ATIVIDADE ALELOPATICA EM FOLHAS DE Tachigali myrmecophyla
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Allelopathic Activity in Tachigali myrmecophyla (Leg. — Pap.) Leaves
SOUZA FILHO, A.P.S.2, LOBO, L.T.? e ARRUDA, M.S.P.3

RESUMO - O uso de espécies florestais com atividade alelopatica pode assegurar aos
sistemas agroflorestais maior estabilidade, notadamente em relacdo a reducao das espécies
de plantas daninhas. Os objetivos deste trabalho foram isolar e identificar substancias
quimicas produzidas pelo Tachigali myrmecophyla (tachi-preto) e caracterizar a atividade
alelopatica sobre a germinacao de sementes e o crescimento de plantulas de duas espécies
de plantas daninhas. Os bioensaios foram realizados em condicoes controladas de 25 °C e
fotoperiodos de 12 horas para germinacédo e de 25 °C e fotoperiodo de 24 horas para o
desenvolvimento de radicula e hipocétilo. Os extratos brutos e as fracoes foram analisados
em concentracao de 1,0 e 0,5%, e a substancia, em concentracoes de 5, 10, 15 e 20 mg L.
O processo de isolamento permitiu a identificacao da substancia quimica 4,5-diidroblumenol
A. Essa substancia evidenciou atividade alelopatica, cujos efeitos variaram em funcao da
concentracido, da espécie de planta daninha e do parametro da planta analisado. A
intensidade dos efeitos alelopaticos esteve positivamente associada a concentracao, com
os efeitos mais intensos observados na concentracao de 20 mg L-!. Independentemente do
parametro analisado, os efeitos foram de maior magnitude na planta malicia.
Comparativamente, o desenvolvimento da radicula se mostrou mais sensivel aos efeitos da
substancia que o desenvolvimento do hipocétilo e a germinacao das sementes.

Palavras-chave: alelopatia, inibigdo, germinag@o, crescimento.

ABSTRACT - The use of forest species with allelopathic activity can promote a higher stability to
agroforestry systems, mainly relative to the reduction of weed species. The objective of this study
was to isolate and identify chemical substances produced by Tachigali myrmecophyla and
characterize its inhibitory allelopathic activity on the germination and seedling development of two
weed species. Bioassays were carried out under controlled conditions of 25 °C and 12-hour
photoperiod for germination and 24-hour photoperiod for radicle and hypocotyl development. The
extracts and fractions were analyzed under concentrations of 1.0% and 0.5%, and the substance
under concentrations of 5, 10, 15 and 20 ppm. The isolation process allowed the identification of
the chemical substance 4,5-dihydroblumenol A. This substance showed allelopathic activity, with
the effects varying according to concentration, weed species and the plant parameter analyzed.
The intensity of the allelopathic effects was positively associated to the concentration. Mimosa
pudica was the most affected weed species. Radicle development was more sensitive plant to
the substance effects than hypocotyl development and seedling germination.

Key words: allelopathy, inhibition, germination, development.
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INTRODUCAO

Em areas tropicais, onde predominam
solos de baixa fertilidade e acidez elevada, ha
crescente interesse pelos sistemas agroflo-
restais como alternativa para a exploracao
agricola. Esses sistemas agricolas tém se
mostrado mais equilibrados, do ponto de vista
ambiental e da sustentabilidade, que aqueles
baseados no monocultivo, tradicionalmente
utilizados.

Nos sistemas agroflorestais, a utilizacao
de espécies arboreas com caracteristicas apro-
priadas — a exemplo da fixacdo do nitrogénio
pelas leguminosas — é fundamental para a
estabilidade e o sucesso do sistema. Aspectos
relativos a melhoria do conforto animal, pro-
porcionado pelo sombreamento, e da paisagem
sao pontos extremamente positivos, represen-
tando ganhos substanciais. Paralelamente,
espécies arboreas, em especial da familia das
leguminosas, com atividade alelopatica podem
desempenhar papel crucial na estabilidade dos
sistemas agroflorestais, em especial pela
possibilidade de exercer controle da infestacio
das plantas daninhas, notadamente em areas
de pastagens cultivadas (Souza Filho & Alves,
1998).

