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RESUMO

Foram estudados o potencial alelopatico dos extratos da raiz, do caule e das
folhas de Origanum majorana L.(catinga de mulata), quanto a inibi¢do da germinacao
de sementes de Panicum maximum (capim-colonido), o ensaio foi realizado em caixas
gerbox, com fotoperiodo de 10 horas e 7 dias, com solugdes dos extratos
diclorometanicos da raiz, caule e folha de O. majorana nas concentragdes: 50,100 e
200 ppm, assim como foi feito o ensaio negativo (branco) com Panicum maximum para
analise dos resultados. A inibicdo aumentou substancialmente com o aumento da
concentragdo dos extratos, sendo que os extratos da raiz, caule e folha de O. majorana
apresentaram inibi¢cdo de 100% da germinag@o na concentragdo de 200 ppm. O extrato
da raiz apresentou inibicdo de 80% da germinagdo na concentragdo de 100 ppm e o
extrato das folhas de O. majorana apresentou eficiéncia de 83% na inibicdo da raiz e
parte aérea, mesmo na concentragdo mais baixa (50 ppm). O extrato do caule também se
mostrou eficiente inibindo 80% da raiz e parte aérea na concentracdo de 100 ppm.
Posteriormente foram classificados os metabdlitos secundarios presentes na raiz, caule ¢
folhas, da espécie em estudo por cromatografia de camada delgada (CCD), na raiz
foram encontrados: flavonoides, agliconas antraquinonicas, triterpenos, esteroides e
polifenois. Nas folhas e caules foram encontrados: flavonoides, alcaloides, agliconas
antraquindnicas, triterpenos, esterdides, taninos e polifendis. Os extratos ativos foram
analisados através da técnica de Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, identificando: beta-farneseno, delta-decalactona e a lactona do acido 5- hidroxi-

2-decendico.

Palavras-chave: atividade alelopatica, germinagdo, metabolitos secundarios
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ABSTRACT

It were studied the allelopathy potential of the extracts of the root, of the stem
and of the leaves of Origanum majorana L., as the inhibition of the germination of
seeds of Panicum maximum (grass-colonido), the rehearsal was accomplished in boxes
gerbox, with light period of 10 hours and 7 days, with solutions of the extracts
diclorometanicos of the root, stem and leaf of O. majorana in the concentrations:
50,100 and 200 ppm, as well as it was made the negative rehearsal (white) with
Panicum maximum for analysis of the results. The inhibition increased substantially
with the increase of the concentration of the extracts, and the extracts of the root, stem
and leaf of O. majorana presented inhibition of 100% of the germination in the
concentration of 200 ppm. The extract of the root presented inhibition of 80% of the
germination in the concentration of 100 ppm and the extract of the leaves of O.
majorana presented efficiency of 83% in the inhibition of the root and aerial part, even
in the lowest concentration (50 ppm). The extract of the stem was also shown efficient
inhibiting 80% of the root and aerial part in the concentration of 100 ppm. Later they
were classified the present secondary metabolitos in the root, stem and leaves, of the
species in study for thin layer chromatography (TLC), in the root were identifying:
flavonoids, triterpenes, steroids and polyphenols. In leaves and stems were identifying:
flavonoids, anthraquinone anglicones, triterpenes, steroids, tanines and polyphenols.
The active extracts were analyzing through gas chromatography coupled mass
spectrum, identifying: beta-farnesene, delta-decalactone and lactone of acid 5-hidroxy-

2-decenoic.

Key words: allelopathy activity, germination, second metabolites
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1. INTRODUCAO

Num ecossistema as plantas estdo em constante competicdo por recursos como
agua, luz, macronutrientes (nitrogénio, oxigénio, carbono, hidrogénio, fésforo, potassio,
enxofre, calcio e magnésio) e micronutrientes (boro, manganés, zinco, cobre, niquel,
molibdénio, ferro e cloro). De tal modo que vdrias plantas tém desenvolvido estratégias
para adquirir maior propor¢do desses recursos. Essas estratégias associadas a producao
de compostos quimicos por uma planta, através do metabolismo secundario ¢
denominada alelopatia. (Yunes, 2001).

O metabolismo constitui um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem no
interior celular. Nos vegetais o metabolismo divide-se em metabolismo primario e
metabolismo secunddrio. No metabolismo primario encontramos um conjunto de
processos metabolicos responsaveis por fungdes essenciais aos vegetais, como
fotossintese, respiragdo ¢ transporte de solutos. Os compostos envolvidos no processo
sdo geralmente os aminoacidos, os nucleotideos, os lipideos, os carboidratos e a
clorofila. Esses compostos possuem uma distribui¢do universal nas plantas. No
metabolismo secundario sdo originados compostos que ndo possuem uma distribuicdao
universal nas plantas, uma vez que ndo sdo necessarios para todas as plantas. Um
exemplo dessa restricdo dos metabdlitos secundarios a determinadas espécies sdo as
antocianinas e betalainas, as quais ndo ocorrem conjuntamente em uma mesma espécie
vegetal, as betalainas sdo restritas a dez familias de plantas, pertencentes a ordem
Caryophyllales, que conseqlientemente ndo possuem antocianinas, como ¢ mostrado na

Figura 1.(Peres, 2005)

15



R, Ry
AN +/ R1
Ry
R7 +
| | Y
=
O\ N O R6 R4
H R
OH OH 5

Figura 1: A esquerda estrutura geral das betalainas, & direita estrutura geral das antocianinas

O estudo das plantas e suas interagdes alelopaticas possibilitaram o
desenvolvimento de extratos vegetais no combate de pragas agricolas, pois, o uso
indiscriminado e incorreto de agroquimicos trouxeram sérios problemas ambientais e a
saude humana. Araujo (2007), num estudo realizado em Nova Friburgo-RJ, relata que
trabalhadores expostos a agroquimicos sdo acometidos por uma ampla faixa de
sintomas, incluindo cefaléia, vertigem, fadiga, insdnia, ndusea, vOmitos, ruidos
crepitantes respiratorios e dispnéia; assim como distirbios cognitivos (dificuldade de
concentragdo, esquecimento, confusdo mental); motores (fraqueza, tremores, cdibras,
miofasciculacdo), e disfuncdo neurossensorial (formigamento, parestesia, visdo turva e
outros distirbios visuais).

Com o intuito de investigar extratos naturais que podem ser usados de forma
que, as defesas naturais das plantas possam contribuir com o desenvolvimento de
culturas com menores danos ambientais e a saude humana Origanum majorana
L.(catinga de mulata) foi testada quanto ao seu potencial alelopatico para uso com
finalidades herbicidas.

Em um trabalho anterior (resultados ndo publicados), realizado em conjunto com
o Centro Universitario de Patos de Minas, as folhas de O majorana, apresentaram
eficiéncia pouco menores que o inseticida padrao (diazinon). No trabalho referido,
foram testados os seguintes extratos: aquoso, metanolico, hexanico ¢ em acetato de
etila, para verificar sua efici€ncia no controle do pulgdo (Brevicoryne brassiae), Figura

2.
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Figura 2: Brevicoryne brassiae
Os ensaios foram realizados em campo e laboratorio onde o extrato em hexano
apresentou os melhores resultados. Através dos ensaios em laboratorio foi possivel

quantificar os resultados e estes se encontram a seguir:

100%
90 %
80 %
FO %
60 %
50 %
40 %
30 %
20 %
10 %

0%

ODiazdinon OHexano OAquoso OMetanol O Acetato DA H

* AN:amostra negativa

Figura 3: Grafico comparativo das porcentagens de insetos mortos nas amostras

2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

O termo alelopatia origina-se no grego, allelon = mutuo e pathos = prejuizo.
(Yunes,2001)
A interferéncia alelopatica em sistemas ecoldgicos foi reconhecida por

Democritus e Theofrastus nos séculos Il e V a.C., onde perceberam a influéncia que
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algumas plantas exerciam sobre outras. Posteriormente (Plinio 1 d.C.), relata os efeitos
de Juglans nigra e J. regia, que reduzem o desenvolvimento das plantas cultivadas em
suas proximidades.(Vyvyan,2001). Culpeper (1633), Brownw (1658), Young (1804),
De Candolle (1832) e Beobachter (1845), citados por Rice (1984) também relataram a
capacidade que certas espécies de plantas possuem de interferir na fisiologia de outras
espécies de plantas.

Molish usou pela primeira vez o termo alelopatia, em 1937, num trabalho
intitulado “Der Einfluss einer Pflanze auf die andere-Allelopathic” (A influéncia de uma

planta sobre outra- Alelopatia), segundo Rice 1987, citado por Yunes 2001.

2.2 CONCEITO

Molish (1937), citado por Almeida (1988) relata que as interagdes que ocorrem
entre as plantas e o ecossistema podem prejudicar ou mesmo beneficiar outra espécie,
onde os compostos emitidos por tais espécies sdo uma forma de adaptacdo ao meio
externo.

Em 1975 Stewart, segundo Yunes (2001) definiu alelopatia como a inibi¢do da
germinagdo, crescimento ou metabolismo de uma planta em funcdo da liberagdo de
substancias quimicas organicas por outra planta. E em 1996 a IAS ampliou esse
conceito a microorganismos, virus e fungos que liberem constituintes quimicos com
capacidade de intervir em sistemas agricolas e bioldgicos.(Yunes,2001)

Viarias definicdes de alelopatia podem ser introduzidas dependendo das
condicdes de trabalho. Como exemplo, tem-se o estudo de Inderjit e Dakshini K.(1994),
intitulado “Algal allelopathy” citado por Bastida (2008), onde observou-se o efeito de
alomonas em sistemas aquaticos. Percebeu-se que alomonas geradas por algas sdo
capazes de afetar: 1) algas vizinhas;2) seu proprio crescimento;3) associacdo de
microbios;4) plantas superiores vizinhas e 5) o acimulo e disponibilidade de nutrientes,
os quais influem na distribuicdo crescimento e estabelecimento de outras algas,
microorganismos e plantas. Essa definicdo ¢ precisa e detalhada para um sistema
aquatico.

O efeito alelopatico pode ocorrer também entre plantas da mesma espécie,

causando uma toxicidade intraespecifica ou autotoxicidade. Han (2008) relata que na
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China as provincias de Shandong, Zhijiang, Guangdong e Sichuan tiveram problemas
de autotoxicidade nas principais producdes de gengibre, ocasionados por plantagdes
consecutivas. Efeitos de autointoxicagdo também foram encontrados em culturas de
pepino, que ocorreram pela liberagdo dos acidos benzodico (Figura 4a) e cinamico
(Figura 4b) através das raizes.(Ding,2007) Tal efeito pode ser confundido com a
competicdo entre espécies, no entanto, tratam-se de fenomenos distintos. A competi¢do
ocorre pela retirada ou mesmo reducdo de fatores como, agua, nutrientes e luz do meio
ambiente. Enquanto que na alelopatia tem-se a introdu¢do de novos fatores no meio

ambiente, os metabolitos secundarios. (Einhellig,1995).

@) OH O
N

OH

(a) (b)
Figura 4: (a) acido benzoico; (b) acido cinamico

Os processos de evolucao, competicdo ¢ alelopatia sdo fatores importantes na

determinagao da diversidade de espécies. (Chou,1999)

2.3 NATUREZA DOS COMPOSTOS ALELOPATICOS

Em virtude do stress ocasionado nas plantas por fatores diversos, como
herbivoros e patdogenos, capacidades de adaptagcdo foram desenvolvidas pelas espécies,
entre elas mecanismos de defesa quimicos, os aleloquimicos, provenientes do
metabolismo secunddrio.

Esses compostos sdo responsaveis pela transmissao de informacgao entre plantas
vizinhas e incluem interagdes planta-planta, planta-insetos e planta-microorganismos.

