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RESUMO: Os potenciais alelopatico e antifungico do extrato das folhas de Acacia
longifolia (Andr.) Willd foram estudados sobre sementes e plantulas de Lactuca sativa e
sobre os fungos patogénicos Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum, e
Cylindrocladium spathulatum. O percentual de sementes germinadas, o indice de
velocidade de germinagao, o crescimento da radicula e do hipocétilo e a atividade
antifungica foram avaliados. O extrato apresentou atividade alelopatica sobre
percentual de sementes germinadas, sobre o indice de velocidade de germinacao e
sobre o crescimento do hipocétilo. O extrato estimulou o crescimento micelial do fungo
C. acutatum e inibiu o crescimento micelial do F. oxysporum e para o fungo C.
spathulatum nao foi observada a inibicao do crescimento.

Palavras—chave: acacias, alelopatia, Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum,

Cylindrocladium

ABSTRACT : The allelopathic and antifungal potentials of extract from leaves Acacia
longifolia (Andr.) Willd were determined on seeds and plantules of Lactuca sativa and on
the pathogenic fungus Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum, and
Cylindrocladium spathulatum. Germination percentage, germination speed index,
radicle and hypocotyl growth and antifungal activity were evaluated. The extract showed
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allelopathic activity on the germination percentage, on the germination speed index and
on the growth of hypocotyls. The extract stimulated the mycelial growth of C. acutatum and inhibited
mycelial growth of F. oxysporum and for C. spathulatum there was no inhibition of growth.

Key words: acacias, allelopathy, Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum, Cylindrocladium

1. INTRODUGAO

Os vegetais desenvolvem mecanismos de defesa contra patdégenos (virus,
bactérias, fungos) produzindo toxinas contra o agente invasor e adquirindo resisténcia
a infeccao (Pinto et al. 2002). Um dos mecanismos de defesa desenvolvidos na
evolucao pelas plantas € descrito como alelopatia. A alelopatia pode ser definida como
um processo pelo qual, produtos do metabolismo secundario de um determinado
vegetal sdo liberados pelas partes aéreas, subterraneas ou pela decomposigao do
material vegetal, impedindo ou estimulando a germinagao e o desenvolvimento de
outras plantas relativamente proximas (Franca et al. 2008).

Ao longo das ultimas décadas, se observa um crescente interesse na busca de
substancias com propriedades alelopaticas, podendo levar a descoberta de um
herbicida natural, que aja diretamente na planta invasora e n&o cause agressdes ao
meio ambiente (Lobo et al. 2008). O uso inadequado de herbicidas tem aumentado a
resisténcia de plantas daninhas a algumas classes destes pesticidas. Investigacdes na
area de alelopatia podem oferecer oportunidades para resolver problemas praticos da
agricultura e para contribuir no conhecimento da quimica e biologia de relagdes
interespecificas das plantas. Solugbes alternativas aos agroquimicos sintéticos
objetivando um manejo mais sustentavel e ecoldgico na produgédo agricola seriam
possiveis através do desenvolvimento de herbicidas, reguladores de crescimento e
produtos farmacéuticos a partir de biomoléculas naturais (Magiero et al. 2009)

Os fungos fitopatogénicos habitantes do solo causam grandes perdas em
culturas econémicas (Bueno et al. 2007). Tradicionalmente, as doengas fungicas na
agricultura séo controladas pelo uso de fungicidas sintéticos, os quais elevam os custos
e contaminam o meio ambiente com substancias toxicas. Uma alternativa para
solucionar este problema é o uso de plantas capazes de produzir substancias
antifungicas (Silva, et al. 2008).

A espécie Acacia longifolia (Andr.) Willd., € arvore originaria da Australia,
perfeitamente adaptada ao Brasil, pertencente a familia Leguminosae, sendo utilizada
como fixadora de dunas em terrenos ingremes sujeitos a erosdo e como planta
ornamental. O género Acacia apresenta dispersao cosmopolita tropical e subtropical,
sendo cultivado pela sua madeira, taninos, gomas, e para o florestamento de dunas
(Burkart 1979).

