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RESUMO

Muito se tem estudado sobre o potencial que algumas plantas tém de inibir o
desenvolvimento de outras plantas. Em busca de alternativas para reduzir a
dependéncia de herbicidas sintéticos, diminuindo os danos ambientais e prejuizos a
saude humana e procurando alternativas a resisténcia aos herbicidas do mercado, 0s
compostos naturais oferecem excelentes perspectivas. Este trabalho isola, identifica as
estruturas e caracteriza a atividade alelopatica de duas substancias quimicas
produzidas pela espécie Acacia mangium. Para isso, procede-se com solugéo
hidroalcodlica (7:3) extracdo exaustiva das folhas secas caidas, folhas verdes, raizes e
sementes dessa espécie, passando-se pela recuperacdo do etanol (evaporador
rotativo) e liofilizacdo dos extratos para a desidratacdo e obtencdo do extrato bruto
hidroalcodlico (EBHA). Para identificar qual parte da planta possui maior potencial
alelopético, € preparado um bioensaio com a utilizacdo de soluc¢édo hidroalcodlica (7:1)
de cada EBHA em concentracdo de 1%. E determinado o potencial inibitério sobre a
germinacgdo, desenvolvimento do hipocétilo e desenvolvimento da radicula das
sementes das plantas daninhas malicia (Mimosa pudica), mata-pasto (Senna alata) e
pueraria (Pueraria phaseoloides). 10 g do EBHA das folhas caidas sdo submetidas a
CCVU para separacao das substancias, a partir do qual sdo obtidas quatro reunides de
substancias semelhantes. Trés delas sao refracionadas em colunas menores (R1’, R2-
R3’, R4’) e da coluna R1' s&do isoladas as substancias Lupenona e Lupeol. Nos
bioensaios com os extratos, o das folhas secas apresenta as inibicdes mais
acentuadas, notadamente sobre a germinacdo (99%). Nesta caracteristica, mata-pasto
€ a espécie de menor sensibilidade, com inibicbes abaixo de 12%. S&o realizados
bioensaios com as substancias isoladas e em par (solubilizadas em cloroférmio), na
concentragéo de 140 ppm, sobre as sementes de Mimosa pudica e Senna obtusifolia.
Para a germinagdo das sementes, as substancias em todos os tratamentos n&o
evidenciam qualquer efeito. Para o desenvolvimento da radicula, ambas as substancias,
isoladamente, promovem inibicdes em torno de 40% sobre duas espécies de plantas
daninhas, enquanto que em par, observa-se que h& antagonismo entre as substancias,

j& que os resultados sado inferiores, ficando ao redor de 30%. Com relacdo ao



crescimento do hipocétilo a inibicdo em todos os tratamentos fica em torno de 15% e
n&o ha diferenca significativa entre os resultados. E testado também o efeito do pH (3,0
e 9,0) na atividade alelopatica das substéncias, isoladas e em par, sobre a germinacao
das sementes de malicia e observa-se que ha interacdo para os fatores pH e
germinacado, havendo maior atividade inibitéria da lupenona em condi¢cfes acidas e do
lupeol em condic¢des alcalinas. Nao ha efeito aditivo ou negativo quando da associacao
das substancias. E realizada também andlise por HPLC nos extratos brutos
hidroalcodlicos de trés partes da planta Acacia mangium para a detec¢cdo dos
flavondides catequina e epicatequina (substancias com comprovado efeito alelopatico),
sendo que a epicatequina € a substancia com absorcgéo para os espetros selecionados,
mostrando que esta substancia pode ter contribuido para os resultados expressivos
observados nos primeiros bioensaios com 0s extratos brutos das partes das plantas.

Palavras-chave: alelopatia, Leguminosae, catequinas, lupenona, lupeol.



ABSTRACT

Much has been studied on the potential that some plants have to inhibit the development
of other plants. In search of alternatives to reduce dependence on synthetic herbicides,
reducing environmental damage and harm to human health and seeking alternatives to
herbicide resistance to the market, the natural compounds offer excellent prospects.
This study isolates, identify the structures and features the allelopathic activity of two
chemicals produced by the species Acacia mangium. For this, it is with water-alcohol
solution (7:3) exhaustive extraction of fallen leaves, green leaves, roots and seeds of
this species, passing by the recovery of ethanol (rotary evaporator) and lyophilization of
the extracts for dehydration and obtaining the hydroalcoholic crude extract (HCE). To
identify which part of the plant has higher allelopathic potential, a bioassay is prepared
with the use of water-alcohol solution (7:1) of each HCE concentration of 1%. We
determined the inhibitory potential on the germination, development of hypocotyl and
radicle of the weed seeds Mimosa pudica, Senna alata e Pueraria phaseoloides. 10 g of
HCE of fallen leaves are subjected to CCVU for separation of substances, from which
are obtained four meetings similar substances. Three of them are lower refractive in
columns (R1 ', R2, R3', R4 ") and column R1' are isolated substances lupenona and
lupeol. In bioassays with extracts, the dried leaves shows the most pronounced
inhibitions, especially on the germination (99%). In this feature, is the Senna alata
species of lesser sensitivity, with losses below 12%. Bioassays are performed with the
substances isolated and par (solution in chloroform), the concentration of 140 ppm on
the seeds of Mimosa pudica and Senna obtusifolia. For seed germination, the
substances in all treatments did not show any effect. For the development of the radicle,
the two substances alone, promote inhibition of around 40% on two species of weeds,
while in addition, it appears that there is antagonism between the substances, since the
results are below, with the around 30%. With respect aocrescimento of hypocotyl
inhibition in all treatments is around 15% and no significant difference between the
results. We also tested the effect of pH (3.0 and 9.0) in the allelopathic activity of the
substances, alone and in pairs, on the germination of seeds of malice and observes that

there is interaction for the factors pH and germination, with greater inhibitory activity of



lupenona under acidic and alkaline conditions in lupeol. There is additive or negative
effect when the combination of substances. It is also performed by HPLC analysis on
crude extracts water from three parts of the plant Acacia mangium for the detection of
the flavonoids catechin and epicatechin (substances with proven allelopathic effect), with
epicatechin is the substance with the absorption spectrum for selected, showing that
substance may have contributed to the significant results observed in the first bioassays
with crude extracts of plant parts.

Keywords: allelopathy, Leguminosae, catechins, lupenon, lupeol.
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1 INTRODUCAO

A chamada agricultura moderna, onde altas produtividades sdo o foco da
atividade, tem estado, sistematicamente, dependente do uso de insumos como 0s
estimulantes do crescimento e de defensivos agricolas sintéticos. Entretanto, o uso
desses produtos tem provocado constantes insatisfacdes de ordem social em funcéo

dos riscos a saude humana e dos prejuizos ambientais que promovem.

As plantas daninhas podem ser apontadas como o principal fator de ordem
bioeconbmica a impor limitacdes ao desempenho das atividades agricolas
desenvolvidas nas regifes tropicais. Dentre outros problemas ocasionados por essas
plantas, pode-se destacar as perdas na produtividade, a redugédo na lucratividade dos
cultivos, o aumento nos custos da atividade agricola e perdas bioldgicas decorrentes da
acao das plantas daninhas.

O controle adequado dessas plantas é de fundamental importancia para os mais
variados aspectos, como lucratividade, desempenho agrondémico, redugéo no capital
aplicado anualmente na atividade e aumento na longevidade das mais variadas formas

de utilizagcéao de solo.

Além do uso inadequado e indiscriminado de herbicidas sintéticos, trazendo
contaminagao dos alimentos utilizados na dieta dos animais e das pessoas, e exaurindo
0S recursos nhaturais, espécies de plantas resistentes aos atuais produtos
comercializados sao cada vez mais frequentes nos cultivos (CHRISTOFFOLETI, 1994;
LEBARON, 1992), levando a reducdo na eficiéncia dos produtos utilizados, o que

redunda em aplicacdes mais frequientes e em maior volume.

A biodiversidade brasileira pode oferecer excelente oportunidade para incrementar
as pesquisas na busca de outros tipos de herbicidas, mais especificos e menos

prejudiciais do que aqueles em uso atualmente.
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Diminuindo os danos ambientais e prejuizos a saude humana e procurando
alternativas a resisténcia aos herbicidas do mercado, os inimeros metabdlitos
produzidos pelas plantas podem fornecer surpreendente diversidade de estruturas
guimicas, as quais oferecem excelentes perspectivas, fazendo com que o interesse em
produtos naturais como fonte de defensivos aumente (AN e PRATLEY, 2005; SOUZA
FILHO et al., 2005; SOUZA FILHO et al., 2000).

A Acacia mangium € uma leguminosa originaria da Autrdlia e Malasia (LORENZI,
et al., 2003) que se adaptou muito bem ao clima tropical brasileiro. De desenvolvimento
bastante rapido, € a espécie florestal mais plantada no mundo. O interesse nesta
espécie para este estudo, entretanto, estd no fato de que se observou que ela pode, por
alelopatia, impedir a germinacao de outras espécies (IPF, 2007). Semelhante atividade

alelopatica foi verificada em diversas espécies do género Acacia (OHNO et al., 2001).

O isolamento e a identificagdo de novas moléculas quimicas e a caracterizagédo
das suas propriedades bioerbicidas sao, portanto, o inicio de um caminho para se

desenvolver produtos mais ecologicamente corretos e socialmente justos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Isolar, identificar as estruturas e caracterizar a atividade alelopéatica de

substancias quimicas produzidas pela espécie Acacia mangium.

2.2 ESPECIFICOS

1. Determinar o potencial alelopatico de diferentes fracdes de planta da espécie Acacia

mangium;

2. Determinar as propriedades alelopaticas de substancias quimicas (aplicadas em pré
e p6s-emergéncia) produzidas pela espécie Acacia mangium.

3. Determinar as variagfes na atividade alelopatica das substancias isoladas em fungéo

da variagéo do pH da solugéo.

4. Determinar a presenca de flavondies, com atividade alelopaticas comprovada, em
diferentes partes da Acacia mangium.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ALELOPATIA

A observacédo de que uma planta pode influenciar o desenvolvimento de outras
ao seu redor ndo é recente. No século Il a.C., Theophrastus, mencionado por Souza
Filho e Alves (2002), notou que o grdo de bico nao revigorava o solo como outras
plantas, ao contrario, o exauria, e, a0 mesmo tempo, destruia as plantas invasoras.
Posteriormente, DeCandolle, em 1823, verificou que os problemas de doencas nos
solos e areas agricolas poderiam ter ocorrido devido ao exsudado das plantas
cultivadas.

Lee e Monsi (1963) relataram a eisténcia de um documento japonés de autoria
de Banzan Kunazawa, escrito h4 300 anos, o qual cita a presenca de alelopatia em
plantas de PInus densiflora. O problema da “doenca da terra” causada por plantas de
trevo (Trifolium pratense) é conhecida na Europa desde o século XVII, quando Young,
em 1804, chamou atencdo para o fato, alegando que era causado pelo plantio
sucessivo desta espécie (ALVES, 2008).

O termo "alelopatia” foi cunhado, em 1937, pelo pesquisador alemao Hans
Molisch, com a reunido das palavras gregas "allelon" e "pathos", que significam,
respectivamente, mutuo e prejuizo. Segundo Souza Filho e Alves (2002), atualmente, o
termo alelopatia € entendido como sendo todo efeito direto e indireto de uma planta
sobre outra, incluindo a participacdo dos microorganismos, através da producédo de
substancias quimicas que sao liberadas para o0 meio ambiente.

E importante frisar que os efeitos benéficos de uma planta sobre outra ndo
devem ser desvinculados do conceito de alelopatia, uma vez que um dado composto
quimico pode ter efeito inibitério ou estimulante, dependendo da concentracdo do
mesmo no meio ambiente (RICE, 1979). Ademais, vale a pena ressaltar que o efeito
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alelopético depende de um composto que € adicionado ao ambiente. Nesse sentido,
uma planta 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).

