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RESUMO

RODRIGUES, Izabella Martins da Costa, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa,
setembro de 2008. Histoquimica e prospec¢do de compostos produzidos por
Senna alata (L.) Roxb. com potencial atividade alelopatica. Orientador:
Francisco Affonso Ferreira. Co-orientadores: Antonio Jacinto Demuner e Antonio

Pedro da Silva Souza Filho.

Um dos aspectos mais explorados da alelopatia, em ecossistemas manipulados, ¢
o seu papel na agricultura. Atualmente, o potencial alelopatico de varias plantas tem
sido avaliado como um dos métodos de controle alternativo, reduzindo o intensivo uso
de herbicidas sintéticos. Em observagao de campo, de individuos da espécie Senna alata
(L.) Roxb., verificou-se um crescimento vegetativo rapido com tendéncia a formagao de
estandes puros, sendo esta uma evidéncia de alelopatia. Objetivou-se, neste estudo, a
identificagdo, por testes fitoquimicos, das principais classes de compostos potenciais
aleloquimicos, encontradas nas diferentes estruturas desta espécie; a avaliacdo da
atividade potencial autotdxica e alelopatica dos extratos provenientes de tais estruturas,
sobre a germina¢do de sementes e o alongamento inicial de plantas de areas de
pastagens cultivadas da regido Amazodnica; a prospeccao das substincias quimicas na
estrutura com maior atividade alelopatica inibitoria de S. alata; estudos anatomicos das
folhas e testes histoquimicos para a localizacao e identificacdo dos aleloquimicos nas
células do mesofilo. O material vegetal foi coletado de plantagdo em Campo
Experimental da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, Brasil, seco em estufa e
submetido a extracdo exaustiva com solvente hidrometandlico (3:7), por sete dias para
obtencdo dos extratos brutos. Nos testes fitoquimicos, foram comparadas duas
metodologias distintas para a determinacao das principais classes de constituintes
potenciais aleloquimicos das diferentes estruturas (caules, flores, folhas, raizes,
sementes e vagens) de S. alata: testes por cromatografia em camada delgada (CCD) e
ensaios para a detec¢do preliminar dos diferentes constituintes quimicos, baseado na
extracao destes com solventes apropriados e na aplicacao de testes de coloragdo. Para o
exame prévio de seu potencial alelopatico e autotoxico, utilizaram-se extratos
hidrometandlicos das diferentes estruturas sobre a germinacdo de sementes e o
alongamento da radicula e hipocétilo de duas espécies daninhas de areas de pastagens:
Mimosa pudica e Senna obtusifolia, da forrageira Pueraria phaseoloides e da propria S.
alata. Para a prospec¢ao, isolamento e identificagdo dos compostos presentes nas folhas
de S. alata e seus testes sobre as espécies: M. pudica, S. obtusifolia e S. alata, o extrato
bruto foi fracionado via cromatografia de adsor¢do em coluna, sendo as fragdes mais

puras submetidas a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e
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de carbono 13 para a determinagdo das estruturas de suas moléculas. Para as analises
anatomica e histoquimica das folhas foram utilizadas técnicas usuais em anatomia
vegetal. Os resultados da fitoquimica de ambos os métodos demonstraram pouca
semelhanca, sendo a CCD o mais simples, barato e rapido. Nestas primeiras analises, foi
comprovada a alta diversidade de compostos quimicos presentes em S. alata. Nos testes
preliminares alelopaticos e autotdxicos, os resultados indicaram que o sitio de maior
biossintese de aleloquimicos em S. alata esta situado em suas folhas, e os efeitos
autotoxicos dos extratos das fragdes desta espécie sdo somente percebidos no
crescimento inicial da plantula, afetando em maior parte o seu sistema radicular. A
espécie mais sensivel, no geral, foi a congenérica S. obtusifolia. No fracionamento das
substancias existentes nas folhas de S. alata foi encontrado em uma fra¢ao mais polar,
compostos da classe dos flavonoides glicosilados, cujo nucleo aromatico foi
identificado por RMN como kaempferol. Nos bioensaios alelopaticos observou-se,
novamente que a espécie mais sensivel, foi S. obtusifolia, confirmando os resultados
preliminares. Também, mais uma vez S. alata mostrou ser a mais tolerante aos efeitos
autotoxicos da fracdo polar. E finalmente nos ensaios anatdmicos e histoquimicos as
folhas apresentaram duas formas de tricomas: tectores e glandulares. As principais
caracteristicas da espécie foram: lamina foliar anfiestomatica, com estdomatos
paraciticos, mesofilo dorsiventral e presenga de compostos fendlicos. As folhas sdo
ricas em cristais de oxalato de célcio ao longo de suas nervuras e compostos fendlicos,

tais como flavonoéides e antraquinonas, em diferentes células.
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ABSTRACT
RODRIGUES, Izabella Martins da Costa, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa,
september 2008. Histochemistry and prospection of compounds produced by

Senna alata (L.) Roxb. with potential allelopathic activity. Adviser: Francisco

Affonso Ferreira. Co-advisers: Antonio Jacinto Demuner and Anténio Pedro da

Silva Souza Filho.

One of the most important aspects of allelopathy, in manipulated ecosystems, is its
role in agriculture. Currently, the allelopathic potential of diverse species has been
evaluated as one of the alternative control methods, reducing the intensive use of
synthetic herbicides. In field observation of individuals of the specie Senna alata (L.)
Roxb., was verified a rapid vegetative growth trending to form pure stands, and this is
an evidence of allelopathy phenomenon. The study objective was the identification, by
phytochemical tests, of the main compound classes of potential allelochemicals, found
in this specie different structures; the evaluation of potential allelopathic and autotoxic
activity of these structures extracts on the seeds germination and initial elongation of
plants found in Amazon cultivated pastures; prospection of chemicals in the most
allelopathic inhibitory active structure of S. alata; leaf anatomical studies and
histochemical tests for the location and identification of the allelochemicals in the
mesophyll cells. The plant material was collected from cultive in Experimental Field of
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Pa, Brazil, dried and had been then submitted to
exhaustive extraction with hydromethanolic solvent (3:7), by seven days, to obtain the
crude extracts. In phytochemical tests were compared two different methodologies to
determine the main classes of constituents potential allelochemicals of different
structures (stems, flowers, leaves, roots, seeds and pods) from S. alata: tests by thin-
layer chromatography (TLC), and tests to preliminary detection of distinct chemical
constituents, based on their extraction with appropriate solvents and application of color
testing. For the previous exam of its allelopathic and autotoxic potencial,
hydromethanolics extracts of different fractions of S. alata were applied on the seed
germination and radicle and hypocotyl elongation of two pastures weeds: Mimosa
pudica and Senna obtusifolia, and one forage legume Pueraria phaseoloides, and Senna
alata itself. For prospection, isolation and identification of present compounds in S.
alata leaves and its allelopathic tests under: M. pudica, S. obtusifolia and S. alata, the
crude extracts was fractioned through an adsorption chromatography column, and the
most pures fractions were submitted to the Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
of hydrogen and carbon 13 to determine their structures. To the leaves anatomical and

histochemical analyses usual techniques in plant anatomy were used. The



phytochemical results of both methods demonstrated few similarities, and the TLC was
the simplest, cheaper and faster. In this prime analysis, was comproved the high
diversity of chemical compounds present in S. alata. In preliminary allelopathic and
autotoxic tests, the results indicated that the major site of allelochemicals biosynthesis
in S. alata, is found in their leaves, and the autotoxic effects of S. alata extracts are
observed only in the early growth of seedlings, affecting mostly their root system. The
most sensible specie, in general, was congener S. obtusifolia. Chemical investigation of
S. alata leaves resulted on isolation, in the most polar fraction, of compounds belonged
to the flavonoids glycosides class, which aromatic core were identified by NMR
spectroscopic analysis as kaempferol. In alleopathic bioassays, the most sensible specie,
was again S. obtusifolia, comproving the prelimirary results. Also, once and again S.
alata showed to be more tolerant to the autotoxics effects of the fraction. And finally in
the anatomical and histochemical trials, the leaves presented two forms of trichomes:
tectors and glandulars. The principal characteristics of the specie were: amphiestomatic
leaf, with paracytic stomata, dorsiventral mesophyll, and phenolic compounds presence.
Leaves are rich in calcium oxalate crystals along their veins, and other phenolic

compounds, such as flavonoids and anthraquinones, in different cells.
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INTRODUCAO GERAL
Alelopatia

O termo alelopatia deriva do grego allelon, muatuo, e pathos, prejuizo, e foi
cunhado pela primeira vez em 1937 por Molisch, para designar os efeitos de substancias
venenosas, através das quais as plantas podem impedir a colonizagdo de outras espécies
vegetais ao seu redor (Ferreira & Aquila; 2000; Larcher, 2000). E definido por Rice
(1984), como qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou benéfico, que uma planta
(incluindo microorganismos) exerce sobre outra, pela produgdo de compostos quimicos
liberados no ambiente, denominados de aleloquimicos.

Desde 1960, a alelopatia ¢ amplamente reconhecida como importante
mecanismo ecoldgico que exerce um papel aprecidvel na domindncia, sucessdo,
formagao de comunidades de plantas e climax de vegetagdes naturais e produtividade
agricola em agroecossistemas (Chou, 1999).

Para Reigosa et al. (1999), mesmo que alguns autores questionem a existéncia de
alelopatia, indubitavelmente, plantas produzem metabdlitos secundarios que, em certas
circunstancias, podem agir como fitotoxinas, inibindo ou promovendo alguns processos
bioquimicos ou fisioldgicos em outras plantas ou organismos. Alguns destes compostos
sdao lancados no ambiente por lixiviagao, decomposicao da serrapilheira, exsudados de
raiz ou volatilizagdo, e podem afetar o crescimento ¢ o desenvolvimento de outras
espécies. Ainda algumas plantas aquaticas, como Eichornia crassipes, o aguapé e,
Pistia stratiotes, o repolho d’agua, apresentam a capacidade de liberar aleloquimicos no
ambiente em que vivem ¢ afetar o desenvolvimento de outras plantas ou algas, no
mesmo ambiente.

A formacdo de estandes puros e sua adaptabilidade ecologica podem estar
relacionadas ainda, ao fenomeno da autotoxicidade. Também conhecido como auto-
alelopatia, a autotoxicidade ocorre quando a planta libera uma substiancia quimica no
ambiente que inibe a germinagdo € o crescimento de outras plantas da mesma espécie.
Embora grande niimero de plantas produzam aleloquimicos tanto quanto autoquimicos,
algumas delas desenvolveram mecanismos para evitar essa autotoxicidade. Métodos
para superar os riscos de autotoxicidade podem variar até mesmo dentro da planta, e
pode ser manifestado por todo o organismo, em 0Orgdos e tecidos especificos, ou em
diferentes niveis subcelulares e moleculares (Singh et al., 1999). Inibi¢do autotdxica
exibida no centro de comunidades de espécies perenes que crescem bastante adensadas
pode promover uma expansido vegetativa e producdo de sementes nas margens desta

comunidade, aumentando assim a colonizacao de novos habitats (Reigosa et al., 1999).



Recentemente, foi demonstrado que algumas variedades de cevada, cultivadas na
Tunisia, apresentaram efeito alelopatico contra outras variedades da propria cevada,
podendo reduzir a produtividade de graos quando se realiza seu cultivo incessante
(Oueslati et al., 2005).

Compostos quimicos com atividade alelopatica estdo presentes (usualmente na
forma conjugada) em teoricamente todas as plantas e varios tecidos, incluindo folhas,
flores, frutos, botdes, sementes, caules e raizes (Putnan, 1988; Burgos et al., 1999).
Muitos destes compostos ndo foram, at¢ o momento, identificados. Pesquisas tém sido
conduzidas para isolar e identificar a estrutura quimica dos aleloquimicos, existindo
também diversas tentativas em agrupd-las, como Rice (1984), que propde o
agrupamento dos compostos quimicos alelopaticos em 14 categorias, conforme sua
similaridade quimica, e indica suas provaveis vias de sintese.

Talvez o melhor termo para descrever a natureza quimica de aleloquimicos seja
diversidade, eles vao desde simples hidrocarbonetos a complexos compostos
policiclicos com alto peso molecular. Muitos dos compostos aleloquimicos
identificados sdo produtos das rotas do acido chiquimico e do acetato (Rice, 1984). Os
aleloquimicos sdo, em geral, acidos graxos de cadeia curta, 6leos essenciais, diterpenos,
alcalodides, esterdides, compostos fenolicos: flavonoides, naftoquinonas, antraquinonas e
derivados de cumarina (Larcher, 2000; Cipollini et al., 2008; Macias et al., 2008; Pergo
et al., 2008). Fendis compreendem os aleloquimicos mais abundantemente estudados
desde sua primeira observagdo cientifica, em 1908, como influente na infertilidade de
solos; terpendides sdo compostos aleloquimicos também freqiientemente estudados
(Reigosa et al., 1999; Macias et al., 2008). E de extrema importancia dissipar a falsa
idéia de que fenomenos alelopaticos sdo causados por uma unica substancia, geralmente
a interferéncia ocorre pela acdo combinada de um numero de aleloquimicos, e este
impacto ¢ influenciado também por outros fatores de estresse ambiental.

E muito dificil estudar alelopatia independentemente de outras relacdes
ecoldgicas, entretanto, um certo progresso tem sido alcangado nesta area, atualmente.
(Reigosa et al., 1999). O fendmeno alelopatia ¢ sempre relacionado a outros parametros
ambientais e ¢ dificil separd-lo do complexo ambiental (Chou, 1999). Pela
complexidade dos fenomenos alelopaticos, com multiplas variaveis possiveis, ha
autores que afirmam que a separag@o entre alelopatia e competicdo, ndo seria natural.
Ferreira & Aquila (2000) consideram que o efeito alelopatico dependeria da liberagao
pela planta de um composto quimico no ambiente, enquanto que competi¢ao envolveria

remogao ou redugdo de um fator ambiental, tal como agua, minerais, luz, etc.
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Um dos aspectos mais explorados da alelopatia, em ecossistemas manipulados, é
o seu papel na agricultura (Rizvi & Rizvi, 1992). A vegetacdo de uma determinada area
pode ter um modelo de sucessdo condicionado as plantas pré-existentes e as substancias
quimicas que estas liberaram no meio (Ferreira & Aquila, 2000). Tém-se demonstrado
que diversas espécies, além das cultivadas presentes em agroecossistemas, podem
exercer influéncia alelopatica sobre culturas, consequentemente afetando sua
germinagdo e crescimento. Em algumas espécies cultivadas observou-se que seus
residuos podem controlar ou até mesmo suprimir a emergéncia e crescimento vegetativo
de algumas espécies de plantas daninhas (Chom & Kim, 2004).

Muitos grupos tém se esforcado na tarefa de isolamento e identificacdo de
aleloquimicos como potenciais herbicidas naturais e na producdo de cultivares
altamente alelopaticas (Rizvi & Rizvi, 1992). A selecdo de genotipos superiores com
potencial alelopatico tem sido realizada em varios campos de culturas, ¢ ha um acimulo
de evidéncias de cultivares que diferem significativamente na habilidade em inibir o
crescimento de certas espécies daninhas (Song et al., 2008). Entretanto, mais pesquisas
devem ser realizadas com a finalidade de se obter um melhor entendimento sobre o
controle genético da atividade alelopatica. Muitos genes podem estar envolvidos na
regulacdo da producdo e exsudacdo de aleloquimicos, como demonstra o estudo
realizado por Song et al. (2008) com a variedade de arroz alelopatica PI1312777, que
sugere que sua forte habilidade em suprimir espécies daninhas, ao redor, pode ser
atribuida a intensa ativagdo de genes que funcionam na sintese de novo de
aleloquimicos.

Geralmente os aleloquimicos agem produzindo mudancas nas fungdes
fisiolégicas das plantas como respiragdo, fotossintese e absorcdo de ions. Essas
mudangas resultam em alteragdes visiveis na germinacdo e no desenvolvimento das
plantas. Respostas de processos fisiologicos podem ser esperadas de acordo com a
variagdo na concentra¢do de um aleloquimico (Reigosa et al., 1999). E dificil resumir o
modo de acdo de aleloquimicos, ja4 que sdo substancias muito diferentes e dependentes
de muitas circunstancias, como concentracdo e temperatura. Além disso, o tempo de
residéncia, a persisténcia e a transformagdo podem aumentar, diminuir ou fazer cessar o
seu efeito alelopatico, pela agdo de microorganismos do solo (Ferreira & Aquila, 2000).

Os estudos mais freqiientes sobre alelopatia estdo relacionados aos efeitos de
extratos de plantas sobre a germinacdo e crescimento de outras. Em geral, a germinagao
¢ menos sensivel aos aleloquimicos que o crescimento da plantula (Reigosa & Malvido,

2007). Apesar da maioria dos estudos em alelopatia se concentrarem no exemplo acima,



muitos outros trabalhos consideram os eventos celulares relacionados as mudancgas
fisiologicas. Atualmente, segundo Hachinohe & Matsumoto (2007) L-3,4-
Dihidroxifenilalanina (L-dopa) ¢ um dos poucos aleloquimicos que sdo estudados
quanto ao seu mecanismo de acdo. O excesso de L-dopa exdgeno sobre algumas
espécies vegetais suprimem o alongamento da radicula. O dano oxidativo causado pelas
espécies reativas de oxigénio e espécies de radicais livres € considerado o principal fator
de fitotoxicidade deste composto.

