipicos ou menos
tipicos em fungdo da espécie. Importante lembrar que todas germinam e desenvolvem
melhor em condi¢des mais amenas, porém, certas espécies sao capazes de se desenvolver
onde outras ndo seriam capazes. Exemplo: tiririca (Cyperus spp) que ¢ classificada como
uma espécie de ambiente indiferente, cresce melhor em ambiente favoravel, porém, o
ambiente ndo ¢ tdo limitante como seria para outras espécies, principalmente as plantas
cultivadas. Assim, seu manejo sera voltado em dar condigdes mais favoraveis para a
cultura e menos favoravel para a planta daninha.

A alta capacidade de florescimento expressa a necessidade e capacidade das espécies
de se multiplicarem. Quaisquer que sejam as condigdes, a maioria das espécies daninhas
florescem e produzem sementes em abundancia. Uma espécie cultivada, sob tais condig¢des
ndo floresce ou floresce de maneira deficiente, comprometendo a producdo de sementes e
consequentemente a multiplicagdo da espécie. O manejo da planta daninha neste caso € o

seu controle antes mesmo que ela produza sementes viaveis. O controle de sua
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descendéncia também resolve mas, com mais custos € outros prejuizos.

A alta producdo de sementes juntamente com a dorméncia, conferem as espécies
daninhas a capacidade de perpetuacao da espécie e capacidade competitiva.

Até mesmo o tamanho e forma da semente, muitas vezes coincidem com aquelas
sementes das plantas cultivadas e assim sdo disseminadas junto com a cultura. A
disseminagdo através da 4gua (canais de irrigagdo e drenagem) e sementes de culturas
contaminadas com sementes de plantas daninhas sdo duas formas mais significantes de
disseminag¢do principalmente a longa distancia.

Adaptagdo as praticas de manejo: mais do que qualquer planta cultivada, as espécies
silvestres sdao providas de variagdes genéticas dentro de uma mesma populagdo. Isto faz
com que qualquer que seja a pratica de manejo adotada, aquela populacdo, através de seus
individuos, se adapta e se torna tolerante aquela pratica. Quanto mais heterogénea for uma
populacdo, maior sera a chance e velocidade de adaptagdo a nova pratica de manejo. Por
1sso, no sistema atual de manejo de plantas daninhas, ¢ fator primordial a rotagdo ou
integragdo de métodos de controle. Como um exemplo desta adaptagdo, pode-se citar o uso
continuo de um mesmo herbicida numa mesma éarea, levando uma populagdo que antes era
susceptivel e agora tornou-se tolerante ao mesmo herbicida, fato este denominado de
selecdo de ecotipo resistente.

Um outro exemplo, ainda referente ao uso continuo de um mesmo herbicida numa
mesma area ¢ a selecdo de espécies resistentes: muitas vezes, dentro de uma comunidade
de espécies, existe umas poucas que sao resistentes ao herbicida. Esta(s) espécie(s) tem a
vantagem sobre as susceptiveis que sao eliminadas pelo herbicida, e assim se multiplicam e
dominam a érea.

Ainda como um terceiro exemplo do uso continuo deste herbicida, ¢ a selecdo de
espécies susceptiveis que apresentam um habito de crescimento rasteiro e assim sao
protegidas por outras espécies de habito de crescimento ereto. O herbicida atinge primeiro
as de porte ereto que formam o fendmeno denominado “guarda chuva” para as de porte
rasteiro que se desenvolvem livres das primeiras.

Finalmente como um ultimo exemplo de adaptagdo das plantas daninhas as praticas
de controle, pode-se citar o uso de rogadeira para o controle de espécies perenes. A
rogadeira elimina a parte aérea e estimula o desenvolvimento da parte subterranea, com

isso estas espécies se tornam mais competitivas € dominam a drea com o tempo.
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2.2. 2 - Prejuizos causados pela presenca de plantas daninhas (UFLA, 2004)

1. Produg@o mais baixa
a) Efeitos quimicos
b) Efeitos competitivos
2. Menos eficiéncia de uso da terra
a) Custos mais elevados (pois t€ém que serem controladas)
b) Valor da terra decresce (devido a sua presenca)
c¢) Custo de colheita elevado
d) Cultura danificada pelo cultivo
¢) Estrutura do solo destruida
3. Custo mais elevado de protecdo contra insetos e doengas

a) Abrigo de pragas e doengas

b) Migracdo da praga para a cultura apos o final do ciclo da planta daninha.

4. Qualidade de produto mais baixa
a) Sementes de plantas daninhas
b) Restos vegetais de planta daninha em feno e algodao
c¢) Odor de planta daninha no leite
d) Sementes de plantas daninhas na 1a
e) Plantas daninhas toxicas diminui crescimento
f) Aumenta teor de umidade das sementes colhidas
5. Manejo da 4gua
a) Problemas para irrigagdo e drenagem
b) Recreagdo e pesca
¢) Odor e sabor em suprimentos de dgua
6. Satde do homem
a) Irritacdo da pele — urtiga
b) Toxica — cuscuta, mamona

c¢) Alergia — semente de capim gordura
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2. 3 - Competigao x Alelopatia

Em uma comunidade natural diversos mecanismos ecologicos acontecem
concomitantemente e, devido a complexidade que envolve estes mecanismos, torna-se
dificil distingui-los. Este fato ndo ¢ diferente quanto aos processos de alelopatia e
competicao, tanto que alguns autores preferem defini-los conjuntamente através do termo
"interferéncia".

No entanto, ¢ importante distinguir os processos de alelopatia e de competi¢cdo, que
sdo considerados mecanismos opostos, uma vez que a competicdo envolve a redugdo ou a
retirada de algum fator do ambiente necessario a outra planta no mesmo ecossistema, tal
como agua, luz e nutrientes (Rice, 1984).

Como ¢ um fendmeno que ocorre largamente em comunidades de plantas, a
alelopatia ¢ um dos mecanismos por meio dos quais determinadas plantas interferem no
desenvolvimento de outras, alterando-lhes o padrdo e a densidade (Smith, 1989). A
alelopatia acontece pela introdug@o ou liberacdo de elementos no ambiente.

Fuerst e Putnam (1986), Liu e Lovett (1993), Weidenhamer (1996), Inderjit, (1997)
e Inderjit e Mallik (2002) vém desenvolvendo trabalhos que propdoem metodologias que
possam diferenciar ou separar os processos de alelopatia e competicao.

Pela complexidade dos fendmenos alelopaticos, com multiplas varidveis possiveis,
ha autores que afirmam que a separagdo nao seria natural (Inderjit e Del Moral, 1997).
Assim, competicao e alelopatia poderiam operar simultaneamente ou em seqiiéncia na
natureza e seria quase impossivel, em alguns casos, separa-las (Einhelling, 1996).

Foi observado que, para uma certa quantidade de aleloquimicos, o aumento da
densidade de plantas diminuia o efeito alelopatico, embora tenha aumentado o efeito de
competi¢do. Isto porque cada planta dividiu com suas companheiras os efeitos fitotoxicos,
de forma que houve atenuagdo dos efeitos (Weidenhamer ef al., 1989). Este ¢ um exemplo
claro que alelopatia e competi¢ao sdo fenomenos distintos na natureza, embora possam

estar bastante interrelacionados.

2. 4 - Metabolitos Secundarios

Sdo conhecidos cerca de 10 mil metabolitos secundarios com agdo alelopatica

(Almeida, 1988). Certos esterdides, acidos graxos de cadeia longa e lactonas insaturadas
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vém revelando-se como herbicidas naturais, os quais estariam livres dos efeitos
prejudiciais que sdo causados pelos herbicidas sintéticos.

Todas as plantas produzem metabolitos secundarios, que variam em qualidade e
quantidade de espécie para espécie, até mesmo na quantidade do metabolito de um local de
ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro, pois muitos deles tém suas sinteses
desencadeadas por eventuais vicissitudes a que as plantas estdo expostas (Ferreira, 2000,
citado por Mano, 2006).

A resisténcia ou tolerancia aos metabolitos secundarios que funcionam como
aleloquimicos é mais ou menos especifica, existindo espécies mais sensiveis que outras,
como por exemplo Lactuca sativa (alface) e Lycopersicum esculentum (tomate), por isso
mesmo muito usadas em biotestes de laboratorio.

Pelo menos 25% dos produtos medicinais humanos foram originados da natureza
ou sao derivados sintéticos de substancias naturais.

Ao contrario das substincias do metabolismo primario, que fazem parte da
atividade celular de praticamente todos os seres vivos, as substidncias do metabolismo
secundario ndo estdo envolvidas em funcdes vitais das plantas.

As interagdes planta-animal, assim como as interagdes planta-planta e planta-
microorganismos sao mediadas por substancias quimicas. As substancias do metabolismo
secundario funcionam para as plantas como sinais por meio das quais elas atraem ou
repelem os seres que as rodeiam. Elas exalam substancias que podem ser repelentes ou
atraentes; armazenam toxinas e utilizam recursos para adaptacdo a alteragdes climaticas,
entre outros.

Os produtos do metabolismo secundario ou produtos naturais podem ser produzidos
por plantas, microorganismos, insetos e outros animais e muitos deles sdo extraidos e
usados como remédios, corantes, perfumes, inseticidas, entre outros usos ou constituem um
modelo que o homem utiliza para sintetizar em laboratério substancias com as mais
diversas propriedades.

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o que tem contribuido
de forma mais significativa para o fornecimento de metabolitos secundarios, muitos destes
de grande valor agregado devido as suas aplicagdes como medicamento, cosméticos,
alimentos e agroquimicos (Phillipson e Anderson, 1998).

Durante muito tempo, acreditou-se que os metabolitos secundarios fossem

produzidos sem uma fungao especifica, simplesmente como produtos finais das reagdes. A
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cada dia descobre-se um pouco mais sobre a fungdo dessas substancias, sua utilidade para

o desenvolvimento fisioloégico das plantas e seu papel como mediadores das interagdes

entre as plantas e outros organismos.

Segundo Rice (1984), Os aleloquimicos, que sdo produtos do metabolismo secundario,

podem ser relacionados nas seguintes categorias principais:

Acidos orgéanicos soluveis em agua, alcoois de cadeia linear, aldeidos alifaticos e
cetonas; exemplos: acidos citrico e acético; metanol e acetaldeido.

Lactonas insaturadas simples: Varias lactonas simples sdo fortes inibidoras da
germinagdo de sementes; exemplos: cumarinas (psoraleno e umbeliforona).

Acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos: estearico, miristico.

Naftoquinonas, antraquinonas € quinonas complexas, apenas uma quinona foi
identificada como toxica para outras plantas. E a juglona e este composto é liberado
pelas folhas e frutos da Black walnut trees. Exemplos: julglona, tetraciclina.
(Putnam e Tang 1986);

Fendis simples, acido benzodico e derivados: acido galico, vanilico e hidroquinona.
Acido cinamico e derivados.

Flavonodides: alguns flavondides tém sido descritos na alelopatia. Alguns
pesquisadores acreditam que este grupo quimico pode conter um numero de
substancias alelopaticas importantes. Exemplo: florizina.

Taninos hidrolisdveis e condensados: o grupo dos taninos incluem os compostos
hidrolisaveis e condensados. Os primeiros sdo ésteres de acucar do acido galico
enquanto os segundos sd3o complexas misturas de varios acidos fenolicos. Os
taninos hidrolizaveis inibem germinacdo das sementes, fixacdo do nitrogénio € o
crescimento da planta. Exemplos: acidos elagico e galico. (Putnam e Tang 1986);
Terpendides e fitoesterdis: os monoterpenos que sdo os encontrados em maior
quantidade nos Oleos de plantas também fazem parte do principal grupo de
inibidores. Exemplos: cineol, canfora, limoneno e ergosterol.

Aminoécidos e polipeptideos; alcaldides e cianoidrinas: Os alcaldides sdo
compostos ciclicos contendo nitrogénio em seus anéis ou cadeias laterais. Sdo
particularmente importantes inibidores do tabaco, café¢ e sementes de cacau.
Exemplos: cafeina, cocaina.

Sulfetos e glicosideos: ex: alilisotiocianato.

Purinas e nucleosideos.
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2.5 - Natureza dos aleloquimicos

Ao longo dos anos tem-se comprovado que as plantas produzem substancias
quimicas com propriedades alelopaticas que afetam algumas espécies de plantas
(especificidade). Tais substancias sdo distribuidas em concentracdes variadas nas
diferentes partes da planta e durante o seu ciclo de vida (periodicidade).

Quando essas substancias sdo liberadas em quantidades suficientes, causam efeitos
alelopaticos que podem ser observados na germinagdo, no crescimento e/ou no
desenvolvimento de plantas ja estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de
microorganismos (Carvalho, 1993; Goto et al., 2001; Seal et al., 2004; Barney et al.,
2004).

Harborne (1997) sugere que os metabolitos secundarios tém fungdo defensiva,
ajudando no crescimento da planta que os produz. E ainda, que estes compostos possuem
funcdo ecologica de defender a planta contra herbivoros. Atuam também como atrativos
para polinizadores, feromonio, além da acdo alelopatica (Harborne, 1991).

As substancias quimicas que possuem atividade alelopatica sdo produtos
secundarios produzidos pelas plantas e sdo chamados de aleloquimicos, substancias
alelopaticas, fitotoxinas ou apenas produtos secundarios.