Velini (1991) afirma que é extremamente dificil isolar os efeitos dos varios
processos pelos quais as plantas afetam umas as outras, principalmente os efeitos da
competicdo e da alelopatia, no que é corroborado por Mallik (2002), que complementa
citando que a competicdo entre plantas reduz ou remove do ambiente um fator de
crescimento necessario a ambas, enquanto na alelopatia ocorre a adicdo de um fator ao
meio. Muller (1969) apresentou a sugestao do termo interferéncia para se referir ao
conjunto de todos os efeitos deletérios de uma planta sobre outra. As causas potenciais
da interferéncia incluem: 1. alelospolia ou interferéncia competitiva; 2. alelopatia ou
interferéncia alelopatica e 3. aleloagonismo ou parasitismo. Putnam e Tang (1986)
acrescentaram ainda a alelomediacdo ou fontes indiretas de interferéncia (por exemplo
hébito alimentar de certos herbivoros).

A primeira demonstracdo cientifica da alelopatia foi realizada por Schreiner e
Sullivan (1969), que demonstraram que a reducao no desenvolvimento de feijdo-mitudo
(Vigna unguiculata) era devida a presenca de compostos quimicos e ndo a competicao.

Carvalho (2008) citou outros termos afirmando que todas as substancias
quimicas que envolvem a comunicagdo entre 0s seres vivos sdo chamadas de
semioquimicos, dentre as quais estdo os aleloquimicos, que se dividem em:
cairomonios, quando a substancia beneficia o receptor; alomdnios, quando a substancia
guimica beneficia o emissor; sinombénio, quando as substancias quimicas trazem
beneficio matuo e; apneumdnio, quando as substancias liberadas por matéria morta
atraem parasitoides.

Ha dois tipos de aleloquimicos produzidos por plantas: as fitotoxinas e as
fitoalexinas. As primeiras sdo aleloquimicos continuamente produzidos pelas plantas,
porém, quando esta é submetida a estresse, sua producdo €& aumentada. As
fitoalexinas sédo produzidas somente quando a planta é submetida a estresse (PINTO et
al., 2002).
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Héa ainda dois conceitos importantes a serem entendidos em alelopatia. Chama-
se especificidade quando as plantas produzem substancias quimicas com propriedades
alelopaticas que afetam ou ndo algumas espécies de plantas e, periodicidade, quando
tais substancias sdo encontradas distribuidas em concentracdes variadas nas
diferentes partes da planta e durante o seu ciclo de vida. Quando essas substancias
séo liberadas em quantidades suficientes, causam efeitos alelopéaticos que podem ser
observados na germinagdo, no crescimento e/ou no desenvolvimento de plantas ja
estabelecidas e, ainda, no desenvolvimento de microorganismos (CARVALHO, 1993;
PIRES, 2001; SOUZA, 2003).

Dezenas de milhares de compostos secundarios de plantas ja foram isolados e
estima-se que centenas de milhares existam na natureza. H4 evidéncias de que a
maioria dos metabdlitos secundarios liberados pelas plantas esteja envolvida em
interacdes com outros organismos, como outras plantas, insetos, fungos e herbivoros,
ou seja, apresentam potencial para exercer alelopatia em agroecossistemas (Duke,
1986).

Nos ultimos anos, o impacto potencial da alelopatia sobre a agricultura tem sido
discutido e descrito em detalhes. Segundo Weston (1996), Putham e Tang, em 1974,
foram os primeiros a explorar a possibilidade de utilizagdo de culturas alelopéticas para
inibir o crescimento de plantas daninhas em regifes agricolas, incluindo o

desenvolvimento de culturas supressoras de plantas daninhas e rotacao de culturas.

3.1.2 Natureza dos compostos alelopéaticos

Rice (1984) afirmou a existéncia de mais 300 compostos secundarios vegetais e
microbiologicos, entre os agentes alelopaticos, pertencentes a muitas classes de
produtos quimicos, e esse nimero continua aumentando com a realizagdo de novas

7

pesquisas. A origem de um aleloquimico freqliientemente é obscura e sua atividade
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biolégica pode ser reduzida ou aumentada pela acdo microbiologica, oxidacao e outras
transformacgoes.

Possiveis fontes de aleloquimicos no ambiente das plantas incluem numerosos
microrganismos, certas invasoras, uma cultura anterior ou mesmo a cultura atual.
Similarmente, as espécies afetadas podem ser os microrganismos, as invasoras ou a
cultura (EINHELLIG, 1996).

Quando o composto liberado causa somente efeitos prejudiciais, recebe também
0 nome de toxina, fitotoxina, regulador de crescimento, agente aleloquimico ou agente
alelopatico (CHOU, 2006). Esses compostos podem ser produzidos em qualquer parte
das plantas (folhas, caules, raizes, rizomas, flores e sementes) e a sua concentracao
varia de espécie para espécie e, numa mesma espécie, de acordo com a parte da
planta e 0 seu estadio de desenvolvimento. As folhas e as raizes sdo as fontes mais
importantes de aleloquimicos (RODRIGUES, ALMEIDA e RODRIGUES, 1993;
WESTON, 1996), pois nessas partes da planta estes compostos aparentemente se
apresentam em maior concentragao.

Na Figura 1, Rezende et al. (2000), apresentaram alguns produtos quimicos

alelopaticos e as rotas provaveis de sintese dos mesmos.
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Figura 1. Rotas provaveis de sintese de alguns grupos de aleloquimicos. (Fonte: REZENDE et

al., 2000)
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3.1.3 Compostos quimicos com efeitos alelopéaticos

Varios tipos de compostos organicos foram identificados como aleloquimicos,
produzidos por microrganismos ou plantas superiores (RICE, 1984), podendo ser
relacionados como principais 0s seguintes:

« Acidos organicos sollveis em agua, alcoois de cadeia reta, aldeidos alifaticos e
cetonas; 4cidos citrico, mélico, acético e butirico; metanol, etanol e acetaldeido;
 Lactonas insaturadas simples: patulina e acido parasorbico;

« Acidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos: oléico, estearico, miristico e
agropireno;

* Naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas: julglona, tetraciclina e
aureomicina;

 Fendis simples, acido benzébico e derivados: acido galico, vanilico e hidroquinona,;

« Acido cinamico e derivados: acido clorogénico e ferulico;

» Cumarinas: escopoletina e umbeliforona,;

* Flavonoides: quercetina, florizina e catequina;

» Taninos condensados e hidrolisaveis: acidos elagico e digélico;

 Terpendides e esterdides: cineole, canfora e limoneno;

* Aminoécidos e polipeptideos: marasmina e victorina,

« Alcaldides e cianoidrinas: estriquinina, atropina, codeina, cocaina e amidalina;

» Sulfetos e glicosideos: sirigrina e alilisotiocianato;

* Purinas e nucleosideos: cordicepina, teofilina e paraxantina.

Compostos biologicamente ativos obtidos das plantas estdo sendo usados no
controle de espécies daninhas (muitas das quais apresentavam resisténcia a varias
categorias de herbicidas usualmente empregados), de insetos e de microorganismos
patogénicos, podendo constituir-se em uma alternativa ao uso dos defensivos agricolas,
com menores riscos ao meio ambiente, mantendo um melhor equilibrio do ecossistema
(RIZVI, 1992; CHOU, 1998), embora sejam poucos 0s produtos naturais empregados
diretamente como herbicidas.
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Os aleloguimicos podem ser usados diretamente como herbicidas ou para
conduzir o desenvolvimento de novas classes de herbicidas. O interesse em produtos
naturais como fonte de defensivos quimicos esta aumentando (AN e PRATLEY, 2005).

Os estudos nessa &rea tem chegado ao isolamento de algumas importantes
substancias, as quais promovem elevada toxicidade em algumas espécies de plantas
daninhas. O Bialafés, produzido por Streptomices spp. em fermentagdo, é
metabolicamente convertido pela espécie alvo a fosfinotricina, um potente inibidor da
glutamina sintetase; ele possui um uso limitado no Japao. Por outro lado, o glufosinato,
uma versao sintética da fosfinotricina, € amplamente utilizado pelo mundo como
herbicida nao seletivo. O &acido pelargbnico, um acido graxo natural, possui uma
distribuicdo limitada nos EUA como herbicida natural (DUKE, et al., 2002).

Souza e Furtado (2002) observaram que o aleloguimico benzoxazolinona (BOA),
exsudado pelas plantas de centeio (Secale cereale), confere resultado semelhante ao
herbicida atrazine sobre plantas de alface (Lactuca sativa).

A gquinona, chamada sorgoleona (Figura 2), é um aleloquimico que foi obtido a
partir do exsudado das raizes de sorgo (Sorghum spp.) (NETZLY E BUTLER, 1986
apud DUKE et al., 2002). O derivado fendlico grabdinol (Figura 3) € um composto
floroglucinol-afim que inibe a germinagdo, transpiracdo e abertura estomacal
(YONEYAMA et al., 1996 apud DUKE et al., 2002). Um exemplo mais recente é o
composto policarbonilado leptospermone (Figura 4), do qual a classe Triquetona de
herbicidas foi desenvolvida (MITCHELL et al., 2001 apud DUKE et al.,, 2002). O
aleloquimico leptospermone foi encontrado em uma espécie australiana nativa,
Bottlebrush (Callistemon citrinus), que foi introduzida na Gra-Bretanha em 1789. Do
leptospermone foi desenvolvido o herbicida Calisto® (Mesotrione), sendo este talvez o
mais bem sucedido herbicida comercial desenvolvido a partir de um aleloquimico.
Calisto® foi liberado para o mercado mostrando boa eficacia para o controle de

espécies daninhas da cultura de milho e um bom perfil ambiental (CORNES, 2005).
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3.1.4 Vias de liberacao e fatores que afetam a producéo de aleloquimicos

Todas as plantas sdo potencialmente capazes de sintetizar compostos
alelopaticos, embora as plantas cultivadas e suas variedades comerciais tenham
perdido muito essa capacidade, a qual 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; BHAN, 1993).

Os compostos alelopaticos podem ser liberados das plantas por lixiviacdo a partir
dos tecidos, volatilizacdo, exsudacdo pelas raizes e decomposicdo de residuos da



30

planta (SOUZA, 1988; RODRIGUES et al., 1992; WEIDENHAMER, 1996), do seguinte
modo:

* Lixiviacdo: entende-se por lixiviagdo a remocao das substancias quimicas das plantas,
vivas ou mortas, por acdo da agua, 0 que na natureza se processa através de chuva,
orvalho ou neblina (CHOU, 2006). As toxinas sollveis em agua sao lixiviadas da parte
aérea e das raizes ou, ainda, dos residuos vegetais em decomposi¢cdo (ALMEIDA,
1985). Os compostos lixiviados contem compostos organicas e inorganicas tais como
acucares, aminoacidos, &cidos organicos, terpendides, alcaldides e compostos
fendlicos (SOUZA, 1988). A atividade destes compostos no solo € normalmente
transitéria, uma vez que sdo sujeitos & acdo de microorganismos. No caso de
decomposicdo, devem ser ainda consideradas as substancias produzidas pelos
microorganismos envolvidos no processo, muitas das quais sado poderosas toxinas
(PUTNAM e TANG, 1986).