(Bogatek,2006) Os aleloquimicos podem ser encontrados em qualquer parte da planta,
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em geral sdo metabolitos secundarios derivados da rota acetato ou chiquimiato, ou
mesmo das duas rotas.(Buchanan, 2001) Na maioria dos casos eles afetam o
crescimento ¢ desenvolvimento de outras espécies bioldgicas. (Einhellig,1995) No
entanto, outros compostos podem estimular o processo de crescimento. (Amo0,2007)
Apesar de serem comuns em fungos, bactérias e artropodos, ¢ nas plantas que os
produtos secundarios sdo encontrados em maior quantidade.(Buchanan,2001)

De acordo com Amoo(2007), a sintese ndo ¢ realizada por grupos especiais de
células, e tais compostos ndo se distribuem igualmente por todo organismo, pode ser
influenciada por fatores edaficos, climaticos (Putman & Duke,1978) e até mesmo
sanidade. A seguir encontra-se uma rota simplificada do metabolismo secundario e suas
interligagoes.
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Figura 5: Vias do metabolismo secundario e suas interligagoes

Fonte: http://www.geocities.com/esabio.geo/interacao/metabolitos.htm acesso em:20/05/2009
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A principal funcdo dos metabolitos secundarios ¢ de protecdo dos organismos
que as produzem, porém, uma mesma substancia pode desempenhar diversas funcdes
dependendo da concentracdo em que se encontra. De modo que um composto toxico
para determinada espécie pode ser indcuo para outra. (Putnam & Duke, 1978)

Alguns aleloquimicos podem atuar na defesa de pragas como repelentes ou
mesmo atrairem insetos, pois, alguns podem ser toxicos aos insetos que os ingerem.

Os metabolitos secundarios ou produtos originarios do metabolismo secundario
sdo divididos em trés grandes grupos: terpenos, compostos fendlicos e
alcaldides.(Simdes,2000) No entanto, acidos organicos como o malico (Figura 6a),
encontrados em diversas frutas, como a péra e a macd, e o citrico (Figura
6b),encontrado no limdo e na laranja, atuam como inibidores da germinacdo de
sementes, assim como, aldeidos encontrados em espécies de sorgo (Sorghum bicolor),
como p-hidroxibenzaldeido (Figura 6d). Os acidos aromaticos, como o acido cindmico
(Figura 4b) encontrado no trigo (Triticum aestivum), milho (Zea mays), sorgo (Sorghum
bicolor) ¢ aveia (Avena sativa L), também atuam como aleloquimicos. As lactonas
simples insaturadas, também sdo inibidores de germinagdo de sementes, como exemplo,
o acido parasorbico (Figura 6¢), encontrado em diversas frutas e responsavel pela
inibicdo da germinagdo de semente do mentruz (Lepidium sp.). E alguns esteroides,
atuam como antimicrobianos, como a digitoxigenina (figura6e). (Almeida,1988) Os
policetideos também constituem uma grande classe de metabolitos secundarios,
apresentando uma das maiores diversidades estruturais entre os produtos naturais e a
maioria desses compostos ¢ ativa em diversos sistemas biologicos. Um exemplo de
policetideo bioativo ¢ a citrinina (Figura 6f), que mostrou importante atividade

inibitoria no crescimento de Leishmania mexicana. (Pastre,2007)
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Figura 6: (a) acido malico; (b) acido citrico; (c) acido parasorbico; (d) p-hidroxibenzaldeido; (e)
digitoxigenina; (f) citrinina

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos de alguns vegetais s@o usados para inibir o crescimento
de determinadas plantas, como exemplo, quercetina (Figura 7a) e quercetina-3-O-p-D-
glicosideo (Figura 7b), que sdo flavonodides encontrados em Adiantum tetraphyllum,
espécie responsavel pela inibicdo da germinag¢do de Lactuca sativa cv (alface).
(Melos,2007)

Os flavonoides sdo compostos fendlicos quase ausentes em fungos e algas, que
estdo envolvidos especialmente na sinalizagcdo entre plantas e outros organismos e na
protecao contra raios ultravioleta. O processo de sinalizagdo entre plantas consiste
basicamente na relacdo entre os vegetais e seus polinizadores, como a coloragdo das
flores, por exemplo. Encontramos também os taninos que se ligam a proteinas
digestivas dos insetos, auxiliando na defesa de pragas.(Peres,2005)

Também na classe de compostos fendlicos encontramos os isoflavonoides
também  conhecidos como  compostos com  agdo  antipatdgena  ou
inseticida.(Batish,2008)

Povh (2007) atribui a inibicdo da germinagdo de alface pelo extrato aquoso das
folhas de Machaerium acutifolium, a presenca de diversos compostos fenodlicos

presentes na espécie.
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Figura 7: (a) estrutura da quercetina; (b) estrutura da quercetina-3-O-f-D-glicosideo

Terpenos

Os monoterpenos, por seu baixo peso molecular costumam ser chamados 6leos
essenciais ou esséncias. Mas, nem todos os Oleos essenciais sdo terpendides, alguns
podem ser compostos fenolicos. Os sesquiterpendides volateis, como os monoterpenos,
sdo responsaveis pela defesa contra pragas e doengas. O gossipol (Figura 8), estd

associado a resisténcia a algumas pragas em variedades de algodao. (Peres,2005)

40 OH OH
HO
N

Figura 8: gossipol

Quanto aos diterpenos, sua fun¢@o principal esta relacionada a germinacdo de
sementes, alongamento caulinar e expansao dos frutos de muitas espécies vegetais.

Entre os triterpenos encontramos os esteroides, que sdo uma classe importante
na composicdo dos lipidios de membrana e precursores de hormonios esterdéides em
mamiferos, plantas e insetos. (Peres,2005)

As saponinas possuem uma parte solivel (glicose) e outra lipossoluvel
(triterpeno). Elas desempenham um importante papel na defesa das plantas, ja que,

podem formar complexos com esterdides dos fungos. (Simdes,2000)
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Os tetraterpenos sdo importantes na fotossintese, além de serem antioxidantes e

dissipadores de radicais livres gerados pela fotossintese. (Buchanan,2001)

Alcaloides

Em algumas espécies os alcaldides possuem func¢ao de defesa contra herbivoros,
podendo ser usados como inseticidas naturais. De acordo com Yunes (2001), os
alcaloides sdo metabdlitos secundarios que derivam da rota acetato ou chiquimiato, ou
seus esqueletos quimicos vém da combinagdo destas duas origens.

Segundo Menjivar (2001), citado por Celis (2008), hortaligas como tomate
(Lycopersicon esculentum) e berinjela (Solanum melongena L.), produzem alcaldides
como a solanina (Figura 9a) e a atropina (Figura 9b), que apresentam efeito inseticida,

no entanto, algumas espécies tém desenvolvido tolerancia a estas toxinas.
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Figura 9: (a) solanina; (b) atropina
Einhellig (1995) mostra diversidade de aleloquimicos que a alelopatia implica,

na ilustragdo a seguir:
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Figura 10: Aleloquimicos e principais classes funcionais

Fonte:Adaptacdo (Einhellig, 1995)

Sdo conhecidos cerca de dez mil metabodlitos secundarios com agao alelopatica,
0 que € um numero relativamente pequeno considerando-se que foram identificados
apenas 0os componentes principais em cada classe estrutural e em algumas espécies.
(Almeida,1988)

Geralmente a concentragdo do metabolito ¢ baixa, assim, o efeito pode ocorrer
pela interacdo entre essas substancias, sendo que, efeitos ambientais também podem
interferir no resultado final. E a concentracdo desses compostos pode variar de uma
espécie para outra. (Reigosa,1999)

A seguir encontram-se alguns aleloquimicos e sua respectiva formula estrutural.
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Quadro 1: Substiancias com atitude aleloquimica e suas formulas estruturais

Atitude Aleloquimica

Formula estrutural

(E)-2-hexanal, inibe a Q
germinagdo de tomate.
\
H
As quinonas, como a sorgoleona O
e a juglona afetam a producdo de
OH O Juglona
O
OH
~ o pm— — g
O
Sorgoleona
Certos terpenos como o a-pineno,
0 B-pineno e o limoneno inibem o
crescimento. @
a-pineno B-pineno limoneno
Os 4cidos fertlico e p-cumarico O
ou afetam a germinagdo da
OH
canola.
HO
OH acido ferulico
O
X OH
HO

acido p-cumarico

Fonte, Yunes (2001)
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2.4 MECANISMO DE LIBERACAO DOS ALELOQUIMICOS

De acordo com Medeiros (1990) citado por Muller (2007), as principais vias de
liberagdo de substancias metabdlicas potencialmente envolvidas na alelopatia, sdo:
decomposicdo, exsudacdo de metabolitos pelas raizes, lixiviacdo e volatilizacdo. Por
exemplo, espécies de pteridofitas exercem dominio em suas areas de crescimento, por
processos de associagdes nas quais poucas espécies coexistem.

Entende-se que de acordo com os mecanismos de libera¢do dos aleloquimicos no
ambiente, estes podem encontrar-se em qualquer parte da planta e sua atividade
constitui uma funcdo do mecanismo em que este pode ser liberado. Como exemplo, a
decomposicdo de residuos vegetais implica em uma fun¢do ndo ativa na planta, como
nos processos de exsudagdo e volatilizacdo, que s@o extremamente ativos, ja que,
envolvem tecido vivo da planta.(Bastida,2008)

Os principais métodos de liberagdo sdo:

» Exsudagdo: processo no qual as plantas exsudam naturalmente pelas raizes
uma sériec de compostos organicos e inorganicos, alguns dos quais possuem
propriedades alelopaticas, onde composi¢ao e concentragdo podem variar de acordo
com a espécie ou mesmo idade desta. No entanto, Alves (1992) relata que ¢ dificil
identificar quais substincias encontradas no solo sdo provenientes de processos
alelopéticos e quais se devem a acdo de microorganismos associados a raiz ou mesmo
resultado da decomposicdo de residuos organicos. Putnam relata que a exsudacdo pode
ocorrer pelos frutos ou mesmo raiz. (Putnam,1983) Entre esses compostos podem ser
citados o acido oxalico, a amidalina, a cumarina e o acido transcinamico. (Alves,1992)

Ciarka et. al(2004) citado por Bogatek er. al. (2006) observou a redugdo na
germinagdo de sementes de mostarda provocada pela exsudacdo de raizes de
Heilianthus annuss L.,onde tal fato foi atribuido a presenca de compostos fendlicos.

P Lixiviacdo: entende-se por lixiviacdo a remogdo das substancias quimicas das
plantas vivas ou mortas por acdo da agua, o que na natureza se processa através de
chuva, orvalho, neblina (Tukey, 1970 citado por Alves,1992) A quantidade de lixiviados
depende da espécie, composicdo, idade do tecido vegetal, condigdes edafoclimaticas e
quando material morto, do estado de decomposicdo, tipo, temperatura ¢ umidade do
solo.(Almeida,1988). Os lixiviados contém substincias organicas e inorganicas, como

alcaloides, terpendides, acidos organicos e fenolicos. A atividade destes ¢ comumente
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transitoria, jA que estdo sujeitos a microorganismos. Devem ser levadas em
considerac¢do toxinas produzidas por microorganismos. (Putnam,1983)

» Decomposigdo: esses compostos sdo liberados apds a morte da planta ou de
seus orgdos. A perda de integridade da membrana pela decomposicdo permite a
liberacdo de varios compostos que podem ser toxicos de maneira aditiva ou sinergistica
a dos lixiviados. Em adicdo a liberagdo direta de compostos dos tecidos da planta,
microorganismos presentes na rizosfera podem induzir a producdo de compostos
toxicos por degradacdo enzimatica dos conjugados ou polimeros presentes nos tecidos
(Putnam,1986,citado por Alves,1992). Esse tipo de processo permite a liberacdo de um
grande nimero de compostos que impdem toxicidade aos organismos vizinhos, tais
como os glicosideos cianogénicos, 4cidos fenolicos, agropireno, cumarinas e
flavonoéides.(Almeida,2008)

P Volatilizag@o: esse processo ¢ comum em plantas aromaticas, porém, isso nao
implica que todos os produtos volatilizados pela espécie sejam aleloquimicos. (Muller
1966) A maior parte dos aleloquimicos volateis sdo terpendides, principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos. (Einhellig,1986) Esses compostos atuam sobre as
plantas vizinhas por meio dos proprios vapores ou condensados no orvalho, ou ainda
podem alcangar o solo e sdo absorvidos pelas raizes.(Almeida, 2008)

Karban (2007) realizou um experimento com Artemisia Tridentata, onde
observou que plantas vizinhas a Artemisia Tridentata apresentavam reducao acentuada
em seu tamanho, algumas até¢ 40 cm. Em experimentos de laboratorio atribui tal redugao
a compostos volateis entre eles canfora, monoterpenos, cineol e metil jasmonato.

