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RESUMO

CORREA, J. de F. Potencialidades alelopiticas e identificaciio de algumas substancias de
folhas de Eupatorium maximiliani Schrad. Lavras: UFLA, 1996. 58p. (Dissertacdo-
Mestrado em Fisiologia Vegetal).’

O objetivo do presente trabalho foi estudar o potencial alelopatico do extrato de
folhas de Eupatorium maximiliani Schrad, preparado exaustivamente em cloroférmio:metanol
2:1 (CM), sobre quatro espécies cultivadas e duas espécies consideradas invasoras de culturas. O
extrato CM reduziu significativamente a germinagéo de sementes de alface (Lactuca sativa L. cv
Grand rapids), caruru (Amaranthus sp.) e picéo preto (Bidens pilosa L), sendo que para as duas
ultimas espécies ocorreu 100% de inibig@o. O crescimento de radicula e parte aérea de alface,
feijdo (Phaseolus vulgaris L. cv Carioquinha) e arroz (Oryza sativa cv Caiapd de sequeiro) |
foram também significativamente reduzidos. Para o milho (Zea mays L. cv AG 302A), nio
ocorreram efeitos significativos em nenhum dos pardmetros analisados. O extrato CM foi
posteriormente fracionado em coluna de silicagel, submetido a CCD (cromatografia de camada
delgada), para isolamento e verificagdo da atividade alelopética das substincias presentes no
extrato. Varias fragGes resultantes deste processo exibiram atividade na germinagdo e/ou
crescimento de radicula de alface, ou seja, diversos compostos foram responsaveis pela atividade
do extrato de folhas de eupatdrio. Através da purificagdo de algumas das fragdes acima
mencionadas, foi possivel identificar dois constituintes de natureza flavonoidica: (a)
5,6,7,3',4',5"-hexametoxiflavona e (b) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavanona, com base nos dados

espectrais de RMN'H, RMN"C, EM, IV. Bioensaios em placa de Petri, revelaram que a primeira

* Orientador: Itamar Ferreira de Souza Membros da banca: Maria Claudia Marx Young, Johann
Amaral Lunkes.
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substéncia estimulou a germinagdo e o crescimento de radicula de plantulas de alface, embora
somente para o ultimo pardmetro os resultados tenham sido significativos. A atividade do outro
flavonéide néo foi ensaiada individualmente, todavia a fragdo 6 da qual foi isolado apresentou
significativa atividade bioldgica. Estes resultados comprovam o potencial alelopético do extrato
de folhas de Eupatorium maximiliani Schrad. e indicam que vérias substincias s3o responsaveis

por sua a¢do inibitéria as quais, de forma individual podem causar efeitos diferenciados.



ABSTRACT

ALLEOPATHIC POTENTIALITIES AND IDENTIFICATION OF SOME
SUBSTANCES OF Eupatorium maximiliani SCHRAD. LEAVES

In this work, was studied the allelopatic potential of the extract of Eupatorium
maximiliani Schrad. leaves, prepared exhaustively in chloroform: methanol 2:1 (CM) upon four
cultivated species and two species considered as crop invasers. The CM extract decreased
significantly the germination of lettuce (Lactuca sativa), amaranth (dmaranthus sp.) and picio
preto (Bidens pilosa) seeds, being that for the two latter species, there was 100 % of inhibition
had taken place. The growth of radicle of lettuce, bean (Phaseolus vulgaris L.) and rice (Oryza
sativa) were also significantly reduced. To corn (Zea mays L.), no significant effect occurred in
any of the analysed parameters. The CM extract was later fractioned in gel silica column,
submitted to TLC (Comparative thin layer chromatography) for isolation, identification and
verification of the allelopatic activities of substances present in the extract. A number of
fractions resultant from this process showed activity in germination and/or growth of lettuce
radicle, this is, several compounds were responsible for the activity of the Eupatorium
maximiliani leaf extract. By means of H'MNR, C*MNR, IV and EM, two flavonoids were
identified: 5,6,7,3',4', 5'-Hexametoflavon and 5,6,7,3',4', 5'-Hexametoflavonan. Bioassays on
Petri dish revealed that the former substance stimulated both germination and growth of radicle
of lettuce seedlings, although also to the latter parameter, the results have been significant. The
ativity of the other flavonoid was not assayed individually however fraction 6 from which it was
isolated showed significant biological activity. These results proved the allelopathic potential of
the extract of Fupatorium maximiliani Schrad leaves and point out that various substances are
responsible for their inhibitory action which, in an individual manner, can cause different

effects.



1 INTRODUCAO

O termo alelopatia pode ser entendido como qualquer efeito causado direta ou
indiretamente por um organismo sobre o outro, através da liberacdo num ecossistema, de
substancias quimicas por ele elaboradas (Almeida, 1988).

Tanto plantas quanto microorganismos podem ser considerados como doadores ou
receptores desses quimicos, os quais podem modificar seu crescimento, desenvolvimento e
distribui¢do (Einhellig e Leather, 1988).

Os aleloquimicos como sdo chamados esses compostos com propriedades
alelopaticas podem ser produzidos em qualquer orgéo vegetal, porém em concentragdes muito
baixas e varidveis com caracteristicas intrinsecas a planta, como por exemplo espécie e idade,
bem como pelas condi¢Ges edafoclimaticas a qual estd exposta.

Quanto a0 modo de agéo, interferem na conservagéo, dorméncia e germinagio de
sementes, crescimento das plantulas e vigor vegetativo das adultas por atuarem em fungdes vitais
como respiragdo, fotossintese, divisdo celular, nutri¢do e reproducdo (Almeida, 1988). Atuam
aiflda sobre os esporos de fungos, desenvolvimento de microorganismos, insetos e nematbides
(Putnam e Duke, 1978).

Essas substincias reduzem a competi¢do de outras plantas por atuarem no seu
desenvolvimento, defendem as plantas de herbivoros pelo seu paladar desagradavel e/ou por
serem venenosas, protegem-nas de patogenos inibindo o desenvolvimento dos mesmos, tém agio
repelente ou atraente sobre insetos (Almeida, 1991).

Ao longo dos anos, varios trabalhos tém sido conduzidos na tentativa de incorporar
o fénomeno da alelopatia ao processo produtivo, objetivando aumentar a produtividade das
culturas. Entre outras linhas de pesquisa, diversos estudos tém sido dirigidos no sentido de criar
novas estratégias de controle de plantas daninhas para complementar métodos quimicos,

mecénicos, culturais e bioldgicos (Souza e Gleissman, 1993).



Assim sendo, ndo se tem como objetivo eliminar completamente o uso de
herbicidas, mas explorar a alelopatia como um adicional a0 mesmo. Isto poderia minimizar os
custos de produgdo, aumentar a eficiéncia de controle, prevenir problemas de tolerincia ou
resisténcia das ervas daninhas a herbicidas e ainda reduzir o impacto destes quimicos sobre o
meio ambiente.

O conhecimento da natureza quimica dos compostos alelopaticos por outro lado,
pode tornar possivel através de intensos programas de melhoramento, a obteng¢do de cultivares
que defendam-se naturalmente da competi¢do de ervas, e sejam simultaneamente imunes a pragas
e doengas (Almeida, 1988), sendo que a limitagdo atual para este tipo de abordagem é que a
autotoxicidade deve ser evitada (Einhellig e Leather, 1988).

Admite-se a possibilidade de modificagéo da estrutura quimica de um determinado
aleloquimico visando o melhoramento de sua atividade, aplicag@io direta de produtos com
caracteristicas herbicidas, os chamados "herbicidas naturais” bem como a produgio de analogos
sintéticos em laboratério ( Mallik, Puchala e Grosz, 1994; Heisey, 1996). Acrescenta-se ainda a
possibilidade de desenvolvimento desses compostos como reguladores de crescimento (Einhellig
e Leather, 1988). '

No Brasil os conhecimentos sio ainda incipientes e o maior éxito que a alelopatia
tem alcancado na agricultura € a pratica de se deixar residuos vegetais sobre o terreno formando o
que se chama de cobertura morta. Desse modo a decomposigdo deste material se processa
lentamente sendo a liberagdo dos aleloquimicos prolongada, assim como, seu efeito sobre as
ervas (Almeida, 1988).

Tendo em vista a caréncia de estudos em torno da alelopatia, o presente trabalho
objetivou analisar o potencial alelopético do extrato de folhas de Eupatorium maximiliani Schrad.
na germinagio de sementes e/ou crescimento de radicula e parte aérea de plantulas de ervas
invasoras (caruru - Amaranthus sp.e picdo preto - Bidens pilosa L.) e plantas cultivadas (arroz -
Oryza sativa cv Caiap6 de sequeiro; milho - Zea mays L. cv AG 302 A; feijdo - Phaseolus
vulgaris L. cv Carioquinha e alface - Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids) e testar a atividade

biolégica de compostos isolados e/ou identificados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos relacionados a espécie em estudo

O género Eupatorium encerra cerca de 600 espécies, distribuidas por regides de
clima tropical e subtropical no mundo, mas principalmente nas Américas. No Brasil ocorrem
cerca de 250 espécies sendo que muitas delas em certas regides podem apresentar caracteristicas
infestantes (Kissman, 1992). Segundo Mantovani (1983), é um dos géneros de maior destaque na
Reserva Ecolégica e Experimental de Moji-Guagu SP.

Numerosos trabalhos fitoquimicos tém sido realizados com espécies deste mesmo
género, mas principalmente com objetivo de estudar suas propriedades medicinais, assim,
diversos compostos tem sido isolados e identificados.

Flavondides e outros compostos polifendlicos foram encontrados em Eupatorium
subhastatum (Ferraro et al., 1987; Ferraro, Martino e Coussio, 1988); lactonas sesquiterpénicas
em Eupatorium quadrangulare (Gonzélez et al., 1985; Hubert, Okunade e Wiemer, 1987);
flavonoides em E. glandulosum (Nair et al., 1993; Nair et al., 1995) e E. tinifolium (D'Agostino et
al., 1990); flavondides, lactonas sesquiterpénicas e alcaldides em E. altissimum (Boeker et al.,
1986); polifendis em E. buniifolium (Caula et al., 1991); cadinenos em E. adenophorum
(Bordoloi, Shukla e Sharma, 1985); monoterpenos volateis em E. tashiroi (Wu et al., 1985) e
diterpenos em E. turbinatum (Jakupovic et al., 1986).