Os aleloquimicos estdo presentes em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas,
flores, frutos, raizes, rizomas, caule e sementes (Putnan e Tang, 1986; Seal et al., 2004;
Barney et al., 2004; Xian et al., 2006; Xuan et al., 2006; Noguchi, 2003) . Para Friedman
(1995) todos os orgdos da planta tém potencial para armazenar aleloquimicos, mas a
quantidade e o caminho pelos quais sdo emitidos difere de espécie para espécie.

Um dos principais questionamentos ¢ se os aleloquimicos sdo produzidos pela
planta com fun¢do especifica ou sdo simples subprodutos do metabolismo celular das
plantas. Autores citados por Pires e Oliveira (2001), como Muller e Whittaker, defendem
que as substancias com atividade alelopatica se encontram em maior quantidade nos
vacuolos das células das plantas onde ficariam depositadas a fim de evitar sua propria
autotoxicidade. Swain, citado por Pires e Oliveira (2001), defende também que os
aleloquimicos sdo produzidos com fun¢do especifica e, assim, sua sintese obedece a leis
definidas geneticamente.

Fischer (1991) demonstrou que a agdo alelopatica muitas vezes deriva dos
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Fato comprovado também por outros autores

como Halligan (1975), Asakawa ef al, (1980), Bhatt e Sabata (1989), Fischer et al. (1989 e
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1990), Hiradate el at. (1999), Macias el al. (2000), Nishimura el al., (2000) e Goto et al.,
(2001).

Além dos estudos com terpenos, ja foram descritas outras classes de compostos
secundarios com atividade alelopatica como os fendis (McPherson et al., 1971; Tang e
Young, 1982; Pellissier, 1994; Inderjit, 1996; Huang et al., 2000; Quayyum et al., 2000;
Olofsdotter, 2002; Singh et al., 2003), alcaldides (Wu et al., 1997; Aerts et al., 1991) e
taninos (Rice e Pancholy, 1974; Rawat ef al.,1998), dentre outros.

E importante destacar que os efeitos benéficos dos metabolitos secundéarios de uma
planta ndo devem ser desvinculados do conceito de alelopatia, uma vez que essas
substancias podem ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo da concentragdo do
mesmo no meio ambiente (Volk et al., 2005; Rigano et al., 2006; Cunico et al., 2006; Alias
et al., 2005).

Ademais, vale a pena ressaltar que o efeito alelopatico depende de um composto
que ¢ adicionado ao ambiente (Weidenhamer et al., 2004). Nesse sentido, uma planta na
pastagem pode afetar o crescimento da outra, sem que ocorra o efeito alelopatico, mediante
competicdo por fatores do ambiente, tais como agua, luz e nutrientes (Rodrigues et al.,
1992; Hulot et al., 2004; Vasilakoglou ef al., 2005).

As influéncias exercidas pelos aleloquimicos podem apresentar caracteristicas
benéficas, tais como, prevenir a decomposi¢do e interferir na dorméncia das sementes ou
estimular o crescimento das plantas. Também podem agir de modo prejudicial no
desenvolvimento de um organismo ou em uma sucessdo de plantas remanescentes
(Almeida 1988, M.M e Vidal, 2004). Sabe-se também que estas substincias exercem
papel importante na protecao dos organismos contra as pragas (Viator et al., 2006).

Os aleloquimicos produzidos por uma planta podem ser toxicos para os insetos que
delas se alimentam, pode ser usado como agente polinizador ou atuarem como atraentes ou
repelentes. A natureza destas substincias ¢ percebida pelos insetos através dos quimio-
receptores de que dispdem, e com o0s quais conseguem descrimini-las mesmo em
concentragdes muito baixas, distinguindo-se plantas que lhes sdo toxicas das que sdo
inécuas (Wilson, 1970, Dayn e Duke 2000, Ladyhensakaya et. al,1987 ).

Um unico organismo produz diversos aleloquimicos que desencadeiam varias
interacOes. Muitas sdo as expectativas para isolar, identificar e quantificar todas as
estruturas quimicas destas substincias, pois, ainda existem duvidas a respeito de sua
atuacdo. Existem muitas dificuldades em identificar se o efeito alelopatico causado ¢

relativo a algum aleloquimico especifico, ja que os sintomas observados sao determinados
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pelo conjunto de seus efeitos, tornando-se dificil, mesmo depois de identificados, qual
deles provocam tais sintomas (Almeida, 1988).

Alguns efeitos sdo mais expressivos do que outros, podendo ser diagnosticados
com mais clareza. No entanto, substancias quimicas diferentes podem apresentar algumas
semelhancas na inibigao dos diversos estagios de desenvolvimento de uma planta (Buss. et.
al 2003).

Como exemplo de complexidade de produgdo destas substancias, pode-se citar a
vinca résea na qual foram identificados mais de 100 substancias alelopaticas. Esses
produtos secundarios que sdo formados nas células apresentam ainda dividas como sdo
exatamente biossintetizados (Swain, 1997).

Os tecidos de muitas plantas possuem altas concentracdes de glicosideos
cianogénicos tais como: amidalina, durrina e elinamarina. Quando estes compostos sdo
hidrolisados podem liberar o acido cianidrico que inibe, assim como a amonia, o etileno e
o0 6leo de mostarda, a germinagao, o crescimento radicular de diversas plantas. Em algumas
plantas das regides desérticas, ocorre a liberacdo da canfora e do cineol que impedem o

desenvolvimento de algumas espécies anuais (Putnam, 1985).

2. 6 - Liberagao dos Aleloquimicos

Os aleloquimicos podem ser liberados no ambiente através de processos ecologicos
como, a volatilizacdo, a lixivia¢do, exsuda¢do radicular e a decomposicao de residuos de

plantas no solo, conforme ilustrado pela Figura 1, abaixo (Rice, 1984).
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Fonte: www.agriculturasensitiva.com/image005.jpg

Figura 1. Liberagdo de aleloquimicos no meio ambiente.

A volatilizacdo ¢ comum em plantas aromaticas e os aleloquimicos volatilizados
sao de dificil detec¢do ou identificacdo. Geralmente, destacam-se os terpenos e etileno
dentre outros. Estes compostos podem ser liberados facilmente pelas folhas ou outras
partes da planta e podem afetar diretamente o crescimento ou desenvolvimento de plantas
que se encontram proximas. Segundo Durigan e Almeida (1993) diversas espécies de
Salvia, Eucalyptus e Artemisia elaboram produtos volateis toxicos como o canfeno,
dipenteno, a-pineno e B-pineno que inibem o desenvolvimento de outras plantas.

Segundo Souza (1988) as fitotoxinas volateis podem ser absorvidas diretamente
pela cuticula das plantas vizinhas, na forma de vapores ou serem condensadas pelo
orvalho. Ao chegaram ao solo podem ser absorvidas pelas raizes, adsorvidas pelas
particulas e/ou se dissolverem no solo.

O processo de lixiviagdo consiste na remogao de substancias quimicas das plantas
vizinhas pela acdo da dgua através da chuva, orvalho ou neblina. No solo estas substancias

podem sofrer degradagdo ou acdo de microorganismos.
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A exsudacao radicular tem sido pouco estudada, mas ¢ muito importante
especialmente quando associada ao efeito de microorganismos no solo, que podem ter
efeito direto com as raizes de outras plantas ou simplesmente ficar acumulada no solo,
(Robson, 1972 citado por Reigosa et al., 1999).

O processo de decomposi¢ao de produtos vegetais ¢ decorrente do rompimento de
tecidos de células ou extravasamento de conteudo celular. No entanto, a atividade destes
produtos no solo ¢ normalmente transitoria, uma vez que estd sujeita a adsorcdo pelos
coldides, degradacdo, inativagdo ou transformagdo pelos microorganismos (Almeida,
1988).

Além da atividade proveniente de compostos simplesmente liberados pelas plantas,
os quais ndo sofrem quaisquer transformacdes, sempre hd a possibilidade de
microorganismos modificarem compostos ndo tdxicos para toxicos, como no caso da
'amedalina’ em residuos de péssego (Rice, 1984). Também para o mesmo autor, & possivel
que microorganismos sintetizem inibidores, como na produgdo da substancia 'patutina’ pelo
microrganismo Penicillium urticae que cresce em residuo de palha de trigo (Triticum
aestivum). Essas mudancas podem acrescentar uma nova forma de atuacdo dos
aleloquimicos de uma planta.

Todas as plantas sdo potencialmente capazes de sintetizar compostos alelopaticos,
embora as plantas cultivadas e suas variedades comerciais tenham perdido muito essa
capacidade. Essa caracteristica era mais comum nos precursores silvestres das atuais
plantas cultivadas, que se adaptaram para competir com outras plantas, garantindo ndo s6 a
formacdo de estandes puros, como também a defesa contra insetos (Bansal e Bhan, 1993).

Resultados experimentais obtidos por varios autores mostram que todas as partes
das plantas podem conter compostos alelopaticos. Em bioensaios, esses compostos ja
foram encontrados nas folhas, caules aéreos, rizomas, raizes, flores, frutos e sementes de
diversas espécies, mas as folhas e as raizes sdo as fontes mais importantes de
aleloquimicos (Rodrigues et al., 1992; Weston, 1996).

As substancias alelopaticas sdo produzidas pelas plantas durante todo seu ciclo de
vida. Tais substancias estdo organizadas em diversas familias de compostos, sendo
distribuidas por todas as partes da planta de maneira ndo uniforme, em quantidades e
concentragoes variadas.

A maior parte dos aleloquimicos volateis pertencem a familia dos terpenoides. Estes
compostos podem ser liberados continuamente pelas plantas, tendo sua liberacdo acentuada

em condicoes de alta temperatura (Nascimento e Lopes,2003, Einhellig, 1995).
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Uma pequena quantidade de inimeros produtos quimicos ¢ exudada pelas raizes,
alguns dos quais com caracteristicas alelopaticas. E dificil precisar com clareza se as
substancias alelopaticas encontradas no solo sdo provenientes exclusivamente das raizes ou
produzidas pelos microorganismos, ou ainda se sdo liberadas pela decomposi¢ao dos
residuos organicos, onde incluem as células mortas desprendidas das raizes (Almeida,
1988 e Einhellig et al., 1995). Entre os compostos exudados, podem ser citados o acido
oxalico, a amidalina, a cumarina e o acido trans-cinamico (Souza, 1988).

Tratando-se das substincias que sofrem decomposi¢des, ainda devem ser
consideradas as substancias produzidas pelos microorganismos envolvidas nos processos,
muitas das quais sdo poderosas toxinas (Einhellig, 1996).

Deve-se salientar que no meio aquatico os aleloquimicos movimentam-se com
muito maior velocidade do que no solo.

As plantas terrestres estdo fixadas ao solo de onde retiram, além de dgua, a maior
parte dos nutrientes minerais. Para estas plantas, os aleloquimicos provéem de restos de
plantas vizinhas (advindos de folhas, flores, frutos e polen que formam a serrapilheira) e de
compostos lixiviados pela agdo da chuva sobre as copas e troncos. Podem vir também dos
exudados das raizes.

Os aleloquimicos sdo transformados pela acdo dos microorganismos e por varios
organismos que vivem no estrato superior do solo (minhocas, insetos, fungos e etc.). Na
serrapilheira em degrada¢do e na camada superficial do solo logo abaixo dela, onde
convivem comunidades multivariadas, ha por parte dos microorganismos uma grande
demanda de nitrogénio. A relagdo entre o C de matéria carbonada e nitrogénio ¢
aproximadamente C:N 30:1 (Reinhardt et al., 1999).

Isto pode levar a uma deficiéncia temporaria de nitrogénio disponivel para as
plantas devido a alta atividade e quantidade de microorganismos que utilizam este
elemento para seu proprio metabolismo, formando uma cadeia de eventos que pode ser
resumida da seguinte maneira: moléculas organicas > alta atividade de microorganismos
-> privagdo temporaria de nitrogénio => crescimento limitado das plantas (Dakshini ef al.,
1999). Isto nao ¢ efeito alelopatico.

De outra parte, os aleloquimicos podem influir sobre a atividade destes
decompositores, especialmente sobre bactérias dos géneros Nitrosomonas, que oxidam
amonia a nitrito, e Nitrobacter, que oxidam nitrito a nitrato (Rice, 1984). Finalmente, deve-
se mencionar que metabolitos secundarios inertes sob o ponto de vista alelopatico podem

ser ativados pela acdo dos decompositores, tornando-os ativos (Waller et al., 1999).

29



Em alguns casos o efeito sinérgico ¢ um dos grandes responsaveis do elevado
potencial de inibigdo. Isto ¢ confirmado quando & medida que se fraciona um extrato. O
poder de inibi¢do decresce pela separagdo dos compostos alelopaticos.

Os aleloquimicos sdo introduzidos no meio ambiente com um vasto numero de
outros metabdlitos secundarios como misturas e € provavel que efeitos sinérgicos
aumentem as atividades observadas (Putnam e Tang, 1986).

Um exemplo de sinergismo ocorre com as frutas. Muitos dos 4cidos contidos nos
sucos de fruta como por exemplo, os acidos malico e citrico, presentes na maca, uva e
frutas citricas em geral, sdo inibidores da germinagdo de sementes. Estes acidos misturados
agem sinergicamente para reduzir a germinag¢ao mais do que ocorreria se cada substancia
atuasse sozinha. Um importante papel dos acidos na fruta provavelmente ¢ o de prevenir a

germinagdo da semente dentro da fruta (Putnam, 1985).