» Decomposicdo de residuos: toxinas sao liberadas pela decomposicdo das partes
aéreas ou subterraneas, direta ou indiretamente, pela acdo de microrganismos (SILVA,
1978). Perdas da integridade de membranas celulares permitem a liberacdo de um
grande numero de compostos, tais como acidos fendlicos, agropireno, cumarinas
(SILVA, 1978) e flavondides (RICE, 1984), os quais impdem toxicidade, de uma
maneira aditiva ou sinergistica a dos lixiviados, aos organismos vizinhos (SOUZA,
1988),

 Volatilizagcdo: compostos aromaticos sdo volatilizados das folhas, flores, caules e
raizes e podem ser absorvidos por outras plantas (ALMEIDA, 1985). Nesse grupo,
encontram-se compostos como o gas carbdnico (CO;), a amdnia (NHs), o etileno e os
terpendides, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos (CHOU, 2006). Esses
ultimos atuam sobre as plantas vizinhas por meio dos préprios vapores ou condensados
no orvalho ou, ainda, alcan¢cam o solo e sdo absorvidos pelas raizes (SOUZA, 1988).

» Exsudacdo radicular: um grande nimero de compostos alelopaticos séo liberados na
rizosfera circundante e podem atuar direta ou indiretamente nas interacdes
planta/planta e na acdo de microrganismos (TUKEY JUNIOR, 1969). Entre esses
compostos, podem ser citados o acido oxalico, a amidalina, a cumarina e o &cido
transcinamico (SILVA, 1978; SOUZA, 1988).
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A inibicdo alelopética resulta da acdo conjunta de um grupo de aleloquimicos
que, coletivamente, interferem em véarios processos fisiolégicos e dependem da
extensdo dos estresses bidticos e abidticos associados. A alelopatia esta estreitamente
ligada a outros estresses ambientais, incluindo temperaturas extremas, deficiéncias de
nutrientes e de umidade, radiagéo, insetos, doencas e herbicidas (EINHELLIG, 1996).
Essas condicdes de estresse, frequentemente, aumentam a producao de aleloquimicos,
aumentando o potencial de interferéncia alelopéatica (EINHELLIG, 1995).

Verifica-se, na Figura 5, que apos a liberacdo pela “planta doadora”, um
composto aleloquimico pode seguir por diferentes vias (ou ser alterado), até causar o
efeito alelopatico na “planta receptora”.
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Figura 5. Vias provaveis seguidas por compostos aleloquimicos da liberacdo pela planta
doadora até causar o efeito alelopatico na espécie receptora. (Fonte: Rezende et al., 2000)
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Rodrigues et al. (1993) afirmam, conforme também se verifica na Figura 5, que
as interagbes que ocorrem sdo muito complexas, pois 0s produtos quimicos presentes
no meio podem vir diretamente de um simples organismo, de plantas ou surgirem como
resultado dos processos de decomposicao e formacédo do hiumus no solo. Além disso, a
guantidade e a natureza quimica dos compostos alelopaticos liberados variam com a
espécie e idade da planta, temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de
nutrientes, atividade microbiana da rizosfera e tipo de solo (EINHELLIG, 1995).

3.1.5 Mecanismo de a¢cdo dos compostos alelopaticos

Nas plantas, as substancias alelopaticas desempenham as mais diversas
funcbes, sendo responsaveis pela prevencdo da decomposicdo das sementes,
interferem na sua dorméncia e também na das gemas e influenciam as relacées com
outras plantas, com microrganismos, com insetos e até com animais superiores,
incluindo o homem (DURIGAN; ALMEIDA, 1993). Como exemplos, os autores citam
gue a resisténcia da cevada (Hordeum vulgare) ao pulgdo (Schizaphis graminium) é
conferida pelos fendis e derivados que contém e que as lecitinas presentes nas
sementes de muitas leguminosas as tornam repelentes a algumas espécies de insetos.

Os conhecimentos dos efeitos alelopaticos e dos mecanismos de a¢do de varias
substancias sdo importantes para se entender as interacdes entre plantas, tanto nos
ecossistemas naturais, como nos agricolas. A grande diversidade dos compostos que
causam alelopatia indicam diferentes mecanismos de acéo (EINHELLIG, 1995).

Rice (1984) menciona que os efeitos podem ocorrer sobre:

» a regulacédo do crescimento (divisdo celular, sintese organica, interagdo com
horménios, efeito sobre enzimas, metabolismo respiratdrio);

* a abertura dos estématos e fotossintese;

* a absorcao de nutrientes;

* a inibicdo da sintese de proteinas;
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» as mudancas no metabolismo lipidico.

Os aleloquimicos interferem ndo somente na germinacdo e crescimento das
plantas, mas em atividades vitais, como nas atividades enzimaticas, na fotossintese, na
respiracdo, na permeabilidade da membrana, na assimilagdo de nutrientes e em sintese
de proteinas (RICE, 1984; ALMEIDA, 1988; PIRES, 2001).

Atividades enzimaticas sdo afetadas por taninos e fendis, podendo inibir a
atividade das celulases, poligalacturonases, pepsina, proteinases, desidrogenases e
descarboxilases (JAIN; SRIVASTAVA, 1981; INDERJIT, 1995b; YU et al., 2003). A
inibicdo dessas enzimas deve-se a capacidade de taninos e fendis se ligarem as
proteinas, formando complexos reversiveis, via pontes de hidrogénio e interacbes
hidrofobicas, ou complexos irreversiveis, que ocorrem em condi¢fes oxidativas via
ligacbes covalentes (MELLO e SANTOS, 2001).

A fotossintese e a atividade respiratdéria sdo inibidas por quinonas, acidos
vanilico, ferulico, cumarico e caféico (RIZVI e RIZVI, 1992; HEJL et al., 1993; JOSE e
GILLESPIE, 1998; BARKOSKY et al., 2000; GONZALEZ-BERNARDO et al., 2003).
Outros compostos, como ancecalina, euparina e dimetilencecalina, extraidos de raizes
de Helianthella quinquenervis, também inibem a fotossintese (CASTANEDA et al.,
1996). Da parte aérea de uma Asteraceae (Piqueria trinervia) foram extraidos
monoterpenos, demonstrando serem inibidores do fluxo de elétrons da fotossintese
(ANAYA et al.,, 1996). Os compostos como benzopiranos, lactonas, terpenos e
fenilpropandides, isolados de espécies vegetais, atuam como inibidores da reacdo de
Hill, assim como algumas cumarinas e lactonas sesquiterpénicas que agem como
desacopladores e inibidores da transferéncia de elétrons (KING-DIAZ et al., 2001).

O crescimento por divisdo celular é inibido por cumarinas, derivados fendlicos e
alguns monoterpenos e sesquiterpenos (INDERJIT, 1995a; GALINDO et al.,, 1999;
CHON et al., 2002).

Avaliacdes fisiologicas e bioguimicas realizadas com alguns aleloguimicos em
plantas de cultivo mostraram que também as culturas sdo afetadas por essas
substancias. Em plantas de Glycine max e Zea mays, 0 acido salicilico, em elevadas

concentragfes, afetou severamente o crescimento, a transpiracdo e o potencial hidrico
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dessas espécies (BARKOSKY e EINHELLIG, 1993). A permeabilidade das membranas
das raizes de soja em contato com acido benzdico e acido cinamico em diferentes
concentragbes reduzia, a medida que as concentracdes desses aleloquimicos
aumentavam (BAZIRAMAKENGA et al., 1995). O derivado fendlico juglona reduziu a
taxa fotossintética, a respiracdo e a transpiracdo em plantas de milho e soja,
demonstrando que a soja foi mais sensivel a esse aleloquimico (JOSE e GILLESPIE,
1998).

3.2 O MANEJO INTEGRADO DAS PLANTAS DANINHAS E A ALELOPATIA

O sucesso no manejo de plantas daninhas depende do conhecimento e do uso
integrado dos diferentes métodos de controle, como preventivo, cultural, mecanico,
biolégico e quimico (ANAYA, 1999; CHOU, 1998; RIZVI et al., 1999). O controle dessas
plantas, mediante principios ativos extraidos de vegetais com significativo poder
alelopético, torna-se importante devido ao carater seletivo de sua atividade, além de
possuir um baixo poder residual.

Sabendo-se que a alelopatia pode se tornar importante fator de manejo
utilizando-se plantas que exercem controle sobre determinadas espécies indesejaveis,
€ possivel também usar espécies de gramineas e leguminosas pouco alelopaticas entre
si quando do estabelecimento de pastagens. Os resultados sdo ecossistemas mais
equilibrados, com reflexos positivos em produtividade e longevidade dessas pastagens.

O mehoramento de cultivares € a Unica area que nao tem sido suficientemente
explorada como uma estratégia de manejo das plantas daninhas. Por exemplo, a
possibilidade de incorporar caracteristicas alelopaticas em cultivares melhorados de
arroz que poderiam reduzir a necessidade de aplicar herbicidas ao cultivo deveria ser
cuidadosamente considerada (Khush, 1996). Duke et al. (2001) afirmaram que ainda
nao se tem obtido cultivares comerciais com propriedades alelopaticas.

Tem recebido grande atencdo o potencial alelopatico do arroz contra
Heteranthera limisa (Dilday et al., 1991), como também se tem informacéo do potencial
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alelopatico de numerosos cultivos como a cebola (Lovett e Hoult, 1995), pepino
(Putman e Duke, 1974), aveia ( Fay e Duke, 1977), sorgo (Nimbal et al., 1996), girassol
(Leather, 1983), tabaco (Patrick et al., 1963) e trigo (Wu et al., 1999).

Embora o enfoque do fitomelhoramento por si sé ndo possa solucionar 0s
problemas causados pelas plantas daninhas, um incremento no potencial alelopatico
das variedades alvo de selecédo, pode trazer um grande impacto sobre os sistemas de
producéo, tanto os de baixo quanto os de altos insumos.

Algumas leguminosas utilizadas como adubo verde possuem efeito alelopatico
sobre plantas invasoras (ABBADO, 2008).

A capacidade supressora de plantas daninhas por culturas de cobertura é
amplamente reconhecida e explorada (Putnam et al., 1983; Almeida, 1988; TREZZI,
2004; Theisen et al., 2000). A supressao pode ocorrer tanto durante o desenvolvimento
vegetativo das plantas cultivadas, quando efeitos competitivos e alelopaticos poderiam
influenciar o desenvolvimento das plantas daninhas, quanto apos a dessecac¢do das
plantas cultivadas, em que principalmente efeitos fisicos (Vidal, 1995) e também de
liberagcdo de substancias alelopaticas (Almeida, 1988) poderiam resultar em supressao.

3.2.1 A alelopatia e as plantas daninhas

Segundo Souza Filho (2006), um dos fatores mais importantes a impor limitacdes
ao desenvolvimento da atividade agricola no mundo, em geral, e nos trépicos em
particular, é, sem duvida, as plantas daninhas. Tais plantas concorrem com as culturas
em termos de luz, de nutrientes, de agua, e de espaco fisico e, especificamente em
areas de pastagens cultivadas, arranham os animais, o que desvaloriza o couro, além
disso, quando téxicas, podem mata-los. Muzic (1970) salientou que as plantas daninhas
causam mais perdas e danos a agricultura do que as pragas e doencgas das plantas
cultivadas e se constituem na maior barreira para o desenvolvimento econémico de

muitas regides do mundo. A despeito de toda a tecnologia disponivel hoje para a
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agricultura moderna, 12% de toda a producédo agricola € perdida anualmente por causa
das plantas daninhas e 60% de todos os pesticidas comercializados sé&o herbicidas
(ANAYA, 1999; NARWAL, 1996). Esses dados deixam claro a importancia das plantas
daninhas para a atividade agricola.