Esses dados mostram que tais plantas sdo ricas em principios ativos os quais
podem também interagir de diversas maneiras com plantas, microorganismos e animais. Algumas
espécies com potencial alelopatico encontradas na literatura foram: E. adenophorum (Bordoloi,
Shukla e Sharma, 1985), E. capillifolium (Macdonald et al.,, 1994) e E. riparium que tiveram
atividades antifungicas para Cladosporium cladosporioides, Alteranaria tenuis, Botrydiplodia

thebromae, Aspergillus sp., Fusarium sp., Colletotrichum gloeosporioides e Cercospora
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nicotianae, sendo que a toxicidade para o fungo Colletotrichum gloeosporioides foi comparavel a
um fungicida comercial (Bandara et al., 1992).

Eupatorium maximiliani Schrad, o eupatdrio, é uma planta perene, arbustiva, ereta,
ramificada, de ramos pubescentes e estriados, espécie daninha que frequentemente infesta pastos,

beiras de estradas e terrenos baldios (Lorenzi, 1991).

2.2 Alelopatia: histérico e conceito

Os primeiros registros sobre a habilidade das plantas influenciarem o
desenvolvimento de outras, foram feitos por Democritus (500 a.C.) e Theophrastus (300 a.C.), os
quais expuseram que a leguminosa Cicer arientinum exauria o solo (Smith e Secoy, 1977 citado
por Gomide, 1993).

A partir dai véarios foram os relatos acerca da alelopatia sendo que, De Candolle
(1832) citado por Rice (1984), afirmava que, o cansago das terras decorrente da monocultura
durante anos seguidos, era ocasionado pelo acimulo de alguma substancia exsudada pela cultura,
a qual passava a afetar o seu proprio desenvolvimento.

Porém, foi somente na década de 1930 que a palavra alelopatia foi cunhada para
explicar as interagbes que ocorrem em comunidades vegetais (Rodrigues, Rodrigues e Reis,
1992).

O termo alelopatia foi criado por Molisch em 1937, pela unifo de duas palavras
gregas; allelon (mituo) e pathos (prejuizo) e, apesar de sua etimologia tem sido interpretada de
varias maneiras.

Este termo ja foi usado de forma restrita por alguns autores para se referir
exclusivamente aos efeitos prejudiciais, diretos ou ndo de uma planta sobre a outra, porém numa
conotagdo mais abrangente, refere-se a compostos que ao serem liberados por um organismo
podem prejudicar ou favorecer o desenvolvimento de outro.

Alguns aleloquimicos sesquiterpénicos por exemplo, inibiram ou estimularam a
germinacgdo das espécies testadas em trabalhos realizados por Fischer, Weidenhamer e Bradow

(1989), o que foi dependente do tipo de composto e da especificidade das espécies ou cultivares.



Em trabalhos realizados por Li et al., (1992), sugeriu-se que a espécie Sasa cernua
poderia exibir o seu efeito alelopitico de maneira direta via liberagio de aleloquimicos volateis
no ar ou exsudagdo de 4cidos fenélicos na rizosfera e/ou de modo indireto através do
abaixamento de pH causado por estes compostos.

Atualmente alguns produtores relatam que ao processarem a sucessdo de culturas,
sdo constatados problemas de diminui¢do de populagdio e menor crescimento de espécies

cultivadas (Lucchesi e Oliveira, 1988; Kil e Lee, 1987).
2.3 Alelopatia x competicdo

O efeito alelopético depende entéio de compostos quimicos que sdo adicionados ao
ambiente. Por outro lado, uma planta pode afetar o crescimento de outra, sem que haja o efeito da
alelopatia, através da competi¢do por algum fator do meio como 4gua, luz e nutrientes
(Rodrigues, Rodrigues e Reis, 1992).

A esse respeito, Einhellig e Leather (1988), relataram que historicamente os
problemas com plantas daninhas t€m sido observados somente sob o ponto de vista da
competi¢do, € nenhuma abordagem tem dividido as perdas econdmicas em um campo infestado,
de acordo com interferéncias alelopaticas e competigdo.

Na natureza estes mecanismos atuam concomitantemente, sendo dificil distinguir e
identificar os efeitos individuais devido a complexidade bioldgica do processo (Durigan e
Almeida, 1993). Entretanto, a diferen¢a fundamental entre competi¢do e alelopatia €, pois, da
primeira se dar pela retirada de elementos do meio ambiente e a segunda pela sua introducgio
(Almeida, 1991).

Weidenhamer, Morton € Romeo (1987), relataram que o efeito de um aleloquimico
depende da sua concentragio e da quantidade total de fitotoxina disponivel para a absorg#o, pois,
analago ao que acontece com qualquer nutriente, as plantas competem pelas fitotoxinas
disponiveis.

O fendmeno de competicdo pelas fitotoxinas deveria ser considerado nos
experimentos de casa de vegetagdo ¢ de campo em alelopatia. Alta densidade de plantas e/ou

pequeno volume de fitotoxinas por vaso, produzem resultados que ndo suportam a hipdtese de



que, uma vez a toxina estando presente e em determinadas concentragdes, o efeito alelopatico
pode ser observado. Do mesmo modo, em bioensaios de laboratério o volume de extrato por
placa e/ou numero de sementes deve ser cuidadosamente avaliado.

Os mesmos autores sugeriram ainda que, experimentos variando a densidade de
plantas poderiam propiciar uma ferramenta util para demonstrar a presenca de compostos
alelopdticos no solo. Resultados tais como redugdo no crescimento das plantas quando a
densidade € reduzida ¢ um eféito contrario a competi¢do ¢ normalmente observado quando as
plantas competem umas com as outras pelo aleloquimico, sendo possivel separar assim, efeitos

alelopaticos de efeitos competitivos (Weidenhamer, Morton e Romeo, 1987).
2.4 Produgio de aleloquimicos

As plantas tém a capacidade de produzir aleloquimicos em todos os seus orgdos, se
bem que, num mesmo individuo, a natureza quimica e quantidade ndo seja necessariamente igual
em todos eles (Almeida, 1988). Diferem com a espécie, a idade, orgdo da planta, temperatura,
intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes, atividade microbiana da rizosfera,
composi¢do dos solos onde se encontram as raizes (Einhellig, 1985), sazonalidade (Dolling,
Zackrisson e Nilsson, 1994), bem como com qualquer tipo de estresse bidtico ou abidtico.

Em Parthenium hysterophorus L. as folhas e inflorescéncias apresentaram maiores
quantidades da lactona sesquiterpénica partenina seguidos pelos caules e raizes, enquanto que a
concentra¢do de acidos fenélicos totais foi mais alta nas folhas seguida pela inflorescéncia, raizes
e caules (Kancham e Jayachandra, 1980). '

Plantas cultivadas em laboratdrio e no campo mostraram diferengas significativas
na concentragdo de compostos fenélicos. Fatores ambientais, particularmente a intensidade
luminosa, foram responsaveis p—OI’ essas diferencas em plantas de Sorghum bicolor. O ataque por
insetos e fungos aumentou o seu conteido em um grau varidvel com a cultivar e estagio de

desenvolvimento (Woodhead, 1981).



2.5 Autotoxicidade

Muitos aleloquimicos sdo autotdxicos, porém, as plantas possuem mecanismos de
defesa. Uma forma ¢ mantendo-os biologicamente inativos, por exemplo, na forma de cristais
insoluveis, outra isolando-os em compartimentos celulares, como por exemplo em vaciolos
(Newman, 1978). A volatilizagdo dos metabdlitos € também uma forma de escape dos
autotoxicantes sem gasto de energia (Almeida, 1988).

Nair e Putnam (1989), afirmam que a grande maioria dos aleloquimicos com efeito
herbicida, encontram-se nas plantas em formas conjugadas, ndo tdxicas, sendo que sua
fitotoxicidade é alcangada quando a planta passa por algum tipo de estresse ou pela morte do
tecido.

Heisey (1996), sugere que a elucidagio dos mecanismos que evitam a
autotoxicidade poderia propiciar informagdes lteis para otimiza¢do das propriedades herbicidas

dos aleloquimicos.

2.6 Liberacio e persisténcia de aleloquimicos no solo

Evidéncias indicam que os compostos alelopaticos séo liberados das plantas pela
decomposicdo de folhas e caules por processos fisicos ou bioldgicos, através de exsudagéo direta
no solo pelas raizes ou através da deteriorag@o de raizes mortas, por volatilizagdo e podem ainda
ser lixiviados da superficie das plantas pela chuva ou orvalho (Tukey, 1969; Lucchesi e Oliveira,
1988; Almeida, 1991; Durigan e Almeida, 1993).

Plantas de Proboscidea louisianica (Mill.) cultivadas com algoddo (Gossipium
hirsutum) podem reduzir substancialmente a producio da cultura. A planta é densamente coberta
por pélos glandulares, cada um com uma goticula de dleo na extremidade, o que no campo causa
um forte odor. Uma folha de P. louisianica separada de uma folha algoddo somente por uns
poucos centimetros de distdncia pode causar sua senescéncia e morte. Riffle et al., (1990),
sugeriram que alguns aleloquimicos podem ser liberados das plantas para a atmosfera e solo por

causa de seus baixos pesos moleculares e relativamente alta pressio de vapor.



Inderjit e Dakshini (1994), sugeriram que, o alto conteudo de compostos fenélicos
em campos cultivados associados com a daninha Pluchea lanceolata, poderia ser devido a
lavagem de compostos soldveis em agua de partes da planta através de processos naturais como
agua da chuva ou através de varias préticas agricolas tais como irrigag4o e aragdo.

Segundo Souza (1988), as fitotoxinas voléteis podem ser absorvidas diretamente
pela cuticula das plantas vizinhas, na forma de vapores ou serem condensadas pelo orvalho. Ao
alcangarem o solo podem ser absorvidas pelas raizes, permanecerem no estado volatil, ser
adsorvidas pelas particulas ou se dissolverem na solugdo do solo.

Para que os efeitos desses aleloquimicos sejam persistentes, estas substincias
devem acumular em quantidades suficientes para afetar outras plantas, persistir por algum
periodo de tempo ou ser constantemente liberadas (Almeida, 1988; Weidenhamer, 1994).

Quanto a persisténcia desses compostos, Malik, Puchala e Grosz (1994),
encontraram que O extrato aquoso da parte aérea parcialmente decomposta de Chenopodium
album diminue gradualmente o seu efeito com o aumento do periodo de decomposi¢do. Apds
aproximadamente 30 dias de decomposigéo, 40% do efeito inibitério, que tem como principal
componente o 4cido clorogénico, € perdido. Porém, 20% do composto persisitiu no extrato da
parte aérea ap6s 30 dias de decomposigéo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Patrick (1971), que constatou que as
substdncias fitotéxicas sdo produzidas em maiores quantidades nos estagios iniciais da
decomposi¢do dos restos culturais. O autor acrescenta ainda, que os residuos das culturas,
triturados e incorporados no solo, tém um pico maior de liberagdo de aleloquimicos depois de trés
semanas de iniciada a decomposigéo, declinando até a sétima semana.