2.7 - Fatores que afetam a liberag@o de aleloquimicos

As substancias alelopaticas sdo liberadas pelas plantas no ambiente quando as
folhas ou outras partes da planta caem ao solo. Estas substincias podem ser também
decompostas quimicamente pelas condigdes climaticas e por microorganismos. Tais
modificacdes ddo origem a produtos secundéarios que podem ser efetivos, influenciando
direta ou indiretamente as espécies adjacentes (Almeida, 1988).

Essa liberagdo sera influenciada também por temperaturas baixas ou altas, sendo
que em temperaturas elevadas aumentam a volatilizacao e, conseqilientemente, aumentam o
efeito inibitério. Tais mudangas metabolicas sdo importantes mecanismos de defesa da
planta, induzindo a maior producdo de aleloquimicos e, conseqiientemente, alterando as
estratégias de manejo nas culturas (Einhellig, 1995, 1996).

A liberacdo de aleloquimicos pela volatilizagdo ¢ mais comum nas plantas
aromaticas, como por exemplo, o mentrasto, losna-do-campo, losna-brava e eucalipto. As
substancias aleloquimicas volatilizadas podem ser absorvidas diretamente pelas plantas
circunvizinhas, ficarem condensadas no orvalho ou entrarem no solo permanecendo no
estado volatil sendo adsorvidos pelas particulas ou solubilizando-se na agua. Entre as
substancias quimicas que sao liberadas por uma planta aromatica, ndo ficam descartadas as
possibilidades de algumas destas ndo exercerem efeitos alelopaticos sobre outras

vegetagdes (Almeida, 1998).
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A producdo de aleloquimicos pelas plantas pode ser regulada por fatores como a
temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de 4gua, nutrientes, textura do solo e
microorganismos, (Chou, 1999), além da radiacdo ultravioleta, doengas e ataque de insetos
(Einhelling, 1996; Xuan et al., 2003)).

Einhelling (1996) enfatiza, através de um modelo triangular, que condigdes
ambientais (ou seja, estresse) modificam a taxa de producdo dos aleloquimieos e podem
aumentar a concentracdo destes compostos, € assim proporcionar uma maior inibi¢do nas
plantas receptoras, o que se caracteriza por um importante mecanismo de defesa das
plantas.

Hall et al. (1982) observaram que Helianthus annuus produziu maior quantidade de
acido clorogénico quando em condi¢des de baixa disponibilidade nutricional. Kong ef al.,
(2002) verificou também que o efeito alelopatico de Ageratum conyzoides sobre varias
outras espécies foi aumentado quando estas foram colocadas em condi¢des de estresse de
nutrientes € competi¢ao.

Alguns trabalhos realizados utilizando plantas de tabaco demonstraram que
quando foram expostas diretamente sobre luz vermelha, produziram mais alcaldides e
menos acidos fenolicos do que aquelas expostas a luz vermelha distante (Kasperbauer et
al., 1970).

Observagoes feitas em culturas de girassol demonstraram que a combinagdo de
estresse hidrico com deficiéncia de nitrogénio aumenta em 15 vezes a concentragdo dos
acidos clorogénico e isoclorogénico nas plantas (Del Moral, 1972). Em diversas espécies
de vegetacdes, o teor de compostos fenolicos e escopolina sao aumentados quando a
quantidade de boro, calcio, magnésio, nitrogénio, fosforo, potdssio, ou enxofre estdo
deficientes no solo (Putnam, 1985).

Os taninos e seus derivados que estdo presentes nas folhas das espécies arboreas,
como no carvalho e em outras plantas, tiveram a sua concentracdo aumentada com a idade.
Esta maior concentracdo destes compostos explica o por que das plantas mais novas terem

maior suscetibilidade as doengas e mais atrativas para os insetos (Feeny, 1970).

2. 8 - Atuacgdo dos aleloquimicos

Nas plantas, as substancias alelopaticas desempenham as mais diversas funcdes,

sendo responsaveis pela prevencdo da decomposicdo das sementes, interferem na sua
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dorméncia e também na das gemas e influenciam as relagdes com outras plantas, com
microorganismos, com insetos e até com animais superiores, incluindo o homem (Durigan
e Almeida, 1993).

A agdo de varios aleloquimicos estd envolvida na inibi¢do e modificagdo do
crescimento ou desenvolvimento das plantas. Os aleloquimicos podem ser seletivos em
suas agdes e as plantas podem ser seletivas em suas respostas, por este motivo torna-se
dificil sintetizar o modo de agdo destes compostos, (Seigler, 1996). No entanto, alguns
autores (Rice, 1984; Einhelling, 1996; Inderjit e Dakshini, 1995; Chou, 1999; Reigosa et
al., 1999; Vokou et al., 2003; Chon et al., 2003) listaram inimeros mecanismos de agao
dos aleloquimicos, que afetam vdarios processos fisioldgicos das plantas, como por
exemplo, os processos de respiracdo, fotossintese (Hernandez-Terrones et al.,2003(a)(b)),
atividade enzimatica, relacdes hidricas, abertura dos estdmatos, disponibilidade de mineral
e, ainda, a divisdo e alongamento celular, estrutura e a permeabilidade de membranas e
paredes das células (Goto et al., 2001; Feo et al., 2002; Basile et al., 2002; Tsanuo et al.,
2003; Angelini et al., 2003; Qiming et al., 2006; Nishida et al., 2005; Hilt, 2006)

Einhellig (1996 e 1995) propde um modelo hipotético para explicar a acdo dos
aleloquimicos fenolicos nas plantas. Segundo este autor, o modelo pode ser aplicado aos
demais aleloquimicos e sintetiza o modo de atuacdo destas substancias nas plantas. De
acordo com este modelo, a atuacdo dos aleloquimicos comega com as alteracdes nas
membranas celulares, o que acarretaria conseqiientemente alteracdes na disponibilidade de
agua e ions, seguido das fungdes dos estomatos, com mudangas nas taxas de respiracao e
de fotossintese, além da sintese protéica e de pigmentos.

Todas estas mudangas afetariam diretamente a divisdo celular culminando na
inibi¢do do desenvolvimento e crescimento das plantas. Segundo Einhelling, no entanto,
sdo precisos mais trabalhos que comprovem a sequéncia da agdo dos aleloquimicos nas
plantas diante da grande variabilidade dos compostos alelopaticos.

Para Einhelling (1996) a inibicao tipicamente alelopatica resulta da agdo combinada
de grupos de aleloquimicos que, coletivamente, interferem em varios processos
fisioloégicos. Entretanto, muitos trabalhos propdem o isolamento do aleloquimico e o
estudo sobre sua atuagdo direta nas plantas. Cameron e Julian (citados por Einhellig, 1995)
acharam que 50 pM de 4cido cinamico e ferulico reduziram a sintese protéica em plantulas
de alface. Monoterpenos volateis, principalmente o cineole e a canfora reduziram a divisao
celular e resultaram no aumento do diametro das células radiculares, provocando uma

desorganizac¢do no nucleo celular de varias espécies (Gross, 1975).
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A maioria dos trabalhos relata que os compostos alelopaticos agem como inibidores
da germinagdo e do crescimento (Juan Jiménez-Osornio ef al., 1996; Viles e Reese, 1996;
Rawat et al., 1998; Vacarini et al., 1999). Porém, alguns trabalhos demonstraram que estes
compostos podem atuar como promotores de crescimento (Hasegawa citado por Yamada et
al., 1996, Yamada et al., 1995 e Yokotani-Tomita et at., 1998). Aparentemente, a maior
parte, se ndo todos os compostos organicos que sdo inibitdrios em alguma concentracao,
sdo estimulantes em menores concentragoes (Rice, 1984).

O conhecimento dos efeitos alelopaticos e dos mecanismos de agdo de varias
substancias sdo importantes para se entender as interacdes entre plantas, tanto nos
ecossistemas naturais como nos agricolas (Rodrigues et al., 1992). Via de regra, os efeitos
dos aleloquimicos estdo relacionados a processos fisioldgicos na planta.

A grande diversidade dos compostos que causam alelopatia indicam diferentes
mecanismos de agdo e, em muitos casos, sua fitotoxicidade pode originar-se mais de um
rompimento celular generalizado do que de um mecanismo especifico (Einhellig, 1995).

Sdo poucas as informagdes sobre como as substancias alelopaticas atuam nas
plantas. A grande dificuldade que se apresenta ¢ que essas substancias afetam mais de uma
funcdo e provocam efeitos colaterais dificeis de serem distinguidas dos principais. Rice
(1984) menciona que os efeitos podem ocorrer sobre: a regulacao do crescimento (divisao
celular, sintese orgénica, interagdo com hormonios, efeito sobre enzimas, metabolismo
respiratdrio); a abertura estomatal e fotossintese; a absor¢ao de nutrientes; a inibicdo da
sintese de proteinas e as mudangas no metabolismo lipidico.

Dentre os fatores que determinam a eficicia das substancias alelopaticas apos
liberagdo por organismos, estdo a unido quimica com a matéria organica do solo, com a
argila, as suas concentragdes no ambiente, a duracdo da atividade, a decomposicdo por
microorganismos, a a¢ao sinergistica entre os aleloquimicos e/ou aumento de atividade por
outros fatores como o estresse (Rice, 1984).

A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao uso de
herbicidas, inseticidas e nematicidas (defensivos agricolas). A maioria destas substancias
provém do metabolismo secundario, porque na evolucao das plantas representaram alguma
vantagem contra a ac¢ao de microorganismos, virus, insetos e outros patdogenos ou
predadores, seja inibindo a ag¢@o ou estimulando o crescimento ou desenvolvimento das
plantas (Waller ef al., 1999).

Os efeitos alelopaticos sdo mais comuns em comunidades de plantas vizinhas, onde

se interagem de forma fisiologica e bioquimica, inibindo o crescimento ou a emergéncia de
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outras (Muller, 1969). Esses processos concedem uma participacao especial de substancias
secundarias, as quais estdo sempre presentes em conjunto com as substancias organicas do
solo.

Em nivel do organismo da planta, o aleloquimico atua como um regulador exégeno
do crescimento, desenvolvimento e no nivel de micropopulacdo de plantas, atua como
regulador da renovagao (Grakhov e Didyk, 1996, Neave e Dawson, 1989).

A forma de atuagdo das substancias alelopdticas sobre outras plantas ndo ¢
totalmente especifica ou conhecida. Algumas pesquisas tém mostrado que o0s
aleloquimicos interferem no metabolismo, reduzindo a oferta de energia e
conseqiientemente impedindo o desenvolvimento normal destes organismos.

Uma mesma substdncia ao sofrer degradagcdes no solo, pode dar origem a
diferentes substancias quimicas com diversas caracteristicas de toxicidade, induzindo nas
plantas diferentes sintomas de atrofia de crescimento, clorose, inibi¢do de desenvolvimento
das raizes primarias e incremento das secundarias, abscisdo prematura das folhas,
retardamento da maturagdo, inibicdo da germinacdo das sementes e deficiéncia de
reproducao (Almeida, 1988).

E importante destacar que as interagdes que ocorrem sdo muito complexas, pois 0s
produtos quimicos presentes no meio podem vir diretamente de um simples organismo de
planta ou surgirem como resultado dos processos de decomposi¢do e formagdo do hiimus
no solo (Rodrigues et al, 1992).

A maneira como os aleloquimicos atuam nas plantas tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores. No entanto, este processo ainda encontra-se pouco esclarecido.
Sabe-se, porém, que o modo de atuagdo destas substancias nos cloroplastos ¢ bastante
semelhante aos herbicidas convencionais inibidores da fotossintese. A dificuldade de se
entender este processo € porque, na maior parte dos casos, os aleloquimicos afetam mais de
uma fungdo nas plantas, provocando efeitos colaterais dificeis de se distinguirem dos
principais (Almeida, 1988).

Outro aspecto que deve ser considerado ¢ que nem sempre os extratos obtidos de
vegetais podem ser considerados como material experimental adequado, pois as
substancias contidas neles nao disponiveis na natureza (Rodrigues, 1992).

O sintoma alelopéatico percebido com maior freqiiéncia pelas plantas ¢ a
assimilagdo de nutrientes, que normalmente vem associado a deficiéncia de outras fungdes,
como a permeabilidade da membrana celular e a respiragdo. Os compostos da familia dos

flavonoides estdo entre os que mais afetam a assimilacdo de nutrientes, apresentando
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atividades superiores aos acidos fendlicos neste tipo de inibicao (Ladyzhensakaya et al.,
1987, Manthe et al., 1992).

Os 4cidos fendlicos atuam com mais eficiéncia na permeabilidade da membrana
celular. Como exemplo, o acido salicilico em pH baixo reduz o teor de ATP nos tecidos
das raizes, aumentando a permeabilidade aos ions. Em particular o ion potassio, que ¢
perdido consideravelmente por esses tecidos das plantas (Blum, 1999).

Algumas substancias alelopaticas da familia das lactonas, flavondides, terpenos
volateis e quinonas podem alterar a produgdo de ATP em diversas plantas, impedindo o
processo respiratorio nas mitocondrias de culturas como aveia, abdbora e milho (Putnam,
1985).

Acidos ferulicos, cumarinas e quinonas impedem a incorporagdo de carbono nas
proteinas das sementes e dos embrides de rosas e das algas. Estes efeitos afetam
diretamente no crescimento dos tecidos das plantas (Almeida, 1988).