A liberagdo desses compostos pode ser direta ou indireta, nos aleloquimicos
lixiviados e volatilizados a transferéncia ocorre de maneira direta pela absor¢do através
da epiderme foliar ou pelas raizes. Nos lixiviados e volatilizados a transferéncia pode
ocorrer de maneira indireta, pela atividade microbiana do solo. Os aleloquimicos
exsudados e provenientes de decomposicdo ao contrario dos demais sdo
preferencialmente liberados por agdo indireta, pela atividade e metabolismo microbiano,
porém, o contato entre raizes (direto) também possa ser uma forma de transferéncia.
(Einhellig,1986)

A seguir encontra-se um esquema de liberagdo desses compostos:
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Figura 11: Formas de liberacdo dos aleloquimicos

Fonte: www.agriculturasensitiva.com/image005.jpg

De acordo com Almeida (2008) a maioria das plantas sdo potencialmente
capazes de sintetizar compostos alelopaticos, embora as espécies cultivadas e suas
variedades comerciais tenham perdido grande parte dessa capacidade. Esta caracteristica
era mais comum nos precursores silvestres das atuais plantas cultivadas, que se
adaptaram para competir com outras plantas, garantindo ndo s6 a formacdo de estandes
puros, como também a defesa contra insetos e patogenos (Bansal e Bhan, 1993).

A producdo de aleloquimicos pode variar em qualidade e quantidade de espécie
para espécie, na quantidade do metabolito de um local de ocorréncia ou ciclo de cultivo
para outro, pois muitos deles t€ém suas sinteses desencadeadas por eventuais vicissitudes
a que as plantas estdo expostas (Ferreira e Aquila, 2000,citado por Almeida 2008). De
acordo com Einhellig ¢ Leather (1988), a natureza ¢ a quantidade de substancias
alelopaticas diferem com a espécie, a idade do orgdo da planta, a temperatura, a
intensidade luminosa, a disponibilidade de nutrientes, a atividade microbiana da
rizosfera e a composi¢ao dos solos em que se encontram a raizes.(Almeida,2008)

Todas as partes das plantas podem conter compostos alelopaticos, sendo estes
encontrados nas folhas, caules aéreos, rizomas, raizes, flores, frutos e sementes de
diversas espécies, mas as folhas e as raizes sdo as fontes mais importantes de

aleloquimicos. (Weston, citado por Almeida,2008)
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2.5 FATORES QUE ALTERAM A LIBERACAO DOS ALELOQUIMICOS

Fatores ambientais como stress, podem afetar a produgdo e concentragdo de
compostos alelopaticos na planta. Outros fatores que afetam esse processo sdo descritos
a seguir:

» Luz: a qualidade, intensidade e duracdo da luz sdo reguladores na sintese de
substancias alelopaticas. A luz ultravioleta potencializa a producdo de tais compostos
como foi observado no tabaco com acido clorogénico, no girassol com a escopolina e
acido clorgénico.(Putnam,1985) Plantas de tabaco expostas a luz vermelha produziram
mais alcaldides e menos fendis que outras expostas ao vermelho distante (Tso, et
aliii,1970,citado por Alves,1992) De acordo com Rice (1974) dias mais longos podem
aumentar o conteudo de acidos fenolicos e terpenos em diversas plantas.

» Agua: por tratar-se de uma substincia altamente reativa ¢ de extrema
importancia aos processos biologicos e estar envolvida no balango nutricional, o
estresse hidrico, isolado ou combinado a outros tipos de stress pode levar ao aumento na
concentragdo dos acidos clorogénico e isoclorogénico em plantas. (Chou,1999)

P Temperatura: temperaturas elevadas tendem a aumentar o efeito inibitdrio
(Browmik & Dooll,1983,citado por Alves,1992) e acentuar sua volatilizacdo. Rice
(1974) relata que alteracdes na temperatura influenciam a producdo e mesmo liberagao
de aleloquimicos.

» Nutricdo mineral: o balango nutricional é capaz de alterar a produgdo de
aleloquimicos, visto que, deficiéncias em boro, célcio, magnésio, nitrogénio, fosforo,
potassio e enxofre aumentam a concentracdo de 4cido clorogénico. (Rice,1974)

» Outros fatores que podem influenciar a liberacdo e producao de
aleloquimicos: aplicagdo de herbicidas, idade dos tecidos da planta e tipo de

solo.(Corréa,2008)

2.6 ATUACAO DOS ALELOQUIMICOS

Quando liberados no meio ambiente os aleloquimicos entram em contato com as

plantas receptoras através de um mecanismo sutil e dificil de determinar corretamente,
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devido aos sintomas produzidos pelas plantas. Esses fatores sdo freqiientemente
secundarios na natureza e influenciam processos fisiologicos e bioldgicos. Reconhece-
se que os aleloquimicos podem afetar as seguintes fungdes: absor¢do de nutrientes,
regulacdo do crescimento, fotossintese, respiracdo, permeabilidade da membrana,
sintese protéica e atividade enzimatica. (Yunes,2001)

Descrigdo de tais fungoes:

P Assimilagcdo de nutrientes: alguns compostos podem inibir a assimilagdo de
nutrientes, esse fator normalmente encontra-se associado a deficiéncia de outras
fungdes, como respiragdo e permeabilidade da membrana. Os 4cidos fendlicos sdo
comumente mencionados como responsaveis pela absor¢do de micro e macro nutrientes.
O 4cido salicilico em pH baixo ¢ capaz de reduzir o teor de ATP (trifosfato de
adenosina) nos tecidos das raizes, despolariza o potencial elétrico da membrana
citoplasmatica ao mesmo tempo em que aumenta a permeabilidade da mesma aos
ions.Verificou-se que na aveia a presenca desse acido inibe a absor¢do radicular de
potassio. O acido ferulico, outro fenol, € responsavel pela redugdo de ions por roseiras.
Ja os flavondides s@o considerados mais ativos que os fenois, como a juglona, que inibe
a assimilagdo de potassio e a atividade da ATP-oxidase.(Almeida,1988)

P Crescimento: compostos alelopaticos como o acido giberélico e o acido
indolacético podem afetar hormonios de crescimento. Alguns taninos inibem a acdo das
giberelinas nas plantulas de ervilha, assim como a cumarina, acido cindmico e outros
compostos fendlicos sdo capazes de fazer o mesmo em outras espécies.
(Buchanan,2001)

P Fotossintese: Algumas substancias alelopaticas sdo capazes de afetar o
transporte de elétrons e a fosforilagdo nos cloroplastos de maneira semelhante a alguns
herbicidas inibidores da fotossintese. Acidos fendlicos podem reduzir a fotossintese e o
teor de clorofila na soja, escopoletina (cumarina) reduz a fotossintese no tabaco, girassol
e caruru. Polifenodis que reduzem a produgdo de 2,6-diclorofenol-indofenol no escuro
inibem as rea¢des fotoquimicas em cloroplastos. E a juglona, mesmo em concentracdo
reduzida diminui o processo de fosforilagao oxidativa nas plantas. (Einhellig 1995)

» Respiragdo: alguns compostos sdo capazes de inibir a respiracdo radicular,
mas, os fenodis podem aumentar a capacidade de assimilacdo de oxigé€nio. As lactonas
sdo capazes de acelerar a respiragao de espécies, como o trigo. Terpenos volateis de
Salvia sp. impedem o processo de respiracdo nos mitocondrios da aveia e

abobora.(Carmo,2007)
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P Sintese de proteinas: os acidos ferulicos e cumarinas podem impedir a
incorporacdo de carbono nas proteinas da semente e embrides de rosas e as quinonas nas
das algas. Fator que altera o crescimento dos tecidos das plantas.(Ducca,2008)

P Permeabilidade da parede celular: a permeabilidade idnica da membrana
citoplasmatica pode ser alterada por compostos alelopaticos, o acido salicilico provoca
perdas de K™ do plasmalema e do tonoplasto, acidos fendlicos provocam perdas de K
dos tecidos das raizes das plantas. Extratos das folhas de Tilia cordata e Albizzia
Jjulibrissin reduzem a atividade bioelétrica nas plantulas de trigo. (Carmo,2007)

P Atividade enzimatica: aleloquimicos como os acidos clorogénico e cafeico
impedem a fosforilase na batata, e taninos podem impedir a peroxidase, catalase,
celulase, amilase e diversas outras enzimas em demais plantas. (Einhellig, 1995)

A alelopatia pode ser usada como uma forma de agdo herbicida devido a
atividade alelopatica e toxidade de determinados compostos a plantas e
microorganismos. (Einhellig, 1995)

Reigoza et. al. (1999), segundo Blum,1998/Rice,1984, relata que os

microorganismos do solo também podem ser afetados por aleloquimicos.

2.7 HERBICIDAS SINTETICOS

Os herbicidas sdo produtos quimicos capazes de inibir ou interromper o
crescimento e desenvolvimento das espécies sensiveis a estes. Para que um herbicida
seja eficaz deve apresentar os seguintes requisitos: A) entrar em contato com o mal que
se deseja controlar; B) ser absorvido pela espécie que se deseja controlar; C) desprezar o
sitio de agao da espécie sem ser desativado; C) acumular-se em niveis suficientemente
toxicos nos sitios de agao. (Kogan,2003)

De acordo Ferreira (2009) a atividade bioldgica dos herbicidas ocorre de acordo
com sua absor¢ao, metabolismo e a sensibilidade da planta a este herbicida e, ou, a seus
metabolitos. Assim, fato de um herbicida atingir as folhas e, ou, ser aplicado no solo
ndo ¢ suficiente para que ele exerca a sua acdo. Ha necessidade de que ele penetre na

planta e atinja a organela onde ira atuar.
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Um mesmo herbicida pode influenciar varios processos metabdlicos na planta,
entretanto a primeira lesdo biofisica ou bioquimica que ele causa na planta é quem
caracterizada como o seu mecanismo de agdo. A seqiiéncia de todas as reagdes até a
acdo final do produto na planta caracteriza o seu modo de acdo. (Ferreira,2009)

E importante conhecer modo e mecanismo de agdo do herbicida em questio,
para pratica adequada de defesa. Sendo que, herbicidas com mesmo modo de acdo
possuem um mesmo tipo de movimento na planta e seus danos sdo similares.

Os mecanismos de ag¢do dos herbicidas referem-se ao sitio bioquimico em que
ele inibe diretamente. Muitos herbicidas ndo tém um sitio de ag¢do especifico e podem
sofrer processos metabdlicos ndo especificos. De modo geral quando diferentes sitios de
acdo sdo afetados pelo herbicida ocorre a morte da espécie sensivel. (Ferreira,2009)

Alguns herbicidas possuem sitio de ag¢do especifico, assim, a morte da espécie
ocorre bruscamente. (Kogan,2003)

Os herbicidas podem ser classificados como:

» Reguladores de crescimento: esse grupo de herbicidas apresenta derivados do
clorofenoxi: acéticos, propionicos e butiricos, assim como derivados do acido benzdico,
derivados do acido picolinico, derivados do acido quinolin-carboxilico e compostos
auxinicos, ao serem absorvidos agem acumulando-se em regides de crescimento ativo
como 6rgdos em crescimento e meristemas. (Kogan,2003)

A seguir encontram-se algumas estruturas de compostos reguladores de

crescimento:
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Quadro 2 : Herbicidas reguladores de crescimento

Derivados clorofenoxidos 1

R
)\COOH

(6]
R3
R
Cl

Derivados do 4cido benzdico FOOH
Cl
Ox__OH @[
cl NH,

acido 3-amino-2,5-

COOH
acido benzoico c OCHs
diclorobenzodico cl

Dicamba

COOH

cl i :OCH3

cl cl

Tricamba

Ci
=

Derivados do acido picolinico (piridinas) m
N

HOOC N Cl

Cloropiralidina
2 | HoN
N OH ¢]] cl
O acido picolinico HoOG N N
Picloram

Derivados do acido quinolino-

N AN Cl
|
Cl | N/ CI/@

1 . o COOH
carboxilico COOH acido quinolino-
carboxilico Quinclorac

Fonte: Adaptado (Kogan,2003)

De acordo com Ferreira (Embrapa,2009) esses compostos sao classificados
como herbicidas auxinicos ou mimetizadores de auxina, esses produtos afetam o
metabolismo de acidos nucléicos e os aspectos metabolicos da plasticidade da parede

celular.
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De acordo com Ferreira (Embrapa,2009) a seletividade depende do arranjo do
tecido vascular, sensibilidade da planta e estagio de desenvolvimento. Sendo que tais
compostos sdo freqiientemente usados em culturas de arroz, trigo e milho.