Alguns outros trabalhos estimam o efeito alelopatico sobre varios processos
celulares que em conjunto afetam a germinacdo e o crescimento das plantas. Como
exemplo, Pergo et al. (2008) observaram efeitos alelopaticos de cumarina sobre a
germinagdo e crescimento de Bidens pilosa L.. Posteriores analises de alguns
parametros do metabolismo energético revelaram alta atividade respiratoria e alta
atividade da alcool desidrogenase e lipoxigenase em tecidos de raizes de B. pilosa
tratados com cumarina, sugerindo que este composto parece agir como um agente
citostatico, retardando a germinac¢do e que pode induzir estresse oxidativo nas raizes das
plantulas.

Mesmo que exista uma consideravel riqueza de literatura sobre alelopatia e
metodologias de extracdo e ensaios bioldgicos, esta ainda € uma area pouco esclarecida
na ecologia quimica, sendo assim, torna-se necessario muito mais pesquisas para

diferenciar alelopatia de relagcdes competitivas e ndo competitivas.

Herbicidas e Aleloguimicos: Polémica versus Alternativa

A ciéncia da alelopatia progrediu a tal ponto que seus fundamentos descritivos e
experimentais propiciaram uma base que pode ser utilizada como ferramenta para a
produgdo agricola. Uma vez que os aleloquimicos s3o comuns nos vegetais,
comprovadamente toxicos para as plantas, potencialmente efetivos, seletivos e muitas
vezes, ambientalmente seguros, admite-se a possibilidade de, conhecida a estrutura
quimica dos componentes ativos envolvidos, se obter herbicidas com vantagens
ecoldgicas de produtos naturais (Rizvi & Rizvi, 1992). Ainda, residuos de cultura e
plantas daninhas, praticas agricolas e rotacdo de culturas podem ser manejados para
minimizar perdas na produtividade provocadas por alelopatia e para o controle de
plantas daninhas.

Produtos naturais pode ser a chave para a quimica de novos herbicidas. Por
modificacdo de suas moléculas, o produto final pode ser mais ativo, seletivo ou

persistente. O precursor para este produto final pode ser obtido de fontes naturais (a
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propria planta), se a economia deste procedimento for superior a de sua sintese quimica
(Putnan, 1988).

Novos mecanismos de agdo para herbicidas sdo altamente desejaveis para
combater a evolucdo de resisténcia em plantas daninhas, uma vez que herbicidas
comerciais tém numero limitado de sitios alvo. Uma comparagdo entre os conhecidos
sitios alvo de herbicidas sintéticos e de fitotoxinas naturais revela que existe pequena
redundancia. Comparativamente pouco esfor¢o tem sido dispensado na determinagdo
dos sitios de agdo de fitotoxinas de origem natural, sugerindo que um estudo intensivo

destas moléculas pode revelar novos mecanismos de agao (Duke et al., 2000).

Senna alata (L.) Roxb.

Na Regido Amazonica, as areas de pastagens cultivadas sdo infestadas por
comunidade de plantas daninhas, sendo este o principal problema de ordem
bioecondmica a limitar o desempenho produtivo e a rentabilidade da atividade agricola.
Conhecida popularmente como mata-pasto, Senna alata (L.) Roxb. ¢ um bom exemplo
de espécie prejudicial as pastagens da regido. E uma espécie perene, arbustiva que
apresenta crescimento vegetativo extremamente rapido, com tendéncia a formacao de
estandes puros. Esta pode ser uma evidéncia de dois fendmenos: alelospolia e alelopatia.
A espécie € medianamente freqiiente em areas de pastagens, beira de estradas e terrenos
baldios, em quase todo o Brasil, principalmente em lugares umidos (Lorenzi, 2000).
Provavelmente nativa do Norte da América do Sul, foi naturalizada e cultivada desde os
Estados Unidos da América até a Argentina (Irwin & Barneby, 1982). S. alata pertence
a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae. Em inventario floristico realizado
em vegetacdo secundaria na regido Bragantina, a leste de Belém do Para, S. alata foi
encontrada entre os individuos de Leguminosae, a familia representada pelo maior
numero de espécies (Baar et al., 2004).

Leguminosae ¢ a terceira maior familia das Angiospermas, contendo
aproximadamente 730 géneros e 19.400 espécies (Lewis et al., 2005). Das trés
subfamilias, Caesalpinioideac ¢ tida como grupo ancestral dentre as leguminosas
(Polhill & Raven, 1981). O género Senna Mill. pertence a tribo Cassiecae Bronn,
subtribo Cassinae Irwin & Barneby (Irwin & Barneby, 1981), e destaca-se entre os
maiores géneros da subfamilia Caesalpinioideae (Cronsquist, 1981). Senna ¢ um género
pantropical e circuntropical, com 260 espécies, das quais 200 ocorrem no continente
americano (Irwin & Barneby, 1981). As espécies de Chamaecrista e Senna eram

incluidas em Cassia sensu lato até o tratamento taxondmico de Irwin & Barneby (1981),



quando estes géneros foram separados. Alguns autores nido consideram tal divisdo,
portanto, neste trabalho, todas as vezes que o género Cassia for citado, estaremos, na
verdade, nos referindo a Senna. Trabalhos recentes baseados em morfologia floral tém
suportado esta divisdo (Boonkerd et al, 2005). O género Cassia s. |. possui um longo
historico e importancia econdmica, especialmente como plantas medicinais (Boonkerd,
2005).

Segundo Gupta & Singh (1991), espécies do género Senna sdo ricas em
flavonodides, antraquinonas e polissacarideos. Também ja foram relatados para este
género esterdides, alcaldides piperidinicos, isoquinolinas, cromonas, lactonas,
estilbenos, triterpenos, entre outros (Alemayehu & Abegaz, 1996; Alemayehu et al.,
1998; Valencia et al., 2000; Pivatto et al., 2006).

Varias espécies de Senna sao usadas na medicina popular — S. alexandrina, S.
angustifolia, S. corymbosa, S. didymobotrya, S. italica, S. obtusifolia, S. occidentalis, S.
reticulata, S. spectabilis, S. sophera, S. stipulaceae — a maioria como laxante, com uso
principalmente de suas folhas. O género Senna ¢ prodigo como fonte de compostos de
natureza antraquindnica com diversas propriedades biologicas e farmacologicas
(Alemayehu et al., 1996; 1998; Guo et al. 1998; Hatano et al., 1999; Valencia et al.,
2000; Arrieta-Baez et al., 2002; Santos & Silva, 2006; Pivatto 2006; Plantamed, 2007).

S. alata possui, também, propriedades terapéuticas, entretanto deve ser
ministrada com cuidado, pois € suspeita de ser toxica aos rins e €, ainda, considerada
abortiva (Lorenzi, 2000; Plantamed, 2007). Porém, estudos recentes mostraram fortes
evidéncias do efeito ndo toxico do extrato hidroetandlico de S. alata, explicando dessa
forma, o uso extensivo da planta na medicina tradicional (Pieme et al., 2006). Em Cuba,
Camardes, no Brasil, na india e em outros paises, suas folhas, cascas, flores e raizes,
podem ser utilizadas na medicina popular por suas propriedades antiherpética, febrifuga,
antianémica, antiblenorragica, antitumorais, antinefritica, antidota, antimicotica,
diurética, parasiticida, laxante, e contra doencgas de pele (Arrieta-Baez et al., 2002;
Barrese Pérez & Hernandez Jiménez, 2002; Awal et al., 2004; Barrese Pérez et al.,
2005; Pieme et al., 2006; Plantamed, 2007). Na India, quase todas as partes da planta
sdo descritas por seus valores terapéuticos nos sistemas de medicina ayurvedica, unani e
alopatica (Damodaran & Venkataraman, 1994). Na Africa, ¢ plantada ao redor das casas
para espantar formigas (Barrese Pérez et al., 2005). Os constituintes das folhas ja foram
investigados por suas propriedades antiinflamatorias, antifungicas e analgésicas, tém

sido demonstrada, também, a atividade antibacteriana do extrato de S. alata



(Palanichamy & Nagarajan, 1990a,b; Ali-Emanuel et al., 2003; Awal et al., 2004;
Ordoiiez et al., 2004; Pieme et al., 2006).

Os efeitos alelopaticos de extratos de varias plantas medicinais tém sido
investigados, Agbagwa et al. (2003) demonstrou que o extrato bruto de S. alata induziu
decréscimo consistente no percentual absoluto e na taxa de germinagdo, além de inibir o
crescimento da radicula em Celosia argentea.

Entre os componentes até entdo identificados, em S. alata, estdo presentes
taninos, triterpenos, esterdides, alcaldides, carboidratos redutores, flavonodides,
saponinas, cumarinas, antocianidinas, emodina, antraquinona, chrysarabina, ribarina,
acido malico, tartarico, crisofanico e Oleo essencial (Barrese Pérez & Hernandez
Jiménez, 2002; Ordonez et al., 2004; Barrese Pérez et al., 2005; Plantamed, 2007). Suas
flores sao ricas em flavonoides e vitamina C (Plantamed, 2007).

Estudos encontraram na casca de Cassia alata 1,5,7-trihidroxi-3-
metilantraquinona (emodina), dalbergina, 2,6-dimetoxibenzoquinona, santal, luteolina,
B-sitosterol and B-sitosteril-D-glicosidio (Hemlata & Kalidhar, 1993; Kelly et al., 1994).
Dois novos flavonoides glicosilados crisoeriol-7-O-(27-O- 3-D-manopiranosil)- 3-D-
alopiranosidio e ramnetina-3-O-(2"-O- 3-D-mannopiranosil)- f-D-alopiranosidio, foram
isolados de sementes de C. alata por Gupta ¢ Singh, (1991), a estrutura foi estabelecida
com base em evidéncias quimicas e métodos espectroscopicos, especialmente RMN.

Antraquinonas acumulam-se nas partes aéreas assim como nas raizes. Em um
esforco para caracterizar genes de policetidio sintase de plantas medicinais nativas da
Tailandia, e na tentativa de encontrar uma dessas enzimas que catalizassem a formagao
de antraquinonas, Samappito et al. (2002), isolaram e expressaram funcionalmente
isoformas de chalcona sintase de tecidos da raiz de S. alata.

Alguns trabalhos reportaram a presenga de kaempferol-3-O-gentiobiosidio em
folhas de C. alata (Moriyama et al., 2001) Estudo posterior foi realizado na Indonésia,
para quantificar este metabolito nas diferentes partes da planta e em diferentes estagios
de crescimento, foi demonstrado que as folhas maduras sdo as que apresentam o maior
conteudo deste produto, e ainda, que durante o periodo de outubro a dezembro houve

um decréscimo no conteudo deste flavonoide em folhas juvenis (Moriyama et al., 2003).

Fitoquimica
A quimica de produtos naturais tem por objetivo o esclarecimento e registro dos
constituintes resultantes do metabolismo secundario dos seres vivos, através de seu

isolamento e elucidacdo de suas estruturas moleculares. A importancia cientifica das

7



pesquisas desenvolvidas nesta area se traduz pelos resultados obtidos com a consecucao
de seus objetivos imediatos como pela aplicacdo destes resultados a outras areas
cientificas correlatas.

Matos (1997), propoe o estudo fitoquimico de plantas em etapas principais:

a) a escolha da planta a ser estudada;

b) a identificagdo botanica da planta escolhida;

c) a prospec¢ao preliminar de sua composi¢do quimica;

d) o isolamento e a purifica¢do dos constituintes principais;

e) o esclarecimento da estrutura molecular dos compostos puros e isolados;

f) o levantamento das referéncias bibliograficas sobre a espécie identificada e

seus congéneres.

Muitas vezes se busca o isolamento e a caracterizagdo de compostos de interesse
académico, sejam novos compostos ndo registrados na literatura especializada, ou
intermediarios de processos de biossintese de importancia quimiotaxondmica. Outras
vezes, intenta-se encontrar e isolar substancias de interesse econdmico, principalmente
novos agentes medicamentosos, ou novas fontes de compostos raros ja utilizados.
Virias técnicas, algumas muito simples, outras mais sofisticadas, estdo disponiveis para
a prospeccao destas substancias. Denominamos “screening” ao conjunto destas técnicas
de prospec¢do, elaboradas de tal modo que possam fornecer resultados rapidos, ao
mesmo tempo em que permitam ao pesquisador certo grau de familiarizagdo com o
material trabalhado. Seu planejamento deve ser feito de acordo com objetivos
especificos, seja quimico, farmacoldgico ou ainda dirigido para um determinado tipo de
acdo (quando se procuram inseticidas naturais, por exemplo) ou um determinado tipo de
constituinte como alcaldides, ou ainda classes especiais de substancias de interesse
tecnoldgico como os 6leos essenciais e os 6leos fixos (Matos, 1997).

Ja a determinagdo da estrutura molecular dos constituintes isolados se constitui
em um campo especializado da quimica organica e ¢ feita principalmente pela
interpretacdo de vdarios espectros obtidos em aparelhagem especial, principalmente
espectrometros de absor¢do das radiagdes ultravioleta, visivel e infravermelha,
espectrometro de ressondncia magnética protonica e de carbono 13 e espectrometro de

massas.
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ESTUDO FITOQUIMICO DE Senna alata (L.) Roxb. POR DUAS
METODOLOGIAS

RESUMO: Senna alata (L.) Roxb., mais conhecida como mata-pasto, na regido Norte
do Brasil ¢ uma planta utilizada pela medicina popular em vérias partes do mundo e
considerada espécie problematica em pastagens do Estado do Para. No presente estudo,
comparou-se duas metodologias distintas para a determinagdo das principais classes de
constituintes potenciais aleloquimicos das diferentes fracdes (caules, flores, folhas,
raizes, sementes ¢ vagens) de S. alata. O material vegetal foi seco e sofreu extragdo
exaustiva com solvente hidrometanolico para obtencdo dos extratos brutos, uma
pequena parte desse foi solubilizada em metanol para a obtencdo das solucdes utilizadas
nos testes fitoquimicos. As metodologias utilizadas foram: testes por cromatografia em
camada delgada (CCD) para a determinacdo do perfil cromatografico qualitativo; e
ensaios para a deteccdo preliminar dos diferentes constituintes quimicos, baseado na
extracdo destes com solventes apropriados e na aplicacdo de testes de coloragdo. Os
resultados em ambos os métodos demonstraram pouca semelhanca, sendo a CCD o mais
simples, barato, rapido e adequado para andlise preliminar de compostos quimicos
derivados de plantas, embora seja um método qualitativo. Este método foi mais sensivel
para a deteccdo de flavonoides, porém, para a deteccao de alcaldides o reativo de
Bouchardat foi mais sensivel do que o de Dragendorff, assim como o Hidroxido de
amonia 10% foi mais sensivel as antraquinonas do que o Hidroxido de potassio. O
estudo comprovou a alta diversidade de compostos quimicos presentes em Senna alata,
justificando sua ampla utilizagdo na medicina popular ¢ indicando ainda o potencial
alelopético para a sua utilizagdo.

Palavras-chave: Aleloquimicos, Cromatografia em Camada Delgada, Fitoquimica,

Leguminosae

ABSTRACT - Phytochemical study of Senna alata (L.) Roxb. by two methodologies:
Senna alata (L.) Roxb., known as mata-pasto, in northern Brazil, is a plant used by the
popular medicine in several parts of the world, and considered harmful problem specie
in pastures of the Pard State. In the present study was compared two different
methodologies to determine the main classes of potential allelochemicals of different
fractions (stems, flowers, leaves, roots, seeds and pods) from S. alata. The plant
material was dried and had been then submitted to exhaustive extraction with

hydromethanolic solvent to obtain the crude extracts, part of this was soluble in
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methanol to give the tests solutions. The methods used were: tests by thin-layer
chromatography (TLC) to determine the quality chromatographic profile, and tests to
preliminary detection of distinct chemical constituents, based on their extraction by
appropriate solvents and application of color testing. The results of both methods
demonstrated few similarities, and the TLC was the simplest, cheaper, faster and more
appropriated for preliminary analysis of plants chemical compounds, although it is a
qualitative method. This method was more sensitive for the flavonoids detection,
however, the Bouchardat reactive was more sensitive for the alkaloids detection than the
Dragendorff, as well as Ammonium hydroxide was more sensitive to anthraquinones
than Potassium hydroxide. The study showed the high diversity of chemical compounds
present in Senna alata, justifying their extensive use in popular medicine and even
indicating their allelopathic use.

Key Words: Allelochemicals, Thin-layer chromatography, Phytochemistry,

Leguminosae

INTRODUCAO
Na Regido Amazonica, as areas de pastagens cultivadas sdo infestadas,

historicamente, por comunidade de plantas daninhas, que t€ém por caracteristicas a alta
diversidade biologica e a agressividade, sendo este um grande problema de ordem
bioecondmica. Um bom exemplo de espécie considerada daninha é Senna alata (L.)
Roxb., planta perene arbustiva, de crescimento rdpido, pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, conhecida popularmente como mata-pasto
na Regido Norte do Brasil. E freqiiente em areas de pastagens, arredores de estradas e
terrenos baldios, em quase todo o Brasil, principalmente em lugares umidos, como a
regido de Belém (Lorenzi, 2000; Plantamed, 2007). Basicamente, essas comunidades
promovem dois tipos de interferéncias nos cultivos que infestam: alelospolia e
alelopatia. A primeira é observada nos ecossistemas devido a competi¢do por fatores
indispensaveis a sobrevivéncia das espécies, enquanto a alelopatia ¢ promovida por
agentes quimicos produzidos e liberados para o ambiente pelas proprias plantas (Souza
Filho & Alves, 2002).