Heisey (1996), obteve o aleloquimico ailantona, cuja atividade é rapidamente
perdida quando incubado & 25° C na presenca de solo nédo estéril. Todavia, segundo o autor essa
rapida degradagdo no solo, poderia consistir-se numa vantagem, pelo fato de prevenir sua

toxicidade residual e permitir quase imediatamente o replantio nas éreas tratadas.



2.7 Natureza quimica

Quanto & natureza quimica, os aleloquimicos normalmente pertecem a um grupo
conhecido como metabélitos secundérios de plantas (Putnam e Duke, 1978; Durigan e Almeida,
1993), os quais s&o definidos por diversos autores como compostos que ndo desempenham papel
conhecido na manutengdo de processos vitais dos organismos que os sintetizam (Conn e Stumpf,
1981; Vickery e Vickery, 1981; Salisbury e Ross, 1991). Entretanto, recentemente tém-se
demonstrado que eles exercem importantes fungdes ecoldgicas e representam estratégias
alternativas para a sobrevivéncia das plantas.

Partindo-se da via do acetato malonato, do acetato mevalonato e do chiquimato,
que sdo as principais rotas metaboélicas, pode-se dividir os compostos secundarios em 3 grandes
grupos: substancias terpénicas, compostos fendlicos e nitrogenados (alcaldides e glicosideos
cianogénicos) (Harbone, 1988).

Os compostos frequentemente encontrados na natureza incluem fendis, como
derivados dos acidos cindmico e benzdico, cumarinas, taninos e flavondides; muitos terpenéidés e
poucos alcaldides, esterdides e quinonas (Einhellig e Leather, 1988).

Putnam e Duke (1978), sugerem que os metabolitos secundarios implicados como
agentes alelopaticos efetivos incluem acidos fendlicos, cumarinas, terpendides, flavonoides,
alcaléides, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos.

Conhece-se cerca de 10000 metabdlitos secunddrios, e entre aqueles que ja foram
identificados somente uma pequena parte tem sido avaliada para sua atividade herbicida ou
biorreguladora. Alguns metabdlitos de plantas e microorganismos, segundo Einhellig e Leather
(1988), poderiam ter aplicagdo potencial direta, enquanto outros, propiciariam novos compostos
quimicos os quais poderiam ser modificados para aumentar sua atividade biolégica.

Como agentes aleloquimicos de Chrysanthemum morifolium, foram isolados acido
benzdico e 9 classes de acidos fendlicos tais como salicilico, p-hidroxibenzdico, vanilico,
gentisico, protocatecoico, siringico, galico, ferilico e caféico (Kil e Lee, 1987).

Andlises de inibidores de Parthenium Hysterophorus L. revelaram que partenina,

uma lactona sesquiterpénica e os 4cidos fendlicos: cafeico, vanilico, ferilico, clorogénico,
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anisico, além de 4c. fumadrico, formaram um importante grupo de compostos soliveis em 4gua
envolvidos em alelopatia (Pandey, 1994).

Ni&o se conhece com exatiddo como esses produtos sio formados na célula, porém
a teoria mais aceita € que os compostos secundarios so produzidos com finalidades especificas e

que a sua sintese obedece as leis da genética (Swain, 1977).

2.8 Funcio e ac¢io de aleloquimicos

Na natureza, o processo alelopatico estd constantemente presente, tanto no reino
animal como vegetal, entretanto, € nas plantas que os compostos se encontram com maior
frequéncia e em maior numero (Almeida, 1988).

Segundo Lovett (1986), as plantas apesar de possuirem a vantagem de serem

autotréficas, sdo iméveis ndio podendo escapar ao ataque de seus inimigos. E portanto

compreensivel que, com a escassez de outras alternativas, utilizem com maior intensidade que os
animais a estratégia dos produtos quimicos para sua defesa. Esta observagéo sugere que a fungo
primordial dos aleloquimicos € de protegéo.

Putnam e Duke (1978), sugerem que a agdo de aleloquimicos ndo é muito
especifica e alguns autores acrescentam ainda que, espécies dicotileddneas s3o mais afetadas do |
que monocotiledoneas (Einhellig e Leather, 1988; Heisey, 1996; Stevens Jr. e Tang, 1987). Em ’,/
estudos realizados por Fischer; Weidenhamer ¢ Bradow (1989), somente duas espécies
monocotiledoneas foram significativamente afetadas por uma ou mais das lactonasl‘
sesquiterpénicas testadas sendo as outras sete espécies insensiveis.

Hipocétilos de dicotiledoneas foram aparentemente mais sensiveis ao L-tn'ptofano,!J
um aleloquimico encontrado em aveia (4vena sativa L.), do que coledptilos de monocotileddneas

(Noguchi-Kato; Mizutani € Hasegawa, 1994).
2.9 Modo de acio

Quanto ao modo de ag&o, os aleloquimicos atuam nas atividades vitais das plantas,

ou seja, em processos relacionados ao crescimento (divisdo celular, sinteses organicas, interagées
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com hormoénios, efeitos na sintese ou ativagdo de enzimas); ao metabolismo respiratdrio; a
fotossintese (movimento estomatal, conteudo de clorofila, 4rea foliar, fotofosforilagéo, atividade
da ATPase da membrana do cloroplasto) e a absor¢do de nutrientes (acumulagio mineral,
absorgdo de ions, efeitos nas membranas, efeito nas relagdes hidricas) (Rice, 1979; Einhellig,
1986; Almeida, 1988; Durigan e Almeida,1993).

Segundo Einhellig (1986), para varias substincias fendlicas 0 mecanismo de agio
¢ na alteracdo dos niveis de acido indol acético (AIA). Vaughan e Ord (1991), sugeriram que as
concentra¢Ses de AIA, sdo influenciadas pelos acidos benzdico e derivados do trans~cindmico.

Redugdes no crescimento de plantulas de soja (Glycine max) ocorreram quando
estas foram cultivadas na presen¢a de acido salicilico. Segundo Barkosky e Einhellig (1993), o
acido salicilico causou um estresse de agua croénico durante 28 dias de tratamento e este
decréscimo no potencial hidrico pode ter resultado de uma redugéo na absor¢éo de agua pela raiz.

Diferentes compostos podem atuar sinergisticamente e seus efeitos estdo
relacionados as condiges ambientais. Plantas crescendo em condi¢des sub6timas de nutrientes,
umidade e temperatura sdo mais sensiveis a aleloquimicos do que aquelas desenvolvidas sob
condi¢des ndo estressantes (Einhellig, 1986; Williansom, Obee ¢ Weidenhamer, 1992 ).

Williansom, Obee ¢ Weidenhamer (1992), relataram que o acido hidrocindmico
um produto da hidrélise de ceratiolina produzido pela planta Ceratiola ericéides mostrou forte
efeito inibitério na biomassa de raiz e parte aérea da graminea Schizachyrium scoparium. Os
autores observaram ainda, que os efeitos inibitdrios foram intensificados pela reduggo (1/9 da
concentragio completa) nos niveis de nitrogénio e potéssio nas solu¢des nutritivas em rela¢éo ao
controle (81ppm de N, 9 ppm de P, 78 ppm de K), sendo que, redugSes nos niveis de fosforo e
fosforo-potassio ndo tiveram efeitos significativos na intensificagéo.

De maneira geral, os sintomas de fitotoxidade manifestados pelas plantas variam
desde a inibigdo parcial ou total da germinagdo das sementes e danos no sistema radicular,
desorganizagdo no mecanismo de absor¢éo de nutrientes, clorose e necrose, levando a morte da
planta (Patrick,1971).

Uma mistura glicosidica isolada de Ipomoea tricolor inibiu o comprimento da
radicula e reduziu em 30 % a atividade da H*-ATPase de E. crusgalli. Este resultado indica, que é

possivel que o mecanismo de agéo desse aleloquimico seja na inibi¢éo da atividade desta enzima
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da membrana plasmatica, uma vez que, a mesma estd relacionada com alongamento celular e
nutricdo, os quais sdo processos essencias ao crescimento (Calera, Anaya e Ruiz, 1995).
Entretanto, devido a diferengas quantitativas nos resultados de inibi¢@o de radicula e inibigdo da
atividade da enzima, os autores sugeriram que o aleloquimico interferiu ainda com outros
processos celulares.

Chen e Leather (1990), sugeriram que o sitio de atividade da artemisina, uma
lactona sesquiterpénica produzida por folhas de Artemisia annua L. foi a membrana plasmatica.

Fischer, Weidenhamer e Bradow (1989), sugeriram que as lactonas
sesquiterpénicas encontradas em seus estudos, podem agir como reguladores de crescimento,
estimulando ou inibindo o crescimento de radiculas e inibindo a germinagéo de sementes.

Extrato aquoso de Ruta Graveolens L. foi testado para sua atividade alelopatica in
vitro na germinagéo e crescimento da radicula de rabanete (Raphanus sativus cv. Snowbelle) na
luz e no escuro. Ocorreu queda na taxa de germinagéo de 40 % na luz, sendo que a fotoinibi¢do
foi acompanhada por uma inibi¢@o na absorgdo de dgua da semente. A uma dada concentra¢io o
inibidor mais potente foi a cumarina 5-metoxipsoraleno (5-MOP).

Observagdes a nivel celular de sementes de rabanete tratadas com 5-MOP,
revelaram que c€lulas da camada de aleurona assemelharam-se aquelas de sementes secas
quiescentes, diferentes do controle as quais apresentaram-se saudaveis (presen¢a do nicleo,
reticulo endoplasmatico rugoso, plastideo, plasmodesmata, corpos proteicos e gotas lipidicas).

Os autores sugeriram que 5-MOP na presenga de luz propiciou, direta ou
indiretamente, um sinal critico que inibiu, a absor¢io de 4gua pela semente, expansdo da
epiderme do tegumento, bem como das células da camada de aleurona e processos relacionados
ao crescimento do embrido (Aliotta et al., 1994).

Chen e Leather (1990), observaram que 10uM de artemisina, inibiram
significativamente a produgdo de folhas em Lemna minor e Lemna obscura € ainda a sintese de
clorofila em L. minor e contetido de antocianina em L. obscura.

Einhellig e Rasmussen (1979), sugeriram que a redu¢io na concentragio de
clorofila foliar, pode ter sido responsavel pela redugdo no crescimento de plantas de soja tratadas
com acidos fendlicos. Visto que, o conteido de clorofila estd estritamente correlacionado com a

produgdo vegetal, qualquer redugéo na clorofila foliar poderia limitar a fotossintese liquida e
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consequentemente o crescimento total da planta. Ndo foi possivel entretanto estabelecer se a
redugdo no conteudo de clorofila foi devido a degradagéo ou diminui¢&o da sua biossintese.