Pesquisas realizadas com varios aleloquimicos demonstraram que os dacidos
clorogénico e caféico sdo inibidores da atividade enzimdtica da fosforilase na batata. Foi
também constatado que os taninos inibem a atividade enzimatica da peroxidase, catalase,
amilase e varias outras enzimas em diversas plantas. A secre¢do radicular de algumas
culturas impede a atividade da catalase e a peroxidase na angarinha-branca (Chenopodium
album) e no caruru (Amaranthus ssp) (Almeida, 1988).

Muitos aleloquimicos sdo conhecidos como inibidores fotossintéticos,
desacopladores ou aceptores de elétrons, como por exemplo, os compostos da familia dos
flavonoides que atuam na inibicdo do transporte de elétrons € no mecanismo da
fotofosforilagdo nos cloroplastos. Compostos cumaricos e fendlicos reduzem a fotossintese
por diminuirem o conteiido de clorofilas, sendo que os compostos cumaricos induzem
ainda o fechamento dos estomatos (Elio et al., 2004). Nao se sabe ainda em qual das
etapas do transporte de elétrons estes compostos interferem, pois o mecanismo da
fotossintese ¢ muito complexo, com diversas etapas dependentes de elétrons.

O efeito visivel dos aleloquimicos sobre as plantas ¢ somente uma sinalizagao
secundaria de mudangas anteriores. Assim, os estudos sobre o efeito de aleloquimicos
sobre a germinagdo e/ou desenvolvimento da planta sio manifestacdes secundarias de
efeitos ocorridos em nivel molecular e celular inicialmente. Ainda ha relativamente poucas
informagdes sobre estes mecanismos.

O modo de agdo dos aleloquimicos pode ser dividido em agdo direta e indireta.

Nesta ultima podem ser incluidas alteragdes nas propriedades do solo, de suas condi¢des
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nutricionais e das alteragdes de populacdes e/ou atividade dos microorganismos. O modo
de acdo direto ocorre quando o aleloquimico liga-se as membranas da planta receptora ou
penetra nas células, interferindo diretamente no seu metabolismo.

De acordo com Rizvi (1992) os aleloquimicos podem afetar: 1- estruturas
citologicas e ultra-estruturais; 2- hormonios, tanto alterando suas concentragdes quanto o
balango entre os diferentes hormonios; 3- membranas e sua permeabilidade; 4- absor¢do de
minerais; 5- movimento dos estdmatos, sintese de pigmentos e fotossintese; 6- respiragao;
7- sintese de proteinas; 8- atividade enzimatica; 9- relagdes hidricas e conducdo; 10-

material genético, induzindo alteracdes no DNA e RNA.

2.9 - Os Herbicidas no Controle de Plantas Daninhas

A industria dos herbicidas e a pesquisa do controle das plantas daninhas nos
ultimos 50 anos tem sido direcionada exclusivamente a herbicidas sintéticos (Kropff e
Waller, 2000). Por razdes praticas os herbicidas se dividem em herbicidas ndo seletivos ou
pré-emergentes e seletivos ou pds-emergentes. Os herbicidas de amplo raio de acdo sdo
muito efetivos contra todas as plantas exceto para as variedades resistentes (Mohr e
Schopfer, 1995).

O desenvolvimento de herbicidas geneticamente projetados tem promovido a
expansdo de seu uso. Porém, os sintéticos t€ém resultados em plantas daninhas resistentes e
isso tem aumentado a preocupagdo sobre o impacto que estes promovem a saide humana e
ao meio ambiente. Essas preocupagdes estdo voltando a atencdo para alternativas de
tecnologias para o controle das plantas daninhas baseadas em produtos naturais (Macias et
al., 1995).

A resisténcia de plantas daninhas é um processo que ocorre em resposta as
aplicagoes repetidas de herbicidas que apresentam o mesmo mecanismo de acdo. Um dos
métodos de controle da resisténcia de plantas daninhas ¢ a rotagdo de culturas, que permite
o controle de diferentes ocasides durante a estacdo. Outra opg¢do utilizada ¢ a mudanca de
aplicacdo de herbicidas com diferentes mecanismos de acdo ou através de misturas dos
mesmos (Putnam e Tang, 1986).

O uso indiscriminado e excessivo de herbicidas ¢ resultado de uma visdao
equivocada do processo agricola, que gera, como conseqiiéncia, a crescente resisténcia de
pragas, microorganismos fitopatogénicos e ervas daninhas aos produtos sintéticos,

aumentando a dependéncia de insumos quimicos por parte de produtores e impulsionando
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a industria a descoberta e formulacdo de novos principios ativos, formando um ciclo
vicioso de alto custo econdmico e ambiental, contamina¢do e degradacdo de solos e dguas,
desertificagdo, salinizacdo, reducdo da biodiversidade e desequilibrios ecoldgicos, levando
finalmente a insustentabilidade dos sistemas de producao agricola.

Para o combate de plantas daninhas, a alelopatia ¢ considerada uma estratégia de
controle em trés aspectos:

« como fator que afeta as mudancas na composi¢do das espécies de plantas daninhas;
« interferéncia das plantas daninhas no crescimento e rendimento da colheita;
« como possivel ferramenta no manejo das plantas daninhas.

Existem muitas razdes para o interesse em se obter compostos naturais como
herbicidas. Compostos naturais sao usualmente mais ecoldgicos e seguros toxicamente do
que compostos sintéticos.

Fitotoxinas podem também agir como inibidores competitivos imitando substratos
naturais, intermediarios de reagdo ou outras moléculas necessarias para o funcionamento
celular.

Apesar de algumas fitotoxinas naturais possuirem uma estrutura mais complexa do
que os herbicidas sintéticos, existe um nivel de similaridade entre alguns produtos naturais
e alguns herbicidas comerciais.

A maneira mais 6bvia de um aleloquimico poder ser utilizado como herbicida ¢
aplicé-lo da mesma forma que o sintético. Muitos deste compostos sdo ativos o suficiente
para matar uma planta em uma concentragdo milimolar, como demonstrado nos testes de
placa de Petri. Sua atividade herbicida ¢ geralmente muito menor no solo. A maioria dos
herbicidas comerciais modernos sdo ativos em concentragdes milimolares tanto no solo
quanto aplicado como spray foliar; ou seja, sdo milhares de vezes mais ativos do que a
maioria dos aleloquimicos reportados na literatura (Reigosa e Pedrol, 2002).

Os herbicidas sintéticos t€ém uma grande variedade estrutural com diferentes
mecanismos de agdo. Cada vez ¢ mais dificil descobrir novas estruturas que sirvam de
modelo para a sintese de herbicidas comerciais e que sejam benignos para outras formas de
vida. As estratégias modernas para o descobrimento de novos agroquimicos estao
direcionadas nos produtos naturais porque oferecem um impacto reduzido sobre o meio
ambiente, tém novos sitios de interagdo e possuem especificidade.

Somente alguns aleloquimicos sdo possiveis de serem langados no mercado. Isso se
explica por varias razdes: Muitas fitotoxinas naturais que tém potencial como herbicidas

sdo extremamente caras para sintese, além de possuirem uma complicada estrutura

37



quimica, com multiplos centros assimétricos, tornando-se economicamente inviavel

(Reigosa e Pedrol, 2002).

2. 10 - Métodos utilizados em pesquisa sobre alelopatia

Para verificar efeitos alelopaticos, os testes de germinagdo, em geral, sdo menos
sensiveis do que aqueles que avaliam o desenvolvimento das plantulas, como por
exemplo massa ou comprimento da radicula ou parte aérea.

Porém, a quantificacdo experimental ¢ muito mais simples, pois para cada semente

o fendmeno ¢ discreto, germina ou ndo germina. Nesse contexto, substancias alelopaticas
podem induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo a necrose da radicula um dos
sintomas mais comuns.

Assim, a avalia¢do da normalidade das plantulas ¢ um instrumento valioso. Quando
os ensaios sdo realizados em placa de petri ou caixas tipo gerbox, a extensdo da radicula,
que deve ser no minimo 50% do tamanho da semente (ou didsporo), € o critério usual para
germinagao.

Usando rolo de papel ou solo, a visualiza¢do da radicula ndo ¢ o critério utilizado
para contabilizar a germinagdo. Para testes alelopaticos, recomenda-se o critério
morfologico de germinagdo, ou seja, emergéncia da radicula, como primeira abordagem,
devendo ser seguido por testes de germinagdo em solo ou areia. Justamente por ser mais
facil a tomada de dados, existe extensa literatura apontando efeitos alelopaticos sobre a

germinagao (Rice, 1984; Putnam e Tang, 1986).

2.10. 1 - Germinagao de sementes em laboratorio:

Os testes de germinacdo a serem realizados sdo simples, no entanto, hd uma série de
cuidados que devem ser tomados para que se possa ter respostas reproduziveis. Os testes
podem ser realizados em laboratoério a temperatura ambiente, porém, como a temperatura
influi sobre a germinacdo, o controle desta ¢ desejavel. O uso da temperatura entre 22 e 28
°C ¢ o procedimento mais comum. Outro cuidado ¢ que as placas ndo sequem. A colocacao
de duas ou trés folhas de papel filtro ou absorvente no fundo da placa diminui o problema.
Colocar algodao sob o papel ou fina camada de esponja neutra desinfestada pode ser uma
boa alternativa. O uso de agar-gel ¢ também uma possibilidade interessante, mas, neste

caso, o gel deve ser de boa qualidade para que este ndo acrescente mais fontes de
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interferéncia. Deve ser evitado o alagamento das placas para que as sementes nao “boiem”.
O uso de peliculas plasticas vedando as tampas das placas ou caixas gerbox também
auxilia. Por altimo, a colocagdo de uma ou mais vasilhas com agua no interior da camara
pode evitar problemas de ressecamento das placas. Deve-se alertar que a evaporagao dos
extratos tornam-nos mais concentrados, o que pode falsear os resultados. As sementes teste
podem ser de espécies que se encontrem no “local a campo”. Como as espécies nativas,
amiude, possuem algum tipo de dorméncia, o uso de sementes de espécies cultivadas, de
boa qualidade, ¢ aconselhdvel. Tomate e alface sdo duas espécies em que as “sementes”
(alface ¢ um aquénio) sdo facilmente encontradas e bastante sensiveis a varios
aleloquimicos. A germinagdo deve ser verificada diariamente ou até¢ de 8 em 8 horas, para
contabilizar as sementes germinadas. O critério deve ser do aparecimento da curvatura
geotropica da radicula ou o seu tamanho ser no minimo 50% do tamanho da semente, para
evitar falsa germinagdo por expansdo do embrido com a embebicdo (Labouriau, 1983).
Muitas vezes, o efeito alelopatico apenas retarda o processo germinativo. Tomate e alface,
em geral, germinam em 72 horas, dependendo da temperatura. A anélise da velocidade,
taxa e comportamento da curva acumulada de germinacdo pode dar indicagdes importantes

sobre o alelopatico.

2.10.2 - Germinagdo em casa de vegetacdo ou canteiro:

Areia lavada (que tem menor interacdo com as substincias testes) ou solo, ambos
esterilizados, sdo utilizados, mas “fumigagdes” devem ser evitadas para estudos de
alelopatia. Entdo, ao utilizar substrato natural sem esterilizagdo deve- se assumir que ha
uma dindmica de transformag¢des no solo dificil de acompanhar e de reproduzir. A
germinacdo sera acompanhada pela emergéncia da plantula na superficie do substrato, uma
vez que a semente ¢ enterrada. Neste caso, se houver dorméncia regida pela luz, devera
haver um pré-tratamento para sua quebra. Alids, quaisquer tipos de dorméncia
eventualmente existentes devem ser quebrados antes do teste de alelopatia. Usando-se
vasos ou canteiros, dois procedimentos mais usuais sdo seguidos: 1- adicionar o material
que se suspeita tenha o alelopatico, incorporando-o ao substrato; 2 - lixiviar o material
repetidas vezes, obtendo-se assim um percolado que contém o(s) aleloquimico(s). Quando
o aleloquimico ¢ volatil, ele pode ser testado usando-se o procedimento de colocar o

material em frascos menores, dentro de um frasco maior, o qual serda tampado, apos
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colocar-se placas forradas com um substrato imido com as sementes dos bioensaios. Os

volatil(eis) liberado(s) podera(ao) influir, entdo, na germinagao (Chou, 1999).

2. 11 - Distribuicdo e ocorréncia de Plantas do Cerrado estudas neste trabalho

2.11. 1 - Panicum maximum (Capim-colonido)

Conhecido vulgarmente como capim-colonido, esta planta ¢ cientificamente
denominada Panicum maximum. Tém-se efetuado hibridacdes artificiais € muitos hibridos
tem se apresentado com caracteristicas peculiares.

No Brasil, as primeiras introducdes foram feitas no tempo da escravatura. Através
dos anos muitas variedades e cultivares tém sido introduzidos. Hoje, plantas dessa espécie
sdo encontradas em quase todo o territorio nacional (Figura 2).

As vantagens positivas apresentadas s3o que se trata de uma das melhores
forrageiras para regides quentes e produz enorme quantidade de massa verde, durante todo

0 ano.

Figura 2. Panicum maximum

Plantas novas chegam a conter 13% de proteinas. As sementes sdo apreciadas por
diversos tipos de passaros.

As desvantagens sdo que pela agressividade e resisténcia esta espécie ¢ considerada
infestante em mais de vinte tipos de culturas. A cultura mais afetada ¢ a da cana-de-actcar.