Teoricamente, todas as plantas sdo potencialmente capazes de sintetizar
metabolitos secundarios, como aleloquimicos. No entanto, essa caracteristica ¢ mais
comum entre as plantas selvagens, que, ao longo do seu ciclo evolutivo, desenvolveram
mecanismos de adaptacdo para competir com outras, assegurando sua sobrevivéncia

quer pela formacdo de estandes puros, como, também, para defender-se de seus
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inimigos naturais (Souza Filho & Alves, 2002). O potencial alelopatico de extratos de
Senna alata ja foi investigado por Agbagwa et al. (2003), neste estudo demonstraram-se
seus efeitos sobre a inibicdo do crescimento da radicula e o decréscimo consistente no
percentual absoluto e na taxa de germinagao de Celosia argentea.

Senna alata possui também propriedades terapéuticas, devendo ser ministrada
com cuidado, pois ¢ suspeita de ser toxica aos rins e ¢, ainda, considerada abortiva
(Lorenzi, 2000; Plantamed, 2007). Em Cuba, Camardes, no Brasil, na [ndia e outros
paises, suas folhas, cascas, flores e raizes, podem ser utilizadas na medicina popular por
suas propriedades antiherpética, febrifuga, antianémica, antiblenorragica, antinefritica,
antidota, antimicdtica, diurética, parasiticida, laxante, e contra doengas de pele (Barrese
Pérez & Hernandez Jiménez, 2002; Awal et al., 2004; Barrese Pérez et al., 2005; Pieme
et al., 2006; Plantamed, 2007).

Segundo Gupta & Singh (1991) espécies do gé€nero Senna sdo ricas em
flavonoides, antraquinonas e polissacarideos. Também j& foram relatados para este
género esteroides, alcaldides piperidinicos, isoquinolinas, cromonas, lactonas, estilbenos
e triterpenos (Alemayehu & Abegaz, 1996; Alemayehu et al., 1998; Valencia et al.,
2000).

A fitoquimica objetiva o esclarecimento e registro dos constituintes resultantes
do metabolismo secundario dos vegetais, através do isolamento e elucidagdao de suas
estruturas moleculares. O crescente desenvolvimento de novas técnicas analiticas, como
a cromatografia, e o constante aperfeicoamento dos instrumentos de analise
espectrométrica constituem a sua principal forca motora. A selecdo de plantas para
estudo, geralmente, se baseia na prospeccdo e em relatos da literatura sobre agdes
antioxidantes, antiinflamatodrias e inseticidas dos vegetais (Matos, 1997).

Desde muito tempo, a abordagem fitoquimica vem assumindo diferentes
roupagens, ora mais simples ora mais complexa, mais especifica ou mais geral. O teste
por cromatografia em camada delgada (CCD) tem por objetivo a caracterizagao
preliminar dos extratos pela determinacdo do perfil cromatografico qualitativo onde se
registra o numero, a cor ¢ a posicdo de manchas na placa (Rf) ap6s a andlise em
sistemas diferentes de eluentes, associados aos reveladores especificos. A partir dessas
avaliagdes, ¢ possivel determinar as classes de compostos que estdo presentes nos
extratos analisados para permitir a posterior correlagdo com resultados obtidos nos
testes de atividade bioldgica (Wagner & Bladt, 1996; Gianvechio et al., 2006). Ja o
“screening” tradicional tem por objetivo a deteccdo e prospeccdo preliminar dos

diferentes constituintes quimicos de plantas, baseado na extracdo destes com solventes
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apropriados e na aplicagdo de testes de coloragdo, ocorrendo algumas vezes, a formagao
de precipitados (Moreira, 1979; Lock de Ugaz, 1988; Matos, 1997).

Objetivou-se neste estudo, a identificacdo, por testes fitoquimicos, das principais
classes de compostos potenciais aleloquimicos, encontradas em diferentes partes da
espécie Senna alata. Realizou-se ainda a comparagdo de duas metodologias distintas

para este fim: a cromotografia em camada delgada, e o “screening” padrao.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento do Material Vegetal

Senna alata foi plantada no Campo Experimental da Embrapa Amazonia
Oriental, localizado na cidade de Belém, Pard. O plantio ocorreu em fevereiro de 2006.
Uma amostra da espécie identificada por botanicos da mesma institui¢ao foi depositada
no herbario sob registro IAN 183561. Em dezembro de 2006, na fase reprodutiva, foram
coletadas suas flores, vagens, sementes, raizes, folhas e caules. Em seguida, o material
vegetal foi seco em estufa de circulagdo forgada de ar, a temperatura constante de 40 °C,
até atingir peso constante e entdo triturado em moinho tipo Willey até obten¢dao de um

p6 homogéneo.

Preparo dos extratos brutos

Para obtencdo dos extratos brutos, realizou-se a extra¢do exaustiva com mistura
de solvente dgua/metanol (3:7) de cada parte da planta, por aproximadamente sete dias,
com filtragdo e recolhimento periddicos do filtrado. Apos esse periodo, o metanol foi
eliminado a pressdo reduzida, em rotavapor (BUCHTEL131) a temperatura de 45 °C.
Em seguida, a solugdo aquosa concentrada foi liofilizada.

Uma pequena parte do extrato bruto foi retirada e solubilizada em metanol para a
obtencdo das solugdes utilizadas nos testes fitoquimicos (Wagner & Bladt, 1996; Matos,

1997).

Testes fitoquimicos

O primeiro teste realizado foi o descrito por Wagner & Bladt (1996) para a
detec¢do de 4cidos graxos, alcaldides, antraquinonas, cumarinas, flavonodides e
terpendides, via cromatografia em camada delgada.

Com o auxilio de tubos capilares de vidro os extratos foram aplicados na origem
de 5 cromatoplacas de silica gel (ALUMINUM BACKED TLC, SILICA GEL, HARD
LAYER, F-254, SAI) de dimensdes 5 X 6 cm formando manchas semelhantes e
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regulares. Trés placas foram eluidas com mistura de solvente polar 4cido (Acetato de
etila: Acido formico: Agua 88:6:6). Uma placa foi eluida com mistura de solvente polar
basico (Tolueno: Acetato de etila: Dietilamina 70:20:10) e uma com eluente apolar
(Tolueno: Acetato de Etila 93:7). Apo6s eluicdo, as placas foram secas e observadas sob
luz de ultravioleta (UV), sendo registrados os resultados.

Visando evidenciar as principais classes de substancias quimicas presentes nos
extratos retirados de diferentes estruturas da espécie S. alata, foram utilizados os
seguintes reagentes (Wagner & Bladt, 1996; Gianvechio et al. 2006; Maciel et al.,
2006):

- DRG (Reativo de Dragendorff) e acido sulfurico 10%, aplicados sobre a cromatoplaca
eluida no sistema polar basico para a deteccao de alcaldides (coloracdo amarronzada);

- NP/PEG (difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol) aplicado sobre cromatoplaca
eluida no sistema polar acido para a detec¢do de cumarinas (azul-verde) e flavonodides
(amarelo, laranja) sobre luz ultravioleta de comprimento de onda de 365nm;

- KOH (hidréxido de potassio) aplicado sobre cromatoplaca eluida no sistema polar
acido para a deteccdo de antraquinonas (vermelho-amarelo) e cumarinas (azul-verde)
sobre luz UV 365nm;

- VAS (Vanilina sulfurica acida) aplicada sobre cromatoplaca eluida no sistema polar
acido para a detecgdo de terpendides (amarelo-marrom) e acidos graxos (azul);

- VAS (Vanilina sulfurica acida) aplicada sobre cromatoplaca eluida no sistema apolar
para a detec¢do de terpendides (amarelo-marrom) e 4acidos graxos (azul).

Os aspectos considerados foram cor e altura antes e ap6s exame com luz UV e
mudancas de coloragdao com o uso de reveladores.

- Cor: dependendo da tonalidade predominante, a cor da imagem em conjunto se define
como vivamente colorida, pouco colorida ou muito pouco colorida;

- Mudangas de coloracdo: a imagem capilar foi exposta a reagentes sobre ela gotejados
ou borrifados e as mudangas de coloragao foram observadas e registradas;

- Exame com luz ultravioleta: depois da corrida, a cromatoplaca ¢ exposta a luz UV 365
nm. Foram observadas e registradas as fluorescéncias das diferentes zonas da imagem e
suas intensidades.

O segundo teste realizado foi o “screening” ou prospeccao fitoquimica descrita
no Procedimento Operacional Padrdo da Embrapa Amazdnia Oriental, aplicado no setor
de plantas medicinais do Laboratorio de Agroindustria. Este procedimento utiliza

técnicas descritas por Moreira (1979); Lock de Ugaz (1988); Matos (1997) (Tabela 1).

18



Além dos constituintes testados nos procedimentos anteriores foram também

acrescentados os testes para taninos, catequinas, saponinas e depsideos.

Tabela 1: Testes de prospecgao fitoquimica de classes quimicas de plantas.*

fita de Mg

Constituinte Reagente Reagéo positiva
quimico
Taninos Solugdo aquosa de cloreto Mudanga de coloracdo ou formagao
férrico a 1% de precipitado.
Catequinas Solugdo aquosa de vanilina 1% Coloragao vermelha intensa.
e ac. cloridrico concentrado
Flavonoides Ac. Cloridrico concentrado e Coloragao rosea.

Esteroides e

Cloroformio, anidrido acético e

Sucessao de cores, de azul

hidroxido de amodnio 10%

Triterpendides ac. Sulfurico concentrado evanescente a verde persistente.
Depsidios Metanol e solugao aquosa de Coloracao verde, azul ou cinza.
cloreto férrico 1%
Cumarinas Solucdo aquosa de NaOH 1 mol |  Fluorescéncia azul sobre luz UV
L em papel filtro.
Saponinas Solugdo hidroalcoolica 80GL: | Camada de espuma estavel por mais
etanol comercial/agua destilada. de 30 minutos.
Alcalodides Reativo de Bouchardat Precipitado laranja avermelhado.
Antraquinonas | Benzeno e solug¢do aquosa de | Coloragao rosea, vermelha ou violeta

na fase aquosa.

* “Screening” fitoquimico do Procedimento Operacional Padrao da Embrapa Amazonia

Oriental

Todos os processos de extragdo, preparo de solugdes e screening foram

realizados no Laboratério de Agroindustria da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA.

Os testes em cromatoplacas de camada delgada foram realizados no Laboratério de

Quimica da Universidade Federal do Para.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da Cromatografia em Camada Delgada pode ser verificado na
Tabela 2. Neste caso, a idéia foi verificar a presenca ou ndo de alcaldides,

antraquinonas, cumarinas, flavonoides, terpenoides e acidos graxos.

Tabela 2: Deteccdo de classes de substancias quimicas presentes nos extratos das
diferentes partes de Senna alata pelo método de cromatografia em camada delgada

(CCD)

Classes quimicas Extratos Brutos Hidrometandlicos de Senna alata
Caules Flores | Folhas | Raizes | Sementes | Vagens
Acidos graxos + + + + + +
Alcaloides - - - - - -
Antraquinonas - - + - - -
Cumarinas + + + + T I
Flavonoides + + + + + +
Terpendides - - - - - -

+ (Positivo); - (Negativo)

Pelos resultados expostos, observa-se que cumarinas, flavonoides e acidos
graxos podem ser encontrados em todos os pontos da planta Senna alata. Antraquinonas
foram detectadas somente nas folhas pelo teste com hidroxido de potassio. E ainda, as
estruturas da planta que apresentaram maior diversidade de classes quimicas, segundo o
teste em CCD foram as folhas, podendo esta diversidade refletir em um maior potencial
de utilizagdo em ensaios de alelopatia.

JA os ensaios para a deteccdo e prospec¢ao preliminar dos diferentes
constituintes quimicos de plantas, baseado no “Screening” fitoquimico do Procedimento
Operacional Padrao da Embrapa Amazonia Oriental forneceu os resultados expostos na

Tabela 3.
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Tabela 3: Detecgdo de classes de substincias quimicas presentes nos extratos das

diferentes partes de Senna alata pelos métodos de prospecgao fitoquimica de classes

quimicas*
Classes Extratos Brutos Hidrometanolicos de Senna alata
guimicas Caules | Flores | Folhas | Raizes | Sementes | Vagens
Alcaloides + + + + + +
Antraquinonas + + + + + +
Catequinas - - - - - -
Cumarinas - - M + + _
Depsidios + - M - - -
Flavondides - - - - - -
Saponinas + M + + + +
Taninos M - + M M -
Esterodides e - - - - - -
triterpendides

* “Screening” fitoquimico do Procedimento Operacional Padrao da Embrapa Amazonia
Oriental

+ (Positivo); - (Negativo); M (Mascarado)

Os resultados do “screening” mostram que alcaldides e antraquinonas foram
encontrados em todas as estrututuras da planta, ao contrario do teste por CCD,
indicando que, para a deteccao de alcaldides o reativo de Bouchardat foi mais sensivel
do que o reativo de Dragendorff, assim como o hidroxido de amoénia 10% foi mais
sensivel as antraquinonas do que o hidréxido de potéssio. Flavondides ndo foram
detectados utilizando-se 4cido cloridrico concentrado e fita de Magnésio, demonstrando
que o NP/PEG (difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol) ¢ mais apropriado para a
detec¢do desta classe quimica. Da mesma forma, cumarinas s6 foram detectadas em
raizes e sementes, sendo o hidroxido de potassio mais apropriado do que a solugdo
aquosa de hidroxido de sodio. As folhas foram as Unicas estruturas em que a presenca
de taninos foi confirmada. E contando com o resultado suspeito (mascarado) para
cumarinas e depsidios nas folhas, novamente, representaram a por¢do da planta que
apresentou maior diversidade de classes quimicas, como no teste em CCD. Saponinas

também foram encontradas em praticamente todas as partes da planta.
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Comparando-se as duas metodologias, poucos resultados foram corroborados,
indicando que talvez a mistura de solvente dgua/metanol (3:7) utilizada na fase de
extracdo ndo tenha sido a mais apropriada para algumas classes de compostos ou que a
especificidade dos reagentes reveladores seja diferente para as mesmas concentragdes.
Tais resultados podem ainda estar relacionados a presenca de intensa mistura de
compostos e/ou a concentragdo muito baixa do constituinte a ser pesquisado nos tecidos
da planta.

Os resultados obtidos na cromatografia de camada delgada demonstraram que ¢
o método qualitativo mais adequado para uma andlise preliminar de compostos
quimicos derivados de plantas, devido a economia, rapidez, simplicidade e maior
seguran¢a de manuseio do processo. Porém, devem ser adicionados a esta metodologia
mais testes para a abrangéncia de um maior niimero de classes, como no “screening”.
Segundo Gianvechio et al. (2006) ¢ Wagner & Bladt (1996), dentre as duas
metodologias utilizadas, a cromatografia em camada delgada ¢ considerada de facil e
rapida execugdo, custo acessivel, reprodutivel, e consta em diversas monografias das
Farmacopéias, ¢ um método muito empregado uma vez que fornece dados para a
identificagdo de matérias primas vegetais, além de permitir inferéncias a respeito da
pureza do material.

Neste trabalho, foram identificadas em todas as partes de Senna alata algumas
classes quimicas ja consagradas pela atividade alelopatica (Rice 1984; Putnam & Tang
1986; Moreland & Novitzky 1987; Arruda et al. 2005; Cipollini 2008). Porém classes
como catequinas, esteroides e terpenoides, consideradas agentes alelopaticos potentes
(Rice 1984; Fischer et al. 1994; Lobo et al. 2008; Macias 2008), ndo foram encontradas.
E reconhecido que as plantas produzam e estocam seus metabdlitos em diferentes
partes, sendo a principal fonte uma variavel nao fixa, que pode flutuar entre espécies ou
dentro de uma mesma espécie, ¢ ainda sofrer variagdes de acordo com as condigdes
ambientais (Souza Filho & Alves, 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos encontrados por
Barresse - Pérez et al. (2005) no estudo fitoquimico da mesma espécie, onde também
foram verificadas diferencas na detec¢do de constituintes quimicos quando o solvente
de extragdo foi modificado e até mesmo quando utilizavam-se reagentes reveladores
distintos. Entre os componentes até entdo identificados em Senna alata, por diferentes
métodos fitoquimicos de prospec¢do, estdo presentes taninos, triterpenos, esterdides,
alcaloides, carboidratos redutores, flavonoides, saponinas, cumarinas, antocianidinas,

emodina, antraquinona, chrysarabina, ribarina, acido malico, tartdrico, crisofanico e
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0leo essencial (Barrese Pérez & Hernandez Jiménez, 2002; Ordofiez et al., 2004;
Barrese Pérez et al., 2005; Plantamed, 2007). Suas flores sdo ricas em flavonodides e
vitamina C (Plantamed, 2007).

Neste estudo fitoquimico foi comprovada a alta diversidade de compostos
quimicos presentes em todas as estruturas de Senna alata, principalmente em suas
folhas, justificando assim sua ampla utilizacdo na medicina popular e indicando ainda o
potencial para a utilizagdo em outras areas como a alelopatia. Ainda, a cromatografia
em camada delgada, devido a economia, rapidez, simplicidade e maior seguranga do
processo € o método qualitativo mais indicado para a analise preliminar de compostos

quimicos derivados de plantas, como por exemplo, potenciais classes de aleloquimicos.
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EFEITOS ALELOPATICOS E AUTOTOXICOS DE EXTRATOS
HIDROMETANOLICOS DE DIFERENTES ESTRUTURAS DA ESPECIE Senna
alata (L.) Roxb.