Num estudo que objetivou avaliar os impactos da juglona, um aleloquimico
produzido por Juglans nigra (L.), observou-se que além de efeitos indiretos na fotossintese tais
como: interferéncias no conteudo de clorofila, movimentos estomatais ou nas rela¢des hidricas
ocorreram também efeitos diretos no mecanismo fotossintético e no metabolismo de energia.
Dados espectrofotométricos propiciaram evidéncias de que a juglona nio bloqueia o fluxo de
elétrons ao longo dos citocromos mas parece propiciar uma via alternativa para os elétrons
reduzirem o O, (Hejl, Einhellig e Rasmussen, 1993).

Por outro lado, Rasmussen et al., (1992), demonstraram que o sorgoleone, um
exsudato da raiz de sorgo (Sorghum bicolor) recentemente relatado, é um potente inibidor da
respiragéo em mitocondrias isoladas de soja (Glycine max) e milho (Zea mays). Entretanto dados
espectrofotométricos sugeriram que um mecanismo de inibigdo do sorgoleone é bloquear o fluxo
de elétrons entre o complexo citocromo b e ¢, na cadeia de transporte de elétrons.

Efeitos dos 4cidos trans~cindmico e benzdico isolados de Elytrigia repens (L.),
foram observados na inibicdo da formagdo de raizes laterais, absor¢do de nutrientes e sua
translocagdo, conteudo de clorofila e consequentemente redugdo no peso seco de raiz e parte
aérea de plantas de soja (Glycine max L.). Com relagéio a composi¢do mineral, raizes de plantas
crescidas na presenga de 4cido benzdico ou trans~cindmico tiveram quantidades baixas de P, K,
Mg, Mn, Cl" e SO,* ¢ altas de Zn e Fe quando comparadas 4 plantas néo tratadas. Observou-se
ainda acimulo de NO; (Baziramakenga, Simard e Leurox, 1994). A parte aérea das plantas
crescidas na presenca dos aleloquimicos mostraram maior acumulo de Ca, Mg e Zn, entretanto os
conteudos de P e Fe foram reduzidos.

Esses autores sugeriram que processos tais como, divisdo celular, balango
hormonal, polaridade das membranas, atividade da redutase do nitrato, degradagfo ou biossintese

de clorofila e fotossintese podem ter sido afetados.
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2.10 Dinidmica de aleloquimicos na natureza

O fato de que um composto fitotdxico ¢ isolado e identificado, nio implica
necessariamente que ele esteja envolvido em alelopatia. Os compostos fendlicos por exemplo,
possuem uma dindmica muito complexa, desse modo sua disponibilidade e atividade dependem
do solo e condigGes ambientais. Ao entrarem na solu¢do do solo, os fendlicos sdo adsorvidos
quase imediatamente pela matéria orgénica e fragdes coloidais minerais. Evidéncias indicam que
eles estdo no solo preferencialmente na forma conjugada do que forma livre (Siqueira et al.,
1991).

Em solos arenosos estdo sujeitos a lixiviagdo, sendo a retengdo favorecida pela
matéria orgénica e acidez do solo (Siqueira et al., 1991). Por outro lado moléculas livres na
solugdo estdo em intimo contato com organismos vivos e raizes de plantas e por esta razio podem
influenciar seu crescimento e atividade.

Rice (1984), cita que isoflavondides liberados por folhas e caules de trevo
vermelho (T. pratense L.), decompdem-se em compostos fendlicos no solo e exibem efeitos no
seu préprio crescimento (autoalelopatia).

Por outro lado, as concentragdes das antraquinonas emodina, fisciona e seus
derivados glicosideos isolados de Polygonum sachalinense encontradas no solo indicaram que
esses compostos sd0 os responsaveis pela inibi¢do do crescimento de plantulas de alface ( Inoue
etal., 1992).

Os autores sugeriram que glicosideos emodina-1-O-B-D-glicosideo e fisciona-1-
O-B-D-glicosideo que néo exibem atividade inibitéria sdo liberados do rizoma de P. sachalinense
e entdo decompostos nas formas ativas: emodina e fisciona, respectivamente, as quais
subsequentemente exibem atividades inibitdrias contra outras espécies.

Williansom, Obee e Weidenhamer (1992), encontraram que no solo a taxa de
formagdo do 4cido hidrocindmico ( um produto de hidrélise de ceratiolina), o qual apresenta
atividade alelopatica em laboratério, foi maior que a sua taxa de degradagio em acetofenona
(degradagdo microbiana).

Outro aspecto que deve ser considerado, é que a produgdo e liberagio de
aleloquimicos pelas plantas, torna-se maior a partir do momento em que estas passam a sentir os
efeitos de estresses, seja por agua, nutrientes, luz, espago fisico, ou até mesmo a exposi¢io a

herbicidas e ataque de microorganismos (Einhellig, 1989).



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios da Secdio de Fisiologia e
Bioquimica de Plantas do Instituto de Boténica de Sdo Paulo - SP, no periodo de agosto/1995 a
maio/1996.

3.1 Coleta e preparo do material vegetal

Folhas adultas de eupatério foram coletadas de plantas em estigio vegetativo,
encontradas no cerrado da Reserva Ecolégica e Experimental de Moji-Guagu, SP em margo de
1995.

As mesmas foram colocadas para secar 4 sombra e posteriormente, em estufa com
circulagdo forgada de ar com temperatura regulada para 50° C, até que atingissem peso constante
ao longo do tempo. Ap6s completada a secagem, realizou-se trituramento com o auxilio de um

multiprocessador Arno.

3.2 Testes quimicos

3.2.1 Preparagio do extrato CM (cloroférmio:metanol 2:1) e aplicagio em cromatografia
em camada delgada (CCD)

As folhas de eupatério moidas (462,2 g), foram submetidas a extragdo exaustiva a
frio em cloroférmio:metanol 2:1. A solugfo obtida foi concentrada em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida a 40°C e em seguida em banho maria sob ventilagdo, até completa evaporagio

do solvente.
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O extrato CM, foi dissolvido em cloroférmio:metanol 2:1 de modo a se obter uma
concentragdo igual a 1% e aplicado em placas de silica gel G tipo 60-Merck. O desenvolvimento
cromatografico procedeu-se de forma unidimensional e ascendente em vdérias misturas de
solventes, tais como, benzeno : acetona (4:1); benzeno : cloroférmio (1:1); tolueno : acetona
(4:1); tolueno:acetona (70:30); tolueno:acetona (60:40); hexano:acetato de etila (4:1);
hexano:acetato de etila (6:4); hexano: acetato de etila (1:1); cloroférmio:metanol (98:2);
cloroférmio:metanol (95:5).

Cada cromatoplaca foi observada sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de
onda de 254 e 366 nm e revelada através de exposi¢do da cromatoplaca a vapores de iodo

contidos em recipientes fechados.

3.2.2 Fracionamento do extrato CM em coluna de silica gel

O extrato CM (5g), foi submetido a uma coluna cromatografica (comprimento =
46,5 cm e didmetro interno de 5 cm) em silicagel 60, 70-230 mesh, Merck, (200 g) eluida
inicialmente num sistema de solventes consistindo de tolueno:acetona em polaridades crescentes
(tolueno: acetona 95:5; 90:10; 85:25; 80:20; 70:30; 60:40; 50:50), seguido de mistura de
cloroférmio:metanol 90:10 e finalmente metanol.

Coletou-se fragdes de 50 ml, sendo que cada uma delas apds evaporagdo dos
solventes em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, foi monitorada em CCD (silicagel G tipo
60), utilizando-se diferentes proporgdes de fases moveis (tolueno:acetona 4:1; 7:3; 3:2; 1:1; 2:3 e
3:7) de acordo com a polaridade das substancias presentes em cada fragéo.

As fragbes cujas manchas em CCD, apresentaram valores de Rf semelhantes
quando observadas sob luz UV e reveladas em vapores de iodo foram reunidas, obtendo-se 24
fragGes.

Posteriormente, estas fragGes (exceto 5, 7, 18), foram testadas na germinagdo de
sementes € crescimento da radicula de plantulas de alface (item 3.3.2).

Quinze das 24 fragSes apresentaram atividade bioldgica significativa na
germinag@o e crescimento de radicula de plantulas de alface, das quais as fragGes 4, 6, 12,

enumeradas de acordo com ordem de elui¢do na coluna foram novamente submetidas ao
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fracionamento cromatografico em coluna (altura de 46,5 cm e didmetro de 1,1 cm) de silicagel
flash-Merck (10g).

A fragdo 4 (44,6 mg) foi eluida em tolueno:acetona 4:1. Coletou-se 30 fragdes de
ImL as quais ap6s evaporagdo do solvente foram monitoradas através de CCD (silicagel GF,,;
fase mdvel = tolueno:acetona 65:35), resultando nos residuos 4.1, 4.2.

A fragdo 6 (385,2 mg) foi eluida em tolueno:acetona 4:1 e acetona. Coletou-se 54
fragbes de 1 mL correspondente a elui¢do com a mistura de solventes e quatro fragdes de 15 mL
correspondente a eluicdo com acetona. Realizou-se o monitoramento através de CCD (silicagel
GF,,; fase moével = tolueno:acetona 65:35) e os residuos resultantes foram: 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5,
6.6, 6.7.

A fra¢do 12 (76,7 mg) foi eluida em tolueno:acetona 1:1, 3:7 e acetona. Coletou-se
57 fragdes de 1mL, correspondente a eluigdo com tolueno:acetona 1:1, quatro fragdes de 1mL
correspondente a eluigdo com tolueno:acetona 3:7 e uma unica fragdo de 25 mL correspondente &
elui¢do com acetona. Estas fragdes foram monitoradas através de CCD (Silicagel GF,q,, fase

movel = tolueno:acetona 75:25) resultando nos residuos 12.1, 12.2, 12.3.