P Inibidores da biossintese de lipidios: tais compostos promovem a inibi¢do da
ACCase, aumentando a permeabilidade de membrana, redugdo no crescimento e
alteracdes estruturais. (Ferreira,2009)

A seguir encontram-se estruturas destes grupos:

Quadro 3 : Herbicidas inibidores de biossintese

Tiocarbamatos H7C3 /O
/N—‘<
H,Cs s—R
Cloracetamidas . (Ra
1
N
" COCH,CI
R,
Ariloxi-fenoxipropionatos o R4
H5C
COOR;
Ciclohexanodionas R1 @
N
R, Z OR,
OH Ry

Fonte: Adaptado mecanismos de agdo dos herbicidas (Kogan,2003)

P Inibidores da biossintese de aminoacidos: conhece-se que a maioria das
enzimas sdo codificadas no ntcleo, sintetizadas no citoplasma e transferidas ao
cloroplasto onde utilizam os esqueletos de carbono originas pela fotossintese na sintese

de aminodcidos, sendo que a maioria destes sdo intermedidrios da glicose no ciclo de
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Krebs. Determinado grupo de herbicidas sdo capazes de inibir tal funcdo através de
enzimas especificas. (Kruse,2006)

Algumas estruturas desses compostos sdo encontradas a seguir:

Quadro 4 : Herbicidas inibidores de aminoacidos

Triazolpirimidinas %

Pirimidiniltiobenzoatos o

Piritiobac-sddio

Fonte: Adaptado mecanismos de a¢do dos herbicidas (Kogan,2003)

P Inibidores de fotossintese: as triazinas, uréias substituidas, uracilos, amidas,
fenilcarbamatos, benzotiadiazinomas, benzonitrilos, piridazinonas e fenilpiridazinonas,
sdo grupos que inibem a fotossintese nas plantas, processo importante através do qual as
espécies convertem energia solar em energia quimica, que ¢ utilizada na reducdo de
didxido de carbono a carboidratos. (Kogan,2003)

A seguir encontram-se algumas dessas estruturas:
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Quadro 5: Herbicidas inibidores de fotossintese

C

Triazinas )\
=z

N N

CoHs J\\ /‘k C,H
~ CaHs
NH N7 N\

Simazina

Uréias substituidas TH3

NQCON
CHs

C

Diuron

Triazinonas 0

Uracilos O\ 0
N
PN I>

Lenacil

NHCOC,Hs

Amidas Cj@(
C

Propanil

Fenilcarbamatos NHCOO\©/NHCOOCH 3

Femedifan

. OH
Benzonitrilas
Br Br
CN

Bromoxinil

— =

Benzotiadiazinonas N
S0,

Lk
C3Hy

(o]

Bentazona

Fonte: Adaptado mecanismos de agdo dos herbicidas (Kogan,2003)

P Inibidores de biossintese de pigmentos: varios grupos de herbicidas atuam
como inibidores da biossintese de carotendides sdo eles: piridazinonas,

piridinacarboxamidas, isoxazolidinas, pirrolidonas, triazole e tricetonas. Tais compostos
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caracterizam-se por inibir a sintese de carotenoides e ao fazerem tal processo os radicais
livres agem como fatores que iniciam a peroxidagao de lipidios. As espécies que
recebem tais compostos perdem a colorag@o e tém por conseqiiéncia, fotossintese

afetada. (Kogan,2003)Algumas estruturas desses compostos sao encontradas a seguir:

Quadro 6 : Herbicidas inibidores da biossintese de pigmentos

NH 5
NZ SCH,
FsC rL |
cl '/“
o) o
Cl

Norflurazona Clomazona
(0]
o S—
I
(0]
0O O N=o0
/
(0]
Mesotriona

Fonte: Adaptado mecanismos de a¢do dos herbicidas (Kogan,2003)

» Inibidores do arranjo dos microtubulos pertencem ao grupo das dinitroanilinas
(trifluralina, pendimetalina e orizalina): esses compostos interferem na sintese do DNA
e na seqiiéncia mitotica. (Machado,2006)

Algumas estruturas destes encontram-se a seguir:

Quadro 7: Herbicidas disruptores mitdticos

N
ON NG, O,N NO, O,N NO,
o=?=o NH,
FaC NH, CF,
Trifluralina Pendimetalina Orizalina Prodiamina

Fonte: Mecanismos de agdo dos herbicidas (Kogan,2003)

» Herbicidas inibidores da protox (enzima protoporfirinogénio oxidase): sdo

eles: acifluorfeno, fomesafen, lactofen, oxifluorfeno, flumiclorac, flumioxazina,
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oxadiazona, sulfentrazona, azafenidina, entre outros. Com a inibi¢do da protox, a
protoporfirina IX se acumula rapidamente em células de plantas tratadas, causando
descontrole na rota metabdlica de sua sintese. A conseqiiéncia do descontrole & o
aumento rapido do protoporfirinogénio IX, a sua saida para o citoplasma na forma
protoporfirina IX, que, na presenca de luz e oxigénio, produz a forma reativa do
oxigénio, com conseqiiente peroxida¢do dos lipidios da membrana celular.
(Kilinc,2009)

As estruturas de alguns compostos responsaveis por essa inibicdo sdo

encontradas a seguir:

Quadro 8: Herbicidas inibidores da protox

()

N N —N F
S
N= @)
S
Ty .
cl o] HOOC
Oxadiazona Flutiacet

Fonte: Mecanismos de agio dos herbicidas (Kogan,2003)

2.8 HERBICIDAS SINTETICOS E MEIO AMBIENTE

Os agrotoxicos representam os produtos quimicos mais amplamente encontrados
em corpos hidricos superficiais e subterraneos do mundo todo, em fun¢ao do amplo uso
em areas agricolas e urbanas. Eles compreendem uma variedade de moléculas com
distintas propriedades que lhes conferem diferentes graus de persisténcia ambiental,
mobilidade e potenciais toxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico ou algum
efeito endocrino a diversos organismos ndo-alvos, inclusive o ser humano.

(Armas,2007)
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Segundo Miranda (2007), os gastos mundiais com agrotoxicos, entre 1983 e
1997, aumentou de 20 para 34 bilhdes de dolares por ano e produzem, a cada ano,
segundo a OMS, entre trés a cinco milhdes de pessoas contaminadas. No Brasil, a
incorporacdo de tecnologias baseadas no uso intensivo de produtos quimicos ¢ feita sem
a implementacdo de politicas claramente definidas relacionadas a comercializagdo,
transporte, armazenagem, utilizagdo, normas de seguranga e conhecimentos dos riscos
associados. Assim, nestes paises, que sao responsaveis por 20% do consumo mundial de
agrotoxicos, estdo 70% dos casos de intoxicagdo por estes produtos.

Os mercados importadores realizam o controle e a fiscalizagdo permanente de
toda a cadeia produtiva no pais exportador, através de programas e legislagdes
especificas. A Comunidade Européia tem sido rigorosa em requisitos de qualidade e
sustentabilidade, enfatizando a prote¢do do meio ambiente, a seguranga alimentar, as
condigdes de trabalho, saide humana e viabilidade economica. (Rozwalka,2008)

Os danos ao meio ambiente, saude do homem e exigéncias do mercado,
tornaram necessario a busca por novas técnicas no controle de pragas, o uso de extratos

vegetais tornaram-se uma alternativa para esse controle.

2.9 BIOERBICIDAS

Herbicidas sintéticos t€ém causado resisténcia em culturas e danos na populagao e
meio ambiente, assim, tornou-se necessario a busca por herbicidas alternativos mais
seletivos e menos prejudiciais ao homem e ao meio. (Vyvyan,2001)

As interacOes alelopaticas podem ajudar a solucionar tais problemas, pois,
algumas plantas possuem seu proprio mecanismo de defesa e os aleloquimicos podem
ser considerados herbicidas naturais.

Segundo Bastida (2008), espécies que inibem ou mesmo estimulam a
germinagao € o crescimento de outras espécies, t€ém valor significativo na agricultura na
busca de herbicidas seletivos, produzindo menor impacto ambiental e residuos inécuos
ao homem.

H4 uma grande diversidade de produtos encontrados com tal potencial, e
desenvolvimento de herbicidas, onde se encontram o0s terpenos, cumarinas,

benzoquinonas e alcaloides.
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Corréa (2008), relata a inibi¢do da germinagdo e crescimento de Lactuca sativa
(alface) por extratos aquosos de Psychotria leiocarpa (grandiiva-de-anta), uma planta
encontrada nas florestas do sul do Brasil, onde detectou-se a presenca de alcaloides e

compostos fenolicos.

Quadro 9 : Estruturas dos metabdélitos secundarios com propriedades fitotéxicas

Triterpeno Sesquiterpeno
TERPENOS
I
0L, 0, X0
0”0 HO 0”0 O 0" o
Cumarina Escopoletina Psoraleno
CUMARINAS
OH
OH
~o TN N
o
Sorgoleona
Ho—(_)—on
Hidroquinona
BENZOQUINONAS
é O.__OH
OH
TIX Y% g
N= =0
OH , NHJJ\/U\OH
DIMBOA Acido malonamico
ACIDOS

Fonte: Bastida,2008
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Herbicidas e agroquimicos naturais sdo de interesse para a agricultura, pois, sdo
em sua maioria soliveis em agua, sendo de facil dispersdo no ambiente. (Bastida,2008)
A seguir encontram-se as estruturas desses compostos que estio sendo

explorados como herbicidas comerciais:

Quadro 10 : Compostos obtidos de plantas explorados como herbicidas comerciais

f
o :
\F;/ (0] OH
/ (0]
Ho NH _COOH Cl Ol
NHY T
NH, o Cl 0
Bialafos Dicamba Artemisinina
(0] OH
Cl
cl NH,
Clorambeno

Fonte: Bastida,2008

Cinmetilina tem sido aplicada no controle herbicida em curtos periodos de
tempo, Bhowmik P. (1988), citado por Bastida (2008). Bialafos ¢ comercializado no
Japao com o nome Herbace segundo Klink J. et. a/ (1999), citado por Batida (2008). O
Leptospermone, um derivado do 6leo essencial de Leptospermum scoparium, origina a
mesotriona, um herbicida com o nome comercial Callisto, tem sido usado no controle de
plantas daninhas resistentes a antrazina. A sulcortiona comercializada pela Bayer
CopScience na Europa, com o nome Mikado ¢ usada como herbicida pds emergente em
uma variedade de plantas daninhas. (Bastida,2008)

A atuagdo de aleloquimicos como herbicidas e agroquimicos tem explicagdo no
fato de tais compostos afetarem fun¢des como:

P Inibicdo de fotossistema II: fitotoxinas presentes em cianobactérias tem sido
esponsaveis pela inibicdo do fotossistema II em diversas espécies. (Duke &
Abbas,1995),( Hernadez-terrones, 2003)

» Assimilacdo de nutrientes: os acidos fendlicos sdo comumente relacionados a

absor¢ao de macro ¢ micronutrientes em diversas espécies. (Rector,2008)
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» Divisao celular: Dicanthium annulatum stapf., Cenchrus pennisetiformis
Hochest e Sorghum halepense Pers.,possuem atividade fitotoxica, devido a presenca de
aleloquimicos, tais espécies vizinhas a Parthenium hysterophorus L, reduziram sua
germinagdo, pois afetaram sua divisdo celular.(Javaid,2006)

P Crescimento: varias substancias alelopaticas afetam hormoénios responsaveis
pelo crescimento, como acido giberélico e o acido indolacético, os taninos inibem a
acdo das giberelinas nas plantulas de ervilha e a cumarina, 4cido cinanmico e compostos
fenodlicos também possuem essa agdo em outras espécies.(Corréa,2008) O composto
Benzoxazolin-2(3H)-ona ¢ uma fitotoxina encontrada em algumas espécies, ao qual
atribui-se a inibicdo do crescimento de outras espécies como a Lactuca
sativa.(Moreiras,2008)

P Fotossintese: pesquisas t€ém mostrado que compostos alelopaticos, podem
afetar o transporte de elétrons (Hernandez-Terrones, 2007) e a fosforilagdo nos
cloroplastos de maneira semelhante aos herbicidas inibidores de fotossintese. Acidos
fenolicos, polifendis e flavondides, possuem essa acdo. (Enhellig,1993) Sukenik et
al.(2002), citado por Prince (2008) relata que compostos encontrados em cianobactérias
Micro-systis sp., inibem a anidrase carbdnica, afetando a fotossintese.