RESUMO: Um dos aspectos mais explorados da alelopatia, em ecossistemas
manipulados, € o seu papel na agricultura. Atualmente, o potencial alelopatico de véarias
plantas tem sido avaliado como método de controle alternativo, reduzindo o uso
intensivo de herbicidas, que pode acarretar problemas ambientais e de satide. Objetivou-
se neste estudo a avaliagdo da atividade alelopatica de diferentes partes da espécie
daninha Senna alata (L.) Roxb. (mata-pasto), frequente em areas de pastagens na regiao
Amazodnica. Para o exame de seu potencial alelopatico, aplicaram-se extratos
hidrometanoélicos de suas diferentes estruturas sobre a germinacdo de sementes € o
alongamento da radicula e hipocétilo de duas espécies daninhas de areas de pastagens:
Mimosa pudica e Senna obtusifolia, da forrageira Pueraria phaseoloides e da propria S.
alata. Os tratamentos constaram dos extratos de flores, vagens, sementes, raizes, folhas
e caules na concentragdo de 1%, obtidos por extragdo exaustiva com solvente
hidrometanoélico (3:7), por 7 dias. Os bioensaios foram realizados no Laboratério de
Agroindustria da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, onde foram desenvolvidos
com temperatura ¢ fotoperiodos controlados. O extrato de folhas apresentou maior
atividade alelopatica, inibindo até 95% a germinagdo das espécies mais sensiveis. A
espécie mais sensivel, nos bioensaios de germinacdo e desenvolvimento da radicula foi
a congenérica S. obtusifolia. P. phaseoloides mostrou ser a menos sensivel aos efeitos
dos extratos hidrometanolicos sobre a inibicdo da germinacdo de sementes e
crescimento do hipocotilo. Os resultados indicam que o sitio de maior biossintese de
aleloquimicos em S. alata, encontra-se em suas folhas. Quanto aos efeitos autotoxicos
dos extratos de S. alata, estes sdo somente percebidos durante o crescimento inicial da
plantula, afetando em maior parte o seu sistema radicular.

Palavras-chave: Leguminosae, Alelopatia, Plantas daninhas

ABSTRACT - Allelopathic and autotoxic effects of hydromethanolic extracts from
different structures of Senna alata (L.) Roxb.: One of the most important aspects of
allelopathy, in manipulated ecosystems, is its role in agriculture. Currently, the
allelopathic potential of diverse species has been evaluated as an alternative control
method, reducing the intensive use of herbicides, which can cause environmental and

health problems. The study objective was the evaluation of the allelopathic activity of
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different parts of harmful Senna alata (L.) Roxb. (kill-grass), frequent specie in pastures
of Amazon region. With this aim, hydromethanolics extracts of different fractions of S.
alata were applied on the seed germination and radicle and hypocotyl elongation of two
pastures weeds: Mimosa pudica and Senna obtusifolia, and one forage legume Pueraria
phaseoloides, and Senna alata itself. The treatments consisted of flowers, pods, seeds,
roots, leaves and stems extracts, in the concentration of 1%, given by exhaustive
extraction with hydromethanolic solvent (3:7), for 7 days. The bioassays were carried
out on The Agroindustry Laboratory of the Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA,
with temperature and photoperiod controlled. The leaf extract presented the greater
allelopathic activity, showing inhibition about 95% on the sensible species, in
germination test. The species most sensible, in the bioassays of germination and radicle
elongation was S. obtusifolia. P. phaseoloides showed to be the less sensible to the
effect of hydromethanolic extracts on the inhibition of seed germination and hypocotyl
elongation. The results indicate that the major site of allelochemicals biosynthesis in S.
alata, is found in their leaves. About the autotoxic effects of S. alata extracts, they are
observed only in the early growth of seedlings, affecting mostly their root system.

Key words: Leguminosae, Allelopathy, Weeds

INTRODUCAO
Na Regido Amazodnica, as areas de pastagens cultivadas sdo infestadas,

historicamente, por comunidade de plantas daninhas, que tém por caracteristica a alta
diversidade biologica e a agressividade, constituindo-se no principal problema de ordem
bioecondmica a limitar o desempenho produtivo e a rentabilidade da atividade agricola.
Levantamento de comunidades de plantas infestantes, realizado em fazendas localizadas
no Nordeste Paraense, aponta a ocorréncia de 17 familias e 36 espécies como as mais
endémicas (Modesto Junior & Mascarenhas, 2001). Entre as familias j& catalogadas nas
principais regides com atividades agricolas, Leguminosae merece destaque pelo elevado
numero de espécies incidentes, com aproximadamente 43 (Dantas & Rodrigues, 1980).
Basicamente, essas plantas promovem dois tipos de interferéncias nos cultivos que
infestam: alelospolia e alelopatia. Alelospolia refere-se as interferéncias decorrentes da
competicdo por fatores indispensaveis a sobrevivéncia de cada espécime, como agua,
luz, nutriente e espago fisico, enquanto alelopatia diz respeito as interferéncias
promovidas pela produgdo e liberacdo, para o ambiente, de compostos quimicos que
uma vez absorvidos pelas plantas, em suas vizinhangas, afetam processos fisiologicos e

metabolitos, comprometendo a capacidade competitiva da espécie atingida. Conquanto
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os conceitos alelospolia e alelopatia permitam a distingdo tedrica entre eles com certa
facilidade, em condigdes de campo € muito dificil distinguir que parcela da interferéncia
observada se deve a cada um desses fatores (Souza Filho & Alves, 2002).

A formagdo de estandes puros e sua adaptabilidade ecologica podem estar
relacionadas ainda, ao fendmeno da autotoxicidade. Também conhecido como auto-
alelopatia, a autotoxicidade ocorre quando a planta libera uma substancia quimica no
ambiente que inibe a germinacdo e o crescimento de outras plantas da mesma espécie.
Sua ocorréncia tem sido observada, tal como a alelopatia, em ecossistemas naturais ou
agricolas, onde promove diversas implicagdes ecoldgicas e econdmicas (Souza Filho &
Alves, 2002).

Atualmente, o potencial alelopatico de varias plantas ¢ considerado importante
componente na estratégia de controle alternativo para reduzir o intensivo uso de
herbicidas sintéticos em culturas, que pode acarretar problemas ambientais e de satde
(Rizvi & Rizvi, 1992).

Dentre as muitas espécies de Leguminosae que ocorrem na Regido Amazonica,
merecem destaque pelos prejuizos que promovem em areas de pastagens da regido,
aquelas pertencentes ao género Senna, em especial Senna alata (L.) Roxb., vulgarmente
conhecida como mata-pasto ou fedegosao, espécie perene, de crescimento rapido, com
porte arbustivo-arboreo, podendo atingir até 6,0 m. de altura. Em inventario floristico
realizado em vegetacdo secundaria, na regido Bragantina, a leste de Belém do Par4, S.
alata foi encontrada entre os individuos de Leguminosae, a familia representada pelo
maior numero de espécies (Baar et al., 2004).

Este trabalho teve por objetivo analisar e caracterizar a atividade potencial

alelopatica e autotoxica das diferentes estruturas da espécie Senna alata.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento de material vegetal:

A espécie Senna alata foi plantada em fevereiro de 2006, no Campo
Experimental da Embrapa Amazonia Oriental, localizado na cidade de Belém, Para. A
coleta foi realizada com as plantas na fase reprodutiva, em dezembro de 2006, quando
foram colhidas e separadas nas seguintes fragdes: caules; flores; folhas; raizes; sementes
e vagens. O material vegetal foi seco em estufas de circulacdo de ar forcada, a
temperatura constante de 40 °C, durante 72 horas. Em seguida, os materiais foram

triturados, em moinho tipo Willey, até obtencdo de um p6 homogéneo.
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Preparo dos extratos brutos

Para obtencdo dos extratos brutos, realizou-se a extragao exaustiva com mistura
de solvente dgua/metanol (3:7) de cada parte da planta, por aproximadamente sete dias,
com filtragdo e recolhimento perioddicos do filtrado. Apds esse periodo, o metanol foi
eliminado a pressdo reduzida, em rotavapor (BUCHTEL131) a temperatura de 45 °C.

Em seguida, a solu¢ao aquosa concentrada foi liofilizada.

Espécies receptoras utilizadas nos bioensaios:

As espécies receptoras utilizadas nos bioensaios de germinagdo e crescimento
inicial foram:

- pueraria, Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth.;

- malicia, Mimosa pudica L.;

- mata-pasto liso, Senna obtusifolia(L.) H.S. Irwin & Barneby;

- a espécie doadora Senna alata, no caso do bioensaio autotoxico.

Bioensaios de germinacao:

A germinacdo das espécies receptoras foi monitorada em periodos de 10 dias,
com contagens didrias e eliminacdo das sementes germinadas. Foram consideradas
sementes germinadas aquelas que apresentavam extensao radicular igual ou superior a
2,00 mm (Juntila, 1976; Duram & Tortosa, 1985). Cada placa de Petri de 9,0 cm de
diametro foi forrada com uma folha de papel filtro qualitativo e recebeu 25 sementes de
cada espécie receptora. Os bioensaios foram desenvolvidos em estufas de germinagao
do tipo BOD Modelo 3740 (Forma Scientific, Inc. BOX 649 MARIETTA, OHIO
45750), em condigdes controladas de 25 °C de temperatura constante e fotoperiodo de

12 horas.

Bioensaios de crescimento inicial:

Os bioensaios de crescimento da radicula e do hipocétilo foram realizados nas
mesmas condi¢des dos bioensaios de germinacdo, com a diferenca apenas no tocante ao
fotoperiodo, que neste caso foi de 24 horas. Cada placa de Petri, forrada com papel de
filtro qualitativo, recebeu trés plantulas, de medidas uniformes, com aproximadamente
trés dias de germinagdo. Ao final do periodo de 10 dias de crescimento, o comprimento

da radicula e do hipocétilo foram mensurados.
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Outros procedimentos experimentais:

Todos os extratos foram testados em concentragdao Unica de 1,0% (p/v), tendo
como eluente mistura de solvente dgua/metanol (3:7). Cada placa de Petri recebeu 3,0
mL de extrato, sendo adicionado apenas uma vez, quando do inicio de cada bioensaio.
A partir de entdo foi adicionado, apenas, agua destilada, sempre que preciso. Apds a
adicdo do extrato, deixou-se evaporar o solvente e adicionou-se 3,0 mL de agua
destilada, mantendo-se, dessa forma, a concentracdo original. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados no Laboratorio de Agroindustria da Embrapa Amazonia

Oriental, Belém, PA.

Osmolaridade

Em estudos de avaliagdo da atividade alelopatica envolvendo o uso de extratos
brutos, o fator potencial osmdtico merece atengdo especial, em fung¢do do fato de que
alelopatia e atividade osmotica tém efeitos aditivos. A atividade osmética de um dado
extrato bruto depende, primariamente, da concentracdo do extrato bruto utilizado em
teste, ou seja, quanto maior for a concentragdo do extrato maior deve ser a atividade
osmotica (Souza Filho & Alves, 2000). Dessa forma, o potencial osmotico tende a
superestimar a atividade alelopatica, havendo, por conseguinte a necessidade de se
isolar esse efeito da atividade alelopatica. Para a concentragdo de 1,0%, empregada
neste trabalho, a contribuicdo do potencial osmético foi desprezada, conforme

apresentado por Souza Filho & Alves (2000).

Delineamento experimental e andlise estatistica:

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repetigdes,
em modelo tipo hierdrquico com dois fatores. Os dados foram submetidos a andlise da
variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando a
diferenca minima significativa ao nivel de 5% de probabilidade. As andlises foram

processadas, utilizando-se o programa SAS (SAS, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o extrato de folhas foi o que apresentou maior atividade
alelopatica, inibindo acima de 90% a germinagdo de sementes das plantas daninhas e
70% a forrageira puerdria (Tabela 1). A espécie mais sensivel aos efeitos dos extratos
hidrometandlicos do mata-pasto foi a Senna obtusifolia, seguida de Mimosa pudica,

apresentando ambas, em geral, acima de 80% da germina¢do de suas sementes inibidas.

30



A espécie Pueraria phaseoloides foi a que apresentou menor sensibilidade a acgdo

inibitoria dos extratos sobre a germinagao de sementes, com excegao do extrato foliar.

Tabela 1. Efeitos de diferentes extratos de estruturas de mata-pasto (S. alata) sobre a
germinagdo de sementes de diferentes plantas de areas de pastagens. Dados expressos

em percentual de inibicdo em relag@o ao tratamento testemunha.

Fonte Espécie receptora

Extrato M. pudica S. obtusifolia | P. phaseoloides
Sementes 84,0Ba 83,0Ba 18,0Eb

Vagens 72,0Cb 78,0Ca 57,0Bc

Flores 85,0Ba 87,0Ba 36,0Db

Caules 80,0Ba 83,0Ba 57,0Bb

Folhas 93,0Aa 95,0Aa 70,0Ab

Raizes 38,0Dc¢ 80,0Ca 44,0Cb

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

Os extratos de sementes, flores e caules produziram efeitos semelhantes sobre
Mimosa pudica e Senna obtusifolia, inibindo acima de 80% a germinacdo de sementes
destas espécies (Tabela 1). Para M. pudica o extrato das raizes foi o0 menos ativo ¢ para
S. obtusifolia e Pueraria phaseoloides, os extratos que provocaram menor inibi¢ao
foram vagens e sementes, respectivamente (Tabela 1). Ainda os extratos de vagens e
caules produziram o mesmo percentual de inibi¢do de sementes sobre P. phaseoloides.

A partir da andlise da tabela 2, observou-se que, mais uma vez o extrato de
folhas foi o mais ativo no bioensaio de crescimento da radicula e do hipocotilo, com
excecdo da acdo do extrato de caules sobre o crescimento do hipocotilo de Pueraria
phaseoloides. Os efeitos inibitérios foram mais acentuados, percentualmente, sobre o
crescimento da radicula e a espécie mais afetada foi novamente Senna obtusifolia,
seguida por P. phaseoloides, enquanto Mimosa pudica foi a espécie menos sensivel a
acdo dos extratos sobre o crescimento da radicula. J4 no bioensaio de alongamento do
hipocétilo, a espécie mais sensivel foi M. pudica, seguida de S. obtusifolia, sendo P.

phaseoloides a menos sensivel.

31



Tabela 2. Efeitos de diferentes exxtratos de fragdes de mata-pasto (S. alata) sobre o
crescimento da radicula e hipocoétilo de diferentes plantas de areas de pastagens. Dados

expressos em percentual de inibigdo em relagdo ao tratamento testemunha.

Hipocotilo Radicula
Fonte Espécie receptora
Extrato | Mimosa | Senna Pueraria | Mimosa Senna Pueraria
pudica | obtusifolia | phaseoloides | pudica | obtusifolia | phaseoloides

Sementes | 17,0Da 14,0Cb 10,0Bb 30,0Cb 58,0Ca 58,0ABa
Vagens 25,0Ca 12,0Cb 4,0Cc 42,0Bc 66,0Ba 58,0ABb
Flores 31,0Ba 11,0Cb 5,0Cc 38,0Bb 54,0Ca 41,0Db
Caules 35,0Ba 27,0Ab 20,0Ac 31,0Cc 64,0Ba 56,0Bb
Folhas | 43,0Aa | 31,0Ab 8,0Bc 51,0Ac 70,0Aa 64,0Ab
Raizes 33,0Ba | 21,0Bb 7,0Bc 34,0BCb | 47,0Da 49,0Ca

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

Ainda em analise da tabela 2, verificou-se que os extratos de sementes, raizes e
flores foram os que apresentaram menor atividade sobre M. pudica, S. obtusifolia e P.
phaseoloides, respectivamente, para o experimento de crescimento da radicula. No caso
do crescimento do hipocétilo, os extratos menos ativos sobre essas espécies, nessa
ordem, foram os obtidos a partir de sementes, flores e vagens.

Segundo Ferreira & Aquila (2000), a germinagdo é menos sensivel aos
aleloquimicos que o crescimento da plantula. Porém, os resultados (Tabelas 1 e 2),
mostram que os extratos das diferentes fragdes de S. alata apresentaram maior efeito
inibitorio sobre a germinacdo do que sobre o alongamento da radicula e hipocétilo,
contrariando a afirmag@o anterior. A alta taxa de inibicdo sobre a germinacdo das
sementes das espécies receptoras causada pelos extratos de S. alata é resultado da
inibi¢do da divisdo das células dos meristemas embrionarios das sementes (Agbagwa et
al., 2003).

Analisando-se os efeitos autotoxicos, nos testes de germinacdo de sementes
observou-se que os percentuais de inibi¢do dos extratos obtidos a partir das diferentes
estruturas de S. alata foram baixos, por volta de 3 % (Tabela 3), e ndo houve diferengas
entre eles. Ja nos bioensaios de alongamento da radicula e hipocotilo, a partir da analise
da tabela 3, observou-se que o extrato de folhas foi o mais ativo apresentando 74% de
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auto-inibi¢do sobre o crescimento da radicula e, 58% sobre o alongamento do
hipocétilo. Verificou-se ainda, que os extratos de vagens e caules foram os que
apresentaram menor atividade sobre o crescimento da radicula e do hipocotilo, nesta

ordem.

Tabela 3. Efeitos auto-inibitérios de extratos hidrometanolicos de diferentes fragdes da
planta de S. alata. Dados expressos em percentual de inibi¢do em relagdo ao tratamento

testemunha, 4gua destilada.