3.2.3 Identificacdo e determinacgio estrutural das substincias purificadas

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de préton (RMN'H) e carbono 13
(RMN"C) foram registrados em espectrdmetros Brucker AC 200 operando a 200,13 e 50,3 MHz
respectivamente. Utilizou-se CDCI, (cloroférmio deuterado - 99,8%) da Merck, como solvente e
TMS (tetrametilsilano) como padrio de referéncia.
Os espectros de massa, foram obtidos em espectrometro VG-Faison plataforma 2, através
de inser¢éo direta da amostra e na ionizag@o quimica utilizou-se gas ionizante.
Os espectros no infravermelho foram registrados no espectrometro da Perkin

Elmer, modelo FT-IR 1750, utilizando-se pastithas de KBr como suporte.
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3.3 Testes biologicos

3.3.1 Bioensaios para avaliacao dos efeitos do extrato CM nas espécies teste

Para realizagdo deste experimento levou-se em consideragio os resultados obtidos
em ensaio de germinagdo preliminar. As espécies teste utilizadas (arroz, feijdo, milho, alface,
caruru e picdo preto), foram aquelas que apresentaram taxas de germinagdo maior que 80 %, ndo
apresentaram problemas com fungos e germinaram no periodo de 7 dias.

Procurou-se entéo evitar espécies cujas sementes apresentavam dorméncia, baixas

porcentagens e velocidade de germinagéo ou altamente atacadas por fungos.

3.3.1.1 Efeitos na germinagao

O extrato CM (150 mg), foi ressuspendido em mistura de cloroférmio:metanol 2:1
(150 mL), resultando numa solug@o com concentra¢do igual a 10 mg/mL.

Aplicou-se 2 mL e 7mL deste extrato em placas de Petri de 4,5 cm ¢ 9 cm de
didmetro, respectivamente, forradas com duas folhas de papel de filtro (Caal com 3 p). Os
tratamentos controle consistiram em placas contendo somente dgua destilada.

As placas foram deixadas abertas durante 7 dias em condi¢des ambiente para
evaporagéo dos solventes.

Apds este periodo as sementes de alface, caruru e picdo preto foram colocadas em
placas de didmetros menores ¢ as de arroz, milho e feijao foram colocadas em placas de didmetros
maiores. Acrescentou-se 2mL e 7mL de dgua destilada respectivamente.

As placas foram entdo levadas para estufas incubadoras BOD FANEM modelo
347 F.G, com intensidade luminosa de 437pW-cm?, temperatura regulada para 30/20°C
(temperatura alternada) e fotoperiodo de 12 h. Somente as placas que continham sementes de
alface foram colocadas em estufas de 25°C e luz constante.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial

(6x2), sendo 6 espécies e auséncia e presenga do extrato CM, cada parcela constituiu-se em uma
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placa com 50 sementes e o niimero de repeticdes foi igual a cinco. Somente para o milho foram
semeadas 25 sementes por placa e o niumero de repeti¢des foi igual a dez.

A duragdo do ensaio foi de sete dias, sendo que diariamente apés 24 h da
instalagdo, as sementes consideradas germinadas, aquelas que apresentavam protusfo da radicula,
foram contadas e removidas das placas. A partir dos dados obtidos foram calculados (Labouriau,
1983):

- Porcentagem de germinagéo

G=100*=n,/N

- Tempo médio de germinagéo

t=3(t;*n,)/ =n,

- Intervalo de Confianga para o tempo médio

S -
t=toos* st

n; = Numero de sementes germinadas no iésimo dia
t, = Tempo em dias para germinagéo

N = Numero total de sementes colocadas para germinar

t = Tempo médio de germinagéo
s = Desvio padrdo da média

gl = Grau de liberdade
3.3.1.2 Efeitos no comprimento da radicula e parte aérea

Para avaliar o efeito do extrato CM sobre o comprimento da radicula e parte aérea
(cm) de feijdo, milho, arroz e alface, visto que, caruru e picdo preto tiveram 100% de inibigdo da
germinag@0o no experimento anterior, foi realizado outro bioensaio com as mesmas condi¢Ges

experimentais descritas anteriormente, porém, o nimero de sementes por placa foi igual a 10.
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As avaliagdes no crescimento foram feitas cinco dias apds instalagdo do
experimento para as plantulas de milho, arroz e alface. Para o feijio foram realizadas somente
medi¢des no comprimento da radicula uma vez que os hipocétilos, epicétilos ou demais
estruturas aéreas ndo se desenvolveram no periodo considerado em placas de Petri contendo o

extrato CM.

3.3.2 Efeito das fragdes do extrato CM na germinacio de sementes e crescimento de

radicula de plantulas de alface.

Solugbes das fragdes na concentragdo de 10 mg/mL, foram preparadas utilizando-
se como solventes diferentes proporgdes de tolueno:acetona, de acordo com a solubilidade das
substincias presentes em cada fracdo.

Em seguida, aplicou-se 2 mL de cada fra¢do em placas de Petri de 4.5 cm de
didmetro, forradas com duas folhas de papel de filtro (Caal com porosidade de 3p). Os
tratamentos controle consistiram em placas contendo somente dgua destilada.

Posteriormente, as placas foram deixadas abertas durante 7 dias em condi¢des
ambiente para evaporagdo dos solventes e decorrido este periodo, foram colocadas as sementes de
alface juntamente com 2 mL de agua destilada.

As placas foram entdo levadas para estufas incubadoras BOD FANEM modelo
347 F.G, com intensidade luminosa de 437uW-cm?, temperatura de 25°C e luz constante.

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), cada parcela constituiu-se em
uma placa com 50 sementes e o numero de repeti¢des foi varidvel de trés a duas, para fragdes
com maiores pesos ou somente uma placa, para aquelas com pequena quantidade de materiais.

A duragdo do ensaio foi de trés dias, sendo que diariamente apés 24 h da
instalagéo, as sementes consideradas germinadas, aquelas que apresentavam protusdo da radicula
foram contadas e mantidas nas placas. No ultimo dia foi realizada a medigdo do comprimento da

radicula (cm). A partir dos dados obtidos foi calculada (Labouriau, 1983):

- Porcentagem de germinag@o

G=100*Zn,/N
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3.4 Analise estatistica

Os dados de porcentagem de germinagdo do primeiro bioensaio (utilizando o
extrato CM) foram transformados em valores angulares (arco seno da raiz da porcentagem) e
juntamente com os dados de comprimento de radicula e parte aérea das plantulas, foram
submetidos a andlise de varidncia sendo as médias comparadas pelo teste Tukey (Gomes, 1987)

Para analise dos dados do bioensaio realizado para verificar o efeito do extrato CM
apds fracionamento, os dados de porcentagem de germinag¢dio foram igualmente submetidos a
transformacdo (arco seno raiz da porcentagem) e juntamente com os dados de comprimento de

radicula foram submetidos ao agrupamento univariado de Scott e Knott (1974),



4 RESULTADOS

4.1 Testes quimicos

4.1.1 Resultado da cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato CM

Um esquema da cromatoplaca do extrato CM de folhas de eupatério desenvolvida
em mistura de tolueno:acetona (4:1) bem como os valores de Rf das manchas detectadas é
mostrado na Figura 1.

Observou-se que a mistura de solventes, tolueno:acetona 4:1 propiciou a melhor
resolugdo do cromatograma, sendo detectados pelo menos 9 constituintes sob luz ultravioleta

(254 nm e 366 nm) e exposic¢do a vapores de iodo.
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FIGURA 1. Esquema da cromatoplaca do extrato CM de folhas de eupatério desenvolvida em
tolueno:acetona 4:1, observada sob luz UV e revelada com vapores de iodo. UFLA,
Lavras - MG, 1996.



4.1.2 Fracionamento cromatogrifico do extrato CM em coluna de silicagel

O fracionamento cromatografico do extrato CM de folhas de eupatério em coluna

de silica gel, resultou na obtengéo de 24 fragGes, conforme é apresentado na Tabela 1.

TABELA 1. Fragdes do extrato CM submetido a cromatografia em coluna de silicagel eluida com

solventes de polaridades crescentes. UFLA, Lavras - MG, 1996.

FRAGOES PESO (mg) ELUENTES

1 35,2 Tolueno:acetona 95:5
2 247,3 Tolueno:acetona 95:5
3 4289 Tolueno:acetona 95:5
4 100,5 Tolueno:acetona 95:5
5 39,3 Tolueno:acetona 95:5
6 454,5 Tolueno:acetona 90:10
7 33,2 Tolueno:acetona 90:10
8 24,4 Tolueno:acetona 90:10
9 258,7 Tolueno:acetona 90:10

10 385,6 Tolueno:acetona 90:10

11 81,12 Tolueno:acetona 90:10

12 138,5 Tolueno:acetona 85:15

13 51,5 Tolueno:acetona 85:15

14 235,2 *

15 89,7 Tolueno:acetona 60:40

16 99,9 Tolueno:acetona 50:50

17 258,8 Tolueno:acetona 50:50

18 42 Cloroférmio:metanol 90:10

19 10,2 Cloroférmio:metanol 90:10

20 48,5 Metanol

21 634,4 Metanol

22 316,7 Metanol

23 241,5 Metanol

24 74,3 Metanol

* Fra¢do onde foram reunidos os materiais eluidos em tolueno:acetona 85:15; 80:20 e 70:30.

Através de CCD, verificou-se que nas fracGes 8 e 10, uma unica mancha foi
detectada (Figura 2). Essas substancias apresentaram valores idénticos de Rf em diferentes
propor¢des de solventes (tolueno acetona 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 50:50), sendo
que, na Tabela 2 esses valores sdo mostrados apenas para o desenvolvimento em tolueno:acetona

85:15. Na fraggo 10, ap6s evaporagdo do solvente usado para sua eluigdo ocorreu a formagdo de
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cristais brancos, sendo a fluorescéncia da substancia quando observada sob luz UV mais intensa.
Esta substancia foi designada Em-1.

Na fragdo 11 duas manchas foram detectadas: 11.1 e 11.2, sendo que, 11.1
apresentou mesmo valor de Rf'e padrédo de fluorescéncia que Em-1. Para 11.2, o valor de Rf foi

mais baixo (substéncia mais polar) e sua cor quando observada sob luz UV foi azul royal.

FIGURA 2. Cromatoplaca das fragdes 8, 10 e 11 (da esquerda para direita) desenvolvida em
tolueno:acetona 85:15 e observada sob luz UV. UFLA, Lavras - MG, 1996.

TABELA 2. Cor e valores de Rf das substincias presentes nas fragoes 8, 10 e 11 apés CCD
(silica gel G tipo 60, fase moével = tolueno:acetona 85:15) e observacio sob luz UV.

UFLA, Lavras - MG, 1996.

FRACAO Rf COR
8 0,33 azul claro
10 0,33 azul muito fluorescente
11.1 0,33 azul muito fluorescente

LL2 0,27 azul royal
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As fragdes 4, 6 ¢ 12 apresentaram-se impuras apds realizagio de CCD e por esta
razdo foram novamente submetidas a cromatografia em coluna (item 3.2.2) (Figura 3).