P Respiracdo: Flavonodides alteram a producdo de ATP no mitocondrio de
diversas plantas, afetando o mecanismo de fosforilagdo. Alguns compostos fenolicos
inibem o desenvolvimento do hipocoétilo e o metabolismo do feijado-mungo (Vigna
radiata). Terpenos volateis de Salvia sp. inibem o0 processo respiratorio nos
mitocondrios da aveia e abobora. (Almeida, 1988)

P Sintese de proteinas: acidos fertlicos e cumarinas impedem a incorporacao de
carbono nas proteinas da semente e embrides de rosas e a as quinonas nas das algas. Tal
diminui¢do na sintese de proteinas reflete no crescimento de tecidos dessas plantas.
(Almeida,1988)

» Permeabilidade da parede celular: o acido salicilico provoca perdas
consideraveis de K do plasmalema e do tonoplasto das céluas e compostos fendlicos
aumentam a permeabilidade das membranas neuronais aos ions. (Ding,2007)

P Atividade enzimatica: alguns aleloquimicos como acido clorogénico e o acido
cafeico impedem a fosforilase na batata e alguns taninos podem impedir a agdo da
peroxidase, da catalase, da celulase, da amilase e diversas outras enzimas. (Almeida,
1988) Zingiber officinale Roscoe, uma espécie aromatica encontrada no sul da Asia,

inibiu a germinagdo e crescimento de Glycine max L. Merr. e Allium schoenoprasum L.
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através reducdo da atividade da lipase, no experimento foram usadas folhas e raizes da
espécie Zingiber officinale Rosc., o processo foi eficiente em concentragdo 80 g/L.
(Han,2008)

Dias (2006) relata que a pesquisa de metabolitos secunddrios como fonte de
bioherbicidas além de eventuais vantagens ambientais, tem como principal atractivo a
possibilidade de aumentar o numero ainda relativamente reduzido de locais de acgdo de
herbicidas.

Diversos estudos tém mostrado eficiéncia na aplicagdo de extratos e inibicao ou
mesmo reducdo na velocidade de germinagdo de espécies.

Ferreira (2007) constatou a reducdo na velocidade de germinacdo de picdo-preto
pela aplicacdo de extrato etanolico de Eucalyptus citiodora.

Carmo (2007), observou diminui¢ao do crescimento do sistema radicular em
sorgo quando submetido aos extratos de canela-sassafras.

Extratos de H. myrianthun e H. polyanthemum inibiram a germinacdo € o
crescimento de Lactuca sativa (alface), o que aconteceu pela presenca de compostos
fenolicos.(Fritz,2007)

A seguir encontram-se algumas fitotoxinas encontradas em plantas usadas como

herbicidas naturais:

Quadro 11: Algumas fitotoxinas derivadas de plantas usadas como herbicidas

naturais

Hipericina

HO O Ji)
0

Acido benzdico Cineol Cinmetilina

Fonte:Duke & Abbas,1995
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Percebe-se que a acdo dos compostos alelopaticos ¢ semelhante & agdo dos
herbicidas convencionais, no entanto, sua relagdo com o meio e saide do homem podem
ser menos prejudiciais, assim, eles representam uma nova forma de controle e seu

estudo pode levar ao desenvolvimento de herbicidas eficientes e seletivos.

2.10 ORIGANUM MAJORANA L.

Figura 12: Origanum majorana L.

No municipio de Patrocinio-MG, Origanum majorana L. é conhecida como
catinga de mulata.

A populacdo do municipio de Patrocinio-MG, relata a utilizagdo de O. majorana
como perfume, principalmente por pessoas negras. Na época as mulheres sem condi¢des
de adquirir perfumes, apertavam as folhas de O. majorana e passavam sobre o corpo, ao
sairem para namorar. Sua fragrancia intensa e duradoura ¢ muito admirada. Ainda ¢
comum entre algumas pessoas idosas da regido a utilizagdo de galhos de O. majorana
atras da orelha, devido ao seu intenso perfume.

O. majorana também ¢ usada pela populacdo do municipio de Patrocinio-MG na
fabricacdo de sabdes caseiros. Onde diversas partes da planta sdo adicionadas durante o
preparo do sabdo, para que 0 mesmo apresente seu aroma caracteristico.

Tal populagdo relata ainda, que vasos contendo O. majorana colocados em

lugares estratégicos podem ser usados como repelente de mosquitos.
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O. majorana ¢ uma planta que segundo Correa (1984) possui as seguintes
sinonimias: Majorana crassa Moench, M. fragans Rafin., M. hortensis Moench.,
M.ovatifolia Stokes., M. tenifolia S.F. Gray e M. vulgaris S.F. Gray. O. majorana
pertence & familia das lamiaceae. E uma herbicea de 35 cm; caule quadrangular,
avermelhado piloso, folhas opostas, ovais, brancacentas; flores branco-esverdeadas,
pequenas, bracteadas, sementes oblongas, muito finas, castanho-escuras ou quase
vermelhas. E uma planta ruderal muito difundida pelo mundo. Toda a planta é
considerada medicinal, seus banhos possuem poder excitante e internamente ¢
sudorifera e estomaquica. Seu oleo essencial ¢ usado na perfumaria e entrava na
composicao do “ungiliento-manjerona”, hoje obsoleto, mas entra ainda na composicao
dos licores e do vulnerario dos farmacéuticos. Sua esséncia ¢ amarelada ou ligeiramente
esverdeada. O rendimento em esséncia varia muito com a época da colheita, mas, ndo
excede 600 gramas por 100 quilos de plantas secas.

Ja Matos (1997) relata que a O. majorana, também pode ser usada em infusdo
como carminativo ¢ estimulante. Além de repelente de larvas na miiase nasal ¢ do
ouvido.

Segundo a coletdnea “Plantas que curam” (1996), apesar de quase ndo utilizada
na culindria atualmente, foi apreciada em receitas dos séculos dezesseis e dezessete. Os
antigos gregos e romanos a consideravam simbolo da imortalidade. E na idade média
era espalhada por locais publicos, pois, acreditava-se que ela afastava moscas.

Num estudo realizado em Cuba por Govin e colaboradores (2005), foram
encontrados no teste fitoquimico de O. majorana os seguintes componentes quimicos:
aminas, taninos, fenois, esterdides e triterpenos, flavonoides, aglicares, quinonas no doleo
essencial. Esse estudo tinha como objetivo verificar suas propriedades terapéuticas. O
autor relata também o uso de O. majorana na industria alimenticia, como condimento.

Oliveira (2009), descreve o uso de O. majorana como bactericida no controle de
Staphylococcus aureus BHO1, S. aureus BH02, S.aureus BHO3, S. coagulase negative
BHO8, S.coagulase negative BHO09, Enterobacter BHI15,Proteus spp. BHI16,
Acinetobacter spp. BH17 e Klebsiella spp., bactérias isoladas de pacientes com
conjuntivite. Oliveira (2009) atribui a propriedade bactericida de O. majorana aos
seguintes compostos: Mirceno, y-terpineno, a-terpineno, p-cimeno, borneol, timol,
carvacrol, B-cariofileno, limoneno, a-pineno, B-pineno, linalol e sabineno, encontrados

em seu Oleo essencial.
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Segundo Diniz (2005), O. majorana ¢ conhecida como manjerona e possui

propriedades fungicidas, pois, foi inibitoria no crescimento do fungo Sclerotinia minor.

Diniz (2005) atribuiu tal efeito a presenga significativa dos seguintes compostos,

encontrados em seu oleo essencial: timol, carvacrol, mentol, anetol, estragol, ¢ metil-

chavicol (estragol),citados por Passino et. a/ (1999)

A seguir encontram-se as estruturas dos compostos encontrados no oOleo

essencial de O. majorana:

Quadrol12: Compostos presentes no 6leo essencial de O. majorana.

o)
)\/ﬁ(\ OH |
Mirceno Timol Estragol
OH
OH
Carvacrol Mentol
Sabineno y-terpineno o -pineno
\ 5 LOH
Limoneno Borneol
X
~o
p-cimeno Anetol B-pineno
OH
|
Linalol a-terpineno B-cariofileno
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No guia rural “Ervas e Temperos” (1991), O. majorana é citada como tempero
para ervas e peixes. O autor também relata sua importancia para os gregos, ja que era
uma planta tida como simbolo da felicidade e no romance “Anos de cdo” de Gunther
Grass, ¢ citado o cultivo de O. majorana por possuir propriedades magicas.

Uma exsicata de O. majorana foi preparada e encaminhada para identificagdo
definitiva, a taxonomia da planta foi realizada pela botanica Rosangela de Oliveira

Araujo no Unicerp- Centro Universitario de Patrocinio-MG.

3.0BJETIVOS

Desta forma, considerando que os produtos naturais oferecem novas
oportunidades para o desenvolvimento de métodos seguros de reducdo de custos de
producao de alimentos e preservagdo ambiental no controle de plantas daninhas, na
obtencdo de herbicidas de aplicagdo direta, ou usados como modelos de novos
herbicidas comerciais, os objetivos de presente trabalho sdo os seguintes:

1. Dar continuidade a avaliacdo fitotoxica preliminar dos extratos de caule, folhas e

raiz de O. majorana.

1. Testar os metabolitos secundarios ativos através de bioensaios de germinacdo,
desenvolvimento de raiz e caule, tendo como alvo Panicum maximum.

2. Identificar as classes dos compostos ativos por meio de prospeccao fitoquimica.

3. Identificar os compostos volateis por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas, tendo como solvente diclorometano.

4. METODOLOGIA

Partes aéreas e raizes de O. majorana foram coletadas no municipio de
Patrocinio-MG, apds lavagem as por¢des foram secas em estufa a 45°C. O material seco
foi triturado e peneirado (malha de 0,5 mm aproximadamente) até obtencdo de um po

homogéneo e os extratos preparados imediatamente.
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4.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS:

Na obten¢do dos extratos foram usadas as porgdes secas da folha, do caule e da
raiz de O. majorana, e posteriormente imersas em diclorometano. Apds agitacdo
aleatoria durante sete dias, a mistura foi filtrada em funil de placa porosa e os filtrados
obtidos foram concentrados por destilagio a pressdo reduzida, com auxilio de

evaporador rotatorio.

Tabela 1: Obtencao dos extratos de O. majorana em diclorometano.

Parte de O. Quantidade em Volume de
majorana gramas diclorometano em
mL
Raiz 2,23 100,0
Folha 10,24 400,0
Caule 25,70 800,0

4.2 PREPARO DAS SOLUCOES

Deste extrato foram preparadas solucdes aquosas de concentragdes: 50, 100 e
200 ppm. Estas solugdes foram utilizadas para ensaios de germina¢do em caixas gerbox

(dimensodes 11 x 11 cm).

4.3 GERMINACAO

Anteriormente a realizagdo dos testes de germinagdo, foi realizada a quebra de
dorméncia das sementes pré-selecionadas, esterilizadas durante 2 minutos com
hipoclorito de s6dio, em uma solucdo de 10 % e posteriormente lavadas.

Nos ensaios para a verificagdo do potencial fitotoxico, foram utilizadas, por

triplicata, concentragées de 0 (controle), 50, 100, ¢ 200 ppm dos extratos, em H,O
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bidestilada e deionizada usando caixas gerbox com papel de filtro, previamente
esterilizadas. Cada parcela experimental foi constituida de 20 sementes.
As placas foram transferidas para um germinador onde permaneceram por sete

dias, a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 10 horas.