Fonte Bioensaios

Extrato Germinagao Cresc. radicula Cresc. hipocotilo
Sementes 3,0Ab 53,0Ca 53,0Ba

Vagens 3,2Ab 48,0Da 49,0Ca

Flores 3,0Ac 67,0Ba 50,0Bb

Caules 2,8Ac 69,0Ba 42,0Db

Folhas 2,5Ac 74,0Aa 58,0Ab

Raizes 2,8Ac 57,0Ca 50,0Bb

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

No caso dos efeitos autotoxicos de Senna alata, observa-se, ao contrario dos
efeitos alelopaticos sobre outras espécies, que a inibicdo sobre a germinagdo ¢ menos
acentuada e nao significativa, quando comparada aos efeitos sobre o alongamento da
radicula ¢ do hipocétilo. E provavel que esta seja uma estratégia para evitar a
autotoxicidade nos estdgios iniciais, permitindo a produ¢do de sementes viaveis, dentro
da populacgdo, mas impedindo uma expansdo muito acelerada no crescimento dos novos
individuos.

Reigosa et al. (1999) cita que uma inibi¢do autotoxica exibida no centro de
comunidades de espécies perenes que crescem bastante adensadas, pode promover uma
expansdo vegetativa e producdo de sementes nas margens desta comunidade,
aumentando assim a colonizacdo de novos habitats. Embora um grande nimero de
plantas produza aleloquimicos tanto quanto autoquimicos, algumas delas
desenvolveram mecanismos para evitar essa autotoxicidade. Métodos para superar os
riscos de autotoxicidade podem variar at¢ mesmo dentro da planta, e pode ser
manifestado por todo o organismo, em 6rgdos e tecidos especificos, ou em diferentes

niveis subcelulares e moleculares (Singh et al., 1999).
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Na Figura 1 ¢ possivel observar os efeitos dos extratos hidrometandlicos de
Senna alata sobre o crescimento da radicula e do hipocétilo de duas espécies de plantas

daninhas, uma forrageira e sobre si mesma.
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FIGURA 1: Efeitos de extratos hidrometandlicos de S. alata sobre o crescimento da

radicula e hipocétilo de diferentes espécies.

Foi demonstrado que, no geral, os extratos produziram efeitos mais acentuados sob
o crescimento da radicula (Figura 1). E notério, confirmando os resultados discutidos
anteriormente, que cada espécie respondeu da sua maneira, com relagcdo aos diferentes
extratos utilizados e as estruturas afetadas. Esta claramente representada, também na
Figura 1, a superioridade dos efeitos autotoxicos de Senna alata, principalmente com
relag@o aos efeitos sobre o alongamento do hipocétilo.

Alelopatia ¢ importante e decisivo mecanismo de interferéncia promovida por
plantas daninhas em agroecossistemas, com influéncia na dindmica, densidade e padrao
da vegetacdo. O numero de plantas daninhas ja catalogadas, por sua atividade
alelopatica, é expressivo e foi recentemente revisado por Souza Filho (2006). E
reconhecido que as plantas produzam e estocam seus metabolitos em diferentes partes,
sendo a principal fonte uma variavel ndo fixa, que pode flutuar entre espécies ou dentro
de uma mesma espécie, e ainda sofrer variagdes de acordo com as condigdes

ambientais, além disso, a distribuicdo destas substancias na planta ndo ¢ uniforme, tanto
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no aspecto qualitativo como quantitativo (Souza Filho & Alves, 2002). Portanto os
agentes quimicos envolvidos nesse tipo de interferéncia, os aleloquimicos, assumem
papel importante e nesse contexto, o ciclo das plantas pode ter importincia especial.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram a existéncia de um padrao
diferenciado de sintese e/ou contetido de substancias alelopaticas e autotoxicas nas
diversas partes da planta Senna alata, e que provavelmente o sitio de maior biossintese
esteja situado em suas folhas. Os efeitos inibitdrios sobre outrras espécies sdo mais
acentuados sobre a germinac¢do das sementes do que sobre o crescimento inicial.
Apresentando tendéncia contraria, os efeitos autotoxicos dos extratos hidrometanélicos
de S. alata, sdo somente percebidos no crescimento inicial da plantula, afetando em
maior parte a por¢do subterranea desta, podendo indicar um provéavel mecanismo de

adaptacdo ou tolerancia a autotoxicidade para a formacgao de estandes puros.
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PROSPECCAO QUIMICA DE COMPOSTOS PRODUZIDOS POR Senna
alata (L.) Roxb. COM ATIVIDADE ALELOPATICA

RESUMO: Senna alata (L.) Roxb. é uma espécie daninha freqiiente em pastagens da
regido Amazonica. Suas folhas apresentam propriedades medicinais. Objetivou-se neste
estudo a propsec¢do quimica e¢ a avaliacdo da atividade alelopatica dos compostos
presentes nas folhas de S. alata. O material vegetal foi seco, triturado e submetido a
extragdo exaustiva, com solucdo agua:metanol (3:7). O extrato obtido foi entdo
fracionado por coluna cromatografica por via umida. As fracdes mais puras foram
submetidas a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, para a determinagdo
das formulas estruturais das moléculas. Para a avaliacdo dos efeitos das substancias
quimicas isoladas, utilizaram-se as concentracdes de 50, 100, 150 e 200 ppm, tendo
como eluente solugdo hidrometanodlica (3:7 v/v). As fracdes foram adicionadas em
placas de Petri e seus efeitos avaliados sobre a germinacao de sementes e o alongamento
da radicula e hipocétilo de duas espécies daninhas também de areas de pastagens:
Mimosa pudica e Senna obtusifolia, e da propria S. alata. Os compostos com atividade
alelopatica encontrados em folhas de S. alata pertencem a classe dos flavonoides
glicosilados, cujo nucleo aromatico ¢ um kaempferol, e causaram maior inibi¢do sobre o
crescimento da radicula e sobre a germinagdo de S. obtusifolia e M. pudica. Ja os efeitos
autotéxicos deste composto sao pouco significativos para o desenvolvimento da plantula
e nulos sobre a germinagao.
Palavras-chave: Leguminosae, Aleloquimicos, RMN, Flavondides glicosilados,

Kaempferol

ABSTRACT - Chemical prospection of compounds produced by Senna alata (L.)
Roxb. with allelopathic activity: Senna alata (L.) Roxb. is a weed specie, frequent in
pastures of the Amazonian region. Their leaves present medicinal properties. The study
objective was the chemical prospection and the evaluation of the allelopathic activity of
compounds presents in S. alata leaves. The plant material was dried, ground, submitted
to exhaustive extraction with solution water/methanol (3:7). The crude extract obtained
was then fractioned by wet chromatography column. The more pure fractions were
submitted to Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy to determine their structures.
To evaluate the effects of chemical substances isolated, were used concentrations of 50,
100, 150 and 200 ppm, in hydromethanolics solvents (3:7). The fractions were added in
Petri dishes and their effects were evaluated on the seed germination and radicle and

hypocotyl elongation of also two pastures weeds: Mimosa pudica and Senna obtusifolia,
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and Senna alata itself. The activity allelopathic compounds found in S. alata leaves
belong to the flavonoids glycosides class, which aromatic core is a kaempferol and
cause major inhibition on the the radicle elongation and on the germination of S.
obtusifolia and M. pudica. About the autotoxic effects of this compound it is not very
significant for the seedlings development and null on the germination.

Key words: Leguminosae, allelochemicals, NMR, flavonoids glycosides, kaempferol

INTRODUCAO
Conhecida popularmente como mata-pasto, Senna alata (L.) Roxb. é uma

espécie daninha que infesta pastagens cultivadas da Regido Amazodnica, constituindo-se
um problema de ordem bioecondomica a limitar o desempenho produtivo e a
rentabilidade da atividade agricola. E uma planta perene, arbustiva e, em observagio do
desenvolvimento em campo de individuos desta espécie, verificou-se que apresentam
crescimento vegetativo extremamente rdapido com tendéncia a formacdo de estandes
puros. Esta caracteristica pode ser uma evidéncia de dois fendmenos: alelospolia e
alelopatia. A espécie ¢ medianamente freqiiente em areas de pastagens, beira de estradas
e terrenos baldios, em quase todo o Brasil, principalmente em lugares imidos (Lorenzi,
2000). S. alata pertence a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae,
provavelmente nativa do Norte da América do Sul, foi naturalizada e cultivada desde os
Estados Unidos da América até a Argentina (Irwin & Barneby, 1982).

As espécies de Senna eram incluidas em Cassia sensu lato até o tratamento
taxondmico de Irwin & Barneby (1981), quando estes géneros foram separados.
Trabalhos recentes baseados em morfologia floral t€ém suportado esta divisao (Boonkerd
et al.,, 2005). O género Cassia sensu lato possui um longo histérico de importancia
econdmica, especialmente como plantas medicinais (Boonkerd et al., 2005).

A espécie Senna alata apresenta propriedades terapéuticas, na India, quase todas
as partes da planta sdo utilizadas nos sistemas de medicina ayurvedica, unani e alopatica
(Damodaran & Venkataraman, 1994). Em muitos paises, suas folhas, cascas, flores e
raizes, podem ser utilizadas na medicina popular por suas propriedades antiherpética,
antifebrifuga, antianémica, antiblenorragica, antinefritica, antidota, antimicdtica,
diurética, parasiticida, laxante, e contra doencas de pele (Awal et al, 2004; Ordofiez et
al., 2004; Barrese Pérez et al., 2005; Pieme et al., 2006; Plantamed, 2007). Na Africa, é
plantada aos redores das casas para espantar formigas (Barrese Pérez et al., 2005).

Ainda, o estudo de Agbagwa et al. (2003), demonstrou os efeitos alelopaticos do extrato
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bruto de S. alata, que induziu um decréscimo consistente no percentual absoluto e na
taxa de germinagdo, além de inibir o crescimento da radicula em Celosia argentea.

Na natureza existem milhares de compostos bioativos com propriedades
inexploradas. Muitos destes sdo metabolitos secunddrios gerados por plantas como
resultados de uma co-evolucdo, e que freqlientemente geram efeitos em outros
organismos e, em muitos casos, possuem a funcao de compostos bioquimicos de defesa
ou aleloquimicos. Desta maneira, numerosas plantas vém sendo usadas, principalmente
no meio rural como remédios, repelentes de insetos, venenos usados na pesca, entre
outras finalidades (Chom & Kim, 2004; Souza-Filho, 2006).

Os relatos populares, ao lado de plantas conhecidas como toxicas para o homem
e animais, podem fornecer excelentes pistas para o estudo quimico de produtos naturais,
além de dados da literatura sobre a¢des antioxidantes, antiinflamatorias e inseticidas dos
vegetais.

A quimica de produtos naturais tem por objetivo o esclarecimento e registro dos
constituintes resultantes do metabolismo secundario dos seres vivos, através de seu
isolamento e elucidacdo de suas estruturas moleculares. Estes compostos podem ser de
interesse académico, ndo registrados na literatura especializada, intermedidrios de
processos de biossintese, ou de importancia quimiotaxondmica, ¢ algumas vezes,
substancias de interesse econdmico, como novos agentes medicamentosos, ou novas
fontes de compostos raros ja utilizados (Matos, 1997). A prospec¢do permite ao quimico
o conhecimento preliminar do comportamento quimico dos extratos com o qual se
devera trabalhar, e é instrumento utilizado na selecdo de plantas para estudo. Varias
técnicas tém sido desenvolvidas para a prospec¢ao destas substdncias e o seu
planejamento deve ser feito de acordo com objetivos especificos. J4 a determinacdo da
estrutura molecular dos constituintes isolados se constitui em um campo especializado
da quimica organica e ¢ feita principalmente pela interpretacdo de varios espectros
obtidos em espectrometros de absorcdo das radiagdes ultravioleta, visivel e
infravermelha, espectrometro de ressonancia magnética protonica e de carbono 13,
espectrometro de massas, entre outros (Matos, 1997).

O potencial para o uso de produtos naturais de plantas como herbicidas é grande.
Seja para o uso direto ou como base para a sintese de novas moléculas herbicidas, uma
vez que, embora o método de controle quimico seja pratico, possui uma série de
limitagdes. O uso de herbicidas sintéticos, algumas vezes, leva a poluicdo ambiental
além de causar efeitos inerentes, como resisténcia, entre outros. (Duke et al., 2000;

Hachinohe & Matsumoto, 2007).
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Entre os constituintes quimicos até entdo identificados em Senna alata estdo
presentes taninos, triterpenos, esterdides, alcaloides, carboidratos redutores,
flavondides, saponinas, cumarinas, antocianidinas, emodina, antraquinona,
chrysarabina, ribarina, acido malico, acido tartarico, acido crisofanico e um o6leo
essencial (Ordonez et al., 2004; Barrese Pérez et al., 2005; Plantamed, 2007).

Objetivou-se neste estudo, o isolamento e a identificacdo de substancias
quimicas encontradas em folhas da espécie Senna alata, bem como a caracterizagdo de
sua capacidade alelopatica inibitoria sobre a germinacdo de sementes e o crescimento

inicial de espécies daninhas de areas de pastagens cultivadas da regido Amazonica.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento de material vegetal:

A espécie Senna alata foi plantada em fevereiro de 2006, no Campo
Experimental da Embrapa Amazonia Oriental, localizado na cidade de Belém, Estado
do Para. A coleta foi realizada com as plantas na fase reprodutiva, em dezembro de
2006. As folhas colhidas foram secas em estufas, com circulacdo de ar forgada, a
temperatura constante de 40 OC, durante 72 horas. Em seguida, o material foi triturado,

em moinho tipo Willey.

Procedimentos de isolamento e identificacdo das substancias quimicas:

O material seco triturado (1 Kg) passou por processo de extracdo exaustiva com
mistura de solvente agua/metanol (3:7), por aproximadamente sete dias, com filtragdo e
recolhimento periddicos do filtrado. Apos esse periodo, o metanol foi eliminado a
pressdo reduzida, em rotavapor (BUCHTEL131) a temperatura de 45 °C. Em seguida, a
solucao aquosa concentrada foi liofilizada, obtendo-se o extrato bruto hidrometandlico
das folhas de S. alata.

Fracionou-se 10 g do extrato bruto hidrometanolico das folhas empregando-se
coluna cromatografica por via umida (CCVU) com silica-gel como adsorvente e trés
solventes (hexano, acetato de etila e metanol) e suas misturas de polaridades crescentes
aplicadas sucessivamente (Figura 1).

Procedeu-se ao exame de pequenas amostras de cada fracdo obtida na etapa
anterior, em cromatografia de camada delgada, CCD (ALUMINUM BACKED TLC,
SILICA GEL, HARD LAYER, F-254, SAI), usando diversos sistemas de solventes. As

cromatoplacas foram observadas sob luz ultravioleta (UV) com comprimento de onda
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de 254 nm em camara escura. De acordo com as analogias e diferengas de composicao,
observadas pelas semelhancas das manchas nas cromatoplacas foram realizados

refracionamentos (Figura 1).

Extrato Bruto
Hidrometanélico das folhas
de Senna alata (10 g)

Fracionamento
Hex Hex/ Hex/ Hex/ Hex/ Hex/ | |AcOEt | |ACOEU | |ACOEY | | MeOH
AcOEt | | AcOEt | | ACOEL | |ACOEt | | ACOEL | | 00 MeOH | | MeOH 1009
100% (1:9) (2:8) (3:7) (4:6) (5:5) ? (1:9) (5:5) 0
®) (21) (29) (13) (8) (6) (10) (11) (4) )
Refracionamento Refracionamento Refracionamento
R’ R’, R’;
(133) (50) 99)

FIGURA 1: Esquema demonstrando os procedimentos de fracionamento e
refracionamentos partindo-se de 10 g do extrato bruto hidrometandlico de folhas de
Senna alata. Entre parénteses a propor¢ao dos solventes ou mistura destes utilizados e o

numero de fracdes coletadas em cada etapa.

Trés refracionamentos foram desenvolvidos, também via CCVU, com eluentes
selecionados previamente de acordo com a CCD (Figura 1).

A Figura 2 representa o primeiro refracionamento realizado a partir de 1,18 g
provenientes da reunido das 50 fracdes coletadas apds a passagem de sistemas de
eluentes Hex/AcOEt (1:9) e (2:8) na primeira coluna. Foram obtidas 133 fra¢des nesse

refracionamento.
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R’, (1,18 g)

1° Refracionamento

|

Hex 109 Fragbes coletadas com | | AcOEt 13 Fragdes coletadas com MeOH
100% solvente em  mistura de| | 100% solvente em  mistura  de 100%
) Hex/ACOET, e polaridade ) AcCOEt/MeOH, e polaridade 1)
aumentando de 2 em 2 %, até a aumentando de 5 em 5 % até

mistura Hex/AcOET (6:4) AcOEt/MeOH (5:5)

FIGURA 2: Esquema demonstrando as polaridades dos solventes ou mistura
destes, ¢ o nimero de fragdes coletadas no primeiro refracionamento de reunido de

fracdes coletadas da primeira coluna.

A Figura 3 representa o segundo refracionamento realizado a partir de 0,82 g
provenientes da reunido das 37 fragdes coletadas apos a passagem de sistemas de
eluentes Hex/AcOEt (3:7), (4:6), (5:5) e AcOET 100% na primeira coluna. Foram

coletadas 50 fragoes.