As plantas daninhas tém obtido sucesso ecologicamente porque sobrevivem
melhor do que as plantas cultivadas a situacées de estresse, porque possuem maior
capacidade para explorar os fatores ambientais essenciais ao crescimento, reduzindo a
disponibilidade desses fatores para as plantas de interesse agronémico (SOUZA FILHO
et al., 2000b). O sucesso das plantas daninhas nos diferentes sistemas de cultivo pode
estar associado a capacidade que essas plantas possuem para produzir, estocar e
liberar, para o ambiente, substancias quimicas com propriedades alelopaticas, que séo
absorvidas pelas plantas cultivadas, refletindo de forma determinante no padrdo e na
densidade da comunidade (RICE, 1984).

Diversas espécies de plantas daninhas estdo sendo estudadas quanto ao seu
potencial alelopatico, tais como Ageratum conyzoides, Amaranthus lividus, Bidens
pilosa, Brachiaria decumbens, Brachiaria plantaginea, Cassia occidentalis, Commelina
nudiflora e Cyperus rotundus (SOUZA, 2003, SOUZA FILHO et al., 2006c; SOUZA
FILHO, 2006b; YAMAGUSHI et al., 2007, ALVES, 2008).

3.2.2 A alelopatia e as pastagens

Na regido amazobnica e demais regides pastoris do Brasil, as plantas forrageiras
se constituem, sendo na Unica, mas na principal fonte de alimento para os bovideos,
representando fator primordial para o sucesso da atividade pecuaria, quer em bases
agronO0micas quer em bases financeiras. Dessa forma, manter as plantas forrageiras
produtivas ao longo do ano é um desafio que os produtores precisam enfrentar com
determinacéo e tecnologia (SOUZA FILHO, 2006a).
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Embora, nas ultimas trés décadas, o desenvolvimento de cultivares forrageiras
adaptadas para a regido dos trépicos, incluindo a Amazénia, tenha sido de grande valia,
aspectos importantes como as propriedades quimicas das espécies forrageiras,
deixaram de ser abordados.

A identificacdo de forrageiras alelopaticas e o conhecimento dos mecanismos
pelos quais elas exercem seus efeitos no ambiente revestem-se de grande importancia,
por propiciar um manejo mais adequado dessas plantas, com vistas a aumentar a
produtividade e a persisténcia das pastagens (REZENDE, 2000).

Algumas gramineas forrageiras como Brachiaria brizantha (CARVALHO, 1993
apud SOUZA FILHO, 2006a) e Brachiaria decumbens (ALMEIDA, 1993 apud SOUZA
FILHO, 2006) tiveram sua atividade potencialmente alelopatica determinada.

O conhecimento da atividade alelopatica em leguminosas forrageiras é
importante para se manejar o estabelecimento e a estabililidade das pastagens
consorciadas (SOUZA FILHO, 2006a).

Carvalho et al. (2002), utilizaram extratos aquosos de duas leguminosas
(Canavalia ensiformes e Stilozobium aterrimum) sobre a planta daninha tiririca (Cyperus
rotundus) e observaram que o extrato aquoso da S. aterrimum (mucuna preta) reduziu a
quantidade de massa verde e matéria seca da parte aérea, da raiz e o indice de
velocidade de emergéncia da tiririca, além de estabilizar o nidmero de tubérculos,

caracterizando um possivel efeito alelopatico.

3.3 A ESPECIE Acacia mangium

3.3.1 Botanica
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Acacia mangium Willd., cujo nome popular é acacia-autraliana, € da familia
Leguminosae, subfamilia Mimosoideae. E uma arvore perenifilia, de 10 — 15 m de
altura, originaria da Austrdlia e Malasia, de tronco ereto, cinza-pardo, com casca pouco
saliente e levemente sulcado logitudinalmente. Ramificagédo fina, horizintal, espacgada,
formando opa ovalada com folhagem densa. Folhas simples, alternas, em ramos
verdes, alados, dispostos espiraladamente, ovalado-lanceoladas ou ovalado-alongadas,
largas, coriaceas, de peciolo curto, apice alongado, com nervuras salientes partindo da
base, de 12-18 cm de comprimento. As folhas séo filddios permanentes que néao
evoluiram, ndo dando origem as folhas verdadeiras que deveriam ser pinadas.
Inflorescéncias brancas, axilares, sem atrativo ornamental, com flores globulares
brancas e estames numerosos. Frutos do tipo vagem, espiralados ou torcidos, marrons,
curtos, deiscentes, com sementes pretas, pequenas, pendentes nas vagens por um
flamento amarelo, formadas de setembro a novembro. A multiplicacdo ¢é
exclusivamente por sementes, cuja producdo anual € abundante nas condi¢bes do
sudeste do Brasil onde € mais cultivada (LORENZI et al., 2003).

3.3.2 Usos

A arvore é dotada de copa densa e elegante, caracteristicas estas que a
recomendam para usos com fins paisagisticos. E adequada para arborizac&o urbana e
rural, bem como para reflorestamentos destinados a producgéo de lenha. Possui rapido
crescimento e grande rusticidade em nossas condic¢des tropicais (Lorenzi et al., 2003).

O género Acacia, com aproximadamente 2.000.000 ha plantados em todo o
mundo, apresenta uma relevante importancia do ponto de vista social e industrial no
reflorestamento. As espécies de maior utilizacdo sdo Acacia mangium e Acacia
auriculiformis sendo suas producdes direcionadas para polpa de celulose, madeira para
movelaria e construcdo, matéria-prima para compensados, combustivel, controle de

eroséao, quebra-vento e sombreamento (MARSARO JR, 2008).
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A Acacia mangium é a espécie florestal mais plantada, com uma area
comercialmente explorada no planeta de aproximadamente 600 mil hectares.
Atualmente, é a mais utilizada no Sudeste Asiatico, principalmente na Indonésia e na
Malasia. A espécie € uma leguminosa pioneira e vem despertando a atencdo dos
técnicos e pesquisadores pela rusticidade, rapidez de crescimento e, principalmente,
por ser espécie nitrificadora (IPF, 2007).

O interesse também parte por ela apresentar significativa capacidade de
adaptacédo as condi¢bes edafoclimaticas brasileiras, sobretudo em solos pobres, acidos
e degradados produzindo elevada quantidade de madeira com baixa acumulagéo de
nutrientes. Assim, a espécie destaca-se em programas de recuperacdo de areas

degradadas (RAD) e representa uma opc¢ao silvicultural para o Brasil (IPF, 2007).

3.4 O GENERO Acacia E A IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS

7

A familia Leguminosae é uma das maiores dentre as dicotiledéneas,
compreendendo mais de 13.000 espécies reunidas em mais de 600 géneros
distribuidos mundialmente, principalmente nas regides tropicais e subtropicais
(ANDRADE, 2003a).

A subfamilia Mimosoideae, encontra-se distribuida nas regibes tropicais,
subtropicais e calido-temperadas, com 50 a 60 géneros que englobam
aproximadamente 2.800 espécies, em sua maioria pertencentes aos géneros Acacia,
Mimosa e Inga (BARROSO, 1991).

O género Acacia € um dos maiores nas Angiospermas, encontram-se como
arvores, arbustos ou trepadeiras lenhosas (BURKART, 1979) e existem cerca de 1350
espécies de Acacia encontradas em todo o mundo. Sdo encontradas em regides
tropicais e subtropicais, sendo muito abundantes em savanas e matas, bem como em
matas xerofitas, na América tropical, Africa, Asia e Australia, sendo que nesta Ultima
existem perto de 1.000 espécies (ANDRADE, 2003a; AN e PRATLEY, 2005).



41

No género Acacia, foi verificada atividade alelopatica com varias espécies,
interferindo na germinacdo e/ou no crescimento de diferentes espécies que se
desenvolvem ao seu redor (OHNO et al., 2001).

Observou-se que sementes de arroz embebidas com o lixiviado das folhas da A.
auriculiformis sofriam reducdo da germinagdo, do crescimento e da matéria seca
acumulada da plumula (JADHAV e GAYNAR, 1992).

Extratos dos residuos da decomposi¢cdo da A. menoxylon em quatro diferentes
tipos de solo foram avaliados. Efeito inibitorio sobre o crescimento da Lactuca sativa foi
observado para os extratos dos residuos do inicio da decomposicdo (GONZALES;
SOUTO e REIGOSA, 1995).

Potencial efeito alelopatico sobre o milho (Zea mays) foi verificado pelas
substancias produzidas pela Acacia xanthopholea (NSOLOMO; MRECHA e
MAGHEMBE, 1995).

O potencial alelopatico da Acacia podalyriaefolia A. Cunn. (Leguminosae-
Mimosoideae), conhecida como Acacia-mimosa, amplamente cultivada no Brasil como
planta ornamental, foi avaliado no estudo de Andrade et al. (2003b), o qual demonstrou
gue o extrato etandlico bruto e suas fragbes diclorometano e acetato de etila tem
influéncia significativa sobre a germinacao e crescimento das radiculas e hipocétilos de
Lactuca sativa. O efeito verificado foi de estimulo da germinacdo das sementes, porém
sem o desenvolvimento dos foliolos tornando as mudas inviaveis.

Os extratos aquosos foliares de Acacia leucopholea mostraram efeitos inibitérios
sobre a germinacdo de sementes, desenvolvimento do hipocotilo, comprimento
radicular, area foliar e produtividade das plantas cultivadas Arachis hypogaea
(amendoim) e de Sorghum vulgare (sorgo). O efeito inibitorio do cultivo destas plantas é
diretamente proporcional ao aumento da concentracdo (5%, 10%, 15%, 20%) dos
extratos aquosos foliares de Acacia leucopholea (JAYAKUMAR e MANIKANDAN,
2005).
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3.4.1 Triterpendides

Dixon e Sumner (2003) afirmaram que todas as classes conhecidas de
terpendides foram notificadas em leguminosas. As diferentes classes de terpendides
sdo os mono- (C10), sesqui- (C15), di- (C20), tri- (C30) e tetraterpendides (C40).
Terpendides sdo o0 segundo maior grupo (depois dos fendlicos) de metabdlitos
secundarios implicados na alelopatia (INDERJIT e KEATING, 1999).

Alguns triterpendides pentaciclicos foram encontrados em diversas espécies do
género Acacia, os quais foram compilados por Ahmad e Atta-ur-Rahman (1994). Na
Acacia concinna DC. foram isolados o acacidiol (33,213-Diidroxi-28-noroleano-16,18-
dieno) e o acido acécico (acido 3B,16a,21p-Triidroxioleano-12-en-28- 6ico), este ultimo
também encontrado na Acacia intsia Willd. A lactona do é&cido acacico (3pB,16a-
diidroxioleano-12-en-28,21B-olideo) foi isolada da Acacia auriculiformis A.Cunn. Outras
substancias foram isoladas da Acacia concinna DC., como a lactona do acido acetil
acacico (3p-Acetoxi-16a-hidroxioleano-12-en-28,213-olideo) e a acacigenina-B [acido
3B,16a-Diidroxi-213-{3-(4"-etilidenetetrahidro-2"-furanil)-2’-metil-1’'0xo-2’-
propenil}oxioleano-12-en-28- 6ico]. As estruturas estdo representadas na figura a

sequir.
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Figura 6. Triterpenos pentaciclicos isolados de espécies do género Acacia.

Os arbustos de deserto do género Acacia contem saponinas triterpénicas
conhecidas como avicinas nas vagens do fruto, certamente para proteger as sementes

dos predadores. Estes compostos formados pelo acido acacico conjugado com sete
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acucares e dois monoterpenos lineares estdo sendo desenvolvidos como agentes
anticancerigenos por sua habilidade para induzir a detencdo do ciclo celular dos
mamiferos (HARIDAS et al., 2001 apud FELIPE e POZUELO, 2006).