Em razao de sua rica biodiversidade de
plantas, a Regiao Amazonica pode contribuir
nao so6 com o fornecimento de novas e impor-
tantes espécies arboreas com propriedades
desejaveis para compor sistemas agroflores-
tais estaveis ao longo do tempo, como ainda
fornecer novas moléculas quimicas com
possibilidade de uso na agricultura. Como
exemplo desses aspectos, varios trabalhos
foram desenvolvidos nos ultimos anos
envolvendo a prospeccao de substancias qui-
micas com atividade alelopatica em espécies
arboreas (Souza Filho & Alves, 2000; Gonzales
et al., 1995; Borges et al., 1993; Rizvi et al.,
1999; Lisanework & Michelsen, 1993).

O género Tachigali tem importante contri-
buicao na formacao da floresta amazonica,
encontrando-se entre os 15 mais comuns na
floresta nacional do Tapajos, em Santarém
(Guimaraes & Pyler, 1999). Algumas espécies
desse género tém sido estudadas: T. Alba,
T. multifuga, T. versicolor; T. Paniculata e
T. myrmecophyla (Goi et al., 1984; Parker,
2000; Cioffi et al., 2002). A semelhanca das
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demais espécies, Tachigali myrmecophyla
(tachi-preto) tem sido pouco explorada pelos
produtores, eventualmente para a producao de
carvao; entretanto, devido ao seu crescimento
rapido e a capacidade de fixacdo de nitrogénio,
possui potencial para ser adotada na formacao
de sistemas agroflorestais.

As fontes disponiveis para agentes alelo-
paticos podem ser ordenadas em trés grupos:
a) metabdlitos secundarios originarios de
espécies pertencentes a um mesmo €cossis-
tema estudado; b) metabdlitos originarios de
outros ecossistemas nao necessariamente
relacionados com um determinado estudo; e
c) sintese similar de aleloquimicos (Macias,
1995). Considerando-se que o tachi-preto é
uma espécie arbérea nativa da floresta
amazonica e que ainda nao foi utilizada em
sistemas agroflorestais, este estudo se insere
na estratégia “b” .

Os objetivos desta pesquisa foram isolar e
identificar substancias quimicas produzidas
pelo Tachigali myrmecophyla (tachi-preto) e
caracterizar a atividade alelopatica sobre a
germinacao de sementes e o desenvolvimento
de plantulas de duas espécies de plantas
daninhas.

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo do material vegetativo

Folhas de plantas de Tachigali myrmecophyla
(conhecida popularmente pelo nome de tachi-
preto) foram coletadas no Campo Experimental
da Embrapa Amazoénia Oriental, localizado em
Belém, PA. Em seguida, o material foi seco em
estufa de circulacio de ar forcado, por 72 horas,
a temperatura de 40 °C, sendo posteriormente
triturado em moinho tipo Willey, acondicionado
em sacos de plastico e mantido em condicoes
ambientais até utilizacdo. O processo resultou
na obtencao de 3,7 kg de folhas secas e
trituradas.

Procedimentos de isolamento e
identificacao da substancia quimica

A partir do material seco e moido, realizou-
se a primeira extracao, envolvendo a mistura
de metanol e agua na proporcao de 8:2, sob
aquecimento em banho-maria (40 °C), por
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periodo de oito horas, seguida de filtracdo e
evaporacao do metanol, em rotavapor Buchi,
modelo EL 131. No extrato resultante desse
processo, procedeu-se a nova extracao, liquido:
liquido, na proporcao de 1:1, com solvente de
polaridade crescente, obedecendo a seguinte
ordem de utilizacdo: hexano, diclorometano,
acetato de etila. Em seguida, os solventes
foram evaporados em rotavapor Buchi, obten-
do-se os extratos brutos hexanico (EBHX),
diclometanico (EMDM) e acetato de etila
(EBAEt). O residuo liquido desse processo foi
liofilizado e utilizado para compor o extrato
bruto aquoso (EBAq) (Figura 1).