Existe uma certa semelhanga entre plantas novas de colonido e de cana, de modo

que uma infestagdo pode passar desapercebida até que se inicie a formacdo de paniculas.
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Os prejuizos sao de competicdo direta e de colheita, pois um canavial infestado ¢ muito
dificil de ser colhido.

O Panicum maximum € bastante resistente ao sombreamento, ocorre também em
culturas de café e de citricos. Pode também ser hospedeira alternativa do virus da “folha
branca” do arroz.

Pode acumular grande quantidade de glucosideos cianogénicos nas inflorescéncias,
com efeito toxico muito rapido. Animais intoxicados podem morrer sem que haja tempo de

se notarem sintomas.

2.11. 2 - Amaranthus hypochondriacus (Caruru)

Pertencente a familia Amaranthaceae e o tipo taxonomico Terofito.

v Erva com caules eretos ou suberetos, robustos, 3-25 dm de altura,
normalmente ramosos, as vezes vermelho-tingidos. Folhas delgadas-
pecioladas; laminas lanceoladas, ovadas ou rombiforme-ovadas,
normalmente agudas, 3-15 cm de comprimento.

v Flores em espigas paniculadas, 2-6 ¢cm de comprimento ¢ 6-12 mm de
diametro; bracteas e bractéolas 2 vezes o tamanho dos sépalos ou menos,
lanceoladas ou ovadas com 4pices espinhosos. Sépalos normalmente 5, os
masculinos estreito-oblongos até ovados, os femininos oblongos, 1,5-2 mm
de comprimento subigualando o fruto.

v Fruto subgloboso, deiscente transversalmente, ds vezes ruguloso; semente 1
mm de didmetro, fulgente.

E nativo da América do Norte, mas foi introduzido em grande parte do mundo,
principalmente em regides tropicais e temperadas. Muitas espécies se distribuem
extensamente como ervas daninhas. Espécie seletiva higrofita até mesofita, heliofita,
caracteristica e exclusiva da subsera, encontrando-se de preferéncia nas rogas de solos
umidos e férteis como coivaras ou recentemente amanhados para as culturas do milho,
feijdo, batatinha etc. de permeio as quais, forma coldnias, por vezes, bastante densas. Sua
propagagdo ¢ efetuada principalmente através do estrume do gado. Além de sua vasta
difusdo pelos terrenos de cultura, também ¢ encontrada freqiientemente nas proximidades
das habitacdes rurais, fazendas, hortas, terrenos baldios, estrumeiras, bem como nao raro,

ainda se fixa nas fendas das calgadas e nas proximidades dos muros nas cidades. Como
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espécie mesofita e parcialmente tolerante a sombra, ndo raro ¢ observada ainda nas
capoeirinhas dos primeiros estagios, onde ndo chega a formar os agrupamentos densos dos
terrenos de cultivo e hortas (Figura 3).

Possui importancia como planta ornamental e medicinal, com propriedades
adstringentes, anti-sépticas, regulador menstrual, diurético e tonico. Sua floracdo ocorre o

ano todo.

kol

Figura 3. Amaranthus hypochondriacus

2.11. 3 - Physalis ixocarpa (Tomate Verde)

Pertence a familia das Solanaceae.

Possui troncos herbaceos. Alguns possuem rizomas curtos a alongados; as folhas
sdao ovadas a lineares e, geralmente alternos. As flores sdo solitarias nos apices das folhas,
algumas vezes pendentes nos troncos auxiliares, as quais se escondem em meio as folhas.
As pétalas sdo geralmente amarelas com um ponto roxo escuro perto da base de cada
pétala. O calice ¢ unido, cujos lobulos possuem mais da metade do seu tamanho. O
androceu tem 5 estames, com os filamentos unidos a base do tubo da corola. As anteras sao
ovados-oblongos e descendentes por réguas laterais (Figura 4). Encontrado principalmente

na América Latina.
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Figura 4. Physalis ixocarpa

2.11. 4 - Trifolium alexandrinum (Bersim)

Pertence a familia Fabaceae.

Possui aproximadamente 30-60 cm de altura. As hastes se originam e ascendem
ramificados da base. As folhas sdo alternadas. Partes adnatas dos estipulos sdo oblongos,
membranosos, com nervos verdes (Figura 5).

A sua polinizacdo cruzada ¢ realizada por insetos. O Bersin ¢ cultivado
principalmente em terras irrigadas, subtropicais. Cresce em solos bem adubados, contanto
que nao estejam encharcados. Tolerante a concentragdes relativamente altas de sal.
Encontrado no Egito, Estados Unidos e sul da Europa.

Sua propaga¢do ¢ dada somente pela semente e ¢ usado como pastagens em meses

frios.

Figura 5. Trifolium alexandrinum
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2.11. 5 - Lolium perene (azevém-perene)

Espécie pertencente a familia Poaceae (Gramineae). Apresenta o tipo fisiondmico
“Hemicriptofito”. Planta perene, de 40-60 cm de altura, com colmos ascendentes e folhas
com laminas planas, 2-4 mm de largura, as jovens com colmos estéreis conduplicadas.
Inflorescéncias muitas vezes curvadas, 15-25 cm de comprimento, laxas. Espiguetas
compridas, 6-10-floras. Glumas mais curtas que o lema proximo. Lemas oblongo-
lanceolados, 5-7 mm de comprimento inermes ou quase.

Sua distribui¢dio abrange quase toda a Europa, Caucaso, Asia Mediterranica e norte
da Africa. No Brasil, abrange desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul; desenvolveu-se
como planta espontanea nos campos naturais, campos manejados, banhados dos campos e
terrenos de cultivo (Figura 6).

E cultivada como forrageira, principalmente em regides temperadas do mundo;
especial para prados temporarios ou permanentes, muito apreciada por bovinos, eqiiinos,
caprinos e ovinos, mas que algumas pessoas julgam impropria para a engorda do gado

vacum. Sua época de floracdo no Brasil ¢ de novembro a fevereiro.

Figura 6. Lolium perene
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2.11. 6 - Cenchrus echinatus (Timbete)

O género Cenchrus ¢ constituido por 23 espécies, sendo Cenchrus echinatus,
comumente conhecido por timbete ou capim-carrapicho, a mais importante, com maior
ocorréncia na regido dos Cerrados (Embrapa, 2001).

Espécie pertencente a familia Poaceae. Plantas anuais ou bienais, sem rizomas;
colmos herbaceos, decumbentes a eretos, 10-70 cm. Bainhas foliares quilhadas, pilosas a
glabras; laminas 6-17x0,7-1,3 cm, pilosas a glabras; ligula ca. 1 mm, ndo circundada por
tricomas. Panicula compacta a laxa, 2,8-8%0,5-2 cm, verde ou arroxeada; raquis ereta ou
flexuosa; involucro espinescente, 10-12x8-11 mm, com pubescéncia varidvel; setas 1-7
mm, flexiveis, retrorso-escabras, as vezes antrorso-escabras na base, ndo ultrapassando a
espigueta; cerdas unidas até acima da metade do invdlucro, 5-12 mm, retrorso-escabras,
achatadas, rigidas, dispostas em uma unica série, sem sulco longitudinal. Espiguetas 1-6
por invélucro; gluma inferior ca. 1 mm, 1-nervada; gluma superior 3,5-5 mm, 5-nervada.
Cariopse(fruto) castanha, ca. 3x2 mm; embrido mais de 2/3 do comprimento da cariopse.

Reprodugdo por sementes. Folhas alternadas disticas, lanceoladas tipicas; glabras;
paralelinérveas. Flores em cachos ou racemos, aperiantadas, hermafroditas (Figura 7).
Planta nativa na América tropical (Estados Unidos, América Central, Antilhas e América
do Sul). Introduzida nas Ilhas do Pacifico, Filipinas e Australia. Planta invasora, comum em
todo o territorio brasileiro. Presente em areas alteradas, beira de estradas ou outros locais
sem a vegetacao nativa. Coletada com flores e frutos durante todo o ano.

E uma graminea altamente competitiva com as culturas em &gua, nutrientes e luz.
Espécie infestante em culturas anuais e perenes, além de terrenos baldios e beirada de
estradas. E infestante do elenco daquelas que mais dificultam as colheitas, pelo fato de seus
frutos serem espinescentes. Invadem culturas de algoddo, amendoim, arroz de sequeiro,
café, cana-de-agucar, feijao, frutiferas, fumo, mandioca, milho, pastagem, soja e sorgo.
Indica campos agricolas muito decaidos, erodidos e adensados. Surge também em
pastagens onde o pisoteio foi intenso em época adversa. Quando o solo ¢ afofado,

desaparece.
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Figura 7. Detalhes das diversas partes do Cenchrus echinatus

3-0OBJETIVOS

Visando descobrir o potencial fitotoxico do extrato metanolico bruto do Cenchrus

echinatus (timbete), os objetivos deste trabalho sdo:

1 - Comprovar a atividade alelopatica do extrato bruto metandlico mediante a avaliacdo do
seu efeito inibitdrio na germinagdo de sementes e desenvolvimento de raiz e parte aérea
(caule) de diversas plantas.

2 - Realizar o fracionamento cromatografico do extrato bruto da raiz de timbete e realizar
os bioensaios do item 1 com as fragdes obtidas.

3 - Identificar os compostos quimicos presentes nas fracdes ativas responsaveis pelo
comportamento inibitorio. Esta identificagcdo serd feita através de ensaios quimicos e

através de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

4 - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

v’ Triturador;

Bomba de pressao reduzida;

Vaporador rotativo Marca: Fisaton;

Balanga Eletronica (marca: Gehaka BG 200);
Equipamento CG-EM SHIMADZU QP 5000
Papel de filtro;

DN N N N
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Placas de Petri;

Funil de porcelana;

Funil de placa porosa;

Erlenmeyer;

Béquer de vidro;

Espatulas metalicas e plasticas;

Tubos de ensaio de vidro;

Colunas de vidro com gotejador (medida: 1 a 1,5 m);

Pinga metalica;

Micropipetas graduadas (100 L marca: Rainin);

Colunas de vidro com gotejador (medida: 1 a 1,5 m);

Agitador de tubos (marca: Phoenix AP56);

Germ Box (dimensdes: 11x 11 cm);

Camara Germinadora ;

Timbete;

Sementes de Panicum Maximum, Lolium perene, Amaranthus hypochondriacus,
Trifolium alexandrinum e Physalis ixocarpa;

Reagentes para Testes Fitoquimicos (reagente de Mayer, Wagner, Dragendorff,
Baljet, Kedde, Raymond-Marthoud, Liebermann-Burchard, Salkowski e
Citrobodrico Borntrager);

Solventes: Metanol, Acetato de Etila, Diclorometano, Hexano, Peroxido de
Oxigénio (marcas: Synth, Quimex, Isofar);

Celite (marca: Reagen);

Carvao Ativo (marca: Synth);

Silica para cromatografia (marca: Vetec 60G F254);
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5- METODOLOGIA

5.1 - Local e data dos experimentos:

Por¢des de diferentes partes da planta (caule, raiz, folha e espinho) previamente
identificada como Cenchrus echinatus (timbete) foram coletadas separadamente no
municipio de Uberlandia-MG, para posterior lavagem e secagem em estufa a 45 °C, até
atingir massa constante. O material seco foi triturado e peneirado (malha de 0,5 mm

aproximadamente) até obten¢ao de um pd homogéneo.

5.2 - Obtengao de extratos:

Para obten¢ao do extrato foram usadas 300,00 g de amostra em 1,0 litro de metanol
(para cada parte da planta). Obteve-se um rendimento de 2,7%. Apds um periodo de
agitacdo, que pode variar de 4 a 12 horas, durante sete dias, a mistura foi filtrada em funil
de placa porosa e os filtrados obtidos foram concentrados por destilagdo a pressao

reduzida, com auxilio de um vaporador rotativo.

5. 3 — Preparo das solugdes:

Deste extrato foram preparadas solugdes aquosas de concentragdes 25, 50, 100, 150
e 200 ppm. Estas solugdes foram utilizadas para ensaios de germinagdo em placas de petri

e em casa de vegetacao.

= Reagente de Mayer (teste para alcaldides):
Misturaram-se 1,36 g de HgCl, em 60 mL de agua e 5 g de KI em 10 mL de

agua destilada. Diluiu-se para 100 mL.

= Reagente de Wagner (teste para alcaldides):
Dissolveram-se 1,27 g de iodo e 2 g de iodeto de potassio em 5 mL de agua

destilada e completou-se o volume para 100 mL com agua.
= Reagente de Dragendorff (teste para alcaldides):

Solucdo A: dissolveu-se 1,7 g de nitrato de bismuto(IIl) e 20 g de acido

tartarico em 80 mL de 4gua destilada.
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Soluc¢do B: dissolveu-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de agua.

Reagente: misturaram-se partes iguais de A e B.

= Reagente de Baljet (teste para glucosideos cardiotonicos):
Solugdo A: 1 g de acido picrico em 100 mL de etanol.
Solugdo B: 10 g de NaOH em 100 mL de 4gua destilada.

Reagente: misturaram-se partes iguais de A e B.

= Reagente de Kedde (teste para carden6lidos):
Solucdo A: Acido 3,5- dinitrobenzoéico a 3% em metanol.
Solugdo B: KOH a 5,7% em agua destilada.

Reagente: misturaram-se partes iguais de A e B.