No Meéxico, algumas espécies do género Acacia sdo usadas na medicina
folclérica para o tratamento de céancer, infeccdes respiratorias, dores de cabeca e
paludismo. A Acacia pennatula, por exemplo, € usada na medicina tradicional no
tratamento de cancer e é encontrada em todo o Sul do pais. Foram isoladas quatorze
substancias de folhas caidas de Acacia pennatula, dentre elas lupenona, lupeol e
stigmasterol. Os esterdis, triterpenos lupanos e flavondides encontrados foram
anteriormente isolados de plantas de Acacia, mostrando que as espécies desse género
tem caracteristicas quimicas semelhantes (RIOS, 2005).

3.4.2 Flavondides

A presenca de altas concentracbes de flavondides € uma caracteristica das
leguminosas em geral (SANNOMIYA, 2001).

Diversos metabdlitos secundarios como as cumarinas, taninos, glicosideos e
cianogénicos, alcalbides, esteroides e flavondides foram verificados no género Acacia.
Os flavondides correspondem ao grupamento quimico predominante neste género
(ANDRADE, 2003a). Na obra citada, a autora lista grande quantidade de substancias
identificadas e testadas para atividades bioldgicas diversas, incluindo a alelopética.

Saffan e Salama (2005) estudaram o impacto do potencial alelopatico do extrato
aquoso de folhas de Acacia raddiana, sobre a germinagéo do tremoco (Lupinus albus) e
0 acumulo de compostos nas plantulas dessa espécie, e observaram que as
substancias acumuladas foram compostos fendlicos e flavondides ja implicados como
agentes aleloguimicos.

O flavondide rutina foi o aleloquimico que provavelmente provocou diferenca

positiva nos efeitos inibitérios na andlise de potencial alelopatico de trés variedades de
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trigo sarraceno, sendo o trigo mourisco (Fagopyrum sculentum Moench) o que
demonstrou maior potencial alelopatico (KALINOVA, 2008).

Dois novos flavondides, quercetina  4-O-a-L-ramnopiranosil-3-O-R3-D-
alopiranosideo e apigenina 6-C-[2"-O-(E)-feruloil-B-D-glicopiranosil]-8-C-8-
glicopiranosideo foram isolados de folhas de Acacia pennata Willd. (Mimosoideae) e
testadas para verificar atividade anti-inflamatéria (ALAIN et al., 2007).

Rolim de Almeida et al. (2008) avaliaram a atividade alelopética das folhas de
Leonurus sibiricus sobre a germinacdo e crescimento inicial de Raphanus sativus,
Lactuca sativa, e Lepidium sativum. Andlises quimicas mostraram a presenca nas
folnas de quatro grandes flavonoides; entre o0s quais a quercetina-3-O-a-L-
ramnopiranosil-(1, 6)-B-D-galactopiranosideo; e de trés compostos flavbnicos menores,
entre eles a quercetina. Os flavondides isolados apresentaram diferentes atividades
biolégicas, variando com a concentracdo das substancias.

Catequina e epicatequina (Figura 7) foram isoladas de trigo sarraceno
(Fagopyrum esculentum Moench.) e testados seus efeitos alelopaticos sobre o
desenvolvimento da radicula da alface (Lactuca sativa), chegando a uma inibicdo de
50% (GOLISZ, et al., 2007).

OH OH

OH OH

HO. O

o, I//OH

OH

Catequina Epicatequina

Figura 7. Formulas estruturais da catequina e da epicatequina.
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Lobo et al. (2008) observaram que a catequina e a epicatequina, isoladas da
leguminosa Tachigali myrmecophyla apresentaram significativa atividade alelopatica
sobre o desenvolvimento inicial das plantas daninhas malicia (Mimosa pudica) -
chegando a uma inibicdo em torno de 72%, sobre o desenvolvimento da radicula e
hipocétilo, na maior concentracdo testada da catequina (20 mg/L) -, e mata-pasto
(Senna obtusifolia), com uma inibicdo de 80 a 85%, sobre o desenvolvimento da
radicula e hipocotilo, também na maior concentragdo testada de catequina. O efeito da
epicatequina foi menos expressivo e com maior variagdo dependendo do fator da planta
analisado e da espécie, oscilando entre 20 e 75%. Ja para a germinacao, os resultados
mais expressivos foram com a epicatequina, chegando a mais de 70% na malicia,

enquanto que com catequina a inibicdo na mesma espécie foi inferior a 35%.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAIS

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Agroindustria, setor de
Ecologia Quimica, da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Paréa, Brasil; no Laboratorio
de Quimica / Pesquisa da Universidade Federal do Para e no Laboratério de

Cromatografia Liquida da Universidade Federal do Para.

4.2 COLETA DE MATERIAL VEGETATIVO

Diferentes fracdes de plantas de Acacia mangium foram coletadas na éarea da
Embrapa Amazonia Oriental, localizada no municipio de Belém, Estado do Para, em
janeiro de 2007. Coletaram-se folhas (peciolo alado e filideos) verdes, folhas secas
caidas no solo e raizes da planta. Por ocasido da coleta, as plantas ndo estavam
florando ou produzindo sementes, dessa forma as sementes foram adquiridas em
produtores da Zona Bragantina. O material colhido foi seco em estufa com circulacdo de
ar forcado, em temperatura de 40 °C, até peso constante. Em seguida processou-se a
trituracdo em moinho tipo Willey, obtendo-se 830 g de folhas verdes, 750 g de folhas
secas, 560 g de raizes e 660 g sementes.
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4.3 PREPARO DOS EXTRATOS BRUTOS

O ponto de partida desse processo foi a extracdo exaustiva (Fluxograma 1) das
diferentes fragbes da planta, a qual constou do emprego de solucdo hidroalcodlica
(H2O/EtOH) na proporcao de 7:3, sendo que para cada quilograma de amostra seca
foram utilizados 9,0 litros da solugcdo. As diferentes partes da planta ficaram em infusao
por dois dias, apds o que foram filtradas, utilizando-se papel filtro encaixado em funil de
plastico. Os extratos foram armazenados em erlenmeyers com capacidade de 5 L.

Folhas Caidas (750g9),
Folhas verdes (830 g),
Raizes (560 g) e
Sementes (660 g)

Extracdo exaustiva
ETOH: H,O (7:3)

Extrato
Hidroalcodlico

Concentracédo em
evaporador rotativo

Extrato Aquoso

Desidratacéo
com liofilizador

EBHA

Folhas Caidas - 11 g
Folhas Verdes - 15 g
Raizes - 12¢g
Sementes - 13,59

Fluxograma 1. Obtenc¢éo do Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHA) das folhas caidas, folhas
verdes, raizes e sementes de Acacia mangium.
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Em seguida, procedeu-se a recuperacdo do etanol utilizando-se evaporador
rotativo (EYELA — Tokyo Rikakikai) & temperatura de 50 °C. Apos a retirada do élcool,
os extratos foram preservados em geladeira. Os extratos foram entéao liofilizados em
Freeze Dryer (Ikeda Scientific) eliminado-se toda a umidade, para posterior pesagem e
preparo dos extratos para o bioensaio, o qual contou com a elaboracdo de solucao

hidroalcodlica 7:3 H,0, de cada fracdo, a 1% (preservadas em geladeira).

4.4 ESPECIES RECEPTORAS

- Mimosa pudica (malicia),
- Senna alata (mata-pasto),
- Pueraria phaseoloides (pueréria)

As sementes das plantas daninhas foram coletadas no campo experimental da
Embrapa Amazénia Oriental e as sementes da pueraria foram adquiridas no mercado
de Belém, PA. A quebra da dorméncia das sementes foi feita por imersdo em acido
sulfirico concentrado por 15 minutos para malicia, e 20 minutos para as demais
espécies (SOUZA FILHO et al., 1998a).

4.5 BIOENSAIO DE GERMINACAO DE SEMENTES

As sementes das espécies receptoras foram selecionadas quanto a uniformidade
de tamanho, formato e coloracdo (LABOURIAU, 1983).

Os testes foram realizados na concentracdo de 1%, utilizando-se o material
liofilizado, tendo como eluente alcool e 4gua destilada na proporcéo de 7:3.
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Foram adicionados 3 mililitros (mL) de solucdo de extrato bruto hidroalcodlico de
cada uma das partes de A. mangium em placas de Petri com 9 cm de diametro,
forradas com uma folha de papel filtro esterilizado. Ap6s a evaporacdo do &lcool da
solucdo, 25 sementes de cada espécie receptora foram distribuidas nas placas (Figura
8). As placas permaneceram em camara de germinacao (Eletrolab / 122 FC), com
fotoperiodo de 12h e temperatura constante de 25°C. A germinagéo foi monitorada por
periodo de dez dias, com contagens diérias e eliminacdo das sementes germinadas,
considerando como ponto inicial a emissdo de 2 mm da radicula. Com a finalidade de
se evitar o ressecamento das placas e o crescimento de fungos no material em estudo,
foi adicionado diariamente a cada placa, uma solugcéo de nistatina na concentracao de
2%.

O parametro avaliado foi 0 numero de sementes germinadas a partir do qual foi
calculado o percentual de inibigdo, com o intuito de se determinar qual fragéo da planta

apresentou maior atividade inibitéria.

Figura 8. Germinagdo de sementes de Mimosa pudica (testemunha a
esquerda e tratamento com extrato das raizes de A. mangium a direita.

As testemunhas, apds germinadas, foram colocadas em caixas do tipo gerbox
transparentes de 11 cm x 11 cm, juntamente com 50 sementes de cada espécie
colocadas anteriormente também em caixas gerbox, forradas com papel filtro e solucdo
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de nistatina na concentracdo de 2%, previamente separadas para posterior avaliagao

dos efeitos dos extratos sobre as espécies receptoras em pds-emergéncia.

4.6 BIOENSAIOS DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS

Quatro dias apds a germinacdo das sementes nas caixas tipo gerbox forradas
com papel filtro e umedecidas com solugcéo de nistatina na concentracdo de 2%, trés
plantulas foram transferidas para placas de Petri também com papel filtro esterilizado e
adicionados 3 mL de solugéo de cada um dos extratos. As plantulas foram selecionadas
gquanto a semelhanca de comprimento do hipocétilo e radicula. As placas
permaneceram em camara de germinacao (Eletrolab / 102 FC), com fotoperiodo de 24h
e temperatura constante de 25°C. Com a finalidade de se evitar o ressecamento das
placas e o crescimento de fungos no material em estudo, foi adicionado diariamente a
cada placa, uma solugcédo de agua destilada com fungicida na concentragéo de 0,2%.

Apés sete dias de crescimento, mediu-se o comprimento da radicula e do
hipocétilo para determinar a variagcdo de desenvolvimento para posterior calculo do
potencial de inibicdo, a fim de se determinar qual parte da planta apresentou maior
atividade inibitoria.

Os extratos hidroalcodlicos das fracdes da espécie doadora foram testados tendo
como testemunha a agua destilada (sem extrato). Foi adicionada agua destilada,
contendo fungicida, as placas de Petri sempre que necessario para manter o ambiente

umido e adequado ao desenvolvimento das plantulas.

4.7 ISOLAMENTO DE SUBSTANCIAS
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4.7.1 Coluna cromatografica por via imida

Apds constatar-se que o extrato bruto das folhas secas da A. mangium foi o que
apresentou 0s mais significativos valores em percentuais de inibigéo, principalmente na
germinacdo, procedeu-se a etapa para o isolamento das substancias. Para isso,
preparou-se uma Coluna Cromatografica por Via Umida (CCVU) para separacdo das
substancias da fracdo folhas secas (Figura 9), a qual se processa por cromatografia de
adsorcdo em coluna, usando a silica gel como fase estacionaria e solventes de
polaridades crescentes como fase movel, partindo-se do hexano, passando pelo
acetato de etila e metanol em diferentes misturas de hexano/acetato de etila e acetato
de etila/metanol. Foram utilizadas 10 g de extrato bruto hidroalcodlico de folhas secas
(EBHAFS), 150 g, de silica para fase fixa da coluna, 20 g de silica para compor a
pastilha do extrato e um volume de 350 mL para cada sistema utilizado na fase movel.
O volume da coluna para os eluentes dos sistemas foi calculado usando-se V = m.R%.H.,

onde R é o raio da coluna e H é a altura da coluna de silica.
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Figura 9. Coluna cromatogféfica por via
Uumida com EBHA das Folhas secas.