Considerando o potencial efeito alelopatico e antimicrobiano de algumas
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espécies do género Acacia, este trabalho objetivou avaliar a influéncia do extrato das
folhas de Acacia longifolia sobre a germinacgao e o crescimento de alface em condicbes
de laboratério, verificando a possibilidade de uso como herbicida natural podendo ser
aplicado em areas de pastagens e sistemas agroflorestais como muitas leguminosas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de Acacia longifolia foram coletadas em maio de 2002, no Campus do
Setor de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Parana, situado no municipio
de Curitiba, PR. Aidentificagao da espécie foi realizada pelo Museu Botanico Municipal
da Prefeitura de Curitiba, e a exsicata encontra-se depositada sob o numero de registro
261.856. As folhas foram secas a temperatura ambiente. Apds, 100 g do material
vegetal moido foram maceradas em 300 mL de etanol, por uma semana. O liquido foi
filtrado em algodao e concentrado em aparelho rotavapor.

2.2 ATIVIDADE ALELOPATICA

Para o ensaio foram utilizadas sementes de Lactuca sativa L. (alface), classe
fiscalizada, cultivar Baba, com 99 % de germinag¢ao confirmados por meio de teste
padrdo de germinacéo. Folhas de papel Whatman namero 6 colocadas em placa de
Petri, foram embebidas com o extrato em concentracées que variaram de 5 a 50
mg/mL. Um controle com o solvente etanol foi preparado. O conjunto foi submetido a
secagem em estufa a 40 °C, por um periodo de 12 horas. Ap6s a evaporacdo do
solvente, os papéis de filtro correspondentes a cada diluicdo foram colocados em
caixas Gerbox. Foram adicionados 3 mL de agua recém destilada e distribuidas 25
sementes em cada caixa. Para cada concentragéo foram preparadas duas caixas: uma
destinada ao teste de crescimento e a outra para o teste de germinacgao, realizados em
4 repeticbes. Realizada a semeadura, as caixas Gerbox foram mantidas em um
germinador Mangelsdorf,a 17 °C, com limites minimo 16,8 °C e maximode 17,2 °C.

No teste do crescimento, decorridos sete dias, foram determinados os
comprimentos da radicula e do hipocétilo e comparados ao tratamento controle. No
teste da germinacao, foi realizada a leitura da germinacdo nas respectivas
concentracbes do extrato e do controle, diariamente durante o periodo de 5 dias
consecutivos com a retirada das sementes germinadas. Foram consideradas
sementes germinadas aquelas que apresentavam extensao radicular igual ou superior
a2 mm (Lobo et al., 2008). O indice de velocidade de germinacao foi calculado através
da seguinte formula IVG = G1/N1 + G2/N2 + G3/N3 + G4/N4 + G5/N5, onde G1, G2 ...
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G5, Gn é o numero de sementes germinadas e N1, N2 .. N5, Nn € o numero de dias
apos a semeadura (Hoffmann et al. 2007).

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado. Para a analise
estatistica, foi utilizado o programa SISVAR (Ferreira 2000), e a verificacdo das
diferencas das médias estatisticamente significativas foi realizada por meio do teste de
Tukey com 5 % com limite de confianga de 95 %.

2.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os isolados dos patégenos testados foram fornecidos pelo Laboratério de
Patologia Florestal da Embrapa Florestas. Os isolados foram obtidos de plantas de
café (Fusarium oxysporum), de morango (Colletotrichum acutatum) e de erva-mate
(Cylindrocladium spathulatum). Para o ensaio da atividade antifungica foi utilizado o
método de incorporacédo dos extratos em meio de cultura BDA (extrato de batata-
dextrose-agar) adaptado de Auer & Bettiol (1986) e de Stangarlin et al. (1999).

O extrato das folhas foi incorporado ao meio BDA (extrato comercial de batata-
dextrose, 39 g; agua destilada 1000 mL) de modo a manter uma concentragéo de 1000
ppm, e colocados em frascos de Erlenmeyer para esterilizacdo em autoclavea 120°C e
1 atm por 15 minutos. Em seguida, o meio foi vertido em placas de Petri, em cdmara de
fluxo laminar.