4.4 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com trés
repeti¢des. Foi aplicado um teste de anova para avaliar a homogeneidade das réplicas
para cada concentrag¢do incluindo o branco para os extratos. Realizou-se também teste
de anova para avaliar se existe diferenca estatisticamente significativa no efeito dos
extratos no crescimento da parte aérea e raiz. Em todos os conjuntos de dados

aplicaram-se os testes Chauvenet, Dixon e Grubbs para verificacdo de outliers.

4.5 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Descricao dos testes realizados na prospeccao fitoquimica dos caules, folhas e

raizes de O.majorana.(Wagner,1984)

Flavondides

Para identifica¢do de flavonoides presentes, 1g de O.majorana foi extraido por
aquecimento em banho-maria durante 15 minutos com 5,0 ml de MeOH. O filtrado
obtido foi entdo analisado por ccd.

Aplicou-se os filtrados em placas de silica gel, procedendo-se a eluigdo com
AcOEt/ 4cido férmico/ AcOH / 4gua (100,0 mL:11,0 mL:11,0 mL:26,0 mL),
misturando-se primeiro AcOEt / acido foérmico / AcOH (a 4gua foi adicionada em
seguida, devagar € com agitagao vigorosa).

Segundo Wagner, 1984, a revelag@o sob luz UV ;54 nm, os flavonodides aparecem
como manchas azuis escuras em fundo amarelo e, sob luz UV 345 nm, dependendo do

tipo de estrutura do flavonoide, apresentam fluorescéncias amarelas, azuis ou verdes.
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Em solucdo etandlica de AICl; 5% os flavonodides aparecem como manchas de

fluorescéncia amarela e/ou esverdeada.

Alcaloides

Na identificag@o de alcaldides presentes, 1g de O.majorana foi misturado com 1
ml de solugdo de NH4OH 10% e, entdo, extraido por 15 min. a 60°C com 5,0 ml de
MeOH. O filtrado foi entdo usado para ccd, aplicado em placas de silica gel, eluidas
com tolueno/ AcOEY/ dietilamina (70,0 mL: 20,0mL: 10,0 mL).

Segundo Wagner (1984), muitos alcaloides mostram fluorescéncia sob luz UV,s4
nm e sob luz UVses nm, alguns apresentando fluorescéncia azul e/ou amarela. Em

solucdo de Dragendorff apresentam manchas alaranjadas-marrom.

Cumarinas

Para detectar a presenca de cumarinas, 1g de O.majorana foi extraido sob
aquecimento e refluxo, por 15 min., com 10,0 mL de CH,Cl,. O filtrado foi entdo
evaporado até a secura e o residuo dissolvido em 1,0 mL de tolueno. A solugdo obtida
foi aplicada em placas de silica gel com:
1°) tolueno: éter(1:1) saturado com AcOH 10% aq.

Obs: a mistura (50,0 mL + 50,0 mL) dos solventes foi colocada com 50,0 mL AcOH
10% em um funil de separacdo e posteriormente decantada.
2°) AcOEt(para confirmagao)

De acordo com Wagner (1984), revelando-se sob luz UVjys4 nm todas as
cumarinas mostram fluorescéncia distinta. Sob luz UV3¢s nm todas as cumarinas
simples mostram fluorescéncia intensa azul/verde. Em presenca de KOH 5% em etanol,

intensa fluorescéncia azul/marrom sol luz UV3¢5 nm.

Saponinas
Para detectar presenca de saponinas, lg de O.majorana foi extraido

separadamente por aquecimento em banho-maria, por 15 min. Com 5,0 mL de MeOH.

O filtrado foi reduzido até 1,0 mL e misturados com 0,5 mL de H,O e, entdo, extraido
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com 3,0 mL de butanol. A fase butanoélica obtida foi, entdo, aplicada em placas de silica

gel 60, utilizando como eluentes: CHCI;/MeOH/H,0 (64,0 mL:50,0 mL:10,0 mL).
Revelando-se com solucdo de vanilina em etanol 10%, saponinas mostram o

aparecimento de manchas azuis, violetas azuis e algumas vezes amarelas no visivel

(Wagner,1984).

Polifenois e taninos

Utilizando-se de 1 g de O.majorana foi extraido por aquecimento em banho-
maria, por 15 min., com 5,0 mL de MeOH. O filtrado obtido foi aplicado em placas de
silica gel 60, eluindo-se com hexano/ AcOEt (1:1), tolueno/ butanol/ AcOH/ H,O (50,0
mL: 25,0 mL: 25,0 mL: 5,0 mL).

A revelagdo foi efetuada com solucdo etandlica de cloreto férrico a 2% (Wagner,1984).
Polifendis: apresentam manchas de coloracdo diversas (castanho-avermelhads, violetas,
verdes, azuis).

Taninos: as manchas apresentam coloragdo negra-azulada ou esverdeada.

Agliconas antraquindnicas

Ap6s extracdo de 1g de O.majorana, por aquecimento em banho-maria, durante
15 min., com 5,0 mL de MeOH, o extrato foi aplicado em placas de silica gel,
procedendo-se a eluicao com AcOEt/ MeOH/ H,O (100,0 mL: 17,0 mL: 13,0 mL).

A revelagdo sob luz UV,s4 nm, todos os derivados de antraquinonas mostram
fluorescéncia, enquanto que, sob luz UVies nm, todos os derivados dao fluorescéncia
amarelo/ vermelho/ marrom.

ApoOs tratamento com reagente de Borntrager (KOH etandlico 10%) aparecem
manchas vermelhas no visivel e fluorescéncia vermelha sob luz UVsgs nm, de
antraquinonas ou manchas amarelas no visivel e fluorescéncia amarela sob Iuz UVsgs

nm, de antronas e antranois (Wagner, 1984).

Triterpenos/ esterdides

Para se evidenciar a presenca de esterdides e triterpenos, 2g de O.majorana

foram extraidos com 20,0 ml de CHCl3/ AcOH (99,0 mL;1,0 mL) em banho-maria por
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15 minutos. Os filtrados obtidos foram aplicados em placas de silica gel 60 usando
como eluentes: hexano/ AcOEt (1:1). No caso de reagdo positiva observa-se uma

sucessao de cores, de réseo ao azul e verde.

Revelador: Lieberman-Burchard (Wagner, 1984).

4.6 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS(CG/EM)

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi feita num
aparelho da marca Shimadzu, modelo GC17A/QP5000. Foi usada uma coluna capilar
DB-5 de 30 m, 0,25 mm de d.i. e 0,25 pm de filme. O programa de temperatura foi de
60-240 °C (3 °C min-1), 240 °C (20 min). A energia de impacto foi de 70 eV e foram
captados os fragmentos de 40 a 650 u. Um pL de amostra, dissolvido em diclorometano,
foi injetado. A identificacdo dos compostos foi feita por meio das bibliotecas de

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

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram realizados testes de germinacdo, bem como prospec¢ao fitoquimica para
identificacdo de algumas classes relevantes quanto ao efeito alelopatico e espectrometria

da raiz, do caule e da folha de O.majorana.

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Na obtengao dos extratos foram usadas por¢des de O.majorana, secas em estufa

a 45°, A tabela a seguir mostra os resultados obtidos.
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Tabela 2: Rendimento dos extratos da raiz, do caule e da folha de O.majorana

Parte de Quantidade de Quantidade de Rendimento do
O.majorana O.majorana (g) diclorometano extrato obtido
(mL)
Raiz 2,23 100,0 10,76%
Folha 10,24 400,0 6,54%
Caule 25,70 800,0 7,31%

5.2 GERMINACAO

Parte da Planta Estudada — Raiz

A Figura 13 mostra o resultado obtido na germinacdo de Panicum maximum,
com aplicacdo dos extratos da raiz de O. majorana, nas concentragdes: 50,100 e 200
ppm, realizados em triplicata.

Quando a concentragdo variou de 50 para 100ppm, houve um aumento de
aproximadamente 65% na inibi¢do da parte aérea de Panicum maximum. De 100 para
200 ppm a taxa de aumento da inibi¢ao da parte aérea foi de aproximadamente 12%.

De acordo com o resultado obtido (figura 13), a raiz foi a parte mais afetada de
Panicum maximum, quando a concentracdo variou de 50 para 100 ppm a taxa de
inibicao foi de aproximadamente 32%. E de 100 para 200 ppm a taxa de inibi¢ao foi de
aproximadamente 11%.

A germinagdo da planta ao passar da concentragdo de 50 para 100 ppm

aumentou 10 vezes, chegando a 100% de inibicdo em 200 ppm.
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Figura 13: Porcentagem de inibicdo de Panicum maximum em ensaio de germinacdo da raiz de

O.majorana.

A Tabela 3, mostra o desvio padrdo e a média em cm, dos resultados obtidos no
ensaio de germinacdo realizado em triplicata, ao medir a parte aérea de Panicum

maximum, usando os respectivos extratos da raiz de O. majorana e os resultados obtidos

ao medir o controle, onde ndo foram aplicados extratos.

Tabela 3: Desvio padrio e média dos resultados obtidos na inibicao da parte aérea
de Panicum maximum pelos extratos da raiz de 0. majorana.

Amostra Desvio padrao (parte Média (parte aérea)
aérea) Panicum Panicum maximum(cm)
maximum(cm)
Extrato da raiz de O. 0,72 0,46
majorana a 50 ppm
Extrato da raiz de O. 0,35 0,19

majorana a 100 ppm

Extrato da raiz de O.
majorana a 200 ppm

Nao houve germinacao

Nao houve germinacao

Controle

1,03

0,94
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Na Tabela 4, o desvio padrao e a média em cm, dos resultados obtidos no ensaio
de germinacdo realizado em triplicata, ao medir a raiz de Panicum maximum, usando os
respectivos extratos da raiz de O. majorana e os resultados obtidos no controle, onde
ndo foram adicionados extratos.

Tabela 4: Desvio padriao e média dos resultados obtidos na inibicio da raiz de
Panicum maximum pelos extratos da raiz de O. majorana.

Amostra Desvio padrio (raiz) Média (raiz) Panicum
Panicum maximum(cm) maximum(cm)
Extrato da raiz de O. 0,92 0,63

majorana a 50 ppm

Extrato da raiz de O. 0,43 0,23
majorana a 100 ppm

Extrato da raiz de O. Nao houve germinacao Nao houve germinacao
majorana a 200 ppm

Controle 1,68 1,61

Parte da Planta Estudada — Caule

A Figura 14, mostra o resultado obtido no ensaio de germinagdo de Panicum
maximum com aplicagdo dos extratos do caule de O. majorana nas concentragdes:
50,100 e 200 ppm que foram realizados em triplicata.

Em 50 ppm a inibicdo da parte aérea de Panicum maximum foi de 45% e
aumentou para 79% em 100 ppm, apresentando um aumento de 76% na inibi¢do. Ao
aumentar a concentracdo de 100 para 200 ppm a inibi¢do da parte aérea de Panicum
maximum, aumentou em aproximadamente 27%.

Quanto a inibi¢cdo da raiz de Panicum maximum ao variar de 50 para 100 ppm a
taxa de inibicdo foi de 36% e quando a concentragdo dos extratos passou de 100 para

200 ppm a inibi¢cdo aumentou em aproximadamente 20%.
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A inibi¢do da germinagdo de Panicum maximum foi 3 vezes maior ao variar a
concentragdo de 50 para 100 ppm e ao passar de 100 para 200 ppm a concentracdo
aumenta 7 vezes.

Os extratos do caule de O. majorana, apresentaram resultados inferiores quando
comparados com os demais extratos, como era esperado, pois, ¢ nas folhas e raiz que se
concentram a maior parte dos metabolitos secundarios, no entanto, esses resultados

foram expressivos, pois, em 200 ppm a inibi¢do da germinacao atingiu 100%.

100%

90% -

80% -

70% A

60%

50% A

40%

% Inibicao

30% A
20%

10% 7

0% -

50 ppm 100 ppm 200 ppm

‘l Parte Aérea B Raiz B Germinag&o ‘

Figura 14: Porcentagem de inibicdo de Panicum maximum em ensaio de germinagdo do caule de

O.majorana.