= Reagente de Raymond-Marthoud (lactonicos dos cardendlidos):
Dissolveu-se 1 g de m-dinitrobenzeno em etanol, completando-se o volume

a 100 mL.

= Reagente de Liebermann-Burchard (teste para glucosideos cardiotonicos):
Misturou-se 10 mL de anidrido acético e duas gotas de 4cido sulftrico

concentrado.

= Reagente de Salkowski (esteroides):

Acido sulfarico concentrado.
= Reagente citrobdrico:
Dissolveu-se 5 g de 4acido boérico e 5 g de acido citrico em etanol e

completou-se o volume da solugdo a 100 mL.

= Solugao de cloreto férrico:

Preparou-se uma solugdo 10% de cloreto férrico em agua destilada.

= QGelatina:

Preparou-se uma solugdo 1% de gelatina Merck em agua destilada.
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= Gelatina-sal:
Dissolveram-se 1 g de gelatina Merck e 10 g de cloreto de sdédio em agua

destilada completando-se o volume da solug¢ao a 100 mL.

= Solugao salina:

Dissolveu-se 10% de cloreto de sodio em 4gua destilada.

= Reagente de Borntréiger (teste para antraquinonas):

Preparou-se uma solugdo de NaOH a 5% em agua destilada.

5. 4 — Fracionamento do extrato metandlico:

O extrato metanolico primeiramente foi incorporado a silica gel em proporgdes
equivalentes. A incorporagao foi conduzida até que o extrato obtivesse aspecto de um po
homogéneo. Para este procedimento utilizou-se o evaporador rotativo a pressao reduzida e
temperatura que ndo excedeu a 40 °C. Ap0s este procedimento, a mistura foi colocada em
um sistema de filtragem constituido por uma coluna cromatografica empacotada com
silica gel como fase estacionaria. Com este fracionamento obteve-se um total de sete
fracdes com aspectos e cores diferentes. A relacdo dos solventes e as fracdes obtidas estdo
representadas na Tabela 1.

Em seguida foram realizados os ensaios de germinagcdo em placas de Petri,
utilizando solugdes aquosas de concentragdo 200 ppm destas sete fragdes. As solugdes
aquosas das fragdes foram preparadas utilizando 0,0200 g da amostra, primeiramente
diluida em 0,1 mL de solvente N,N-dimetilformamida, e o volume completado para 100

mL com agua.
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Tabela 1 — Propor¢ao dos eluentes usados no fracionamento do extrato metandlico

Fragdo n-Hexano Diclorometano Acetato de etila Metanol

(%0) (%) (%) (%)

1 100 0 0 0

2 0 100 0 0

3 0 0 100 0

4 0 0 90 10

5 0 0 70 30

6 0 0 50 50

7 0 0 0 100

5.5 - Germinagao:

Anterior a realizagdo dos testes de germinagao, foi realizada a quebra de dorméncia
das sementes de Panicum maximum, Lolium perene, Amaranthus hypochondriacus,
Trifolium alexandrinum e Physalis ixocarpa, pré-selecionadas e esterilizadas durante 2
minutos com hipoclorito de s6dio, numa solugdo a 10 % v/v.

Nos ensaios para a verificagdo do potencial fitotoxico, foram utilizadas, em
triplicata, concentragdes de zero (controle), 25, 50, 100 e 150 ppm do extrato para os
bioensaios feitos nas placas de Petri, e concentragdes de zero (controle), 50, 100, 150 e 200
ppm do extrato para os bioensaios feitos em condi¢des de casa de vegetacdo, em H,O
bidestilada e deionizada. As placas de Petri com papel de filtro foram previamente
esterilizadas e cada parcela experimental foi constituida por 15 sementes. A terra utilizada
também foi esterilizada e cada parcela experimental foi constituida por 10 sementes.

As placas foram transferidas para um germinador onde permaneceram por periodo
de 6 a 8 dias, a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 10 horas. Os testes que foram feitos
em condi¢des de casa de vegetacdo tiveram o mesmo periodo de germinacao. Uma vez
que estes foram realizados com o objetivo de estarem o mais proximo possivel das
condigdes reais de cultivo, foram realizados a temperatura ambiente e fornecimento de luz
solar, com fotoperiodo de aproximadamente 11 horas.

Desta forma foi realizada a medigdo (comprimento) da parte aérea e da radicula.
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5. 6 - Identificacao qualitativa de metabolitos secundarios presentes no extrato.

Os metabdlitos secundarios foram identificados pelo reconhecimento de grupos
funcionais, usando diferentes reativos (os grupos funcionais foram caracterizados de

acordo com os procedimentos descritos por Ugaz, 1994):

a. Alcaloides

Levou-se a secura 30,00 mL de extrato metandlico da planta, adicionaram-se 5,00 mL
de HCI (10%) e esquentou-se por 10 minutos. Esfriou-se, filtrou-se, dividiu-se o filtrado
em trés tubos de ensaios e colocaram-se algumas gotas dos reativos de reconhecimento:
Dragendorff, Mayer e Wagner. Uma leve turbidez ou precipitado (respectivamente roxo a

laranja, branco a creme e marrom) evidencia a possivel presenca dos mesmos.

b. Glucosideos Cardiotonicos

A 10,00 mL de extrato metanolico da planta adicionaram-se 5,00 mL de solugdo de
acetato de chumbo a 10% e 4,00 mL de agua destilada. Esquentou-se a mistura em banho-
maria durante 10 minutos. Filtrou-se. O filtrado foi adicionado em 20,00 mL de
cloroféormio e agitado. Separou-se a fase cloroféormica em 6 tubos de ensaio, levando a

secura. Adicionou-se:

- Ao primeiro tubo, 1,00 mL de Reativo de Baljet. Colora¢do roxa, laranja-roxeada ou

violeta sdo glucosideos cardiotonicos.

- Ao segundo, 1,00 mL de Reativo de Kedde. Coloracao rosa ou azul-violeta ao visivel

indicam cardendlidos. Os bufadieno6lidos ndo reagem. A cor se atenua em poucos minutos.

- Ao terceiro, 1,00 mL de Reativo de Raymond-Marthoud. Coloragdo roxa, laranja-roxeada

ou violeta indicam a presenca de anéis lactonicos dos cardendlidos.

- no quarto, realizou-se a reagdo de Keller-Kiliani (4cido acético glacial, uma gota de

cloreto férrico a 5% em metanol e acido sulfurico concentrado). Coloracdes intensas.

- no quinto, realizou-se a reagdo de Liebermann-Burchard (1,00 mg da amostra/ algumas
gotas de acido acético + 3,00 mL anidrido acético/ acido sulfurico (50:1, v/v)). Coloragao

verde, azul esverdeado, roxo a azul.

- no sexto, realizou-se a reagao de Salkowski para a determinacdo de ntucleo esteroidal.

Coloragdo amarelo-roxo sangue.
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c. Cumarinas volateis

Em um tubo de ensaio colocou-se 2,00 mL de extrato metandlico da planta, tampou-se
com papel de filtro impregnado com solugao diluida de NaOH e levou-se a banho de dgua
a 100° C por alguns minutos. Removeu-se o papel de filtro e examinou-se sob luz UV,

fluorescéncia amarela indicaria a presenca de cumarinas.

d. Flavondides
Colocou-se em um tubo, 2,00 mL do extrato metandlico, alguns fragmentos de Mg e
agregou-se, pelas paredes do tubo, algumas gotas de HCI diluido. Observou-se a coloragao,

que varia para as diferentes estruturas.

e. Taninos

Evaporaram-se 5,00 mL do extrato metandlico e dissolveu-se o residuo em 10,00 mL
de agua destilada. Filtrou-se. A 3,00 mL do extrato aquoso, adicionou-se 1 ou 2 gotas de
solugdo de cloreto férrico a 10%. Coloragdao azul indica possivel presenga de taninos

hidrolizaveis, e coloracao verde de taninos condensados.

f. Saponinas
Evaporaram-se 5,00 mL do extrato metandlico e colocou-se dgua fervendo. Esfriou-se,
agitou vigorosamente e deixou em repouso de 15 a 20 minutos. Classifica-se a presenca de

saponinas pela formacao de espumas.

g. Triterpenos e/ou esterdides
Levou-se a secura 10,00 mL do extrato metandlico da planta, adicionaram-se 10,00 mL
de cloroformio, filtrou-se, dividiu-se o filtrado em duas por¢des. Em cada um dos tubos

realizou-se as reagdes de Liebermann-Burchard e Salkowski.

h. Derivados antracénicos livres: quinonas

Colocou-se em um tubo de ensaio 0,20 g do extrato e adicionaram-se 5,00 mL de
cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15 minutos. Recolheu-se a fase
cloroféormica e dividiu-a em dois tubos de ensaio. No primeiro tubo, colocou-se 1,00 mL
de solug¢do aquosa de NaOH a 5%. Coloragdo roxa em fase aquosa indica a presenca de
antraquinonas (Reac¢do de Borntraeger). No segundo tubo, adicionou-se 1,00 mL de
solugdo de acetato de magnésio a 5 % em metanol. Coloragdo roxa indica a presenga de

antraquinonas livres.
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Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi feita num aparelho
da marca Shimadzu, modelo GC17A/QP5000. Foi usada uma coluna capilar DB-5 de 30
m, 0,25 mm de d.i. € 0,25 um de filme. O programa de temperatura foi de 60-240 °C (3 °C
min"), 240 °C (20 min). A energia de impacto foi de 70 eV e foram captados os
fragmentos de 40 a 650 u. Um pl de amostra, dissolvido em diclorometano, foi injetado.

A identificacdo dos compostos foi feita por meio das bibliotecas de espectros de

massas da Wiley (229) e por indices de Kovat (Adams, 2001).

6 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, foram realizados testes de germinagdo com os extratos metandlicos
de folhas e espinhos do timbete. Através destes testes, constatou-se que estes dois extratos
ndo apresentaram nenhuma ag¢ao inibitoria sobre o Panicum maximum.

Em seguida, foi realizado um bioensaio com o extrato metanodlico de caule
Cenchrus echinatus em sementes de Panicum maximum, utilizando placas de Petri como
meio de germinagao.

Os trabalhos foram iniciados em colaboracdo com discentes de Iniciagao Cientifica
do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberldndia (Radi e Hernandez-
Terrones, 2005). Na Figura 8 estdo os resultados obtidos da germinacdo e desenvolvimento
das sementes de Panicum maximum em presenga do extrato metandlico de caule de
timbete. Analisando o grafico da Figura 8, observa-se que o extrato metandlico de caule
mostrou consideravel inibi¢do sobre o Panicum maximum notavelmente com 100 ppm do
extrato. Pode-se notar também que houve um aumento no crescimento da raiz e na
germinagdo na concentracdo de 25 ppm. Isto se deve ao fato do extrato ter beneficiado o
desenvolvimento das sementes nestes dois parametros ao invés de prejudicar. No
crescimento da parte aérea o extrato apenas inibiu, sem nenhum efeito benéfico. A partir de
50 ppm obteve-se apenas inibigdo, exceto para a germinacdo na concentracdo de 50 ppm

onde teve-se 0 mesmo resultado quando comparado com o controle.
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Figura 8 . Efeitos da concentra¢do do extrato metanolico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Panicum maximum, em placas de Petri.

Como os resultados obtidos com o extrato metanolico do caule foram satisfatorios,
resolveu-se fazer os testes nas sementes de interesse (Lolium perene, Amaranthus
hypochondriacus, Trifolium alexandrinum e Physalis ixocarpa), mesmo sem fazer o teste

com o extrato metandlico da raiz com o Panicum maximum.

Nas Figuras 9 a 16 sdo apresentados os resultados das propriedades fitotoxicas dos
extratos metandlicos de caule e raiz de timbete no desenvolvimento de sementes de Lolium

perene, Amaranthus hypochondriacus, Trifolium alexandrinum e Physalis ixocarpa em

placas de Petri.

As Figuras 9 e 10 apresentam os resultados da aplicacao dos extratos de caule e raiz
do timbete na semente de Amaranthus hypochondriacus, em placas de Petri.

A Figura 9 mostra que os resultados nao foram satisfatorios. O extrato incentivou o
crescimento da parte aérea, com o aumento da concentragdo de extrato. Nos demais
parametros estudados houve, inicialmente, uma pequena inibi¢do, voltando a aumentar
novamente para a raiz, ja para germinagdo ocorreu um decréscimo na inibi¢do. Assim,
pode-se dizer que o extrato metanolico de caule de timbete ndo apresentou uma boa

inibicdo nas sementes de Amaranthus hypochondriacus. A parte mais afetada por este

extrato foi a raiz.
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Figura 9. Efeitos da concentragdo do extrato metanolico de caule de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Amaranthus hypochondriacus, em placas de Petri.

O mesmo ndo pode ser dito para o extrato metanodlico de raiz de Cenchrus
echinatus. A Figura 10 mostra os resultados obtidos na aplicacdo deste no Amaranthus
hypochondriacus. Nota-se que todos os parametros dispostos neste grafico foram inibidos,
com exceg¢do da raiz na concentragdo de 25 ppm. Na concentragdo de 100 ppm, houve total
inibicdo da germinagdo e, conseqiientemente, da raiz e parte aérea. Estes dados
demonstram que a concentragdo de total inibicao estd compreendida entre 50 e 100 ppm.

Analisando as Figuras 9 e 10 ¢ visivel que o extrato metandlico de raiz de timbete

apresentou uma melhor inibi¢do do que o extrato metanolico de caule sobre o Amaranthus

hypochondriacus.
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Figura 10. Efeitos da concentrag@o do extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Amaranthus hypochondriacus, em placas de Petri.