Em seguida, as amostras foram coletadas em sistemas de eluentes com
polaridade crescente, seguindo a seguinte ordem: hexano 100%; hexano/ AcOEt 10%,
20%, 30%, 40%, 50% e 60%,; acetato 100%; acetato/metano 10% e 50%; metanol
100%. Ao todo foram 56 amostras coletadas com volumes aproximados de 100 ml

cada.

4.7.2 Cromatografia em camada delgada
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As amostras coletadas na CCVU foram concentradas por volatilizagao natural
dos solventes. O conteudo restante de cada amostra foi solubilizado com pequena
quantidade de solvente (cloroférmio, acetato de etila ou metanol) e, com a ajuda de
capilares de vidro, quantidades representativas das amostras foram aplicadas em
placas cromatograficas de camada delgada (ALUMINUM BACKED TLC, SILICA GEL,
HARD LAYER, F-254, SAl). A corrida da fase movel foi realizada com misturas de
solventes com polaridade crescente, correspondentes a amostra analisada. As
cromatoplacas foram reveladas através de irradiacdo com luz ultravioleta em
comprimentos de onda de 254 nm em camara escura e, ap0s borrifagdo com uma
solucdo de sulfato cérico 5%, foram submetidas a aquecimento em estufas de
circulacdo de ar forgcada a 100 °C. O padrao de separacao de substancias, de acordo
com sua posicao e coloragédo nas cromatoplacas reveladas, foi desenhado.

4.7.2.1 Reunido das fracoes

As manchas observadas nas cromatoplacas foram comparadas e aquelas
considerados semelhantes foram reunidas, restando, apés diversas reunides, quatro
amostras chamadas de R1’ (hexano/ AcOEt 10 e 20%), R2,3’(hexano/ AcOEt 30, 40, 50
e 60% e acetato 100%), R4’(AcOEt /metanol 10 e 50%) e R5’(AcOEt /metanol 50% e
metanol 100%).
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4.7.3 Refracionamentos

Posteriormente foram realizadas novas colunas filtrantes, porém de menor
diametro, para o refracionamento das amostras reunidas na fase anterior e separagéo
mais eficiente das substancias. Trés das quatro fragcoes finais foram refracionadas.

Fracdo R1' (Hexano/acetato < 20%) — em coluna com diametro de 1,9 cm, massa de
920 mg, 2 g de silica para a pastilha, 10 g de silica para a coluna e volume para 0s
sistemas de eluentes da fase mével igual a 25 ml.

Os sistemas de polaridade crescente utilizados foram: hexano 100%; hexano/
AcOEt 2%, 5%, 7%, 10%, assim por diante, até 50%; AcOEt 100%; AcOEt /metanol 5%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%; metanol 100%. O total de amostras coletadas foi de 87, as
guais foram reunidas (apds visualizadas em cromatografia de papel em camada
delgada) em namero de 27.

Fracdo R2,3' (Hexano/acetato < 100%) — em coluna com diametro de 1,9 cm, massa
de 890mg, silica para a pastilha (1,5 g), silica para a coluna (9 g) e volume para os
sistemas de eluentes da fase mével igual a 20 ml.

Os sistemas de polaridade crescente utilizados foram: hexano 100%;

hexano/acetato 2%, 5%, 7%, 10%, assim por diante, até 50%; acetato 100%;
acetato/metanol 5%, 10%, até 50%; metanol 100%. O total de amostras coletadas foi de
93, as quais foram reunidas ficando em 38 amostras.
Fracdo R4’ (Acetato/Metanol < 50%) — em coluna com diametro de 1,9 cm e massa de
565 mg. A gquantidade de silica calculada para a pastilha foi de 1,5 g e para a coluna, 6
g. A altura da coluna foi de 13,4 cm e o volume para os sistemas de eluentes da fase
mével foi igual a 40 ml.

Os sistemas de polaridade crescente utilizados foram: hexano 100%;
hexano/acetato 2%, 5%, 10%, 15%, 17%, 20%, 22%, 25%, 30%, 32%, 35%, 37%, 40%,
42%, 45%, 50%; acetato 100%; acetato/metanol 2%, 5%, 7%, 10%, até 40%, 45%,
50%; metanol 100%. O total de amostras coletadas foi de 103, as quais foram reunidas
(apos visualizadas em cromatografia de papel em camada delgada) em numero de 25.
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As fracdes de hexano 100% até hexano/acetato 15% foram descartadas, pois ndo havia

massa.

4.8 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS

No fluxograma a seguir (Fluxograma 2), é mostrado o procedimento de
isolamento e purificacdo que possibilitou a identificagdo das substancias lupeol e
lupenona.



EBHA
Folhas Caidas

10g
Ccvu
R1’ (H 100%; H/A R2,3" (H/A 30, 40, R4’ (A/M 10 e 50%) R5’
10%; HIA 20%) 50, 60%; A 100% (A/M 50% e
; , 60%; 0) M= 565 mg M 100%)
M= 920 mg M= 694 mg 103 amostras M=9,8¢
86 amostras 93 amostras 26 reunidas
26 reunidas 38 reunidas
1 RMN *H
l RMN H l RMN “H
Amostras: 1, 3, 5, 7, Amostras: 9, 10, 11, v
12,14,16e 24 13, e 20-21.
l RMN 2c Amostras: 2e 4
RMN **C
3 = Lupenona
m = 30 mg
7 = Lupeol
m = 15 mg

Fluxograma 2. Fracionamento e refracionamentos do Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHA) das folhas caidas de Acacia mangium.
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ApOs visualizagdo das manchas nas cromatoplacas, relativas as amostras
obtidas das reunifes (R1’; R2,3’ e R4’), que estdo descritas no fluxograma acima, as
gue estavam em menor mistura foram enviados para analise de espectrometria de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H) no Laboratério de Quimica da Universidade
Federal do Par4. Os espectros de 'H mostraram que as mais viaveis para identificacdo
foram as amostras 3 e 7. Estas foram submetidas a RMN **C, comparadas a dados da
literatura (AHMAD e ATTA-UR-RAHMAN, 1994) e identificadas como Lupenona (3[3-
Hidroxilup-20(29)-eno) e Lupeol (3-Oxolup-20(29)-eno).

4.9 ANALISE DA ATIVIDADE ALELOPATICA DAS SUBSTANCIAS

A andlise da atividade alelopatica das substancias foi realizada em dois
experimentos distintos. No primeiro foram investigados os efeitos das substancias
isoladamente e em par sobre a germinagéo e desenvolvimento de radicula e hipocotilo
das plantas daninhas malicia (Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna obtusifolia), e no
segundo experimeto foi avaliada a interferéncia do pH da solugcdo na atividade
alelopética das substancias apenas sobre a germinacdo das sementes das mesmas
espécies do primeiro experimento. Em ambos 0s experimentos, as substancias
quimicas foram testadas em concentracdo de 140 ppm, tendo como solvente o
cloroférmio.

A germinacdo foi monitorada em periodo de dois dias, com contagens diérias e
eliminagdo das sementes germinadas. Foram consideradas sementes germinadas
aquelas que apresentavam extensao radicular igual ou superior a 2,00 mm (DURAN e
TORTOSA, 1985).

Os bioensaios foram desenvolvidos em condigdes controladas: 25 °C de
temperatura constante e fotoperiodo de 12 horas para a germinacdo de sementes e 25
°C de temperatura constante e fotoperiodo de 24 horas para o bioensaio de
desenvolvimento da radicula e do hipocotilo. No bioensaio de germinagédo de sementes,
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cada placa de Petri de 9,0 cm de diametro, forrada com uma folha de papel-filtro
gualitativo, recebeu 25 sementes previamente tratadas para a quebra de dorméncia
(SOUZA FILHO et al., 1998a). Nos bioensaios de desenvolvimento da radicula e do
hipocétilo, cada placa de Petri de 9,0 cm de didmetro forrada com uma folha de papel-
filtro qualitativo, recebeu trés sementes pré-germinadas, e no final de sete dias de
crescimento mediu-se o comprimento da radicula e do hipocaétilo.

No experimento de avaliacao dos efeitos de pH, foram preparadas solu¢gées com
pH 3,0 e 9,0, utilizando-se acido cloridrico (HCI) para baixar e pH e hidréxido de
potassio (KOH) para eleva-lo. As substancias foram testadas na concentracdo de 140
ppm. Nesse caso, os efeitos foram analisados apenas sobre a germinagdo das
sementes de malicia, pois ndo havia solu¢do suficiente para outros testes. O bioensaio
foi semelhante aqueles descritos para o primeiro experimento.

Em todos ao bioensaios, cada placa de Petri recebeu 3,0 mL da solugéo-teste.
As solugdes foram adicionadas apenas uma vez, quando do inicio de cada bioensaio,
sendo, a partir de entdo, adicionada apenas agua destilada, sempre que necessario,
para manter a concentracao inicial. Especificamente para o bioensaio em que foram
analisados os efeitos do pH, em vez de agua destilada, adicionou-se solu¢cdo aquosa de
pH correspondente.

4.10 ANALISE POR HPLC PARA DETECCAO DE FLAVONOIDES EM Acacia mangium

Como a principal classe de metabdlitos secundarios do género Acacia sdo 0s
flavondides (ANDRADE, 2003a), foi realizada analise em HPLC sobre trés partes da
Acacia mangium para a detec¢do dos flavondides catequina e epicatequina.

Foi retirada uma amostra de 10 mg de cada extrato bruto hidroalcodlico das
folhas verdes, sementes e raizes da Acacia mangium. Em seguida foi feita uma andlise
do perfil cromatografico por HPLC, objetivando avaliar a complexidade dos extratos.

Para a andlise dos extratos foi realizado um pré-tratamento por meio de extragdo em
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fase sodlida, obedecendo as seguintes etapas: inicialmente, o cartucho Strata C18, 50
mg/1l mL (analitico), utilizado para reter os interferentes da amostra, principalmente
clorofila. O cartucho foi condicionado passando-se 1 mL de MeOH, em seguida 1 mL de
H,0O. Foram adicionados a amostra, 900 uL de MeOH e, para facilitar a solubilizacdo da
mesma, levou-se ao banho ultrassénico por 1 min. Em seguida foram adicionados 100
uL de 4gua e novamente a amostra foi levada ao banho ultrassénico por mais 1 min.
Essa solugéo foi transferida para o cartucho. Posteriormente, foi adicionado ao cartucho
um volume de 1 mL de uma solugcdo de MeOH:H,O (9:1). A solucdo coletada foi
colocada na capela para evaporar o solvente. Em seguida a massa residual foi
ressuspendida em 1 mL de Acetonitrila (ACN) e procedeu-se a analise por HPLC.

O método de anadlise do perfil cromatogréafico adotado foi o seguinte: coluna
Gemini C18, 5 py (150 x 4,6 mm), com fluxo de 1 mL/min.; com varredura de
comprimento de onda entre 200 e 400 nm; lampada de deutério; volume da injecéo foi
de 20 pL; com variagédo de concentracdo de ACN de 5% a 100%, durante a tempo de
60 min.

Os equipamentos utilizados foram: cromatografo liquido - Shimadzu - constituido
por uma bomba quaternaria com quatro canais modelo LC-20AT, detector de arranjo de
diodo modelo SPD-M20A, degaseificador de membrana modelo DGU-20As, auto-injetor
de amostras modelo SIL-20A, interface de comunicagdo modelo CBM-20A acoplado a
microcomputador Pentium IV com software de integracdo LC solution; balanca analitica
Sartorius; ultra-som Branson 2200.