A fragdo 4.2 obtida do fracionamento cromatografico da fragdo 4 do extrato CM
foi detectada através de luz UV em estado puro, enquanto a fra¢@io 4.1 apresentou uma mistura de
pelo menos 5 componentes.

As fragdes 6.5 e 6.6, obtidas do fracionamento cromatogrifico da fracsio 6 do
extrato CM, foram visualizadas através de luz UV em estado puro, sendo 6.5 designada Em-2,
enquanto que as demais estvam impuras (6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.7).

A fragdo 12.1 obtida do fracionamento da fragdo 12 do extrato CM ¢ detectada
através de luz UV em estado puro, apresenta mesmo valor de Rf e fluorescéncia que Em-1. Dois
constituintes sdo detectados no residuo 12.2, sendo idénticos aqueles encontrados na fragéo 11.
No residuo 12.3 os componentes a ¢ b foram também idénticos aqueles encontrados na fraggo 11
€ 0os componentes ¢ € d, apresentaram valores de Rf mais baixos sendo portanto substincias mais
polares. Apesar do desenvolvimento em diferentes proporgdes de solventes (tolueno:acetona 4:1,
6:4, 7:3, 75:25, 73:27 e 77:23), ndo foi possivel separa-los.

As fragdes 4.2 e 6.6 estdo em fase de determinag#io estrutural, enquanto outras nio
foram trabalhadas por diversos fatores, tais como, pequena quantidade de materiais obtidos
(fragdo18), por terem sido utilizadas nos testes biologicos (fragdes 1, 8, 13, 15, 16, 19, 20, 24) ou
ainda serdo estudadas posteriormente.

A fragdo 21 foi submetida a uma série de CCD desenvolvidas em diferentes
sistemas de solventes, observadas sob luz UV, reveladas com vapores de iodo e através de
aspersdo com acido sulfurico (10%). Utilizou-se também cromatografia em papel desenvolvida
em &cido acético 15% e BAW (n butanol:acido acético:dgua 4:1:1). Nenhuma das cromatoplacas
obtidas mostrou boa resoluggo, apresentando rastros e misturas complexas de varios constituintes
(dados ndo mostrados).

Atribuiu-se a esse fato, a natureza altamente polar do material e posteriormente a

fragdo serd submetida a outros tipos de analises.
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FIGURA 3. Cromatoplacas das fragdes 4 (A), 6 (B) e 12 (c) ap6s 2° fracionarhento em coluna de
silicagel e realizagdo de CCD (silicagel GF,;,, fase méovel = tolueno:acetona 65:35,
para A ¢ B e tolueno:acetona 80:20 para C) e observagido sob luz UV. UFLA,

Lavras - MG, 1996.

4.1.3 Identificacio estrutural das substincias purificadas, Em-1 e Em-2.

A substidncia Em-1, obtida da fraggo 10 do extrato CM apresentou a formula
molecular C,H,,0,, segundo anélises de seus dados espectroscopicos (EM, IV, RMN'H e
RMN"C), correspondendo a 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona (Figura 4).

A substincia Em-2, obtida da fragéo 6.5 apresentou a férmula molecular C,,H,,0;,
segundo andlises de seus dados espectroscépicos (EM, IV, RMN'H e RMN'C), correspondendo
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a 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavanona (Figura 4), a qual parece se tratar de uma substéncia inédita,

ainda n3o relatada na literatura.

HaCO
@ OCH,
H3CO @ © ~ OCH,
Ha
HaCO~ Hb
HacO O

5,6,7,3,4' 5 - hexametoxiflavanona

5,6,7,3', 4", 5' - hexametoxiflavona

FIGURA 4. Substancias identificadas do extrato CM de folhas de Eupatorium maximiliani
Schrad. UFLA, Lavras - MG, 1996.

4.1.3.1 Dados espectroscépicos

- Em-1: Cristais incolores, C;,H,,0, M 402. 01&" (cm™) : 3655 - 3279 (OH), 1645
(C=C-C=0), 1602, 1581, 1546, 1505, 866, 840. (C=C aromatico). EM m/z (intensidade relativa
%) : 403,6 (100,0) [M + H]"; 402.5 (21,35) [M]"; 387.5 (25,10) [M-CH,]". RMN'H (200 MHz,
CDCly) : 6 7,08 (s, 2H, H-2' e 6"); 6,82 (s, 1H, H-8); 6.61 (s, 1H, H-3); 4,01 (s, 3H); 4,00 (s, 3H,

OCH,); 3,96 (s, 6H, 2x (OCH,)); 3,93 (s, 6H, 2x (OCHj;)). RMN"C (veja Tabela 3).
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- Em-2: C,H,,0;, M 404.0%% (cm™) : 3589-3280 (OH), 1684 (C=0), 1601, 1566,
1510, 886 € 849 (C=C aromatico). EM m/z (intensidade relativa %) : 405,6 (100,0) [M + HJ’;
404.5 (46,62) [M]’; 375.5 (16,89) [M-HCO]". RMN'H (200 MHz, CDCL,) : § 6,60 (s, 2H, H-2'e
6"); 6,29 (s, 1H, H-8); 5,25 (dd, J=12,7 e 3,0 Hz, H-2); 3,88 (s, 3H, OCH,); 3,81 (s, 6H, 2x
(OCH,)); 3,80 (s, 3H, OCHy); 3,78 (s, 3H, OCH,); 3,75 (s, 3H, OCH,); 2,95 (dd, J=12,7 e 16,7

Hz, 1H, H-3a); 2,69 (dd, 1H, J 16,7 e 3,0, H-3b). RMN"C (veja Tabela 3).

TABELA 3. Deslocamentos quimicos de "°C (5 em CDCl,) para Em-1 e Em-2 comparados com

os dados registrados na literatura para as substincias 1' e 22. UFLA, Lavras - MG,

1996.
CARBONO Em-1 Ref. 1 Em-2
2 161,01 160.90 s 78,70
3 108,25 108.20 d 45,74
4 177,18 177.00 s 189,31
5 154,55 154.50 s 159,62
6 140,42 140.40 s 138,23
7 157,80 157.70 s 160,45
8 96,32 96.10 d 96,44
9 152,50 152.60 s 159,53
10 112,77 112.90 s 103,23
I 126,85 126.80 s 134,23
2 103,34 103.50 d 103,23
3 153,55 153.50d 153,55
4 140,38 141.00 s 138,23
5' 153,55 153.50 s 153,55
6 103,34 163.50 d 103,23
OCH, (C-5) 61,55 61.50 q 61,65
OCH, (C-4) 62,20 62.10q 60,87
OCH, (C-6) 61,04 61.00 q 61,38
OCH, (C-7) 56,38 56.40 q 56,20
OCH, (C-5') 56,38 56.40 q 56,21
OCH, (C-3) 56,38 5630 q 56,21

Ref 1:Kinoshita e Firman, 1996.
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~.4.2 Testes biolégicos

4.2.1 Bioensaios para avaliacio dos efeitos do extrato CM nas espécies teste

4.2.1.1 Efeitos na germinacio

Os resultados de porcentagem e tempo médio de germina¢do encontram-se na

Tabela 4.

TABELA 4. Porcentagem e tempo médio de germina¢io de espécies cultivadas e daninhas na
presen¢a ¢ auséncia do extrato CM (10 mg/mL) de folhas de eupatério.UFLA,
Lavras - MG, 1996.

GERMINACAO (%) TEMPO MEDIO DE GERMINACAO +IC
ESPECIE Controle Extrato Controle Extrato
Feijdo 96.4* 97.2° 1 1
Milho 94.4* 952° 1.95 + 0.0806 1.97 +£0.054
Arroz 94.4° 90.4°* 1.02£0.0186 1.09 + 0.0489
Alface 94.0 ° 42.0° 1 1
Picéo Preto 85.6° 0.0° 2.42+0.1358
Caruru 78.0° 0.0° 1.51£0.135

Meédias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente ao nivel de 1% de probalidade
pelo teste Tukey.
IC = Intervalo de Confianga para o tempo médio de germinagdo (P<0,05).

Extrato CM de folhas de eupatdrio na concentragdo igual a 10 mg/mL, ndo
apresentou efeitos inibitérios significativos na germinagdo de sementes de feijdo, milho e arroz,
sendo que para o feijdo e milho a germinag&o foi estimulada em aproximadamente 0,8 % (valor
estatisticamente ndo significativo), em relagdo ao tratamento controle.

No caso das espécies, alface, caruru e picdo preto ocorreram diferencas
significativas na porcentagem de germinac@o quando havia a presenga do extrato nas placas de
Petri. A germinagdo das sementes de alface foram inibidas em aproximadamente 55% e as
sementes de caruru e picdo preto tiveram inibi¢do de 100%.

Os tempos médios de germinagdo das sementes de milho e arroz foram

ligeiramente maiores nas placas contendo o extrato CM, o que expressa uma diminui¢do na
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velocidade de germinacio nos lotes tratados. Porém, isso sé ocorreu nas fases iniciais do
processo, pois a porcentagem final de germinagfio foi praticamente igual nos lotes tratados e
controle (Tabela 4). Para alface e feijio os tempos médios de germinagdo permaneceram
constantes.

Observando o intervalo de confianca desses dados pode-se inferir que diferencas
significativas provavelmente ocorram no tempo médio de germinagio do arroz, uma vez que seus

intervalos de confian¢a ndo se sobrepde.

4.2.1.2 Efeitos no comprimento da radicula e parte aérea

Os efeitos do extrato CM no crescimento de radicula e parte aérea das plantulas

ensaiadas encontram-se na Tabela 5.

TABELA 5. Comprimento de radicula e/ou parte aérea (cm) de plantulas de milho, arroz, alface
na presenca e auséncia do extrato CM (10 mg/mL) de folhas de eupatério.UFLA,
Lavras - MG, 1996.

COMPRIMENTO DA RADICULA (cm) COMPRIMENTO DA PARTE AEREA (cm)

ESPECIE Controle Extrato Controle Extrato
Feijdo 6.8356* 2.5483°
Arroz 4.7127° 0.7681° 2.6525° 0.6703 *
Milho 4.0693 * 2.4506 2.0645° 1.8756°
Alface 2.3193° 0.4968 1222 0.5164°

Meédias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste Tukey.

Extrato de folhas de eupatério na concentragdo testada nio causou reducdes
significativas no crescimento de radicula ou da parte aérea de plantulas de milho.

No caso de plantulas de feijdo o comprimento da radicula foi reduzido significa-
tivamente em 63%. Seus hipocoétilos e epicétilos ndo se desenvolveram, ou em algumas pléantulas
os hipocétilos apresentaram-se com desenvolvimento anormal (muito contorcidos) ao final dos

cinco dias. As medi¢Ses do comprimento da parte aérea ndo foram entZo realizadas.
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Pléantulas de arroz na presenca do extrato, tiveram redugdes significativas tanto no
comprimento da radicula, quanto no comprimento da parte aérea. As porcentagens de inibigdo
foram de 84 % e 75 % respectivamente, em relagdo ao tratamento controle.