As Figuras 11 e 12 apresentam os resultados obtidos na aplicacdo dos dois extratos
metanolicos de Cenchrus echinatus em estudo nas sementes de Physalis ixocarpa, feitas
em placas de Petri.

Analisando as duas Figuras simultaneamente, pode-se notar que o extrato
metanolico de raiz foi mais eficiente na inibi¢ao do que o extrato metandlico de caule.

Na Figura 11, nota-se que os efeitos do extrato metanolico de caule foram variados.
A raiz foi a parte mais atingida pelo extrato metandlico de caule e a menos afetada foi a
parte aérea, que apresentou um consideravel aumentado no seu crescimento na
concentragdo de 25 ppm. A raiz apresentou também um leve crescimento nesta
concentragdo, enquanto que a germinagao permaneceu quase que constante.

Ja na Figura 12, pode-se notar que os efeitos inibitorios do extrato metandlico de
raiz foram mais eficientes. Houve discrepancia na curva da germinagdo, que aumentou nas
concentragdes de 25 e 50 ppm. Houve também um ligeiro aumento na inibigdo da raiz
conforme aumentou a concentracao. Ja para a concentracao de 100 e 150 ppm a inibigdo na

parte aérea praticamente ndo alterou.
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E possivel perceber que Amaranthus hypochondriacus foi mais afetada que

Physalis ixocarpa, comparando as Figuras 10 e 12.
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Figura 11. Efeitos da concentracdo do extrato metanolico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Physalis ixocarpa, em placas de Petri.
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Figura 12. Efeitos da concentragdo do extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Physalis ixocarpa, em placas de Petri.
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As Figuras 13 e 14 apresentam os resultados dos extratos Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Trifolium alexandrinum, sob a ag¢do dos extratos

metanolico de caule e raiz, respectivamente.
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Figura 13. Efeitos da concentracdo do extrato metanolico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Trifolium alexandrinum, em placas de Petri.
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Figura 14. Efeitos da concentragdo do extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Trifolium alexandrinum, em placas de Petri.
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Também nesta semente, o extrato metandlico de raiz demonstrou maior poder inibitorio
do que o extrato metanodlico de caule. Como pode ser percebido, na Figura 13, houve uma
pequena inibi¢do da raiz na concentracdo de 150 ppm. Houve um aumento nas demais
concentragdes, tanto na germinagdo, quanto no comprimento de raiz e de parte aérea. Isto
demonstra que o extrato metanolico de caule apresenta pouco ou nenhum poder de inibicao
sobre esta semente. Pode-se dizer, at¢ mesmo que o Trifolium alexandrinum apresentou a
melhor resisténcia a acao inibitoria deste extrato.

No caso da Figura 14, pode-se perceber que o extrato metandlico de raiz inibiu com
mais efici€éncia quando comparado ao caule. Apenas na concentragdo de 25 ppm houve um
aumento na germinagdo. A parte mais afetada por este extrato continuou sendo a raiz.

Entretanto para todos os parametros o aumento na concentracao elevou o potencial
herbicida deste extrato nesta planta.

Nas Figuras 15 e 16, estdo dispostos os resultados da a¢ao dos extratos de caule e

raiz, respectivamente, sobre o Lolium perene.
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Figura 15. Efeitos da concentracdo do extrato metanolico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Lolium perene, em placas de Petri.
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Figura 16. Efeitos da concentragdo do extrato metanoélico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Lolium perene, em placas de Petri.

Analisando estas duas Figuras (15 e 16), certifica-se que mais uma vez o extrato
metanolico de raiz foi mais eficiente do que o de caule.

Na Figura 15, a parte mais afetada foi o crescimento da raiz, a partir da
concentragdo de 50 ppm e em 25 ppm, houve um crescimento. A germinagdo ndo foi
inibida em nenhuma das concentragcdes e apresentou consideravel crescimento na
concentracdo de 50 ppm. Ja a parte aérea sé foi inibida em 150 ppm. Nas demais
concentragdes, apresentaram um pequeno crescimento.

Portanto o Lolium perene apresentou a melhor resisténcia a agdo inibitéria deste
extrato.

A Figura 16 mostra-nos que o extrato metandlico de raiz apresentou uma boa
inibi¢do. Em 25 ppm, houve um ligeiro crescimento tanto da germinagdo quanto da parte
aérea, enquanto que a raiz permaneceu quase que constante. A inibi¢do total ocorreu em
150 ppm. A raiz foi a parte mais afetada por este extrato. Entretanto para todos os
parametros o aumento na concentracdo elevou o potencial herbicida deste extrato nesta

planta.
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De acordo com as andlises feitas com relacao as Figuras 9 a 16 conclui-se que o
extrato metandlico do caule de Cenchrus echinatus apresenta uma menor eficiéncia na
inibi¢do em relacdo ao extrato metanodlico de raiz.

O extrato metandlico de caule teve um melhor desempenho nas espécies
Amaranthus hypochondriacus e Physalis ixocarpa (monocotiledoneas) quando comparado
com Trifolium alexandrium e Lolium perene (dicotiledoneas). Entretanto, ambos ndo foram
significativos quando comparados com os resultados do extrato metanolico de raiz.

Para o extrato metandlico de raiz, a inibicdo foi extremamente significativa
apresentando a seguinte ordem crescente de desempenho: Trifolium alexandrium, Physalis

ixocarpa, Lolium perene, Amaranthus hypochondriacus.

Os dados apresentados nas Figuras de 17-24 apresentam os resultados das sementes
Lolium perene, Amaranthus hypochondriacus, Trifolium alexandrinum e Physalis ixocarpa

cultivadas em condicdes de casa de vegetagdo (na terra).

As Figuras 17 e 18 apresentam os resultados da aplica¢do dos extratos de caule e raiz

do timbete na semente de Amaranthus hypochondriacus, em ensaios in vivo.
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Figura 17. Efeitos da concentragdo do extrato metandlico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Amaranthus hypochondriacus, ensaios in vivo.
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Figura 18. Efeitos da concentrag@o do extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Amarathus hyponchondriacus, ensaios in vivo.

A Figura 17 mostra que os resultados foram satisfatorios. O extrato inibiu bem,
principalmente a germinagdo, que foi a mais afetada. J4 a raiz foi a menos afetada.

A Figura 18 mostra os resultados obtidos da aplicagdo do extrato metandlico da raiz
no desenvolvimento de sementes Amaranthus hypochondriacus. Nota-se que todos os
parametros dispostos neste grafico foram inibidos a partir de 150 ppm. Na concentragdao de
100 ppm, a germinacdo foi a mais afetada, enquanto que a raiz e a parte aérea nao
apresentaram o mesmo desempenho. Houve inibi¢ao total em 150 ppm, indicando que a
concentragdo real de inibig¢@o estd compreendida entre 100 e 150 ppm.

As Figuras 19 e 20 mostram os resultados do desenvolvimento das sementes de

Physalis ixocarpa, sob o efeito dos dois extratos em analise.
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Figura 19. Efeitos da concentragdo do extrato metandlico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Physalis ixocarpa, ensaios in vivo.
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Figura 20. Efeitos da concentrag@o do extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Physalis ixocarpa, ensaios in vivo.
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Na Figura 19, nota-se que os efeitos do extrato metanolico de caule foram variados.
A germinagdo foi a parte mais atingida pelo extrato metanolico de caule. A melhor inibi¢ao
para a parte aérea e germinagdo ocorreu em 200 ppm, para a raiz a 50 ppm. A parte aérea
permaneceu constante na concentragdo de 50 ppm.

Ja na Figura 20, podemos notar que os efeitos inibitérios do extrato metanolico de
raiz foram um pouco mais eficientes. Houve um aumento na inibicdo da germinacdo que
passou por um maximo por volta de 100 ppm. A inibicdo da parte aérea decresceu de 50 a

200 ppm e a inibi¢do da raiz s6 ocorreu a 200 ppm.
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Figura 21. Efeitos da concentracdo do extrato metandlico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Trifolium alexandrinum, ensaios in vivo.
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Figura 22. Efeitos da concentrag@o do extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Trifolium alexandrinum, ensaios in vivo.

Pode-se dizer que nenhum dos dois extratos demonstrou boa inibi¢do com esta
semente. Isto leva a pensar que o Trifolium alexandrinum apresentou uma certa resisténcia
a inibi¢do pelos extratos.

As Figuras 21 e 22 apresentam os resultados do Trifolium alexandrinum, sob a acao
dos extratos metanolicos de caule e raiz, respectivamente, em ensaios in vivo.

O extrato metanodlico de caule apresentou inibi¢do apenas na germinagdo na
concentragdo de 50, 100 e 150 ppm, conforme mostra a Figura 21.

O extrato metanolico de raiz demonstrou pouco ou nenhum poder inibitorio sobre
as sementes de Trifolium alexandrinum. Como pode-se perceber, na Figura 22, houve uma
pequena inibi¢do da germinacdo na concentracdo de 50 ppm. Nas demais concentragdes, 0s
resultados obtidos oscilaram perto dos resultados do controle (branco). Isto demonstra que
o extrato metandlico de raiz ndo exerceu nenhuma acao inibitoria neste teste.

Neste caso, nenhum dos dois extratos apresentou boa inibicao.

As Figuras 23 e 24 mostram os resultados do Lolium perene em ensaios in vivo.

Na Figura 23, a parte mais afetada foi a germinacdo, enquanto que houve um
decréscimo na inibicdo da parte aérea com o aumento da concentragdo. Através desta

Figura, podemos observar que o extrato afetou muito pouco a semente de Lolium perene.
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A Figura 24 mostra que o extrato metandlico de raiz apresentou uma boa inibicao.

A germinag¢ao foi a mais inibida, principalmente entre 50 ¢ 200 ppm.
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Figura 23. Efeitos da concentracdo do extrato metanolico de caule de Cenchrus echinatus
no desenvolvimento de sementes de Lolium perene, ensaios in vivo.
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Figura 24. Efeitos da concentracdo do extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus no
desenvolvimento de sementes de Lolium perene, ensaios in vivo.
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De acordo com as andlises feitas com relacao as Figuras 17 a 24 conclui-se que o
extrato metandlico do caule de Cenchrus echinatus apresenta uma menor eficiéncia na
inibi¢do em relacdo ao extrato metanodlico de raiz, exceto para a espécie Trifolium
alexandrium.

O extrato metanolico de caule teve um melhor desempenho nas espécies Physalis
ixocarpa, Amaranthus hypochondriacus, Lolium perene e Trifolium alexandrium,
respectivamente em ordem decrescente.

Para o extrato metandlico de raiz a inibi¢do foi mais significativa apresentando a
seguinte ordem crescente de desempenho: Trifolium alexandrium, Physalis ixocarpa,
Lolium perene, Amaranthus hypochondriacus, a mesma apresentada com as placas petri.

Considerando-se que o extrato metanolico de raiz de Cenchrus echinatus
apresentou maior atividade inibitoria no processo germinativo e desenvolvimento da planta
em todas as espécies estudadas, realizou-se o fracionamento cromatografico deste extrato
para, assim, facilitar a identificacdo das fragdes responsaveis por este comportamento
inibitdrio.

As Figuras de 25-28 mostram os resultados dos ensaios fitotoxicos das fragdes do
extrato metanolico da raiz de Cenchrus echinatus na concentragdo de 200 ppm no
crescimento da raiz, crescimento do caule e geminacao em espécies de Panicum maximum,
respectivamente.

A Figura 25 mostra que todas as fracdes tiveram grande efeito inibitoério no
crescimento da raiz de Panicum maximum ¢ que as fragdes de diclorometano e a mistura

acetato de etila com metanol (1:1) apresentaram 100% de inibicao.
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Figura 25. Efeitos fitotoxicos das fracdes do extrato metanolico de raiz de Cenchrus
echinatus no desenvolvimento da raiz de Panicum maximum na concentracao de 200 ppm.

68



Pode-se observar na Figura 26 que as fragdes que mais inibiram o crescimento do
caule de Panicum maximum foram as de diclorometano, acetato de etila e a mistura acetato
de etila com metanol (1:1), enquanto que as que menos inibiram foram as de hexano e a

mistura acetato de etila com metanol (7:3).
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Figura 26. Efeitos fitotoxicos das fracdes de extrato metandlico de raiz de Cenchrus
echinatus no desenvolvimento do caule de Panicum maximum na concentragao de 200

Ja a Figura 27 mostra que as fragdes que mais apresentaram poder inibitorio na

germinagdo de Panicum maximum foram as de diclorometano e a mistura acetato de etila:

metanol (1:1).
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Figura 27. Efeitos fitotoxicos das fragdes do extrato metandlico de raiz de Cenchrus
echinatus no processo de germina¢ao de Panicum maximum na concentracao de 200 ppm.
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Para a producdo de biomassa, observou-se (Figura 28) que as fragdes com maior
poder inibitorio foram as de dicloromentano e a mistura acetato de etila com metanol (1:1),
enquanto que as de hexano e acetato de etila foram as que apresentaram menor poder

inibitorio.

n-hexano
Diclorometano
Acetato de
Etila
Acetato
Etila:Metanol
9:1)
Acetato
Etila:Metanol
('7:3)
Acetato
Etila:Metanol
(1:1)
Metanol

Figura 28. Efeitos fitotoxicos das fracdes do extrato metanolico de raiz de Cenchrus
echinatus na produgdo de biomassa de Panicum maximum na concentragao de 200 ppm.