As técnicas de separacao, purificacdo e
identificacdao da substancia com atividade
alelopatica envolveram os seguintes proce-
dimentos:

1. Cromatografia — a fase estacionaria ¢é
solida, utilizando-se silica-gel 70-230 Mesh
(cromatografia de coluna) e silica-gel GF e PF
(cromatografia em placa). A fase moével é
liquida e, nesse caso, sao utilizados os solven-
tes hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol e agua.

2. Coluna Cromatografica por Via Umida
(CCVU) - foi realizada em coluna de vidro, de
diametro e altura variando em funcao da
quantidade de amostra. A silica-gel (fase
estacionaria) é colocada na coluna apés ser
misturada ao solvente de escolha prévia. A
amostra utilizada é fracionada com misturas
de solventes de polaridade crescente (fase
movel).

3. Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) - utilizaram-se placas
de vidro (plana) de 5 x 10 cm, preparadas com
fina camada de silica-gel 60 GF-Merck, de
0,5 mm de espessura, para monitoramento do
processo de separacao dos extratos e das
fracoes.

4. Fracionamento das diferentes fases —
1. Diclorometanica - foi fracionada por CCVU
filtrante, empregando-se misturas de
solventes de polaridade crescente: hexano -
100% (D,); hexano/acetato de etila - 30% (D,);
hexano/acetato de etila - 50% (D,); acetato de
etila - 100% (D,); e acetato de etila/metanol
20% (D,) (Figura 1). A fracao D1, pelo fato de a
massa obtida ser insuficiente, nao foi
submetida a bioensaio.
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A elucidacao estrutural foi realizada por
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H, RMN
13C e DEPT), espectro de COSY e de HECTOR.

Analise da atividade alelopatica

Os efeitos potencialmente alelopaticos dos
extratos brutos e das fracoes foram avaliados
sobre a germinacao das sementes da planta
daninha Mimosa pudica (malicia), enquanto
para a substancia quimica isolada e identifi-
cada avaliaram-se a germinacao de sementes
e o desenvolvimento da radicula e do hipocétilo
das plantas daninhas malicia e mata-pasto
(Senna obtusifolia ).

As sementes dessas duas plantas dani-
nhas foram coletadas em areas de pastagens
cultivadas, no municipio de Castanhal, Estado
do Para. Posteriormente, passaram por pro-
cesso de limpeza e foram tratadas com acido
sulfurico, com vistas a superacao da dormén-
cia, conforme estabelecido por Souza Filho
et al. (1998Db).

Os bioensaios de germinacao foram
desenvolvidos em camara de germinacao, em
condicoes controladas de 25 °C de temperatura
constante e fotoperiodo de 12 horas. A ger-
minacao foi monitorada em periodos de
15 dias, com contagens diarias e eliminacao
das sementes germinadas. Consideraram-se
sementes germinadas aquelas que apresen-
tavam extensao radicular igual ou superior a
2,0 mm (Duram & Tortosa, 1985; Juntila,
1976). Foram empregadas, em cada placa de
Petri de 9,0 cm de diametro, 25 sementes de
cada espécie de planta daninha (malicia e
mata-pasto) utilizada como receptora.

Os bioensaios de desenvolvimento da
radicula e do hipocétilo foram realizados em
camaras de germinacao, em condicoes espe-
cificas de 25 °C de temperatura constante e
fotoperiodo de 24 horas. Utilizaram-se trés
sementes pré-germinadas para cada placa de
Petri, sendo, apo6s o periodo de 10 dias de cresci-
mento, medido o comprimento da radicula e
do hipocatilo.

As avaliacoes dos extratos brutos e das fra-
coes foram feitas em concentracoes de 1,0 e
0,5%, respectivamente, tendo como eluente os
respectivos solventes, de onde o extrato bruto e
as fracoes foram obtidos. Para a substancia
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isolada, as concentracoes foram de 5, 10, 15 e
20 mg L'}, utilizando-se como eluente o metanol.
Em todos os bioensaios, foram adicionados, em
cada placa de Petri, 3,0 mL de extrato bruto,
fracoes ou substancia. Apds a evaporaciao dos
solventes, adicionavam-se 3,0 mL de agua

SOUZA FILHO, A.PS.etal.

destilada, mantendo-se, dessa forma, a mesma
concentraciao. Os extratos, as fracoes e a subs-
tancia quimica isolada foram aplicados apenas
uma vez, quando do inicio de cada bioensaio,
sendo, a partir de entdo, adicionada apenas agua

destilada, sempre que se fazia necessario.