’
R’, (0,82 g)
2 ° Refracionamento
Hex 24  Fragdes coletadas com AcOEt 15 Fragbes coletadas com MeOH
100% solvente em  mistura de | | 100% solvente  em  mistura  de 100%
%) Hex/ACOET, e polaridade @) AcOEt/MeOH, e polaridade )
aumentando de 5 em 5 %, até a aumentando de 5 em 5 % até

mistura Hex/AcOET (5:5) AcOEt/MeOH (5:5)

FIGURA 3: Esquema demonstrando as polaridades dos solventes ou mistura
destes, e o nimero de fragdes coletadas no segundo refracionamento de reunido de

fragdes coletadas da primeira coluna.
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A Figura 4 representa o terceiro refracionamento realizado a partir de 2,02 g
provenientes da reunido das 11 fracdes coletadas apds a passagem do sistema de

eluentes AcOEt/MeOH (1:9) na primeira coluna. Neste, foram coletadas 99 fragdes.

R’; (2,02 g)

3 ° Refracionamento

Hex 34  FragBes coletadas com AcOEt 50 Fragbes coletadas com MeOH
100% solvente em  mistura de | | 100% solvente em  mistura  de 100%
®3) Hex/ACOET, e polaridade @) AcOEt/MeOH, e polaridade (5)
aumentando de 5 em 5 %, até a aumentando de 2 em 2 % até

mistura Hex/AcOET (5:5) AcOEt/MeOH (5:5)

FIGURA 4: Esquema demonstrando as polaridades dos solventes ou mistura
destes, ¢ o numero de fragdes coletadas no terceiro refracionamento de reunido de

fragoes coletadas da primeira coluna.

As fracdes coletadas passaram novamente por exame em CCD, e aquelas que
foram consideradas relativamente puras foram concentradas em capela de fluxo laminar
(PACHANE), ou em rotavapor, pesadas e acondicionadas em pequenos frascos, € entdo
encaminhadas ao laboratério de espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear para
a obtencdo de espectros.

As reunides de fragcdes semelhantes foram submetidas a espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e de '°C), em Espectrofotdmetro Modelo
GEMINI 300-Varian, 75 MHz (RMN de "C) e 300 MHz (RMN de 'H), para a
determinagado das formulas estruturais das moléculas.

Foi realizado ainda um processo de derivatizagdo como no procedimento
realizado por Marin-Loaiza et al. (2008) de uma determinada fracdo, para injecdo em
Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massa, (modelo GCMS-QPS5050A,
Shimadzu) em coluna DB5 (30 m x 0,25 um x 0,25 um). Neste processo 2,8 mg da
fragdo foram dissolvidos em 60 pL de piridina e 100 pL de
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) a 70 °C por cerca de 30 minutos e

posteriormente injetados diretamente em CG-MS.
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Espécies receptoras utilizadas nos bioensaios:

As espécies receptoras selecionadas para os bioensaios de germinacdo e
desenvolvimento foram:

- malicia, Mimosa pudica L.;

- mata-pasto liso, Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby;

- a espécie doadora Senna alata, no bioensaio de autotoxicidade.

Tais espécies sdo frequentes em areas de pastagens cultivadas da regido Norte
(Borges et al., 2007). As sementes passaram por processo de limpeza e foram tratadas

com acido sulfurico, em imersao, para quebra da dorméncia.

Bioensaios de germinacao:

A germinagdo das espécies receptoras foi monitorada em periodos de 10 dias,
com contagens didrias e eliminagdo das sementes germinadas. Foram consideradas
sementes germinadas aquelas que apresentavam extensao radicular igual ou superior a
2,00 mm (Juntila, 1976; Duram & Tortosa, 1985). Cada placa de Petri de 9,0 cm de
didmetro foi forrada com uma folha de papel filtro qualitativo e recebeu 25 sementes de
cada espécie receptora. Os bioensaios foram desenvolvidos em cdmaras BOD Modelo
3740 (Forma Scientific, Inc. BOX 649 MARIETTA, OHIO 45750), em condi¢des

controladas de 25 °C de temperatura constante e fotoperiodo de 12 horas.

Bioensaios de crescimento:

Os bioensaios de desenvolvimento da radicula e do hipocétilo foram realizados
nas mesmas condi¢des dos bioensaios de germinagdo, porém o fotoperiodo, neste caso,
foi de 24 horas. Cada placa de Petri, forrada com papel de filtro qualitativo, recebeu trés
plantulas, de tamanhos uniformes, com aproximadamente trés dias de germinacdo. Ao
final do periodo de 10 dias de crescimento, o comprimento da radicula e do hipocétilo

foram mensurados.

Outros procedimentos experimentais:

Para avaliagdo dos efeitos das substiancias quimicas isoladas, utilizou-se as
concentragdes de 50, 100, 150 e 200 ppm, tendo como eluente solucao hidrometandlica
(3:7 v/v). O volume de solugdo das substancias quimicas testadas foi de 3,0 mL por
placa de Petri. A solucdo-teste foi adicionada apenas uma vez, quando do inicio de cada
bioensaio, sendo, a partir de entdo, adicionada apenas agua destilada, sempre que

preciso. Apos a adigdo do extrato, deixou-se evaporar o solvente e adicionou-se 3,0 mL
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de agua destilada, mantendo-se dessa forma a concentracdo original. O tratamento-
testemunha foi dgua destilada.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de
Agroindustria da Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA, com exce¢do a derivatiza¢ao
e injecao em cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa, que foi realizado
no Laboratorio da Andlise e Sintese de Agroquimicos, LASA, Universidade Federal de

Vicosa, MG.

Delineamento experimental e analise estatistica:

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes,
em modelo tipo hierdrquico com dois fatores. Os dados foram submetidos a analise da
variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey, e quando necessario
foram submetidas a analise de regressao, ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados de
germinagio e alongamento do hipocétilo foram, ainda, transformados em Vx para

seguirem distribuicdo normal. As andlises foram processadas, utilizando-se o programa

SAEG (UFV, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Substancias quimicas isoladas das folhas de Senna alata

A Figura 5 apresenta, de forma sucinta, o fluxograma das diferentes fases
desenvolvidas até o isolamento da substancia testada. Partindo-se de 10 g do extrato
bruto hidrometandlico foram coletadas 107 fragdes apds o primeiro fracionamento. As
fragdes com padrao cromatografico semelhante, foram reunidas. Dentre as reunides, foi
denominada de R’; a amostra obtida da juncao das 11 fragdes coletadas na eluicdo com
sistema Acetato de etila / Metanol (1:9), que totalizou 2,02 g de material seco. R’; foi
submetida a um refracionamento em CCVU resultando em 99 fragdes ao final. Todas
elas foram novamente analisadas em cromatoplacas, algumas reunidas e seguiu-se entiao
a elucidagdo das estruturas moleculares destas substancias ou classes de compostos por
analise dos seus espectros de RMN de 'H e de "*C. Da reunido das fragdes 1 e 2
coletadas na eluicao do refracionamento de R’; com sistema Acetato de etila / Metanol

(3:97), obteve-se 327 mg de material seco, que foi chamada de C9.
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EXTRATO BRUTO
HIDROMETANOLICO

10g

1- CCVU Hex/AcOEt/MeOH
2- 107 fragdes
3-CCD

REUNIAO 11 FRACOES
AcOEt/MeOH (1:9)

2,02 g

1- CCVU Hex/AcOEt/MeOH
2- 99 fragdes
3-CCD

REUNIAO 2 FRACOES
AcOEt/MeOH (3:97)

C9 (327 mg)

}

Kaempferol glicosilado

FIGURA 5: Fluxograma sucinto dos procedimentos de isolamento e identificagdo de

substancias quimicas com atividade alelopatica, presentes em folhas de Senna alata.

Comparando-se os resultados dos deslocamentos quimicos dos carbonos (dc,
Tabela 1) dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de carbono 13 da fracio C9,
com bibliografia sobre constituintes quimicos encontrados em folhas de S. alata e com
dados de RMN destes constituintes ja publicados na literatura (Iwashina et al., 2000;
Moriyama et al., 2003), detectou-se a presenca de mistura contendo flavondides
glicosilados na amostra C9 (Figura 6, Tabela 1).

Alguns trabalhos reportaram a presenca de kampferol-3-O-gentiobiosidio
(Figura 6) em folhas de Senna (Cassia) alata (Moriyama et al., 2001). Na Indonésia,
Moriyama et al. (2003), quantificou este metabolito nas diferentes partes da planta e em
diferentes estdgios de crescimento, demonstrando que as folhas maduras sdo as que
apresentam o maior conteudo deste produto, e ainda, que durante o periodo de outubro a

dezembro hd um decréscimo no conteudo deste flavonodide em folhas juvenis.
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FIGURA 6: Estrutura do kampferol-3-O-gentiobiosidio quantificados em folhas de

Senna alata (Fonte: Moriyama et al., 2003 ).

O ntcleo do flavondide foi identificado como sendo um kaempferol por

comparacao de dados do RMN de Iwashina et al. (2000), como pode ser verificado na

Tabela 1.

Tabela 1: Comparacdo de dados de deslocamentos quimicos (6¢) de RMN de carbono
13 da literatura (Iwashina et al., 2000) de kampferol-3-O-gentiobiosidio e da fragao C9

coletada neste estudo.

PC OC literatura O fragio C9
2 157,6 158,4
3 135,1 132,2
4 178.,5 179.4
5 162,6 163,0
6 99,8 99,9
7 166,0 165,9
8 94,6 94,7
9 158,0 159,0
10 105,2 104,7
1’ 121,8 122,7

2°,67 132,0 132,2
3,57 116,1 116,1
4’ 161,6 161,5
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Dentre os possiveis métodos de derivatizagdo, a sililacdo, com recurso ao
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), permite a posterior identificagdo dos
derivados trimetilsililados de alguns compostos. Durante a sililagdo, os hidrogénios das
hidroxilas livres, dos compostos presentes na amostra, sdo substituidos por um
trimetilsilil de massa igual a 73 (m/z 73). Portanto, as massas moleculares dos picos
apresentados nos cromatogramas obtidos apos essa derivatizacdo, sdo adicionadas de
tantas unidades de trimetilsilil quantos forem os numeros de hidroxilas livres presentes
nas moléculas.

O composto kaempferol-3-O-gentiobioside apresenta massa molecular m/z 611
[M + H] © (Iwashina et al., 2000). Caso ocorra reacdo de hidrolise na ligagdo do
glicosideo ao nucleo flavonico (Figura 7), o flavondide kaempferol livre ira apresentar
massa M/z 285, podendo apresentar ligagdo de quatro unidades de trimetilsil no lugar
das hidroxilas livres (Figura 7), fornecendo massa m/z 575, apds a sililagdo. Ja o
glicosidio derivado da hidrdlise apresenta massa m/z 325 e poderd apresentar sete
unidades de trimetilsilil ligados a sua estrutura apds a sililagdo, passando a apresentar

massa m/z 836.

FIGURA 7: Hidrolise da ligacao entre o glicosideo e o kaempferol da estrutura de
kaempferol-3-O-gentiobiosideo (linha tracejada). Destacado em vermelho estio as
hidroxilas onde ¢ possivel ocorrer a ligagdo de um trimetilsilil no lugar do Hidrogénio

durante a sililagao.
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A fragdo C9 passou pelo processo de derivatizagdo descrito e foi injetada em
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa fornecendo o seguinte

cromatograma (Figura 8).
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FIGURA 8: Cromatograma da fragao C9.

Analisando-se os picos obtidos no cromatograma e a comparagdo dos espectros
de massas fornecidos pela biblioteca de massas, os picos observados nos tempos de
retengao de 28,25 min e 47,25 min apresentaram massas de 575 ¢ 838 m/z. Portanto, a
deteccdo destes picos no cromatograma indica a presenga de um nucleo flavonodide
kaempferol e gentiobiosideo que poderiam estar ocorrendo livres na amostra ou podem
ter sido derivados de uma hidrolise ocorrida durante os processos de extracdo da
substancia ou apds a derivatizacdo. Devido ao aspecto caramelizado da amostra C9 e a
presenga de muitos picos em seu cromatograma (Figura 8), conclui-se que esta amostra
ndo estd completamente purificada, dificultando a afirmacdo da ocorréncia exata do
composto kaempferol-3-O-gentiobiosideo. O aspecto caramelizado da amostra ¢ ainda,
um indicio de que ali estejam presentes muitos aglicares, compostos de polaridades
muito altas que dificultam a separagdo dos flavonoides, esse fato ¢ comum em amostras
obtidas de plantas da familia Leguminosae.

Outros estudos ja identificaram flavonoides do tipo kaempferol glicosilados em
Leguminosae-Caesalpinioideae. Como exemplo, o estudo realizado por Pizzolatti et al.
(2003), que identificou  3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilcanferol e  3-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilcanferol em folhas
de Bauhinia forficata.

A diversidade dos constituintes quimicos das plantas, a ocorréncia de pequenas
quantidades de constituintes ja conhecidos € muito comuns, ao lado de varios outros
fatores interferentes, dificultam o trabalho de isolamento e purificacdo dos principios

imediatos desejados. Entre esses fatores estdo as variacdoes de composi¢ao devidas a
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influéncias das mudangas climaticas e estacionais; a presenca de compostos homologos
e isdmeros; entre outros (Matos, 1997).

Os extratos brutos de plantas, quando se utilizam solventes polares, sdo muito
complexos e ricos em diversos componentes, de modo geral, dificilmente separaveis.
Sua analise cromatografica direta, via de regra, torna-se extremamente trabalhosa, cuja
separacao ¢ complicada pela presenca de resinas e outros polimeros (Matos, 1997). Por
este motivo, os fitoquimicos, em geral, preferem trabalhar com produtos naturais de
baixa e média polaridade, ja os bidlogos e farmacologistas desejam preferencialmente
os mais polares para realizarem bioensaios, inclusive porque tradicionalmente sdo

considerados mais bioativos (Chaves et al., 2000).

Avaliagdo da atividade alelopética das fragdes isoladas das folhas de S. alata.

Os dados obtidos do bioensaio de germinacdo ndo seguiram uma distribui¢ao
normal, motivo pelo qual foram transformados em sua raiz quadrada. Como resultados,
somente a interacdo entre os fatores foi ndo significativa indicando que cada fator
(concentracdes e espécies) agiu independentemente. Na figura 9, temos representados os
resultados do teste Tukey e podemos observar que as espécies Senna obtusifolia e
Mimosa pudica foram as mais afetadas ndo diferindo muito entre si, tendo sido inibidas
até aproximadamente 55% da germinagdo de suas sementes na maior concentragcdo de
C9. Ja os efeitos autotoxicos em Senna alata ndo foram expressivos durante a

germinacgao.

Aa

Aa

Senna alata
2 | O Mimosa pudica
B | B Senna obtusifolia

VPercentual de inibigio V%
N

50ppm 100ppm 150ppm 200ppm

Fragao Co [ppm]
FIGURA 9: Efeito do extrato hidrometanélico da fragdo C9 obtida de S. alata sobre a

germinagio de diferentes espécies. Dados expressos em V%. Médias seguidas pela mesma

letra maitscula dentro de cada espécie e mintscula dentro de cada concentragdo ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Os dados referentes ao crescimento da radicula nao foram transformados, pois
seguiram uma distribuicdo normal. Como resultados obtidos a interag¢do entre os fatores
foi significativa indicando uma dependéncia entre eles, ou seja, as concentracdes de C9
influenciam no efeito sobre as espécies, e vice-versa. Na Figura 10, pode-se verificar

que houve diferencas entre as espécies em todas as concentracdes de C9.

Senna alata
& Mimosa pudica
| Senna obtusifolia

Percentual de inibicdo %

50 100 150 200

Fragao Cy [ppm]

FIGURA 10: Efeito do extrato hidrometanolico da Fra¢do C9 obtida de S. alata sobre o
crescimento da radicula de diferentes espécies. Dados expressos em % de inibicdo em

relacdo ao tratamento testemunha. Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada concentragio

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

As espécies Senna obtusifolia e Mimosa pudica foram, novamente, as mais
afetadas, com excecdo da concentragdo mais baixa, com cerca de 55 e 45 % de inibi¢ao
do alongamento da radicula, respectivamente, na maior concentracdo. Nas
concentragdes intermediarias de 100 e 150 ppm de C9, M. pudica foi mais afetada que
S. obtusifolia, e esta, mais do que Senna alata, porém, a diferenga foi sutil, entre 4 e 7%.

Na Figura 11, estdo expostas as retas de regressdo ajustadas e equagdes,
mostrando o comportamento de cada espécie com o aumento da concentracio da fracao.
Confirmando os resultados da Figura 10, todas as espécies sofreram inibi¢cdo gradual no
crescimento de suas radiculas. A diferenca mais acentuada foi indicada para S.
obtusifolia com inibigdo da ordem de 2,6 % na menor concentragdo e 56 % na mais alta,
passando da menos para a mais prejudicada, isso ressalta a importancia de
concentragdes dos compostos maiores que 200 ppm para a melhor definicdo dos efeitos
inibitorios sobre a radicula das espécies daninhas investigadas. E novamente, S. alata

foi, em geral, a menos prejudicada.
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FIGURA 11: Efeito do extrato hidrometandlico da Fracdo C9 obtida de S. alata sobre

o crescimento da radicula de diferentes espécies.

Os resultados sobre o alongamento do hipocétilo também sofreram
transformagdo em sua raiz quadrada, a semelhanga dos resultados da germinagao. Nao
foi significativa a interagdo entre os fatores e os efeitos das diferentes espécies dentro de
cada concentragao da fragao C9.