O mesmo foi observado para plantulas de alface, onde tanto radicula quanto parte
aérea foram também reduzidos significativamente. As porcentagens de inibicdo foram de 79 %
para comprimento de radicula e 58% para parte aérea.

Efeitos de retardamento do desenvolvimento dos coledptilos foram observados no
caso de plantulas de arroz. No tratamento controle os coledptilos iniciaram seu desenvolvimento
no 2° dia apés instalagdo do ensaio. Na presenga do extrato, os coledptilos s6 puderam ser
visualizados no 3° dia apés a instalagdo (observagdo visual). Esse efeito pode estar relacionado

com o maior tempo médio de germinagio das sementes de arroz quando na presenga do extrato.

4.2.2 Efeito do extrato CM apés fracionamento, na germinac¢io de sementes e crescimento

de radicula de plantulas de alface

Quanto aos efeitos na germinagdo das sementes de alface, as fragSes foram
reunidas em seis grupos estatisticamente diferentes entre si (Tabela 6):

- Grupo I : constituido pelas fragdes 8, 20 e 21 as quais inibiram totalmente a
germinag@o de sementes de alface ap6s 24 h. No caso da fragdo 8, as sementes germinaram apds
24 h, o que pode ser visualizado nos dados de medigdo do comprimento de radicula os quais
foram realizados no 3° dia em placas contendo essas fragGes.

- Grupo II : constituido pela fragdo 6 que inibiu a germinagéio em 79 % em relagio
ao tratamento controle.

- Grupo III: constituido pela fragio17 que inibiu a germinagio em 63 %

- Grupo IV: constituido pelas fragbes 4, 9, 13 e 15 nas quais a porcentagem de
inibigdo da germinagdo variou de 42 4 48 % em relagio ao tratamento controle.

- Grupo V : constituido pelas fragdes 1, 12, 14 e 19 nas quais a porcentagem de
inibi¢do da germinagéo variou de 24 4 34 % em relagdo ao tratamento controle.

- Grupo VI : constituido pelas fragdes 2, 3, 10, 11, 16, 22, 23, 24 que nio foram

significativamente diferentes do tratamento controle.
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TABELA 6. Efeito do extrato CM apés fracionamento em coluna de silica gel na germinagio de

sementes e comprimento de radicula de plantulas de alface. UFLA, Lavras - MG,

1996.

FRACAO GERMINACAO (%) COMPRIMENTO DE RADICULA (cm)
1 68,00° 0,9529'!
2 92,67 ¢ 0,9521'!
3 92,67 ¢ 1,7270 2
4 54,67 * 0,4868!
6 19,342 0,5419'!
8 0' 0,1550"
9 54,67 1,2071 2
10 95,34 ¢ 2,6733°
11 90,67 ¢ 1,51742
12 70,00 ° 0,3765"
13 48,00 ¢ 0,5304'
14 71,343 1,0016"
15 50,00 * 1,4956 2
16 88,67 ¢ 1,47222
17 34,67° 0,8897!
19 62,00° 1,0156"

20 0! 0,0445"!

21 0' 0'

22 79,34 ¢ 0,6898 !

23 82,67 ¢ 0,8282'!

24 85,00°¢ 0,8897!
Controle 93,78 ¢ 1,9457 2

Meédias seguidas pelo mesmo nimero na mesma coluna nio diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de
Scott e Knott (1974).

Quanto aos efeitos no comprimento da radicula das plantulas de alface, as fragdes
foram reunidas em apenas trés grupos estatisticamente diferentes entre si (Tabela 6):

- Grupo I : constituido pelas fragdes 1,2, 4, 6, 8, 12, 13, 14, 17, 19, 20, 21,22, 23 e
24 nas quais a porcentagem de inibigdo do comprimento da radicula em relagfio ao tratamento

controle variou de 48 % a 100 %.
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- Grupo II : constituido pelas fragSes 3, 9, 11, 15, 16 as quais ndo diferiram
estatisticamente do controle.

- Grupo III: constituido pela fragéio 10 a qual estimulou o crescimento da radicula
em 37 %, porém convém ressaltar que as plantulas apresentaram-se com auséncia de pélos
radiculares.

Sintomas visuais observados foram radiculas engrossadas e curtas; enoveladas,
necrosadas e curtas; extremamente afinadas e compridas.

Observou-se ainda que, as fragdes 4, 6 e 12, apresentaram efeitos visuais
semelhantes aqueles observados quando as sementes de alface foram colocadas em placas de Petri
contendo o extrato CM ndo fracionado, ou seja, as sementes germinavam mais lentamente e por
ocasido da avaliagdo do comprimento da radicula estas mostravam-se curtas, amareladas ou

necrosadas, ocasionado quase sempre a morte das plantulas.



5 DISCUSSAO

Os dados experimentais suportam claramente o potencial alelopatico de
Eupatorium maximiliani Schrad em cinco das seis espécies testadas (arroz, milho, feijdo, alface,
caruru e picdo preto). Extrato cloroférmio:metanol 2:1 de folhas de eupatério na concentragio de
10 mg/mL, inibiu significativamente as taxas de germinagéo de sementes de alface, caruru e picio
preto, sendo que para as duas tltimas espécies a porcentagem de inibigdo foi de 100%. No caso
de sementes de arroz, ndo ocorreu redugéo na taxa final de germinag4o em relagio ao tratamento
controle, porém a velocidade de germinagfio foi inicialmente afetada, o que foi verificado
considerando-se uma queda no tempo médio de germinagfo das sementes colocadas em placas
contendo o extrato CM.

O crescimento de radicula e parte aérea foram significativamente reduzidos no
caso de pléntulas de alface, feijdo, arroz. Para o milho, nos 7 dias de duragdo do experimento ndo
ocorreram diferengas significativas em nenhum dos pardmetros analisados.

Esses resultados estdo de acordo com a hipétese de Putnam e Duke (1978), que
afirmam que um composto que € toxico para uma dada espécie pode ser indcuo para outra.

As espécies mais afetadas foram em ordem caruru = picéo preto > alface > arroz >
feijdo. Para varios autores, espécies dicotiledoneas tendem a ser mais sensiveis a determinados
aleloquimicos do que monocotiledoneas (Heisey, 1996; Noguchi-Kato, Mizutani e Hasegawa,
1994). Esses dados diferem entretanto, daqueles encontrados para aleloquimicos de folhas de
eupatdrio, os quais afetaram tanto espécies monocotileddneas quanto dicotiledoneas. Porém, uma
predominéncia de efeitos desses aleloquimicos pareceu residir em espécies com sementes
menores.

Nos trabalhos desenvolvidos por Stevens Jr.e Tang (1987), exsudatos radiculares
de Bidens pilosa reduziram significativamente o crescimento das plantulas de alface, feijdo,
milho e sorgo (Sorghum bicolor). As quatro espécies variaram entretanto, com relagio a

sensibilidade aos exsudatos hidrofébicos e as dicotiledéneas foram mais sensiveis do que as
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monocotiledoneas. Ambas dicotiledoneas, alface e feijdo, tiveram diferencas significativas ao
nivel de 0.01 em relagdo ao controle em cada dado amostrado. As duas monocotileddneas, milho
e sorgo ndo tiveram diferengas significativas entre tratamento e controle 5 dias apds a semeadura,
porém mostraram diferengas num estagio posterior do experimento.

Os autores sugeriram que a auséncia de resposta do milho durante o
desenvolvimento inicial da plantula pode ter sido devido & quantidade de reservas presentes no
endosperma as quais poderiam ter propiciado nutrientes por um longo periodo de tempo, maior
que para outras espécies. Atribuiram entio ao processo de absor¢@io de nutrientes 0 modo de agdo
desses aleloquimicos. Notou-se ainda que o sorgo que tem uma semente menor, repondeu menos
que o feijdo ou alface indicando a auséncia de sensibilidade das duas monocotileddneas.

Em adigéo aos efeitos na germinagéo e crescimento, plantulas expostas ao extrato
de folhas de eupatério tiveram desenvolvimento anormal, foram geralmente menos vigorosas,
apresentaram auséncia de pélos radiculares, necroses e cloroses no sistema radicular.

Auséncia de pélos radiculares em radicula de rabanete (Raphanus sativus cv.
Snowbelle) pela agdo de aleloquimicos de Chenopodium album foram também observados em
trabalhos realizados por Malik, Puchala e Grosz (1994) e em estudos com outras espécies
realizados por Medeiros (1989).

Jacobi e Ferreira (1991) e Paszkowski e Kremer (1988), notaram efeitos
alelopaticos mais drasticos sobre o crescimento da plantula do que sobre a germinagio em seus
ensaios.Jacobi e Ferreira (1991), acrescentam ainda que, parte aérea e raizes exibem, respostas
diferentes a aleloquimicos, o que foi verificado também nas plantulas das espécies testadas,
tratadas com extrato de eupatdrio.

O efeito alelopatico de Eupatorium maximiliani foi observado em virias fraces
resultantes do processo cromatografico de fracionamento. Isto significa que esta atividade
biolégica € resultante da presenca de vérias e ndo de uma Unica substdncia. Varios autores
concordam que, na natureza as interferéncias alelopaticas advém da agéio combinada e nio apenas
de um unico composto quimico, sendo que, seu impacto € também influenciado pelas condigdes
ambientais (Lodhi, Bilal e Malik, 1987; Einhellig e Leather, 1988; Lehman, Blum e Gerig, 1994).

Parece que tanto compostos polares quanto apolares estdo envolvidos, uma vez que

tanto as frages que eluiram primeiro na coluna (menos polares) quanto aquelas que foram
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eluidas posteriormente (mais polares), mostraram efeitos inibitérios significativos nos bioensaios
utilizando-se sementes de alface.

E interessante notar que a substéncia isolada, 5, 6, 7, 3', 4', 5'-hexametoxiflavona,
causou efeito estimulatério no crescimento da radicula de alface quando testada isoladamente.
Deve ser considerado entretanto, que a radicula dessas plantulas n3o apresentavam pélos
radiculares. De acordo com Riffle et al., (1990), é importante reconhecer as propriedades
sinergisticas de alguns compostos, os quais individualmente podem ser fitotdxicos, nfo toxicos
ou estimulatorios. |

Este efeito estimulatério da §, 6, 7, 3', 4', 5'-hexametoxiflavona pode ter sido a
causa da maior porcentagem de germinagdo do milho e feijiio pelo extrato ndo purificado de
folhas de eupatério. E provével que as concentragdes deste composto neste extrato tenham sido
suficientes para afetarem milho e feijdo embora de forma n3o significativa.