Folhas secas e trituradas
M=3,7 kg

Extrato hidroalcodlico

Concentragdo em rotavapor

Extrato aquoso

Extracdo em banho-maria a 40 °C
com MeOH/H,0 - 8:2
e  Filtragdo a vdcuo

l Hexano

l Diclorometano

Acetato de etila

A4
Solucido hexanica Solucdo diclorometanica Solugio acetato de etila Solugdo aquosa
m=30g¢g m=120g m=310g
* CCVU filtrante em silica-gel
v \ 4 i
D1 (hexano 100%) D2 (hex/AcOEt 7:3) D3 (Hex/AcOEt 1:1) D5 (AcOEt/MeOH 8:2)
m = 510,2 mg m = 358,8 mg m=3,7¢g
e (CCVU, mistura de Hex/AcOEt/MeOH D4 (AcOEL 100%)
. m = 335,0 mg
Em polaridade crescente
14 fracdes
Fracio 11 | > S1
m =513 mg m=15,0 mg

Figura 1 - Procedimentos de isolamento e identificagdo de substancia quimica com atividade alelopatica presente em folhas de

tachi-preto.
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Analise estatistica

O delineamento experimental foi intei-
ramente casualizado, com trés repeticoes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia
pelo teste F e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (5%). Na analise desses dados
utilizou-se o software SAS (Sas, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacao de substancia quimica com
atividade alelopatica

Na Figura 1 é apresentado, de forma sus-
cinta, os procedimentos que levaram ao
isolamento e a identificacio da substancia
com atividade alelopatica, na parte aérea do
tachi-preto. Cada fase dessa sequiéncia foi
acompanhada de avaliacdo dos efeitos alelo-
paticos sobre a germinacdao das sementes
das plantas daninhas malicia e mata-pasto.
Comparativamente, as substancias quimicas
presentes nos extratos brutos acetato de etila
e diclorometano foram as que produziram as
maiores inibicdes sobre a germinacao das
sementes das duas plantas daninhas (Figura
2). Entretanto, em face da superioridade
verificada para os efeitos inibitérios no extrato
bruto acetato de etila e considerando que a
polaridade dessa fracdo é maior que a do
diclorometano, optou-se pelo fracionamento do
acetato de etila.

Do extrato bruto acetato de etila foram
obtidas cinco fracées da combinacao binaria,
envolvendo hexano/acetato de etila/metanol.
A avaliacao da atividade alelopatica dessas
fracoes indicou que a combinacao (1:1) de
hexano/acetato de etila foi a que promoveu
inibicdo mais intensa da germinacao das
sementes das espécies malicia e mata-pasto:
100 e 35%, respectivamente (Figura 3). Embora
em menor magnitude, a fracido acetato de etila
(100%) também evidenciou alta atividade
inibitéria; contudo, para efeito de fraciona-
mento, deu-se prioridade ao acetato de etila,
pela superioridade apresentada no bioensaio.

Por meio de CCVU, envolvendo a utilizacao
dos solventes hexano/acetato de etila/metanol
(ver fluxograma na Figura 1), em combinacoes
binarias com polaridade crescente, foram
obtidos 14 fracoes; destas, utilizando-se

novamente CCVU, com misturas de hexano/
acetato de etila/metanol, em combinacdes
binarias, com polaridade crescente, obteve-se
a substancia S1.

100~
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Figura 2 - Efeitos de extratos brutos sobre a germinacéo de
sementes de duas plantas daninhas. HEX. = hexano;
DICLO. = diclorometano; ACET. = acetato de etila;
AQUOSO = extrato aquoso. Dados expressos em
percentual de inibi¢cdo em relac@o ao tratamento testemunha
(4gua destilada).