A fragdo 4, também coletada na eluicdo do refracionamento de R’; com sistema
Acetato de etila/Metanol (3:97), exibiu resultados dos deslocamentos quimicos dos
carbonos (dc) dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de carbono 13,
semelhantes ao da fragdo C9, porém em mistura mais intensa. O teste F realizado com
os dados obtidos nos bioensaios de germinacdo e crescimento inicial ndo foram
significativos a 5% de probabilidade, para esta fragdo.

Invasoras frequentemente estabelecem monoculturas virtuais onde comunidades
diversas vicejavam, neste contexto, alelopatia tem sido sugerida como um dos
mecanismos que dirigem a invasao destas plantas. Invasoras sao definidas como aquelas
espécies do subgrupo das espécies exoticas que exibem maior abundancia, densidade,
ou dominancia competitiva em areas onde foram introduzidas do que em suas regides de
origem. Algumas espécies invasoras podem ter um impacto alelopatico mais forte sobre
as outras espécies do local onde foram introduzidas, talvez devido ao fato de que em
seus locais de origem as espécies, ao redor, estdo mais bem adaptadas aos compostos

bioquimicos inerentes (Inderjit et al., 2008).
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Em estudos realizados por Simdes et al. (2008), com Sesbania virgata, também
uma leguminosa daninha tropical de crescimento rapido, utilizada em revegetacao de
florestas devastadas e reabilitacdo de areas degradadas, foi observado que metabolitos
liberados pelas sementes desta espécie inibiram o crescimento de Arabdopsis thaliana e
arroz. O composto responsavel por esse efeito alelopatico parece ser o flavonodide (+)-
catequina encontrado em alta quantidade no material liberado pelas sementes, no inicio
da inibigao. Os autores sugerem que o fato de suas sementes liberarem altas quantidades
de (+)-catequina nos estdgios iniciais de desenvolvimento pode representar uma
vantagem adaptativa para suas plantulas que contribui para o seu comportamento
invasivo e estabelecimento com sucesso em diferentes solos.

Flavonoides glicosilados, dentre outros 13 constituintes detectados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massa
(electronspray ionization ESI-MS/MS), também parecem ter sido responsaveis pelos
efeitos alelopaticos de extratos metandlicos de folhas de Lonicera maackii sobre
Arabdopsis thaliana (Cipollini et al., 2008).

Em geral, 4acidos fendlicos afetam em maior intensidade o crescimento inicial do
que a germinacao (Reigosa & Malvido, 2007), como demonstrado neste estudo

Podemos inferir, neste trabalho, que os compostos com atividade alelopatica
encontrados em folhas de Senna alata sdo substiancias de polaridade muito alta,
pertencentes a classe dos flavondides glicosilados, cujo nicleo aromdtico ¢ um
kaempferol, e que causam inibi¢do intensa, primariamente, sobre o crescimento da
radicula e sobre a germinagdo de Senna obtusifolia ¢ Mimosa pudica. Ja os efeitos
autotéxicos deste composto sao pouco expressivos quando se considera o crescimento
da plantula e nulos sobre a germinagdo. Estes resultados corroboram com os
encontrados nos testes preliminares realizados com todas as estruturas da planta,

confirmando a potencialidade do kaempferol como aleloquimico.
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ANATOMIA E HISTOQUIMICA DAS FOLHAS DE Senna alata (L.) Roxb.

RESUMO: Senna alata é uma espécie daninha freqiiente em pastagens da regido
Amazonica. Suas folhas apresentam propriedades medicinais. Individuos desta espécie
foram cultivados e coletados no Campo Experimental da Embrapa Amazonia Oriental,
em Belém, PA, para a realizagdo de anélises anatdmica e histoquimica das folhas, com a
finalidade de fornecer elementos para a taxonomia, identificagdo microscopica de
aleloquimicos e caracterizagdo ecofisiologica da espécie. As folhas apresentaram duas
formas de tricomas: tectores e glandulares. Outras caracteristicas foliares encontradas
para a espécie foram: lamina foliar anfiestomatica, mesofilo dorsiventral e epiderme
abaxial papilosa. Algumas destas caracteristicas sugerem um mecanismo de adaptagdo a
ambientes com excesso de calor. As folhas ainda, sdo ricas em cristais de oxalato de
calcio, ao longo de suas nervuras, caracteristica da subfamilia Caesalpinioideae.
Compostos fenodlicos, tais como flavonodides e antraquinonas, foram encontrados em
células epidérmicas, da base de tricomas e células dispersas no parénquima pali¢adico,
especialmente nas proximidades da nervura mediana. Este estudo confirma a presenca
de conhecidas classes de aleloquimicos em diferentes tipos de células do mesofilo de
Senna alata.

Palavras-Chave: Aleloquimicos, Caesalpinioideae, Compostos Fenolicos

ABSTRACT - Anatomy and histochemistry of Senna alata (L.) Roxb. leaves: Senna
alata is a weed specie, frequent in pastures of the Amazonian region. Their leaves
present medicinal properties. Individuals of this specie were cultivated and collected in
the Experimental Field of Embrapa Amazdénia Oriental, Belém, PA, to carry out
anatomical and histochemical analyses of leaves, aiming to help taxonomy,
microscopical identification of allelochemicals and ecophysilogic caracterization of the
specie. Leaves presented two forms of trichomes: tectors and glandulars. Others foliar
characteristics of the specie were: amphiestomatic leaf, dorsiventral mesophyll and
abaxial papilose epidermis. Some of these suggest an adaptation mechanism to
excessive warm environments. Also, the leaves are rich in calcium oxalate crystals
along their veins, a characteristic from Caesalpiniodeae subfamily. Phenolic
compounds, such as flavonoids and anthraquinones, were found in epidermal and basal
trichomes cells, and scattered cells from palisade parenchyma, especially near the
midvein. This study confirm the presence of known allelochemicals classes in differents

types of cells in Senna alata mesophyll.
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INTRODUCAO
Milhares de compostos bioativos com propriedades inexploradas existem na

natureza. Muitos destes metabolitos secundarios despertaram o interesse de cientistas,
para estudar a sua estrutura, biossintese e distribuicdo, mas ndo a sua fungao natural, até
que alguns autores apontaram fung¢des importantes destes compostos em plantas e
ecossistemas. Quando ndo estdo sendo utilizadas, estas substancias sdo frequentemente
estocadas em vacuolos e espacos intercelulares. Entretanto, podem ser liberadas para a
defesa, atracdo ou como sinais quimicos. Desde entdo, o papel da alelopatia nas fungdes
fisiologicas, bioquimicas e ecologicas tem sido mais esclarecido. Muitos compostos
volateis, tais como terpendides, sdo liberados das plantas em areas secas (Chou, 1999).
Em contraste, fitotoxinas hidrofilicas, tais como fendis, flavondides e alcaldides sdo
liberados das plantas em areas timidas (Chou, 1999).

Na Regido Amazonica, grande parte das dreas de pastagens cultivadas sdo
infestadas por comunidade de plantas daninhas, sendo este um grande problema de
ordem bioecondmica a limitar o desempenho produtivo. Conhecida popularmente como
mata-pasto, Senna alata (L.) Roxb. ¢ um bom exemplo de espécie prejudicial as
pastagens da regido. E uma planta perene, arbustiva, de crescimento rapido, pertencente
a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae. Nesta subfamilia, Senna Mill. esta
entre os trés maiores géneros, com cerca de 250 espécies (Cronsquist, 1981). A espécie
¢ freqliente em areas de pastagens, beira de estradas e terrenos baldios, em quase todo o
Brasil, principalmente em lugares umidos (Lorenzi, 2000). Em inventario floristico
realizado em vegetagdo secundaria na regido Bragantina, a leste de Belém do Pard,
Senna alata foi encontrada entre os individuos de Leguminosae, familia representada
pelo maior nimero de espécies (Baar et al., 2004).

Possui propriedades terapéuticas, devendo ser ministrada com cautela, pois €
suspeita de ser toxica aos rins e ¢, ainda, considerada abortiva (Lorenzi, 2000). J& foi
demonstrada, também, a atividade antibacteriana, antifungica e antidermatofitica do
extrato de S. alata (Ali-Emanuel et al., 2003; Awal et al., 2004; Ordonez et al., 2004;
Pieme et al., 2006). Entre seus componentes até¢ entdo identificados, estdo taninos,
triterpenos, esterdides, alcaldides, carboidratos redutores, flavonodides, saponinas,
cumarinas, antocianidinas, emodina, antraquinona, chrysarabina, ribarina, acido malico,
tartarico, crisofanico e 6leo essencial (Ordofiez et al., 2004; Barrese Pérez et al., 2005;

Plantamed, 2007).
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O fato de uma determinada planta produzir uma dada substincia quimica com
funcdo especifica, ndo invalida a possibilidade dessa mesma planta servir como fonte
quimica para outra finalidade. Muitos compostos com comprovadas propriedades
medicinais foram investigados quanto aos seus efeitos alelopaticos (Souza-Filho, 2006).
Além disso, espécies selvagens exibem maior probabilidade de sintese de metabolitos
secundarios, devido as pressdes seletivas de ambientes adversos e da competicdo
(Souza-Filho & Alves, 2002). O estudo realizado, anteriormente, por Agbagwa et al.
(2003), demonstrou os efeitos alelopaticos do extrato bruto de folhas de Senna alata,
que induziu um decréscimo consistente no percentual absoluto e na taxa de germinacao,
além de inibir o crescimento da radicula em Celosia argentea.

Os caracteres anatomicos dos 6rgaos vegetativos das plantas servem como dados
adicionais as caracteristicas morfoldgicas externas podendo ser usados para resolver
problemas taxonomicos (Metcalfe & Chalk, 1950). Em uma planta, a folha é o 6rgao
vegetativo que apresenta maior variagdo estrutural, e as variagdes em seus caracteres
estruturais tém sido interpretadas como adaptagdes a condicdes ambientais. Revela
grande valor o exame das epidermes, ndo so pela forma e grandeza das suas células,
mas particularmente pelos outros elementos ali encontrados de estruturas muito
variadas, em particular os estomatos, pélos e glandulas externas (Costa, 1975).

Sao escassos os estudos de morfologia e anatomia de espécies de Leguminosae,
como as descricdes apresentadas por Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950), que
apresentam caracteristicas anatomicas de relevancia taxondmica nas principais familias
das dicotiledoneas. Lersten & Curtis (1993, 1994, 1996) realizaram estudos de anatomia
foliar de 106 espécies representativas de todos os 47 géneros da tribo Caesalpineae. Pelo
levantamento bibliografico, foi possivel constatar que, embora caracteres anatomicos da
familia Leguminose, Caesalpinioideae, tenham sido estudados por alguns outros autores
(Carvalho, 1983-1985; Lester & Curtis, 1996; Francino et al. 2006; Moreira-Coneglian
& Oliveira, 2006; De- Paula & Oliveira, 2007), as espécies do género Senna carecem de
estudos anatdmicos e histoquimicos.

Pesquisas em alelopatia representam um campo novo da ciéncia, que deve ser
continua e expandida por todas as areas. Dada a grande importancia de Senna alata
principalmente para a regidao Norte do Brasil, devido a preferéncia por lugares timidos,
este trabalho foi realizado com a finalidade de identificagdo da espécie em estadio
vegetativo através do estudo anatdmico de suas folhas, e obtencdo de elementos para a
identificagdo microscopica de aleloquimicos produzidos e/ou estocados nesse orgdo

vegetal. Uma vez que esse tipo de estudo € raro na area de alelopatia, os resultados dos
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testes histoquimicos servirdo como elemento de localizagdo e identificacdo da natureza
quimica de aleloquimicos nas células do mesofilo e para a prospeccao dos principios
ativos. Além disso, seus dados anatdomicos podem auxiliar na caracteriza¢do

ecofisiologica da espécie, servindo de apoio para a melhor defini¢cdo da espécie.

MATERIAL E METODOS

Coleta do Material Vegetal

Senna alata foi plantada no Campo Experimental da Embrapa Amazonia
Oriental, localizado na cidade de Belém, Estado do Paré. O plantio ocorreu em fevereiro
de 2006. Uma amostra da espécie, identificada por botanicos da mesma institui¢ao foi
depositada no herbario sob registro IAN 183561. Em mar¢o de 2008, foram coletadas,
aleatoriamente, folhas completamente expandidas de 10 individuos adultos escolhidos

ao acaso. Foram coletados foliolos da base, meio e apice destas folhas.

FIGURA 1: Senna alata no Campo Experimental da Embrapa Amazonia Oriental,

Belém, em diferentes fases de desenvolvimento.

Microscopia de luz
Os foliolos foram divididos em trés regides: apical, mediana e basal, fixadas em

FAA50 e estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940). Posteriormente, foram retirados

das amostras fragmentos de aproximadamente 25 mm?® da regido da nervura central e
margem dos foliolos. Os fragmentos foram desidratados em série etilica e incluidos em
metacrilato (Historesin, Leica) seguindo a técnica usual em anatomia vegetal (Johansen,

1940).
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Com o auxilio de microtomo rotativo da marca Leica RM2145, foram
confeccionadas as laminas permanentes. A montagem foi feita em Entelan (Johansen,
1940). Foram realizados, ainda, cortes paradérmicos a mao livre, submersos por
algumas horas em hipoclorito de s6dio comercial. O material foi corado em seguida
com azul de toluidina pH 4, verde malaquita e astrablau (Braga, 1977).

As fotomicrografias foram obtidas com camera digital acoplada em

fotomicroscopio Axioskop MC80, Carl Zeiss.

Microscopia Eletronica de Varredura

Fragmentos de aproximadamente 25 mm?’ de foliolos do material em anélise
foram submetidos ao processo de desidratagdo em série etandlica (30, 50, 70, 80, 90, 95
e 100%), por um periodo total de duas horas e 20 minutos. Posteriormente, as amostras
foram secas ao ponto critico, que consiste na substituicdo do etanol por CO, liquido
(Bozzola & Russel, 1991) e metalizadas com p6é de ouro a fim de que fossem
depositadas, devidamente organizadas, em suportes circulares de metal (“stubs”), para a
obtencdo de fotos em Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) JMS-5400 LV,

JEOL, do Laboratdrio de Geologia do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, Para.

Histoquimica

Para a confec¢do de laminas semi-permanentes, foram utilizados cortes a mao
livre de folhas frescas (regido da nervura mediana) feitos com laminas de ago, com a
finalidade de realizar testes histoquimicos.

Os testes aplicados e as respectivas classes de metabolitos avaliadas encontram-se
resumidos na Tabela 1. Testes histoquimicos foram realizados para identificacdo de
alcaloides, lipidios e compostos fenolicos. A natureza quimica dos cristais foi analisada

pela sua solubilidade em 4cido cloridrico.
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Tabela 1: Testes histoquimicos aplicados para a detecgdo das principais classes de

aleloquimicos em folhas de Senna alata

Grupos metabdlicos Reagentes

Lipidios Lipidios totais | Sudan III, Sudan Black (Johansen, 1940; Jensen, 1962)

Compostos Dicromato de potassio (Gabe, 1968)
Compostos fenolicos
fenolicos gerais Cloreto de férrico (Johansen, 1940; Costa, 1975)

Hidroxido de sodio (Costa, 1975)

Taninos Sulfato ferroso (Johansen, 1940)
Alcalodides Reagente de Dragendorff (Costa,1975)
Cristais de oxalato de calcio Acido Cloridrico (Chamberlain, 1932)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foliolos

As caracteristicas das folhas e foliolos citadas para a espécie Senna alata em
levantamento realizado por Rodrigues et al. (2005), foram confirmadas neste trabalho.
As folhas apresentam de 7 a 13 pares de foliolos, glandulas sdo ausentes, os foliolos
obovados ou oblongos, apice arredondado, obtuso ou retuso, base obliqua, face adaxial
glabrescente e abaxial puberulenta.

Os foliolos sao anfiestomaticos. O tipo de estdmato predominante é o paracitico
(Figuras 2A e 2C), com ocorréncia de estdmatos anisociticos. Tricomas tectores
(Figuras 2, 3 e 4) foram observados sobre ambas as faces da lamina foliolar. Os
tricomas tectores sao unisseriados (Figuras 3A, 3E-F), longos com granulagdo de cera
em sua superficie (Figura 3C), mais adensados sob a nervura mediana (Figuras 2D e 2E)
na face abaxial. A face adaxial apresenta pélos tectores esparsos (Figura 3F). Foram
encontrados pélos glandulares unicelulares esparsos com base espessa, na forma de
baldo ou clava e geralmente em sulcos (Figura 4C) sobre a nervura mediana na face
abaxial (Figuras 4, 5A-C). Alguns deles apresentavam-se flacidos e enrugados,
provavelmente por terem liberado seu contetido e outros rompidos (Figuras 4B, SA-C).

Solereder (1908), Metcalfe & Chalk (1950) e Watson (1981) comentam que o
tipo mais comum de estomato na subfamilia Caesalpinioideae, ¢ o paracitico, além de

citar que muitos géneros, em especial Cassia (Senna), apresentam folhas com estdmatos
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usualmente confinados a superficie inferior, mas algumas vezes descrita também na
superior em certas espécies de Cassia (Senna), como foi observado no presente estudo.
Segundo Costa (1975) em geral, o indumento de pélos atinge maior desenvolvimento na
face abaxial.