A outra substéncia 5, 6, 7, 3', 4, 5'-hexametoxiflavanona, foi isolada da fracéio 6 a
qual mostrou atividade inibitéria, entretanto, outros constituintes estavam também presentes
(Figura 4).

A 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiﬂavanona, parece tratar-se de uma substincia inédita, uma vez
que ndo foi encontrado registro sobre essa flavanona na literatura. A 5,6,7,3',4'5'-
hexametoxiflavona, entretanto, ja foi encontrada em outras espécies de Asteraceae (Ashok e
Newand, 1986). '

A agdo inibitéria da fracdo 8 pode ter sido causada pelas substincias alifaticas
(Figura 1A) presentes nesta fragdo, uma vez que 5, 6, 7, 3', 4', 5'-hexametoxiflavona, a qual
ocorreu em predominéncia nesta fragéo (mesma substancia presente na fragio 10) nio apresenta
efeitos inibitdrios (Tabela 6).

Na fragdo 12 € possivel que o efeito observado tenha sido ocasionado pela mistura
de substancias aliféticas presentes no residuo 12.1, ou pelos residuos 12.3 ¢ e d , uma vez que os
demais constituintes desta fragdo eram os mesmos encontrados na fragdo 10 e 11, os quais ndo
mostraram atividades inibitérias na germinagdo ou crescimento de plantulas de alface (Tabela 6).

Convém ressaltar que efeitos sinergisticos, aditivos e antagénicos entre compostos
ou aspectos relacionados a concentragdo de um dado composto presente em uma determinada

fragdo podem ainda estar envolvidos. Existe entdo a necessidade de isolar cada componente e
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testar sua ag#o e concentragdo de modo isolado e posteriormente em diferentes combinagées com
as demais substancias.

Einhellig e Rasmussen (1979), encontraram agZio sinergistica entre os 4cidos
vanilico e p-OH benzéico no crescimento do sorgo. Hartung, Nair e Putnam (1994), encontraram
que, os 4cidos, ferulico, isoferilico, mélico, citrico e fumaérico isolados de raizes de Aspargus
officinalis L. quando aplicados individualmente, ndo foram ativos o bastante para explicar o
potencial aleloquimico do extrato aquoso. Os autores sugeriram que efeitos sinergisticos ou
aditivos poderiam estar envolvidos.

As substéincias identificadas pertencem entdo & classe dos flavonéides, os quais
formam o maior grupo dentro dos compostos fenélicos naturais.

Os flavondides t€m biogénese mista, ou seja 0 anel A é derivado de 3 unidades
acetato condensadas cabega a cauda, enquanto o anel B e os 3 carbonos do anel central sio

derivados do acido cindmico (Figura 5).

FIGURA 5. Estrutura basica de um flavonéide (Salisbury e Ross, 1991).

Esses compostos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e sdo na maior
parte acumulados dentro do vactolo vegetal. Estfio relacionados com reguladores de crescimento
e aumento do crescimento de células in vitro, dorméncia de sementes, inibicdo de enzimas,
atragdo de insetos, passaros € animais (Vickery e Vickery, 1981). De acordo com Paszkowski e
Kremer (1988), existe pouca informagdo disponivel sobre a influéncia de flavondides na
germinag@o de sementes e crescimento de plantulas.

Segundo Salisbury (1991), as flavonas estdo presentes nas folhas onde agem como
protegéo contra raios UV de onda longa, sendo por esta razio de particular interesse na fisiologia

vegetal.
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Varios autores concordam que néo se pode fazer extrapolagio direta dos resultados
encontrados em laboratério para o campo. White, Worsham e Blum (1989), relatam que
caracterizando adequadamente a alelopatia, o seu verdadeiro impacto pode ser dificultado a
menos que fatores da planta, do solo e de microorganismos sejam levados em consideragdo. A
identificagdo dos compostos responsaveis pelo efeito por poderia favorecer a definigdo desta
provavel interagéo alelopética.

Outro aspecto que deve ser considerado é que a produgdo e liberagdo de
aleloquimicos pelas plantas, torna-se maior a partir do momento em que estas passam a sentir os
efeitos de estresses, seja por agua, nutrientes, luz, espago fisico, ou até mesmo a exposigio a
herbicidas, bem como ataque por microorganismos (Einhellig, 1989).

Li et al., (1992), sugerem ainda, que as condi¢des nutricionais afetam os resultados
dos testes em alelopatia. Por exemplo, aumentando a fertilidade do solo pode-se suprimir alguns
efeitos de aleloquimicos (Einhellig, 1987). Além do mais, deficiéncias nutricionais podem ter
efeitos aditivos ou mesmo sinergisticos na alelopatia.

Desse modo praticas de manejo tais como melhoramento das condigdes de
drenagem, rotagdo de culturas, aplicagdo de nutrientes, manutengdo da matéria orgénica do solo,
podem contribuir para redugio dos efeitos adversos de aleloquimicos (Einhellig, 1987).

Por outro lado, Miiller (1969), sugere que os aleloquimicos podem desempenhar
um papel significante no padrdo de vegetagdo e variagdes em microescala no ambiente quimico
do solo, tais como aquela causadas pela decomposi¢do de residuos vegetais e liberagio de
metabdlitos secunddrios que sdo importantes na germinagdo e estabelecimento de sementes
individuais.

A identificagdo dos tipos de constituintes de folhas de eupatério e seus efeitos
bioldgicos em outros organismos sdo cruciais para suportar estudos futuros ajudando a
demonstrar o seu papel ecolégico sob condi¢des naturais e ainda, as vias de liberagio,
quantidades de substdncia presentes no ambiente e quantidade absorvida pelos organismos
afetados.

Pelo exposto acima fica claro que a alelopatia s6 podera ser aplicada de maneira
mais segura e objetiva, a medida que estudos mais aprofundados sejam realizados, & nivel de

campo, casa de vegetacdo € laboratério de modo interativo e interdisciplinar.



6 CONCLUSOES

. Os aleloquimicos presentes no extrato de folhas de Eupatorium maximiliani Schrad. inibiram
completamente a germinacdo de sementes de caruru e picdo preto, parcialmente as sementes de

alface e ndo tiveram efeitos significativos na germinagdo de sementes de mitho, feijo e arroz.

. Nas placas contendo o extrato CM, ocorreram redugdes no crescimento da parte aérea de
plantulas de alface, feijdo e arroz e para plantulas de milho, nio foram observados efeitos

significativos.

. O efeito alelopatico de Eupatorium maximiliani Schrad se deveu a uma mistura de substincias
polares e apolares, uma vez que varias fragSes do extrato exibiram atividade na germinagio

e/ou crescimento de radicula de plantulas de alface.

. Isolou-se e identificou-se do extrato de folhas Eupatorium maximiliani Schrad. a substincia
5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona a qual individualmente, mostrou efeitos estimulatérios
significativos no comprimento de radicula de plantulas de alface, o que foi acompanhado por

uma auséncia de pélos radiculares.

. Para a fragdo 6 do extrato CM de folhas de Eupatorium maxiliani foi verificada atividade
inibitéria significativa na germinag&o de sementes e comprimento de radicula de plantulas de
alface. Desta fragdo isolou-se e identificou-se 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona, a qual parece

ser uma substéncia inédita, porém outros constituintes estavam também presentes.
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FIGURA 1A. Espectro de RMN'H (d, 200 MHz, CDCl,) da fragio 8 do extrato CM de folhas de

Eupatorium maximiliani.



49

B e e e e e

i
. ScanCh+

39 (1.326) Cm (37:41-(46:50+27:36)) .
" 1004 71 ; ' 5.06e4
™MaeH
504 4035 /
%
(71.1
%.
i85.1
i} a
! 97.1
/7
2575
+
™ \ 404.5
M 29
239.4 4025
| | 2855 4315
|l iR
L T - o 7+ Da/e

250 300 ' 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 800 950 1000 |

. FIGURA 2A. Espectro de massa da fragdo 8 do extrato CM de folhas de Eupatorium maximiliani.



XTransmittance

50

[+]
o
“L"M("IW !
¥ F) .'P(
| 4 all
g {
i
g ﬂ
d i
gl
c‘OOO éEOO 5000 éSOO éOOO 41500 ﬁDOO S500

Wavenumber (cm-1)

FIGURA 3A. Espectro no IV da substancia Em-1 isolada do extrato CM de folhas de Eupatorium

maximiliani.



51

rd N et !
o FE - NS E
S Tz A =
"2 . 3ty =
r\i' LM q__r':'o’"_ I-i
! ! (L
Pl W i
AJ' ol -
: C}——(‘TD ~ A
| ﬁ 3 J
= A R
YR i
; : ! ) T !
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TABELA 1A. Resumo da analise de variancia dos valores angulares da raiz das porcentagens de
germinagdo de espécies cultivadas e daninhas na presenca do extrato CM
(10 mg/mL) de folhas de eupatério. UFLA, Lavras - MG, 1996.

FATORES GL QUADRADOS MEDIOS
TRATAMENTOS 1 12512,7119 **
ESPECIE 5 5651,8969 **
TRAT.* ESP. 5 2649,5001 **
RESIDUO 58 49,4546

CV (%) 11,1401

MEDIA GERAL 63,1268

* Significativo a nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

TABELA 2A. Resumo da andlise de varidncia dos dados de comprimento de radicula (cm) de
plantulas de milho, arroz, feijao e alface na presenca e auséncia do extrato CM
(10 mg/mL) de folhas de eupatério. UFLA, Lavras - MG, 1996.

FATORES GL QUADRADOS MEDIOS
TRATAMENTOS 1 57,0457 **
ESPECIE 3 27,3427 **
TRAT.* ESP. 3 9,1153 **
RESIDUO 30 1,6440

CV (%) 43,7516

MEDIA GERAL 2,9306

* Significativo a nivel de 1% de probabilidade pelo teste F

TABELA 3A. Resumo da anlise de variancia dos dados de comprimento de parte aérea (cm) de
plantulas de milho, arroz e alface na presenga e auséncia do extrato CM (10
mg/mL) de folhas de eupatério. UFLA, Lavras - MG, 1996.

FATORES GL QUADRADOS MEDIOS
TRATAMENTOS 1 6,8861 **
ESPECIE 2 3,2307 **
TRAT.* ESP. 2 2,1317 **
RESIDUO 24 0,0990

CV (%) 20,9774

MEDIA GERAL 1,4999

* Significativo a nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.