A Tabela 5, mostra o desvio padrdo e a média em cm, dos resultados obtidos no
ensaio de germinacdo realizado em triplicata, ao medir a parte aérea de Panicum
maximum, usando os respectivos extratos do caule de O. majorana. Através da Tabela
3, € possivel observar que na concentracdo 200 ppm houve germinac¢do, contudo, na
maioria dos dados a mesma foi nula e assim, esses pontos onde ocorreu germinagdo sao

considerados outliers (tratamento estatistico em anexo).
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Tabela 5: Desvio padrao e média dos resultados obtidos na inibicido da parte aérea
de Panicum maximum pelos extratos do caule de O. majorana.

Amostra

Desvio padrao (parte
aérea) Panicum

Média (parte aérea)
Panicum maximum (cm)

maximum(cm)

Extrato do caule de O. 0,82 0,62
majorana a 50 ppm

Extrato do caule de O. 0,64 0,37
majorana a 100 ppm

Extrato do caule de O. 0,20 0,08
majorana a 200 ppm

Controle 1,03 0,94

A Tabela 6 mostra o desvio padrdo ¢ a média em cm, dos resultados obtidos no

ensaio de germinacdo realizado em triplicata, ao medir a raiz de Panicum maximum,

usando os respectivos extratos do caule de O. majorana. Através da tabela 4, ¢ possivel

observar que na concentracdo 200 ppm houve germinagdo, contudo, na maioria dos

dados obtidos, a mesma foi nula e assim, esses pontos onde ocorreu germinagao sdo

considerados outliers (tratamento estatistico em anexo I).

Tabela 6: Desvio padriao e média dos resultados obtidos na inibicdo da raiz de
Panicum maximum pelos extratos do caule de O.majorana.

Amostra

Desvio padrio (raiz)
Panicum maximum(cm)

Meédia (raiz) Panicum
maximum (cm)

Extrato do caule de O. 1,01 0,75
majorana a 50 ppm
Extrato do caule de O. 0,74 0,44
majorana a 100 ppm
Extrato do caule de O. 0,17 0,07
majorana a 200 ppm
Controle 1,68 1,61
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Parte da Planta Estudada — Folha

A Figura 15 mostra o resultado obtido no ensaio de germinacdo de Panicum
maximum com aplicacdo dos extratos das folhas de O. majorana nas
concentragdes: 50,100 e 200 ppm que foram realizados em triplicata.

De acordo com a Figura 10, percebe-se que o extrato de O. majorana,
apresentou as maiores inibigdes da raiz e parte aérea de Panicum maximum na menor
concentragdo (50 ppm), quando comparado com os demais extratos, 84% para a parte
aérea e 83% para a raiz.

A taxa de inibi¢do da parte aérea ¢ de 14% ao variar a concentracdo de 50 para
100 ppm, e de 4% quando a concentra¢do do extrato passa de 100 para 200 ppm.

A taxa de inibicdo da raiz de Panicum maximum, é de 18% quando a
concentragdo do extrato passa de 50 para 100 ppm e de 2%,quando a concentragdo
passa de 100 para 200 ppm.

A inibicdo da germinagdo de Panicum maximum, varia de 8% para 17% ao
aumentar a concentra¢do de 50 para 100 ppm, aumentando em 2x e cresce 6x ao passar

a concentragdo de 100 para 200 ppm, alcangando 100% de inibicao.
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Figura 15: Porcentagem de inibicdo de Panicum maximum em ensaio de germinagdo da folha de

O.majorana.
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A Tabela 7 mostra o desvio padrdo e a média em cm, dos resultados obtidos no

ensaio de germinacdo realizado em triplicata, ao medir a parte aérea de Panicum

maximum, usando os respectivos extratos das folhas de O. majorana e os resultados do

controle, onde ndo foram aplicados extratos.

Tabela 7: Desvio padrio e média dos resultados obtidos na inibicdo da parte aérea
de Panicum maximum pelos extratos das folhas de O. majorana.

Amostra Desvio padrao (parte Média (parte aérea)
aérea) Panicum Panicum maximum (cm)
maximum(cm)

Extrato da folha de O. 0,47 0,26
majorana a 50 ppm
Extrato da folha de O. 0,30 0,14

majorana a 100 ppm

Extrato da folha de O.

majorana a 200 ppm

Nao houve germinagao

Nao houve germinagao

Controle

1,03

0,94

A Tabela 8 mostra o desvio padrao e amédia em cm, dos resultados obtidos no

ensaio de germinacdo realizado em triplicata, ao medir a raiz de Panicum maximum,

usando os respectivos extratos das folhas de O. majorana e os resultados obtidos no

controle também em triplicata, onde ndo foram aplicados extratos.

Tabela 8: Desvio padriao e média dos resultados obtidos na inibicdo da raiz de
Panicum maximum pelos extratos das folhas de O. majorana.

Amostra

Desvio padrio (raiz)
Panicum maximum(cm)

Meédia (raiz) Panicum
maximum (cm)

Extrato da folha de O. 0,61 0,33
majorana a 50 ppm
Extrato da folha de O. 0,20 0,10

majorana a 100 ppm

Extrato da folha de O.

majorana a 200 ppm

Nao houve germinacao

Nao houve germinagao

Controle

1,68

1,61
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Na Tabela 9, encontram-se as médias, em porcentagem dos resultados

nos ensaios de germinagao.

Tabela 9: Porcentagens de inibicdo obtidas na germinacio

Parte Aérea
Raiz
Germinagéo

Parte Aérea
Raiz
Germinagéo

Parte Aérea
Raiz
Germinagéo

Controle
Médiaaérea
Médiaraiz
Médiagerminagéo

50 ppm
54%
68%
8%

50 ppm
45%
61%
3%

50 ppm
84%
83%
8%

0%
0%
0%

Parte da Planta - Raiz

100 ppm
Média aérea 100 ppm 89%
Média raiz 100 ppm 90%
M édia germinag&o 100 ppm 83%

Parte da Planta - Caule

100 ppm
Média aérea 100 ppm 79%
Média raiz 100 ppm 83%
M édia germinag&o 100 ppm 13%

Parte da Flanta - Folha

100 ppm
Média aérea 100 ppm 96%
Média raiz 100 ppm 98%
M édia germinag&o 100 ppm 17%

5.3 TESTES FITOQUIMICOS

Média aérea 200 ppm
Média raiz200 ppm
Média germinagdo 200 ppm

Média aérea 200 ppm
Média raiz200 ppm
Média germinagio 200 ppm

Média aérea 200 ppm
Média raiz200 ppm
Média germinagdo 200 ppm

obtidos

200 ppm
100%
100%
100%

200 ppm
100%
100%
100%

200 ppm
100%
100%
100%

A Tabela 10, mostra os resultados obtidos na prospeccdo fitoquimica da folha,

do caule e da raiz de O. majorana:
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Tabela 10: Testes de prospeccio fitoquimica na folha, no caule e na raiz de O.

majorana.
Classes de compostos Reagente Folha Caule Raiz

organicos
Flavonoéides AlICI; 5% + + +
Alcalodides Dragendorff + + -
Cumarinas KOH 5% - - -
Agliconas antraquindnicas Borntrager + + +
Triterpenos Lieberman-Buchard + + +
Esteroides Lieberman-Buchard + + +
Saponinas Vanilina - - -
Polifendis Cloreto férrico 2% + + +
Taninos Cloreto férrico 2% + + -

Nos caules, folhas e raizes de O. majorana foram encontrados flavondides,
pertencentes a classe de compostos fendlicos, que segundo Buchanan(2001), sdo
metabolitos secundérios conhecidos por possuirem agdo antipatdgena ou inseticida.
Certas espécies vegetais que desenvolveram compostos fendlicos para inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (agao alelopatica). Como exemplo, o
flavonodide quercetina, que segundo Melos (2006), € responsavel pela inibi¢ao de alface
(Lactuca sativa) em altas concentragdes, mas, quando em baixas concentragdes, tal
flavonoide estimula o crescimento da espécie (alface).

Também foram encontrados taninos, nos caules e folhas de O. majorana e estes
sdo conhecidos por inibicdo de crescimento e germinacdo de sementes.
(Buchanan,2001)

Alcaldides estdo presentes nos caules e folhas de O. majorana, compostos que
de acordo com Buchanan(2001), sdo responsaveis pela defesa das plantas contra pragas,
pois, se ligam a proteinas digestivas dos insetos, além de atuarem como inibidores da
germinagao.

Triterpenos/esterdides foram encontrados nos caules, raizes e folhas de O.
majorana, que segundo Correia (2006), sdo substiancias que podem ser precursores de
hormdnios em plantas, insetos e mamiferos e inibem o desenvolvimento de outras

plantas.
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Nos caules, folhas e raizes de O. majorana, foram detectadas agliconas
antraquindnicas, que de acordo com Oliveira (2006), sdo polifendis ligados com grupos
hidroxilas, metoxilas e conjugados com acucares. E os fenois sdo conhecidos por

atuarem como inibidores de crescimento e germinagao.

5.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Para identificacdo de compostos volateis, os extratos secos de O. majorana
foram redissolvidos em diclorometano e analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

A seguir o cromatograma das folhas de O. majorana:

25 50

Figura 16: Cromatograma do extrato em diclorometano da folha de O. majorana .

A partir deste cromatograma foram identificados 3 compostos e 1 ndo foi

identificado,pela biblioteca do aparelho CG-EM, conforme o Quadro 13.
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Quadro 13: Compostos volateis encontrados nas folhas de O. majorana, através do

extrato diclorometanico.

PICO T.R. COMPOSTO AREA

1 28,7 beta-farneseno 18,4%

2 36,95 delta-decalactona 9,16%

3 37,60 Lactona do acido-5- 61,48%
hidroxi-2-decendico

4 38,65 N.I 10,96%

Total 100,0%

A seguir o cromatograma (Figura 17) dos caules de O. majorana, através do qual

foram identificados 5 compostos ¢ 2 permanecem nao identificados, conforme o

Quadrol4.
5 A
2
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Figura 17: Cromatograma do extrato em diclorometano do caule de O. majorana.

0
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Quadro 14: Compostos volateis encontrados no caule

extrato diclorometanico.

de O. majorana, através do

PICO T.R. COMPOSTO AREA
1 28,7 beta-farneseno 4,03%

2 36,95 delta-decalactona 8,51%

3 37,60 Lactona do acido-5- 66,94%

hidroxi-2-decendico

4 38,00 N.I 2,67%

5 38,65 N.I 17,85%
Total 100,0%

As estruturas dos compostos encontrados na cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas se encontram no quadro a seguir:

Quadro 15: Estruturas dos compostos volateis encontrados em O. majorana,

através do extrato diclorometanico.

O

O

(CH2)4Me

Beta-farneseno Delta-decalactona

ON X

O

(CH2)4Me

Lactona do acido-5-hidroxi-2-decendico
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O beta-farneseno apresenta agao inibidora sobre atividades mediadas por acetil
colina em animais. (Vieira,2006) Esse composto pertence a classe dos terpenos, que sdo
responsaveis pela defesa contra pragas e doengas, em muitas espécies.

A respiragdo das células radiculares pode ser aumentada ou diminuida,
dependendo da natureza quimica dos compostos presentes nos extratos vegetais
empregados, afetando seu crescimento, entre esses compostos estdo as lactonas que
aceleram a respiracao das células radiculares de pepino.(Carmo,2007)

O cromatograma dos caules de O. majorana foi semelhante ao de suas folhas, no
entanto, o caule apresenta o pico 4, com tempo de retengdo 38,0 ndo identificado, que
ndo esta presente nas folhas.

As classes metabodlicas encontradas em ambos: caule e folhas foram as mesmas,
no entanto, através dos resultados obtidos nos ensaios de germinagao, percebe-se que as
inibi¢des nos extratos do caule e folhas ndo foram iguais, isso ocorre pela diferenca de
concentragdo, em que os metabolitos secundarios se encontram. Ja que estes ndo estdo

distribuidos uniformemente entre as diversas partes da planta.

6 CONCLUSOES

Na concentragdo 200 ppm todos os extratos de caule, raiz e folhas de O.
majorana inibiram 100% da germinacdo. O extrato da raiz mostrou maior inibicdo da
germinagdo na concentragdo 100 ppm. O extrato das folhas de O. majorana apresentou
eficiéncia de 96% na inibicdo da parte aérea de Panicum maximum em 100 ppm e
mesmo na concentragdo mais baixa (50 ppm) obteve-se 83% de inibicdo da raiz e parte
aérea para a espécie efetuada, constituindo um excelente bioerbicida.