Os materiais usados foram: cartuchos Strata C18, 50 mg/l1 mL da marca
Phenomenex; colunas para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e foi usada como
fase estacionéria a coluna: Gemini C18 10 p (150 x 4,60 mm) e Gemini C18 10 u (250 x
21,2 mm). Todos da marca Phenomenex. Para andlise do perfil cromatografico das
amostras no HPLC analitico foi utilizada a acetonitrila grau HPLC (TEDIA), agua

purificada em um sistema de agua Milipore Direct-Q® 3.
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4.11 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental para todos os bioensaios foi 0 inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Os dados foram analisados pelo teste F, e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Na analise dos dados utilizou-se o programa
SAS (SAS, 1989).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BIOENSAIO DE GERMINACAO COM EBHA

A intensidade dos efeitos potencialmente alelopéticos variou em funcéo tanto da
espécie receptora quanto da fonte do extrato e do fator das plantas analisadas.
Considerando-se os efeitos sobre a germinacdo de sementes (Tabela 1), o extrato bruto
hidroalcodlico (EBHA) de folhas secas foi o que apresentou maior atividade alelopética
sobre a espécie malicia (inibicdo de 99%), estando de acordo com Souza Filho et al.
(2003), os quais observaram 90,5% de inibicAo na germinacdo desta mesma planta
daninha, quando submetida ao extrato aquoso das folhas da leguminosa Calopogonium
mucunoides. Mata-pasto foi a espécie de menor sensibilidade, com inibi¢cdes abaixo de
12%.

Tabela 1 — Efeitos inibitérios de extratos hidroalcodlicos de Acacia mangium sobre a
germinacdo de sementes de plantas receptoras de &reas de pastagens. Dados expressos em
percentual de inibicdo em relacéo ao tratamento testemunha, agua destilada.

Planta Receptora

Extrato

Malicia Mata-pasto Pueréria
Sementes 86,0Ba 5,0Cc 15,0Bb
Raizes 62,0Ca 15,0Ac 24,0Ab
Folhas Verdes 86,0Ba 8,0BCc 24,0Ab
Folhas Secas 99,0Aa 11,0Bc 4,0Cc

Médias seguidas de letras iguais, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem pelo
teste de Tukey (5%).

5.2 BIOENSAIO DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS
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Em relacdo ao desenvolvimento da radicula (Tabela 2), a intensidade das
inibicdes observadas apresentaram pouca variagdo, com destaque para os efeitos do
extrato de raizes sobre a espécie mata-pasto, com inibicdo da ordem de 55%, dado que
discorda de Santos et al. (2007), que observaram que a inibicdo do extrato de raizes da
leguminosa Calopogonium mucunoides sobre o desenvolvimento radicular da planta

mata-pasto (Senna obtusifolia) foi de 14%.

Tabela 2 - Efeitos inibitérios de extratos hidroalcodlicos de Acacia mangium sobre
desenvolvimento da radicula de plantas receptoras de areas de pastagens. Dados expressos
em percentual de inibicdo em relacdo ao tratamento testemunha, agua destilada.

Planta Receptora

Extrato Malicia Mata-pasto Pueréria
Sementes 31,0Ab 29,0Bb 38,0Aa
Raizes 27,0Bc 55,0Aa 35,0Ab
Folhas Verdes 29,0Aa 28,0Ba 20,0Bb
Folhas Secas 30,0Aa 28,0Ba 10,0Cb

Médias seguidas de letras iguais, mailsculas na coluna e mintsculas na linha, ndo diferem pelo
teste de Tukey (5%).

Os efeitos verificados sobre o hipocaétilo (Tabela 3) variaram mais em fungéo das
espécies receptoras do que da fonte de extrato. Malicia foi a espécie que evidenciou
maior sensibilidade aos efeitos potencialmente alelopaticos, ficando a pueraria como a
de menor sensibilidade. Em experimentos utilizando malicia como planta receptora,
esta, de modo geral, apresenta as maiores respostas em inibicdo de germinacdo e
desenvolvimento (SANTOS et al., 2007; SOUZA FILHO et al., 2006; SILVA et al., 2008).

Tabela 3 - Efeitos inibitérios de extratos hidroalcodlicos de Acacia mangium sobre
desenvolvimento do hipocétilo de plantas de éareas de pastagens. Dados expressos em
percentual de inibicdo em relagdo ao tratamento testemunha, agua destilada.

Planta Receptora

Extrato Malicia Mata-pasto Pueréria
Sementes 51,0Aa 30,0Bb 2,4Ac
Raizes 53,0Aa 42 ,0Ab 2,2Ac
Folhas Verdes 50,0Aa 30,0Bb 1,0Ac
Folhas Secas 49,0Ba 33,0Bb 2,1Ac

Médias seguidas de letras iguais, mailsculas na coluna e mintsculas na linha, ndo diferem pelo
teste de Tukey (5%).
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Comparativamente, para malicia, a germina¢do de sementes foi o fator de maior
sensibilidade aos efeitos dos extratos, enquanto para pueraria o desenvolvimento da
radicula foi o fator mais intensamente inibido. Ja para mata-pasto, o desenvolvimento
da radicula e do hipocétilo foram mais intensamente inibidos.

Os resultados com extrato de folhas verdes foram muito semelhantes aqueles
observados com extrato de folhas secas para a espécie receptora malicia, o que indica
as folhas como importante fonte de substancias com potencial alelopético-inibitorio, com
destaque para os efeitos sobre a germinacao das sementes. Os resultados com extrato
de raizes também foram bastante significativos para todos os parametros testados,
mostrando que as folhas e as raizes sao as fontes mais importantes de aleloguimicos
(RODRIGUES et al., 1993; WESTON, 1996).

5.3 SUBSTANCIAS QUIMICAS ISOLADAS E IDENTIFICADAS

Sera apresenta a discussdo dos dados espectrais das substancias identificadas.
Foram identificados os triterpenos lupenona e lupeol, cujas estruturas encontram-se a

sequir:
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Figura 10. Estrutura quimica das substancias Lupenona e Lupeol.

5.3.1 Lupenona

O espectro de RMN 'H da lupenona (Figura 11) caracterizou-se pelo
aparecimento de singletos largos entre 4,70 e 4,50 ppm, 0s quais sdo atribuidos aos
hidrogénios olefinicos H-29. Em 1,67 ppm encontrou-se um sinal atribuido aos
hidrogénios H-30 (metila sobre dupla) e, entre 1,55 e 0,70 ppm, foram encontrados
varios sinais atribuidos aos CH, CH, e CHs. Esses dados estdo de acordo com aqueles
descritos na literatura para a lupenona (AHMAD e ATTA-UR-RAHMAN, 1994).
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Figura 11. Espectro de RMN 'H da substancia lupenona (ppm, CDCls, 300 MHz).

A identificacdo da lupenona foi confirmada com os dados de RMN *°C e DEPT
(Figuras 12 — 15, p. 66 e 67). Os dados de RMN *3C da lupenona descritos na literatura
foram incluidos na Tabela 4 (p. 72) para fins de comparacdo. Destacam-se nesse
espectro os seguintes sinais:

- Em 150,8 e 109,3 ppm atribuidos aos carbonos olefinicos C-20 e C-29,

respectivamente.

- Sinais de carbono de sete grupos metilicos do esqueleto do triterpeno lupanico.
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Figura 12. Especto de RMN **C da lupenona (ppm, CDCls, 75 MHz).
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5.3.2 Lupeol

O espectro de RMN 'H do lupeol (Figura 16, p. 68) caracterizou-se pelo
aparecimento de singletos largos entre 4,70 e 4,50 ppm, 0s quais sdo atribuidos aos
hidrogénios olefinicos H-29. Em 1,67 ppm encontrou-se um sinal atribuido aos
hidrogénios H-30 (metila sobre dupla). Entre 1,55 e 0,70 ppm, foram encontrados varios
sinais atribuidos aos CH, CH; e CHs.

Além desses esses sinais, muito semelhantes aos sinais encontrados no
espectro da lupenona, pode ser observado um duplo dupleto em 3,18 ppm (10,7 e 5,6
Hz), atribuido ao hidrogénio oximetinico H-3. Esses dados estdo de acordo com o0s
descritos na literatura para o lupeol (AHMAD e ATTA-UR-RAHMAN, 1994).
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Figura 16. Espectro de RMN *H da substancia lupeol (ppm, CDCls, 300 MHz).
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Os dados de RMN *3C do lupeol (Figuras 16 — 20, p. 69 a 71) foram importantes
na confirmacdo da identificacdo estrutural. Os dados de RMN *C do lupeol s&o
encontrados na Tabela 4, juntamente com aqueles da literatura para essa substancia.
Nesse espectro, destacam-se 0s seguintes sinais:

- Um sinal 79,0 ppm atribuido ao carbono oximetinoco C-3.

- Sinais em 150,9 e 109,3 atribuidos aos carbonos olefinicos C-20 e C-29,

respectivamente.

- Os sinais atribuidos a sete grupos metilicos do lupeol.
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Figura 17. Especto de RMN **C do lupeol (ppm, CDCls, 75 MHz).
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Tabela 4 — Dados de RMN **C (CDCls) da Lupenona e lupeol comparados com dados da
literatura (AHMAD e ATTA-UR-RAHMAN, 1994).

Carbonos Lupenona Lupeol
experimental literatura experimental literatura
1 39,5 39,6 38,6 38,6
2 34,1 34,1 28,3 27,3
3 218,5 217,9 79,0 78,9
4 47,3 47,3 38,8 38,8
5 54,8 55,0 55,2 55,2
6 19,6 19,6 18,3 18,2
7 33,5 33,6 34,2 34,2
8 40,7 40,9 40,8 40,7
9 49,7 49,8 50,4 50,3
10 36,8 36,9 37,1 37,1
11 21,4 21,5 20,9 20,9
12 25,1 25,2 24,8 25,0
13 38,1 38,2 38,0 38,0
14 42,9 42,9 42,8 42,7
15 27,4 27,4 27,3 27,4
16 35,4 35,6 35,5 35,5
17 42,9 42,9 43,0 42,9
18 48,2 48,3 48,2 48,2
19 47,9 47,9 48 47,9
20 150,8 150,7 150,9 150,8
21 29,8 29,9 29,8 29,8
22 39,9 40,0 40,0 39,9
23 26,6 26,6 27,9 27,9
24 21,0 21,0 15,4 15,3
25 15,7 15,8 16,1 16,1
26 15,9 15,9 15,9 15,9
27 14,4 14,4 14,5 14,5
28 17,9 18,0 18,0 17,9
29 109,3 109,2 109,3 109,3

30 19,3 19,3 19,3 19,2




73

5.4 ANALISE DA ATIVIDADE ALELOPATICA

5.4.1 Efeito alelopético das substancias

Na concentracao testada das substancias, de 140 ppm, os efeitos promovidos
pelas substancias lupenona e lupeol, sobre a germinagcéo das sementes de mata-pasto
e malicia, ndo diferiram (p > 0,05) entre si, ou seja, nao foi observado qualquer efeito
das substancias sobre a germinacao das sementes. Estas substancias testadas em par
também n&o mostraram efeito inibitério ou estimulatério sobre a germinacdo das

sementes (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeitos potencialmente alelopaticos das substancias Lupenona e Lupeol, isoladas e
em par, sobre a germinagdo de sementes duas plantas daninhas. Dados expressos em
percentual de inibicdo em relacdo ao tratamento testemunha - 4gua destilada.