De acordo com as Figuras de 25 a 28, as fragdes diclorometano e a mistura acetato
de etila:metanol (1:1) apresentaram o maior conjunto de inibi¢ao de acordo com os
parametros: desenvolvimento da raiz, caule, germinagao e producao de biomassa.

As fracdes diclorometano e a mistura acetato de etila com metanol (1:1)
apresentaram uma alta eficiéncia em uma concentrac¢do inferior a utilizada por exemplo
pelo Clorpirifos, que ¢ de 240 ppm (Depra et al., 1989).

Com base nos resultados altamente satisfatorios de inibigdo dos extratos da raiz foi
feita a identificagdo qualitativa dos metabolitos secundarios presentes no extrato
metanolico da raiz e a caracterizagdo e identificagdo dos constituintes volateis por CG-EM
da fracao diclorometanolico.

No extrato metanodlico da raiz de Cenchrus echinatus foi encontrada, através dos
ensaios qualitativos, a presenca de alcaloides (Tabela 2), que sdo substancias formadas por
um grupo heterogéneo de substancias organicas, cuja similaridade molecular mais
significativa ¢ a presen¢a de nitrogénio na forma de amina (raramente amida). Existem
varias classes de alcaldides e todas apresentam alguma agdo fisioldgica, geralmente no
sistema nervoso central, o que tem sido utilizado para o beneficio do homem na producdo

de drogas medicinais, como, por exemplo, a morfina (Vickery & Vickery, 1981). Também
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estao presentes Glicosideos Cardiotonicos que sdo divididos em dois grupos, um com
compostos de cadeia de vinte e trés carbonos chamada cardenolideos, e outro composto de
cadeias de vinte e quatro carbonos chamados bufadienolideos. Suas atividades cardiacas
estdo associadas a uma cadeia insaturada de lactona e a estereoquimica da molécula.
Cardenolideos s3ao encontrados em varias familias vegetais, especialmente em
Apocynaceae e nas espécies de Digitalis. Enquanto bufadienolideos sdo encontrados nas
familias Ranunculaceae e Liliaceae (Vickery & Vickery, 1981).

Estes glicosideos sdo usados pela medicina para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca e intoxicagdes que podem ocorrer depois do consumo de chés preparados por
partes de plantas ou depois do consumo de flores, folhas ou sementes de plantas que
contém glicosideos cardiotonicos. Eles atuam em membranas celulares por inibicdo da
enzima ATPase, interferindo na bomba sodio-potassio, levando a um aumento intracelular
de sodio e diminuigdo da concentracdo de potdssio. O resultado ¢ a diminuicdo da
freqiiéncia cardiaca e conseqiiente aumento na intensidade da for¢a de contragdao do
miocardio (Vickery & Vickery, 1981). Sintomas gastrointestinais sdo normalmente os
primeiros envolvidos. Estes incluem nduseas, vOmitos, dores abdominais, diarréia e
anorexia. Sintomas neurologicos sdo tardios e incluem vertigem, dor de cabega, tontura,
fadiga, debilidade e alucinagdes. “Overdoses” levam a paradas cardiacas e a morte.

Também foi identificada a presenca de triterpenos e/ou esterdides. Os triterpenodides
sdo produtos naturais pertencentes a classe dos terpenos. O seu grande nimero permite
diversas aplicabilidades, devido seu carater antiinflamatorio. Os esterdides formam um
grande grupo de compostos soluveis em gordura (lipossoluveis), que tém uma estrutura
basica de 17 4tomos de carbono dispostos em quatro anéis ligados entre si. Os esterdides
sdo amplamente distribuidos nos organismos vivos e incluem os hormoénios sexuais, a
vitamina D e os esterdis, tais como o colesterol e a digitalina, presentes na dedaleira.
Terapeuticamente, os corticosteroides sdo utilizados como imunossupressores no
tratamento de doengas auto-imunes e na cirurgia de transplantes.

O elevado potencial fitotoxido encontrado principalmente no extrato da raiz na
fragdo diclorometano e a mistura acetato de etila e metanol (1:1) se deve em parte a
presenca (acdo) destes metabdlitos secundarios, juntamente com os outros constituintes

volateis também encontrados.
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Tabela 2 - Identificagdo qualitativa dos metabolitos secundarios do extrato metandlico de
raiz de Cenchrus echinatus

Classe de Metabadlitos Secundarios | Teste de Reconhecimento

Alcaloides +

Glicosideos Cardiotonicos +

Cumarinas Volateis -

Flavonoides -

Taninos -

Saponinas -

Triterpenos e/ou Esterdides +

Derivados Antracénicos Livres -

Legenda: (-) = auséncia

(+) 2 presenga

Com o objetivo de identificar os componentes volateis que também estdo presentes,

o extrato diclorometandlico foi analisado por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas.
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A Figura 29 apresenta o cromatograma do extrato diclorometano da raiz de
Cenchrus echinatus.
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Figura 29. Cromatograma do extrato diclorometanolico da raiz de Cenchrus echinatus.

A partir deste cromatograma foram identificados 14 compostos e 6 permaceram nao
identificados, conforme mostra a tabela 3. Todos os compostos j& sdo conhecidos na area
de produto natural, presentes em intimeras espécies vegetais utilizadas no controle de
pragas agricolas (Viegas, 2003).

O extrato apresenta um alto teor de linalol cerca de 59%. Tal substincia ¢ utilizada
pela industria de cosméticos para a producdo do perfume Chanel n° 5, que atualmente ¢

extraido do Pau-rosa, uma espécie em extingdo, e também possui acao insetida.
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Tabela 3 — Percentual de compostos volateis identificados no extrato diclorometanolico da
raiz de Cenchrus echinatus.

Pico | T.R (%) Composto
Raiz
2 10,8 0,65 [-pineno
3 13,0 0,45 Limoneno
4 13,2 1,88 Cineol
5 13,8 0,58 cis-ocimeno
6 16,3 | 59,06 Linalol
7 23,7 11,56 trans-geraniol
10 32,0 0,69 cis-alfa-bergamoteno
11 32,4 7,38 | trams-alfa-bergamoteno
13 34,7 2,14 Germacreno D
15 36,0 2,78 gama-cadineno
16 40,3 1,08 1,10,di-epi-cubenol
17 41,2 5,70 Epi-alfa-cadinol
19 50,3 1,88 Octadecatrienal
20 | 525 | 191 Acido Palmitico
Total 97,74

Nao foi possivel identificar os picos 1, 8, 9, 12, 14 e 18 com a biblioteca do aparelho CG-

EM utilizado. Porém o pico 16 e 17 foram identificados através de outras referéncias

(Adams, 2001).
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Tabela 4 — Estrutura quimica dos 14 compostos volateis identificados no extrato

diclorometanodlico

HeC_  CHy
H,C”
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H;C

H,C" CHs
Limoneno

HaC
Hie”  CHs

Cineol
HaC CHg
i : .CHj3
HC~  OH
epi-alfa-cadinol

HaC HsC
H,C
2 WCH3
HO
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;

CH
3 CHj
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HoCx P4
CHj
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CHj
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H3C CHj
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H3C CHj

O ;
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CHj
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Linalol cis-ocimeno

OH ©
\

Y\/Y\/ \/\/\/\/W\/\/\CH?)

H5C Octadecatrienal

trans-geraniol

H3C\/\/\/\/\/\/\/\{

OH
Acido Palmitico
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7 - CONCLUSOES

O extrato metanolico do caule de Cenchrus echinatus apresenta uma menor
eficiéncia na inibi¢do em relacdo ao extrato metanolico de raiz.

O extrato metandlico de caule teve um melhor desempenho nas espécies
Amaranthus hypochondriacus e Physalis ixocarpa (monocotiledoneas) quando comparado
com Trifolium alexandrium e Lolium perene (dicotiledoneas). Entretanto, ambos ndo foram
significativos quando comparados com os resultados do extrato metanolico de raiz.

Para o extrato metanodlico de raiz a inibi¢ao foi bastante significativa apresentando a
seguinte ordem crescente de desempenho: Trifolium alexandrium, Physalis ixocarpa,
Lolium perene, Amaranthus hypochondriacus.

As andlises feitas em casa de vegetacdo indicaram que o extrato metandlico do
caule de Cenchrus echinatus apresentou uma menor eficiéncia na inibi¢do em relagdo ao
extrato metanolico de raiz, exceto para a espécie Trifolium alexandrium.

O extrato metanolico de caule teve um melhor desempenho nas espécies Physalis
ixocarpa, Amaranthus hypochondriacus, Lolium perene e Trifolium alexandrium,
respectivamente em ordem decrescente.

A inibi¢do do extrato metandlico de raiz foi mais significativa, apresentando a
seguinte ordem crescente de desempenho: Trifolium alexandrium, Physalis ixocarpa,
Lolium perene, Amaranthus hypochondriacus, a mesma apresentada com as placas petri.

O extrato metanolico da raiz e caule tiveram uma maior inibi¢do para a espécie
Amaranthus hypochondriacus, e a Trifolium alexandrium foi a menos afetada. De qualquer
forma, o extrato metanolico da raiz de Cenchrus echinatus apresentou maior eficiéncia
quando comparado com o de caule.

As fragdes diclorometano e a mistura acetato de etila com metanol (1:1) do extrato
metanolico da raiz de Cenchrus echinatus apresentaram o maior conjunto de inibi¢ao sobre
as sementes de Panicum maximum em relagdo aos parametros: desenvolvimento da raiz,
caule, germinagado e produgdo de biomassa.

Os principais metabolitos secundarios identificados no extrato metanolico da raiz
foram alcaloides, glicosideos cardiotonicos, triperpenos e esteroides.

Os possiveis componentes responsaveis pela atividade inibitoria, presentes na
fragdo diclorometano, identificados através de CG-EM, foram: como fS-pineno, limoneno,

cineol, cis-ocimeno, linalol, trans-geraniol, cis-alfa-bergamoteno, trans-alfa-bergamoteno,
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germacreno D, gama-cadineno, 1,10,di-epi-cubenol, epi-alfa-cadinol, octadecatrienal,
acido palmitico. O extrato apresenta um alto teor de linalol cerca de 59%.

Portanto este estudo verificou o potencial alelopatico do extrato metandlico do
timbete (espinho, raiz, folhas e caule) e o potencial uso desse extrato como herbicida
natural, com aplicagdo alternativa aos comerciais € com melhor seletividade e menor

impacto ambiental.

78



8 - APENDICE

Cromatogramas referentes aos compostos identificados no extrato diclorometano que estao

descritos na tabela 3.
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Figura I.a. Cromatograma da amostra referente ao f-pinene (pico 2).
E ©
41
50
]
53
I T i 1,_%
[||||| ||||| ||||||| |||II ||. I.ll IF el
1 N i | : 1 1 N _Iﬁ: o 1 ’ 1

Figura I.b. Cromatograma do padrao referente ao f-pinene (pico 2).
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Figura I1.b. Cromatograma do padrao referente ao Limoneno (pico 3).
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Figura II1.a. Cromatograma da amostra referente ao cineol (pico 4).
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Figura I.b. Cromatograma do padrao referente ao cineol (pico 4).
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Figura IV.a. Cromatograma da amostra referente ao cis-ocimeno (pico 5).
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Figura IV.b. Cromatograma do padrio referente ao cis-ocimeno (pico 5).
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Figura V.a. Cromatograma da amostra referente ao Linalol (pico 6).
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Figura V.b. Cromatograma do padrao referente ao Linalol (pico 6).
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Figura VI.a. Cromatograma da amostra referente ao trans-geraniol (pico 7).
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Figura VI.b. Cromatograma do padrio referente ao trans-geraniol (pico 7).

84



77

507 &7 105

133
7

113

I Eh ! I ! 1ﬁD ! I !

Figura VIl.a. Cromatograma da amostra referente ao cis-alfa-bergamoteno (pico 10).
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Figura VILb. Cromatograma do padrao referente ao cis-alfa-bergamoteno (pico 10).
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Figura VIII.a. Cromatograma da amostra referente ao trans-alfa-bergamoteno (pico 11).
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Figura VIILb. Cromatograma do padrao referente ao trans-alfa-bergamoteno (pico 11)
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Figura IX.a. Cromatograma da amostra referente ao germacrene D (pico 13).
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Figura IX.b. Cromatograma do padrio referente ao germacrene D (pico 13).
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Figura X.a. Cromatograma da amostra referente ao gama-cadineno (pico 15).
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Figura X.b. Cromatograma do padrao referente ao gama-cadineno (pico 15).
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Figura XI.a. Cromatograma da amostra referente ao 1,10,di-epi-cubenol (pico 16).
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Figura XI.b. Cromatograma do padrao referente ao 1,10,di-epi-cubenol (pico 16).
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Figura XII.a. Cromatograma da amostra referente ao epi-alfa-cadinol (pico 17).
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Figura XII.b. Cromatograma do padrao referente ao epi-alfa-cadinol (pico 17).
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Figura XIII.a. Cromatograma da amostra referente ao octadecatrienal (pico 19).
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Figura XIII.b. Cromatograma do padrao referente ao octadecatrienal (pico 19).
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Figura XIV.a. Cromatograma da amostra referente ao acido palmitico (pico 20).
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Figura XIV.b. Cromatograma do padrao referente ao acido palmitico (pico 20).
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