De acordo com a literatura, nos caules encontram-se menores concentragdes de
metabolitos secundarios (Putnam & Duke,1978), este mostrou menor eficiéncia que os
demais extratos, mas ndo pouco significativa, ja que, apresentou inibicdo préxima a
80% da raiz e parte aérea na concentracao 100 ppm, conforme a Figura 14.

As substincias volateis, encontradas usando o extrato diclorometanico,
identificadas no caule e folhas de O. majorana, foram as mesmas, no entanto o caule

apresentou um composto a mais ndo identificado pela biblioteca do aparelho CG-EM

66



(pico 4), conforme o cromatograma (Figura 17). Trata-se de uma planta aromatica, cujas
folhas e caule apresentam odor semelhante, comparados os resultados obtidos pelos
cromatogramas.

Os componentes identificados através de CG-EM presentes sdo: beta-farneseno,
delta-decalactona e lactona do acido 5-hidréxi-2-decendico, e¢ s@o compostos
conhecidos por sua acdo inibitoria.(Almeida,1988) As classes de metabdlitos
secundarios investigadas e encontradas nas folhas, caule e raiz de O. majorana, também
sdo conhecidas por atuarem como defesa natural das plantas e agdo inibitoria de
crescimento e germinacdo de sementes, de diversas espécies, conforme a literatura
citada. Assim, o efeito dos extratos de O. majorana, na inibi¢do da germinagdo e
inibi¢do do crescimento da parte aérea e raiz de Panicum maximum ndo podem ser
atribuidos a um composto especifico, mas ao conjunto de compostos encontrados em
suas diferentes partes, ou seja, por sinergismo.

Portanto, este estudo verificou o potencial alelopatico dos extratos em dicloro-
metano da raiz, caule e folhas de O. majorana, popularmente conhecida como catinga
de mulata e o uso potencial desses extratos como bioerbicidas com aplicagdo alternativa

aos herbicidas comerciais € menor impacto ambiental.
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APENDICE - Espectros de massa obtidos a partir dos extratos das folhas e caule
de Origanum majorana L., em diclorometano
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Figura Ia- Espectro da amostra referente ao beta farneseno, pico 1 do
cromatograma do extrato das folhas de Origanum majorana L. (figura 16), no tempo de

retencgao 28,7.
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Figura Ib- Espectro da amostra referente a delta-decalactona, pico 2 do
cromatograma do extrato das folhas de Origanum majorana L. (figura 16), no tempo de

retengdo 36,95.
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Figura Ic- Espectro da amostra referente a lactona do acido 5-hidroxi-2-
decenodico, pico 3 do cromatograma do extrato das folhas de Origanum majorana L.

(figura 16), no tempo de retengdo 37,60.
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Figura Id- Espectro da amostra referente ao composto nao identificado, pico 4 do
cromatograma do extrato das folhas de Origanum majorana L. (figura 17), no tempo de

retengdo 38,65.
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Figura le- Espectro da amostra referente ao beta farneseno, pico 1 do
cromatograma do extrato do caule de Origanum majorana L. (figura 17), no tempo de

retencao 28,7.
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Figura If- Cromatograma da amostra referente a delta-decalactona, pico 2 do
cromatograma do extrato do caule de Origanum majorana L. (figura 17), no tempo de

retencao 36,95.
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Figura Ig- Espectro da amostra referente a lactona do 4cido 5-hidroxi-2-
decenodico, pico 3 do cromatograma do extrato do caule de Origanum majorana L.

(figura 17), no tempo de retencdo 37,60.
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Figura Ih- Espectro da amostra referente ao composto nao identificado, pico 4 do
cromatograma do extrato do caule de Origanum majorana L. (figura 17), no tempo de

retencao 38,0.
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Figura I i- Espectro da amostra referente ao composto ndo identificado, pico 5
do cromatograma do extrato do caule de Origanum majorana L. (figura 17), no tempo

de retengdo 38,65.
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ANEXO I-Tratamento estatistico dos dados

e Grafico Box Plot do Controle (Branco) parte aérea
Chart Settings

Titule Controle parte Aérea

¥ i (centimetrao)

Controle parte Aérea

4,0
3,5
3,0
-
i 2,5
& 2,0 k3
2
£ L3
=]
10 ] T
0,5
0,0 ; ] :
Dedds 1 Dedn 2 Dedn 3 Decdn 4
Box Plot - anilise
Cada 1 Dada 2 Dada 3 Dada 4
i 0.0 0.0 0,0
Min 0,0
Max 15 3.2 36
Med 0.4 1,3 0,8
Auziliares para anilise do Box Plot
Med 0,4 1.3 0.8 IQR - Outliersm - analise 1,5
aE] 0,8 2.3 2.1 IR 1,2 3,5 3,2
A Max 2,1 3,2 3,6 0,0 Min -1,2 -3,5 -3,2
AN 0.0 0.0 0,0 0.0 Max 2.1 L. 5.3
Dutliers (até 10)
Dado 1 Dado 2 Dado 3 Dado 4
Tat, 1 Oullier]s) 0 Culier{s) 0 Cublier{s) 0 Cuullier{s)
1 2,1
2
3
4

Conclusdo: Pela andlise do grafico identificamos um outlier na primeira gerbox, o ponto

2,1, e nota-se que a gerbox 2 e 3 apresentam maior dispersao.

e Grafico Box Plot do Controle (Branco) raiz
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Chart Settings
Titule Contrale R aiz

¥  cr [centimetro)

7.0 Controle Raiz
6,0 1
5,0
-
£
E 40
=
CET
£
=
7,0 |
1,0 4
0,0 == t L t - t
D 1 D 2 o] D 4
Box Plot - anilise
Dado 1 Dadao 2 Dado 3 Cado 4
ol 0.2 0,3 0,3
Min 0.0 0,0 0,0 0,0
Max 3,5 E.3 B.6
Med 0,6 1,9 1.1
Auziliares para andlise do Box Plot
Med 0.6 1.9 1,1 IQR - Outliersm - analise 1,5
o8 2.0 3,3 23,0 IR 2.8 4,4 4,1
A, Mix 2.5 E.3 k6 0,0 Min -2k -4,1 -3.8
A.Min 0,0 0,0 0,0 0,0 Max 4,8 77 7.0
Dutliers (até 10)
Dado 1 Dado 2 Dado 3 Dado 4
Tok, 0 Chullier]s) 0 Cutliery 5) 0 Quther(s) 0 Chullier] 5)
1
2
3
4

Conclusdo: Pela andlise do grafico ndo identificamos outlier e a gerbox 2 apresenta

maior dispersao.

Parte da Planta estudada — Raiz

e Grafico Box Plot — 50 ppm parte aérea

82



Chart Settings
Titulo S50 ppm - Aérea
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L] 0,2 1,5 0,9 ICH 0,5 2.3 1,4
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A.Min 0,0 0,0 0,0 0,0 Max 0,8 3,8 2,3
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Conclusdo: Pela andlise do grafico temos dois outliers na gerbox 1, os pontos 2,1 e 1,5.

Sendo que esta apresenta menor dispersdo dos dados com relagdo a gerbox 2 e 3.

e Grafico Box Plot — 50 ppm parte raiz

Chart Settings
Titule 50 ppm - Raiz

¥  cm (centimetra)
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40 50 ppm - Raiz
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4

Conclusdo: Temos outliers na gerbox 1 (pontos 1,8 e 2,2), na gerbox 2 (pontos 3,5 e

3,2) e na gerbox 3 o ponto 3,2.

Grafico Box Plot — 100 ppm parte aérea

Chart Settings
Titulo 100 ppr - Aérea

¥  cm (centimetro)
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1,6 100 ppm - Aérea
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1,5

Conclusdo: Na gerbox 1 temos os pontos 0,4 e 1,4 como outliers. Na gerbox 2 temos os

pontos 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,1.

e Grafico Box Plot — 100 ppm raiz

Chart Settings

Titulo 100 pprn - R aiz

¥ crn [centimetrao)
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2.0 100 ppm - Raiz
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Dado 1 Dado 2 Dado 3 Dado 4
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z 0,8 1.0
E 0,1 0,7
4 a,r
5 0,2

Conclusdo: Na gerbox 1 temos trés outliers (0,1, 0,8 e 1,2) e na gerbox 2 temos cinco

(1,1,1,0,0,7, 0,7 ¢ 0,3)

e (Grafico Box Plot — 200 ppm raiz e parte aérea

N3o existe outliers.
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Parte da Planta estudada — Caule

e Grafico Box Plot — 50 ppm parte aérea

Chart Settings
Titule 50 ppm - Aérea

¥  crn (centirnetrao)
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Dutliers (até 10)
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Toak, 0 Culliafs) 2 Ouiliar] g} 0 Qublans) 0 Culliar] 2}
1 1,7
2 1.7
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4

Conclusdo: Os pontos 1,7 na gerbox 2 sao outliers.

e Grafico Box Plot — 50 ppm raiz

Chart Settings
Titule 50 ppm - raiz

¥  cm (centimetra)



45 S0 ppm - raiz
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4

Conclusdo: Na gerbox 1 (3,8), na gerbox 2 (2,0 e 2,2) e na gerbox 3 (4,2 e 4,0).

e (Grafico Box Plot — 100 ppm parte aérea

Chart Settings
Titule 100 ppm - parte aérea
¥  cm [centimetra)



e 100 ppm - parte aérea
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1,5

Conclusdo: Outliers 2,1, 1,8, 1,4 e 1,1 na gerbox 1 e 2,0, 1,0, 0,6, 0,4 ¢ 0,4 na gerbox 3.

e Grafico Box Plot — 100 ppm raiz

Chart Settings
Titulo 100 ppm - raiz

¥  cm [centimetra)
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3,0 100 ppm - raiz
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Conclusdo: 2,6, 2,1 e 1,6 sdo outliers na gerbox 1. Na gerbox 2 ¢ o 2,6 e na gerbox 3

temos 1,1 e 2,3.

e Grafico Box Plot — 200 ppm parte aérea

Chart Settings
Titule 200 ppm - parte aérea

¥ cm [centimetra)
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200 ppm - parte aérea
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Conclusdo: Todos sdo outliers.

e Grafico Box Plot — 200 ppm raiz

Chart Settings
Tituloe 200 ppm - raiz
¥  cm [centimetro)



08 200 ppm - raiz
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A Mix a,r a7 0.5 a,n Min 0,0 -0,1 0,0
A.Min 0,0 0,0 0,0 0,0 Max 0,0 0,1 0,0
Outliers (até 10)
Dado 1 Dado 2 Dado 3 Dado 4
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Conclusao: Todos sdo outliers.

Parte da Planta estudada — Folha

e Grafico Box Plot — 50 ppm parte aérea

Chart Settings
Titule 50 ppm - parte aérea

¥  crn [centirnetra)
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50 ppm - parte aérea
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Conclusdo: Na gerbox 2 temos os outliers 0,2 e 1,0, ja na gerbox 3 temos 1,2, 1,3, 1,4 ¢

1,6.

Titulo
¥

Grafico Box Plot — 50 ppm raiz

50 ppr - raiz
crin [centiretro)

Chart Settings
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S0 ppm - raiz
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1,5

Conclusdo: Na gerbox 2 temos os outliers 0,7, 0,4 ¢ 0,1, ja na gerbox 3 temos 2,4 ¢ 2,0.

Chart Settings

Titulo 100 ppm - parte aérea

¥  cm [centirnetro)

Grafico Box Plot — 100 ppm parte aérea
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16 100 ppm - parte aérea
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Conclusdo: Na gerbox 1 (1,5, 0,9, 0,3 e 0,2), na gerbox 2 (1,2 e 0,7) e na gerbox 3 (0,1,
0,2,0,4¢0,5).

e Grafico Box Plot — 100 ppm raiz

Chart Settings
Titule 100 ppm - raiz
¥  cm [centimetra)
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12 100 ppm - raiz
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Conclusdo: Na gerbox 1 (1,0, 0,5, 0,3 e 0,2), na gerbox 2 (0,6) e na gerbox 3 (0,1, 0,2,
0,3¢0,6).

e Gréfico Box Plot — 200 ppm raiz e parte aérea

N3o existe outliers.
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