Planta receptora Substancia
Lupenona Lupeol Lupenona+Lupeol
Malicia 2,3 1,0 2,3
Mata-pasto 1,0 1,0 1,0

Sabe-se que 0s monoterpenos e sesquiterpenos sao 0s terpendides mais
envolvidos em alelopatia (ABRAHIM et AL., 2000) e, embora muitos estudos relacionem
triterpendides com fortes atividades alelopaticas (FISCHER et al., 1994; FISCHER,
1986 e LOTINA-HENSEN et al., 1992), outros apresentam essa classe de compostos
com pouca atividade inibitéria e, em certos casos, com atividade estimulatéria.

Macias, Simonet e Galindo (1997), isolaram 11 triterpenos de fragbes bioativas
da parte aérea de Melilotus messanensis, e a semelhanca das respostas encontradas
neste trabalho, o efeito global dos triterpenos sobre Lactuca sativa nos parametros
germinacao e desenvolvimento inicial foi abaixo de 10% de inibig&o.

Santos et al. (2008), observaram baixa atividade alelopética de dois triterpenos
pentaciclicos (fridelina e epifridelinol) sobre germinacdo das sementes e
desenvolvimento das plantulas das espécies malicia e mata-pasto.

Héa exemplos onde as misturas das substancias sdo muito mais ativas do que 0s
compostos simples (MACIAS, SIMONET E GALINDO, 1997), porém, quanto ao
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desenvolvimento da radicula (Tabela 6) — embora este parametro tenha se mostrado
mais sensivel do que os demais, com inibicdes acima de 30% - foi observado
antagonismo entre as substancias, pois as inibicdes com as substancias isoladas foram

mais elevadas do que com elas em par.

Tabela 6 — Efeitos potencialmente alelopaticos das substancias Lupenona e Lupeol, isoladas e
em par, sobre o desenvolvimento da radicula de duas plantas daninhas. Dados expressos em
percentual de inibicdo em relacdo ao tratamento testemunha - 4gua destilada.

Planta receptora Substancia

Lupenona Lupeol Lupenona+Lupeol
Malicia 42,8 + 3,6 36,4145 27,4+1.8
Mata-pasto 42,7 £ 9,3 41,3+6,5 355+2)9

Com relacdo ao desenvolvimento do hipocétilo (Tabela 7), ndo houve expressiva
inibicdo das substancias, nem diferenca significativa entre a acdo das substancias
isoladas e em par, ficando os valores em torno de 15%, sendo semelhantes aos
resultados encontrados por Lébo et al. (2008), os quais testaram a acao inibitéria de do
triterpendide pentaciclico epicatequina, na concentracdo de 15 mg/L, e obtiveram
percentual de inibicdo sobre a malicia inferior a 20%.

Tabela 7 — Efeitos potencialmente alelopaticos das substancias Lupenona e Lupeol, isoladas e
em par, sobre o desenvolvimento do hipocétilo de duas plantas daninhas. Dados expressos em
percentual de inibicdo em relagéo ao tratamento testemunha, agua destilada.

Planta receptora Substancia

Lupenona Lupeol Lupenona+Lupeol
Malicia 16,7 £ 0,9 16,6 +1,3 15,6 £ 0,9
Mata-pasto 17,3+£9,1 155+£5,5 12,3+£6,1

5.4.2 Efeito do pH na atividade alelopéatica das substancias

Houve interacdo para os fatores pH e germinacao pela analise de variancia (teste
F) e o desdobramento da interacdo é apresentado na Tabela 8. Os dados mostram
efeitos expressivos do pH na atividade das duas substancias, com variacdes para
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ambas. Individualmente, lupenona apresentou maior atividade alelopatica em condi¢des
acidas (Ph = 3,0), enquanto lupeol apresentou maior atividade em condi¢bes alcalinas
(pH = 9,0). Para a analise comparativa entre as duas substancias, o pH ndao se mostrou
fator determinante. Quando se analisa as variagées dentro de cada pH, observa-se que
em condic¢des &cidas, lupenona, isoladamente ou em associa¢cdo com lupeol, apresenta
atividade alelopatica inibitéria superior a lupeol, enquanto com pH alcalino, lupeol
isoladamente ou em par com lupenona € superior a lupenona. Resultados semelhantes
foram obtidos por Santos et al. (2008), em trabalho envolvendo o estudo com os
triterpendides fridelina e epifridelinol, no qual a primeira substancia, em pH 9,0, se
mostrou mais ativa isoladamente e em par do que a segunda isoladamente.

Aparentemente, em condi¢cdes de solos &cidos, como sdo 0s casos dos solos
tropicais da Amazo0nia, especialmente, a tendéncia € de que lupenona apresente melhor
desempenho em termos de alelopatia inibitéria e para solos alcalinos, os efeitos
alelopaticos inibitérios de lupeol sejam beneficiados.

As pesquisas envolvendo os efeitos do pH na atividade alelopatica de dada
substancia isoladamente os em associacdo com outra é extremamente limitado. Ao
estudarem germinacédo de sementes sob os efeitos de varia¢cdes do pH, Batra e Kuma
(1993) observaram que o pH influencia a germinacdo em condigbes extremamente
acidas ou alcalinas. Souza Filho et al. (1998b, 2001), em fun¢&o do pH na faixa de 3,0 e
11,0, ndo encontraram variagdes na germinacdo das sementes.

Esses dados permitem supor que as variagbes observadas na atividade
alelopatica das substancias lupeol e lupenona esta associada a alguma especificidade

em relacdo ao pH.

Tabela 8 — Efeitos potencialmente alelopaticos das substancias Lupenona e Lupeol, isoladas e
em par, sobre a germinacdo da planta daninha malicia, em fun¢do do pH da solucdo. Dados
expressos em percentual de germinacao.

pH Substancia
Lupenona Lupeol Lupenona+Lupeol
pH 3 68,0 £ 0,0 Bb 74,7 £ 0,0 Aa 68,9 £ 0,0 Aa
pH 9 78,5+0,0 Aa 68,0 £ 0,0 Bb 68,0 £ 0,0 Ab

Médias seguidas por letras iguais, maiusculas na coluna e minasculas na linha, ndo diferem
pelo teste de Tukey (5%).
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5.5 ANALISE POR HPLC PARA DETECCAO FLAVONOIDES EM Acacia mangium

Apéds a obtencdo dos perfis cromatograficos dos extratos das partes da Acacia
mangium, folhas verdes, raizes e sementes (Figuras 21, 22 e 23, respectivamente — p.
76 e 77), estes foram comparados com o perfil dos padrdes das substancias catequina
(C1) e epicatequina (C2) (Figura 24, p. 78). A andlise comparativa foi feita observando
0os tempos de retencdo e o0s espectros de ultravioleta dos picos dos padrbes da
catequina e da epicatequina como o0s picos dos extratos folhas verdes, raizes e
sementes.
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Figura 21. Cromatograma do extrato hidroalcélico das folhas verdes.
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Figura 22. Cromatograma do extrato hidroalcolico das raizes.
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Os comprimentos de onda do espectro de ultravioleta foram escolhidos baseados

nos maximos de absorcdo das substancias padrdo. Os comprimentos de onda foram:

230 nm e 276 nm (C1); 238 nm e 286 nm (C2) como mostrados nas figuras 25 e 26, p.

78 e 79.
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Figura 24. Cromatograma dos padrdes de C1 e C2.

mAU

l00;(:h1—230nm,4nm (1.00)

1Ch2-238nm,4nm (1.00)
1Ch3-276nm,4nm (1.00)
1Ch4-286nm,4nm (1.00)

90+
80;
70;
60;
50;

40

30
20 / \

\

10

/
//" /77\\\
] 0/ / ™
] / :
0 — I

T T e B B S B By B
30.25 30.50 30.75 31.00 31.25 31.50

Figura 25. Expansédo do Cromatograma do pico de C1.

T
31.75

T
32.00

T
32.25



mAU

1Ch1-230nm,4nm (1.00)
Ch2-238nm,4nm gl.OOé

30.07Ch3-276nm 4nm
1Ch4-286nm,4nm
27.57

1.00
1.00

250
225
20,01
175
1501
125
10.01

7.57

5.0

2.57 —

0.0

B L e B B e e e L B BBy B By B B B
44.00 44.25 44.50 44.75 45.00 45.25 45.50 45.75 46.00 46.25 min

Figura 26. Expanséo do Cromatograma do pico de C2.
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Figura 27. Espectro de ultravioleta do pico da substancia C1 no T,= 31,17 min.
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Figura 28. Espectro de ultravioleta do pico da substancia C2 no T,= 45,11 min.

No pico de tempo de retencdo T, = 45.09 min. (Figura 29, p. 81) do
cromatograma das folhas verdes, observou-se no espectro de ultra-violeta os maximos
de absorgcdo em 235 e 285 nm (Figura 30, p. 81), que assemelham-se com 0s maximos
de absorcdo 238 e 285 nm (Figura 26, p. 79) de C2 no tempo de retengao T, = 45.11
min. (Figura. 28, p. 80).
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Figura 29. Expansao do cromatograma do extrato hidroalcodlico folhas verdes.
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Figura 30. Espectro de ultravioleta do pico em T, = 45,09 min do extrato hidroalcodlico das
folhas verdes.

No pico de tempo de retencdo T, = 45.03 min. (Figura 31, p. 82) do
cromatograma das raizes, observou-se no espectro de ultra-violeta os maximos de

absorcdo em 237 e 285 nm (Figura 32, p. 82), que assemelham-se com 0os maximos de
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absorcao 238 e 285 nm (Figura 28, p. 80) de C2 no tempo de retencdo T, = 45.11 min.
(Figura 26, p. 79).
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Figura 32. Espectro de ultravioleta do pico em T,= 45,03 min do extrato hidroalcodlico das
raizes.
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No pico de tempo de retencdo T, = 45.11 min. (Figura 33, p. 83) do
cromatograma das Semente, observou-se no espectro de ultra-violeta os maximos de
absorcdo em 237 e 283 nm (Figura 34, p. 83), que assemelham-se com 0os maximos de
absorcao 238 e 285 nm (Figura 28, p. 80) de C2 no tempo de retengéo T, =45.11 min.
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Figura 33. Expansédo do Cromatograma do extrato hidroalcodlico das sementes.
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Figura 34. Espectro de ultravioleta do pico em T,= 45,11 min. do extrato hidroalcodlico das
sementes.
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A discusséo deteve-se mais na epicatequina (C2), pois néo foi observada relacao
entre 0s picos presentes nos cromatogramas da FV, S e R, com o pico do padrao da
catequina (C1), a qual aparentemente ndo esté presente nesses extratos.

A substancia epicatequina , com potencial alelopatico jA comprovado
anteriormente (GOLISZ, et al., 2007; LOBO, et al., 2008), provavelmente contribuiu
para a elevada atividade alelopéatica observada nos bioensaios com 0s extratos brutos
sobre a germinacdo das sementes, ja que os triterpendides isolados ndo exibiram, na

concentragéo testada, qualquer atividade sobre esse parametro.
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6 CONCLUSOES

Os extratos brutos hidroalcodlicos testados, principalmente os das folhas e
raizes, mostraram elevada atividade alelopética sobre a germinacgdo e desenvolvimento
das plantas daninhas, confirmando que a espécie Acacia mangium deve ser
considerada para os estudos em alelopatia.

As substancias lupenona e lupeol, isoladas e em par, na concentragao testada,
evidenciaram baixo efeito alelopatico.

O pH da solucgéo influenciou a atividade alelopatica das substancias lupenona e
lupeol, isoladamente e em par, mostrando que este fator € ponto importante a ser
considerado em trabalhos de campo.

A substéncia epicatequina foi detectada nos extratos brutos hidroalcoodlicos das
folnas verdes, raizes e sementes, indicando que esta pode ter influenciado

positivamente a elevada atividade alelopatica desses extratos.
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