1001

Malicia Il Mata-pasto

o
o
1

N

7

N
QNN

3
%

[}
o
1

PN,

Inibicdo (%)
3

(7:3) (1:1) (1:0)

A
[
n

FracOes da fase Diclorometano

Figura 3 - Efeitos das fragdes obtidas da fase diclorometano,
sobre a germinag@o de sementes de duas plantas daninhas.
(7:3) = Hex/acetato (7:3); (1:1) = Hex/acetato (1:1); (1:0) =
acetato (1:0); (8:2) = acetato/metanol (8:2).

Pela analise do espectro de RMN 'H
(Tabela 1) de S1, observaram-se sinais na
regidao de hidrogénios olefinicos, carbindlicos
e alifaticos. Os sinais relativos a esses
hidrogénios sao:

Planta Daninha, Vigosa-MG, v. 23, n. 4, p. 557-564, 2005



562

1. Para os hidrogénios olefinicos: dois duplos
dupletos em $ 5,69 (J= 15,8 e 1,0 Hz) e 5,83
(J = 15,8 e 6,0 Hz), integrando para um
hidrogénio cada, indicando ligacao ~-HC=CH-
com os hidrogénios em relacao trans,
observada pelos valores de constante de
acoplamento (J = 15,8 Hz).

2. Para o hidrogénio carbindlico: um quinteto
de dupletos em 6 4,43 (J=6,5¢e 1,0 Hz).

3. Para os hidrogénios do grupo metila: um
sinal dupleto referente a uma metila ligada
aCHemd 1,32 (J= 6,5 Hz).

Observaram-se ainda dois multipletos em
82,18 e 2,39, cada um integrando um hidro-
génio, podendo ser atribuido aos hidrogénios
de grupo -CH-CO-, um duplo tripleto em § 2,83
(J=13,5e 1,0 Hz), um duplo dupleto em § 1,90
(J=13,5e 2,1 Hz) e um dupleto em § 2,22.

Os sinais de '3C que caracterizaram a
estrutura de S1 foram: um sinal em 6 211,4,
relacionado ao carbono de carbonila em anel
cicloexano; dois sinais em & 135,2 e 131,8,
relativos aos dois carbonos CH olefinicos; um
sinal em 8 77,2, atribuido a um carbono oxidado
totalmente substituido; um sinal em § 68,7,
assinalado a um carbono oximetinico; quatro
sinais referentes a quatro metilas em § 24,5,
24,4, 23,9 e 15,9; dois sinais de carbonos
metilénicos vizinhos a carbonila em 6 45,1 e
51,5; um sinal de carbono metinico em  36,4;
e um sinal de carbono totalmente substituido
em 0 42,6.

Tabela 1 - Dados de RMN 'H e “C (300 ¢ 75 MHz, CDCl5),
para S1

Posigio 'H (ppm) Bc

1 42,6
2,18 m

2 218 m 45,1
3 2114
4 Heq. 2,83 dt(J=13,5¢ 1,0 Hz) 515

Hax. 1,90dd (J=13,5¢e 2,1 Hz) ’
5 2,22m 36,4
6 77,2
7 5,69dd (J=158¢ 1,0 Hz) 131,8
8 5,83dd (J =15,8¢6,0 Hz) 135,2
9 443 qd (J=6,5¢ 1,0 Hz) 68,3
10 1,32d (J=6,5Hz) 23,9
11 0,96 (s) 24,5
12 0,93 (s) 244
13 0,87 d (J =6,3 Hz) 15,9
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Esses dados permitiram estabelecer a
estrutura de S1 como sendo 4,5-diidroblumenol
A, cuja estrutura € apresentada na Figura 4.
Essa estrutura esta, ainda, em consonancia
com aquela proposta por Kuo & Li (1997) e
Gongzales et al. (1994).

Analise da atividade alelopatica

A analise dos efeitos alelopaticos do 4,5-
diidrobulmenol A sobre os parametros ana-
lisados indicou variacao significativa (P<0,05)
quando se analisaram tanto os efeitos sobre a
germinacao das sementes (Tabela 2) quanto
aqueles sobre o desenvolvimento da radicula
(Tabela 3) e do hipocdtilo (Tabela 4). Variacoes
observadas na intensidade dos efeitos podem
ser creditadas aos fatores concentracido da
substancia e espécie de invasora. A atividade
biologica de determinado aleloquimico esta
associada tanto a concentracao como ao limite
de resposta da espécie afetada (Reigosa et al.,
1999; Abrahim et al., 2000). Neste trabalho, a
inibicdo variou positivamente em funcdo do
aumento da concentraciao da substancia,
embora esses aumentos nao tenham cor-
respondido, em alguns casos, a diferencas
significativas.