Senna alata é considerada uma planta que apresenta altas taxas de fotossintese ¢
de condutancia estomatica ao nivel foliar (Marabesi, 2007). Folhas anfiestomaticas sao
comuns em plantas com alta capacidade fotossintética podendo indicar que essa ¢ uma
caracteristica adaptativa em Senna alata devido a selegdo competitiva e das
adversidades do meio (Fahn, 1990). Neste sentido, também, a presenga de tricomas
pode ser interpretada como prote¢ao de estomatos e até mesmo do mesofilo contra o
excesso de calor e ainda no isolamento e reflexdo da luz (Monteiro et al., 1985).
Segundo Metcalfe & Chalk (1950) pélos ndao glandulares unicelulares de varios
tamanhos e tipos sd3o encontrados para o género Cassia (Senna), em Cassia armata
constitui-se fino e longo, superficialmente granulado, e curvado em C. obtusa. Metcalfe
& Chalk (1950) citam também, a presenca de tricomas glandulares hirsutos com base
esférica em certas espécies de Cassia (Senna), ou largo em forma de clava, visivel a

olho nu, ocorrendo na margem de folhas de C. occidentalis.

Epiderme

A epiderme ¢ unisseriada em ambas as faces dos foliolos, papilosa na face
abaxial (Figuras 2D-F, 3A-D ), ndo papilosa ou sub-papilosa na face adaxial (Figuras
2A-B e 3F ). As células epidérmicas apresentam ainda, em sua superficie, deposicio de
cera em forma de pequenas placas (Figuras 3B-D). Em vista frontal, as paredes
anticlinais das células epidérmicas sdo sinuosas (Figura 5E). As células da base dos
tricomas sao dispostas radialmente (Figuras 2D-F, 3A-C).

Metcalfe & Chalk (1950) assinalam a ocorréncia de epiderme papilosa e sub-
papilosa em algumas espécies de Cassia (Senna). Fungdes similares a dos tricomas tém
sido atribuidas a epiderme papilosa, como protecdo aos estdmatos ou incremento da

reflexdo dos raios solares (Monteiro et al., 1985).
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FIGURA 2: Epidermes de Senna alata em microscopia eletronica de varredura. A.

face adaxial com tricomas e estomatos, B. epiderme da face adaxial, C. nervura
mediana, face abaxial com tricoma e estdmato, D e E. face abaxial epiderme papilosa
e tricomas sobre nervuras; F. células epidérmicas dispostas radialmente na base do
tricoma, face abaxial. Aberviaturas — Ce: células epidérmicas, ES: estomato, Nv:

nervura, Nvm: nervura mediana, NVS: nervura secundaria, Tt: tricoma tector.
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FIGURA 3: Epidermes de Senna alata em microscopia eletronica de varredura. A ¢

B. face abaxial com tricomas e epiderme papilosa, C. tricoma tector com granulagdes
de cera em sua superficie, D. Deposicdes de cera em forma de placa sobre a
epiderme abaxial. E. detalhe de um corte transversal mostrando tricoma tector
unisseriado aberto na face abaxial e células subepidérmicas com cloroplastos, F.
detalhe de um corte transversal mostrando células epidérmicas e subepidérmicas da
face adaxial. Aberviaturas — Ad: face adaxial, Ce: células epidérmicas, CI:

cloroplastos, Cr: cera, Gr: granulagdes, In: interior, Tt: tricoma tector.
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FIGURA 4: Folhas de Senna alata em microscopia eletronica de varredura. A. corte

transversal na regido da nervura mediana, B. detalhe do corte transversal A,
mostrando tricoma glandular sobre nervura mediana, face abaxial, C. tricomas
glandulares dispostos em sulco sobre a nervura mediana, face abaxial, D, E e F.
tricomas glandulares sobre epiderme da nervura mediana, face abaxial.
Aberviaturas — Ad: face adaxial, Ce: células epidérmicas, Fi: fibras, Sl: sulco,

Nvm: nervura mediana, Tg: tricoma glandular, Tt: tricoma tector.
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FIGURA 5: Folhas de Senna alata em microscopia eletronica de varredura e

microscopia de luz. A. tricoma glandular flacido sobre epiderme da nervura mediana,
face abaxial, B. tricoma glandular rompido sobre epiderme da nervura mediana, face
abaxial, C. tricoma glandular rompido sobre epiderme da face abaxial, D. detalhe de
um corte transversal de mesofilo, E e F. vista frontal do limbo foliar em corte
paradérmico, feixes vasculares apresentando cristais prismaticos agrupados,
Aberviaturas — Ad: face adaxial, Cl: cloroplastos, Cp: cristais prismaticos, Fi:
fibras, Pl: parénquima lacunoso, Pp: parénquima pali¢adico, TQ: tricoma glandular,

Tgr: tricoma glandular rompido, Tt: tricoma tector, Vs: Feixes vasculares.
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Mesofilo

Secgdes transversais da lamina foliar revelam mesofilo com organizagao
dorsiventral (Figuras 4A e 5D), o que sdo geralmente encontrados no género Cassia
(Senna) por Metcalfe & Chalk (1950). O parénquima pali¢adico ¢ voltado para a face
adaxial do foliolo e apresenta predominantemente um estrato de células curtas podendo,
as vezes, apresentar dois estratos (Figura 5D). O parénquima lacunoso apresenta-se
compacto, devido ao tamanho pouco desenvolvido das lacunas, suas células tém formas
variadas e pouco ramificadas.

Diferentemente dos resultados obtidos para Senna alata, Costa (1975) cita que
as folhas do sene (S. angustifolia) ndo possuem dorsiventralidade ¢ apresentam um tipo

de mesofilo céntrico heterogéneo, com tecido lacunoso entre as camadas de pali¢ada.

Vascularizagao

Os feixes sao do tipo colateral, fibras ocorrem associadas aos feixes (Figura 4A),
mas a natureza dessas fibras deve ser posteriormente analisada. Metcalfe & Chalk
(1950) comentam que feixes vasculares das nervuras sdo usualmente acompanhados por
esclerénquima enterrados no mesofilo em espécies de Cassia (Senna).

As células epidérmicas, na regido da nervura, sao alongadas (Figuras 2C-E, 4C-
F, 5A-B). Foram observados, na face abaxial ao longo da nervura mediana, sulcos onde
se adensavam tricomas glandulares (Figura 4C). A nervura mediana ¢ proeminente na
face abaxial (Figuras 2D-E e 4A). O mesofilo, nas proximidades da nervura mediana,
ndo apresenta suas células diferenciadas em palicadico e lacunoso (Figura 4A), na face
adaxial e na face abaxial tém-se parénquima propriamente dito.

Foram encontrados cristais prismaticos de oxalato de célcio acompanhando as
nervuras foliares (Figuras SE-F). Metcalfe & Chalk (1950) mencionam que a presenga
de grupos de cristais, especialmente no mesofilo, ¢ um carater utilizado para a
diferenciagdo entre as subfamilias de Leguminosae. No estudo anatémico foliar de
Cassia ensiformes, também foi evidenciada a presenga destes cristais (Carvalho, 1983-
1985).

Histoquimica

A reacdo para deteccdo de lipidios totais evidenciou a presenca destes compostos
na cuticula e nas paredes espessas das fibras associadas aos feixes (Tabela 2).

Apds a reacdo com hidroxido de sodio, foram observadas nos cortes

transversais, algumas células epidérmicas na face abaxial, na regido da nervura mediana
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coradas de castanho-avermelhado. Também se coraram algumas células dispersas pelo
mesofilo, com maior concentragdo nas proximidades das nervuras, na altura de ambas as
epidermes e, algumas vezes, associadas as células da base dos tricomas (Tabela 2).
Imediatamente apds o contato dos cortes com a solugdo de hidroxido de sodio,
observou-se que as células da regido da nervura mediana coraram-se de castanho-
avermelhado. O hidréxido de sodio a 5%, segundo Costa (1975), ja referido como
agente esclarecedor na montagem das preparacdes microscopicas, ¢ também um
reagente cromatico: com os compostos antraquindnicos cora-se de vermelho; dissolve a
hesperidina e cora-se de amarelo; com os taninos e alguns outros compostos fendlicos

origina cor castanha, que escurece com o passar do tempo.

Tabela 2: Resultados dos testes histoquimicos realizados

Grupos metabdlicos Resultado Local encontrado
Lipidios | Lipidios totais + Cuticula e paredes espessas de fibras
associadas aos feixes
Compostos Células epidérmicas, células dispersas no
Compostos fenolicos + mesofilo, parénquima palicadico e células
fenolicos gerais da base de tricomas, na regido da nervura
mediana.
Taninos - -
Alcal6ides - -
Cristais de oxalato de célcio + Ao longo das nervuras

+ (presenca); -(auséncia)

Algumas células da base de tricomas, na regido da nervura mediana, e células do
parénquima paligddico coraram-se de castanho apds a reagcdo com cloreto férrico
(Tabela 2). Segundo Costa (1975), solucdo aquosa de cloreto férrico a 1% em contato
com taninos produz coloragdes verde-enegrecidas (outros compostos com hidroxidos
fendlicos produzem também coloragoes).

A semelhanga da reagdo ocorrida com hidroxido de sédio e cloreto férrico, apos
reacdo com dicromato de potassio, células do parénquima pali¢ddico e da epiderme
abaxial na regido da nervura mediana coraram-se de castanho (Tabela 2).

Para o reconhecimento dos metabolitos nas células utilizam-se, habitualmente,
reagentes corantes, alguns especificos outros mais gerais. Assim, algumas vezes
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recomenda-se o emprego simultdneo de mais de uma reagdo cromatica (Costa, 1975).
Devido a presenca de compostos fendlicos pertencentes a classes distintas, nas folhas de
Senna alata, foram realizados trés testes histoquimicos diferentes para a detec¢ao destes
compostos.

As reacdes para a deteccdo de taninos e alcaldides ndo revelaram a presenga
destes compostos (Tabela 2) no material analisado.

O género Senna ¢ prodigo como fonte de compostos de natureza antraquindnica
com diversas propriedades bioldgicas e farmacologicas (Alemayehu et al., 1998). Em
testes fitoquimicos anteriores realizados com individuos de Senna alata provenientes do
mesmo local de coleta deste trabalho, foram identificadas, em suas folhas, as classes
quimicas: acidos graxos, alcaldides, e compostos fendlicos como antraquinonas,
cumarinas, flavonoéides, saponinas e taninos (Rodrigues et al., prelo). Desta forma, os
testes histoquimicos selecionados para a realizagdo do presente trabalho foram
referentes a tais classes.

Os flavondides de acordo com Costa (1975) encontram-se localizados,
habitualmente, nos tecidos superficiais, nas células epidérmicas, nas camadas em
palicada, nos parénquimas esponjosos, dissolvidos no suco celular sob a forma de
heterosidios; quando o contetido atinge um valor elevado aparecem sob a forma de
cristais ou de massas coradas de amarelo. Solubilizam-se nos hidroxidos alcalinos e
resultam solucdes mais intensamente coradas de amarelo-alaranjado ou escurecido.

J& os compostos antraquinonicos encontram-se dissolvidos no citoplasma das
células parenquimatosas e¢ conferem a estas a sua cor amarela ou avermelhada
caracteristica (Costa, 1975). De fato, na face abaxial das folhas mais maduras de Senna
alata, sdo observadas, a olho nu, algumas manchas avermelhadas sob a nervura
mediana.

Metcalfe & Chalk (1950) assinalam a presenga de pélos glandulares, células
secretoras de varios tipos e até nectarios em Caesalpinioideae e com variados
conteudos, mas de acordo com Solereder (1908) os idiobalstos taniniferos, comuns nas
Papilionoideae, sdo raros em Caesalpinioideae.

Os sistemas de defesa das plantas s3o considerados complexos, e nos
representantes das subfamilias Caesalpinioideae ¢ Mimosoideae (Leguminosae), estao,
algumas vezes, relacionados a producdo de taninos e terpendides, além de interagdes
simbidticas com formigas, por exemplo (Polhill et al., 1981). Na Africa, Senna alata é

plantada ao redor das casas para espantar formigas (Barrese Pérez et al., 2005).
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As folhas apresentaram duas formas de tricomas: tectores e glandulares.
Também foram descritas outras caracteristicas foliares para a espécie como lamina
foliar anfiestomatica, mesofilo dorsiventral, epiderme abaxial papilosa, deposicao de
cera sobre as células epidérmicas. Algumas destas carcteristicas sugerem um
mecanismo de adaptagdo a ambientes com excesso de calor, favorecendo a reflexdo da
luz e protecao dos estomatos. As folhas ainda, sdo ricas em cristais de oxalato de célcio
ao longo de suas nervuras, caracteristica da subfamilia Caesalpinioideae, assim como
estomatos predominantemente paraciticos. Compostos fenolicos, tais como flavondides
e antraquinonas, foram encontrados em células epidérmicas, da base de tricomas e
células dispersas no parénquima pali¢adico, especialmente nas proximidades da nervura
mediana.

Este estudo fornece caracteristicas anatomicas foliares especificas de Senna
alata que, juntamente de outros caracteres mais gerais, permitem sua identifica¢@o
através da analise microscopica desta estrutura. A presenca de tricomas glandulares em
forma de clava, ao longo de sulcos sobre a nervura mediana de seus foliolos, e tricomas
tectores longos, adensados na face abaxial, com granulagdes de cera em sua superficie
sdo algumas das caracteristicas especificas. Além disso, confirmou a presenca de
conhecidas classes de aleloquimicos em diferentes tipos de células do mesofilo de S.
alata. As colorag¢des foram discretas e efémeras nos testes histoquimicos, desta forma,
ndo podemos inferir com exatiddo a origem de biossintese dos compostos encontrados
para a indicagdo na prospec¢do destes, devendo ser realizados mais testes para esta

conclusdo, especialmente com as células dos tricomas glandulares.
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CONCLUSOES GERAIS

Ambos, alelopatia e auto-intoxicagdo, governam mecanismos importantes na
regulacdo da biodiversidade e produtividade das plantas. A alelopatia ¢ um fendmeno
que envolve complexa cadeia de comunicagcdo quimica entre as espécies vegetais e
exerce papel significante na agricultura sustentavel. Este estudo teve como finalidade o
levantamento de potenciais aleloquimicos de Senna alata (L.) Roxb., espécie daninha
que infesta pastagens cultivadas da regido Norte do Brasil, apresentando crescimento
vegetativo extremamente rapido com tendéncia a formagao de estandes puros.

Foram realizados experimentos para a identificagdo, por testes fitoquimicos, das
principais classes de compostos potenciais aleloquimicos, encontradas nas diferentes
estruturas desta espécie; e para avaliagdo da atividade potencial autotdxica e alelopatica
dos extratos provenientes de tais estruturas, sobre a germinacdo de sementes e o
alongamento inicial de duas plantas daninhas e uma forrageira de areas de pastagens
cultivadas da regido Amazdnica.

Nestas primeiras analises, foi comprovada a alta diversidade de compostos
quimicos presentes em todas as estruturas de Senna alata, especialmente em suas folhas.
Os resultados obtidos nos experimentos em alelopatia mostram a existéncia de um
padrao diferenciado de sintese e/ou contetido de substancias alelopaticas e autotdxicas
nas diversas partes da planta S. alata, e que provavelmente o sitio de maior biossintese
esteja situado em suas folhas. Os efeitos autotoxicos dos extratos hidrometandlicos de S.
alata, sdo somente percebidos no crescimento inicial da plantula, afetando em maior
parte a porc¢ao subterranea desta.

Diante dos resultados expostos foram realizados mais dois experimentos:
prospecgdo das substancias quimicas em folhas de S. alata, com atividade alelopatica
inibitoria sobre a germinagdo de sementes e o crescimento inicial de Senna obtusifolia,
Mimosa pudica e S. alata; e estudos anatomicos das folhas e testes histoquimicos para a
localizagao e identificagdao dos aleloquimicos nas células do mesofilo.

Foram encontrados nas folhas de S. alata, flavonodides glicosilados, substancias
de polaridade muito alta com agdo alelopatica. O nucleo aromatico deste flavonoide foi
identificado, por dados de Ressondncia Magnética Nuclear, como sendo kaempferol, os
glicosideos ligados ao nucleo flavonico nao puderam ser identificados por presenca de
intensa mistura com compostos de polaridades altas, como aclcares, que ndo
permitiram a sua separacdo. A mistura apresentou atividade alelopética sobre o
alongamento da radicula e a germinagdo de S. obtusifolia e M. pudica. Ja os efeitos

autotoxicos destes compostos sdo pouco espressivos para o crescimento da plantula e
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nulos sobre a germinagdo. Estes resultados corroboram com os encontrados nos testes
preliminares realizados com todas as estruturas da planta, confirmando a potencialidade
do kaempferol como um aleloquimico.

O estudo anatomico forneceu caracteristicas foliares especificas de Senna alata
que, juntamente de outros caracteres mais gerais, como lamina foliar anfiestomatica,
mesofilo dorsiventral, epiderme abaxial papilosa, deposi¢ao de cera sobre as células
epidérmicas, permitem sua identificagdo através da analise microscopica desta estrutura.
A presenga de tricomas glandulares em forma de clava, ao longo de sulcos sobre a
nervura mediana de seus foliolos, e tricomas tectores longos, adensados na face abaxial,
com granulagdes de cera em sua superficie sao algumas das caracteristicas especificas.
As folhas, ainda, sdo ricas em cristais de oxalato de calcio, ao longo de suas nervuras,
caracteristica  da  subfamilia  Caesalpinioideae, assim como  estOmatos
predominantemente paraciticos. Além disso, a presencga de classes de aleloquimicos de
compostos fenolicos em células epidérmicas, da base de tricomas e células dispersas no
parénquima palicadico, especialmente nas proximidades da nervura mediana, no

mesofilo de S. alata, foi confirmada.
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