OH

N
S
S

&

OH

Figura 4 - Estrutura quimica do 4,5-diidroblumenol A.

Tabela 2 - Efeito de 4,5-diidroblumenol A sobre a germinagio
de sementes de plantas daninhas. Dados expressos em per-
centual de inibicdio em relag@o ao tratamento testemunha
(4gua destilada)

~ -1
Planta Daninha Concentragdes (mgL™)
5 10 15 20
Malicia 10Ac 12Ac 22Ab 27Ba
Mata-pasto 5Bc 6Bc 15Bb 32Aa

Meédias seguidas de letras iguais, maitisculas na coluna e mintsculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 3 - Efeito de 4,5-diidroblumenol A sobre o desenvol-
vimento da radicula de plantas daninhas. Dados expressos
em percentual de inibi¢do em relacéio ao tratamento teste-
munha (dgua destilada)

~ -1
Planta Daninha Concentragdes (mg L )
5 10 15 20
Malicia 12Ac 33Ab 80Aa 82Aa
Mata-pasto 5Bd 12Bc 31Bb 52Ba

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

Tabela 4 - Efeito de 4,5-diidroblumenol A sobre o desenvol-
vimento do hipocétilo de plantas daninhas. Dados expres-
sos em percentual de inibicdo em relagdo ao tratamento
testemunha (4gua destilada)

~ -1
Planta Daninha Concentragdes (mgL™)
5 10 15 20
Malicia 3Ab 4Ab 42Aa 45Aa
Mata-pasto 5Ac 7Ac 13Bb 31Ba

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

O conceito de alelopatia cunhado por
Molisch em 1937 (Rice, 1987) envolve tanto
os efeitos deletérios como os estimulatorios.
Aparentemente, estes ultimos estao associa-
dos a concentracao da substancia, manifes-
tando-se em situacao de baixa concentracao
(Rice, 1984). No presente trabalho, mesmo em
concentracoes tao baixas como 5,0 mg L'}, nao
foram observados efeitos estimulatorios, e sim
inibitorios, tanto sobre a germinacao das
sementes (Tabela 2) como no crescimento da
radicula (Tabela 3) e do hipocétilo (Tabela 4).

Especificamente sobre os efeitos promo-
vidos sobre a germinacao das sementes
(Tabela 2), as diferencas observadas, em
funcao da espécie receptora, podem ser atri-
buidas a variacao no tamanho das sementes.
Souza Filho et al. (2003) mostram que semen-
tes pequenas, como as de malicia, sao mais
intensamente afetadas do que sementes
grandes, como € o caso das sementes de
mata-pasto.

A analise comparativa dos efeitos promo-
vidos sobre os diferentes parametros das
plantas indica varia¢dées no grau de inibicao
promovido pela substancia. Em concentracoes
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de 5,0 e 10,0 mg L! a inibicao da germinacéao
nao ultrapassa 12,0% (Tabela 2); esta sempre
abaixo de 8,0% no crescimento da radicula
(Tabela 3); e atinge 33,0% no crescimento do
hipocétilo (Tabela 4). Na concentracao mais
elevada, 20 ppm, observam-se inibicoes da
ordem de 82,0 e 52,0% sobre o crescimento da
radicula de malicia e mata-pasto. Nesta
mesma concentracao, inibicoes de 45,0 e 31%
sobre o crescimento da radicula e de 27,0 e
32,0% sobre o crescimento do hipocétilo sao
observadas para malicia e mata-pasto,
respectivamente. Esses dados mostram que,
independentemente da espécie de planta dani-
nha, o crescimento da radicula foi o parametro
mais sensivel aos efeitos do 4,5-diidrobulmenol
A do que a germinacao das sementes ou
mesmo o crescimento do hipocétilo.
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