Para avaliar uma possivel contaminagdo microbiolégica do meio, este foi
incubado a 25 °C, por 48 horas. Passado este periodo, verificado que ndo houve
contaminagao microbiana, foram colocados no centro das placas, discos de micélio de
5 mm de didmetro retirados de culturas puras de sete dias de idade dos fungos F.
oxysporum, C. acutatum e C. spathulatum. As placas com F. oxysporum e C. acutatum
foram incubadas por 24 °C no escuro e as contendo C. spathulatum a 22 °C, também no
escuro. Como controle foi realizado a cultura dos fungos em meio BDA, sem extrato,
nas mesmas condi¢des para cada patégeno. Foram realizadas sete repeticoes para
cada fungo com o extrato no meio BDA e sete repeticbes contendo somente o fungo e o
meio BDA. A leitura foi realizada quando o crescimento micelial atingiu quase a
totalidade do meio de cultura. A avaliacdo foi efetuada medindo-se o diametro de
crescimento (média de duas perpendiculares) de cada placa, compararam-se as
medidas do controle com as do extrato.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete
repeticbes. Na analise estatistica dos resultados obtidos, empregou-se o Teste de
Tukey com limite de confianca de 95 %, utilizando-se o programa SISVAR (Ferreira
2000).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes utilizadas como controle germinaram 100 % em 24 horas. Apés o
periodo de sete dias, as caixas Gerbox foram retiradas do germinador e procedeu-se a
medida do tamanho da radicula e do hipocétilo da plantula. Um calculo foi realizado
com as medidas das diferentes concentragdes do extrato comparando as do controle.

As diferentes concentragcbes do extrato demonstraram efeito sobre o
percentual de sementes germinadas e sobre o indice de velocidade de germinacéao
(Tab. 1). Os bioensaios de germinacao de sementes na presencga de extratos vegetais
sao pontos de partida para a investigacdo de efeitos de alelopatia intra e
interespecificos, embora haja controvérsias com este tipo de experimento, uma vez
que as sementes,em decorréncia de processos seletivos e evolutivos, sdo menos
sensiveis aos aleloquimicos que as plantas (Carmo etal. 2007).

Tabela 1- Comprimento da radicula, comprimento do hipocétilo, percentual de
germinacao, indice de velocidade de germinacao (IVG), das plantulas de alface,
observados nos ensaios submetidos a diferentes concentracdes do extrato das folhas
de Acacia longifolia

Tratamento Comprimento Comprimento do G (%) VG
mg/mL da Radicula Hipocétilo
mm mm
Controle 32,3 a 29,7 a 100 a 25a
5 32,3 a 228b 97 b 23,33 b
10 315a 221b 96 b 23,33 b
20 26,2 a 20,7b 97 b 23,75 b
50 26,3 a 176 b 96 b 23,64 b

Médias seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (5% de probabilidade)

No bioensaio para o potencial alelopatico sobre o desenvolvimento de
plantulas de L. sativa verificou-se que todas as concentragdes inibiram o crescimento
do hipocétilo, entretanto as mesmas nao inibiram o crescimento da radicula. De forma
geral as raizes mostram-se mais sensiveis a agado das substancias presentes em
extratos quando comparados com os hipocétilos das plantulas, fato este que pode ser
explicado pelas raizes estarem em contato direto com o aleloquimico (Borella &
Pastorini 2009). No entanto, esta situacao néo foi observada neste bioensaio, pois o
crescimento sobre o hipocétilo foi afetado e o crescimento da radicula ndo. O
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alongamento da parte aérea, assim como o das raizes, é dependente de divisdes
celulares, da formacao do cambio e dos vasos xilematicos e estas estruturas séo
dependentes da particdo de nutrientes pela plantula (Hoffmann et al. 2007). Assim,
pressupde-se que as concentragcdes do extrato que inibiram o desenvolvimento das
partes aéreas ajam direta ou indiretamente em algumas destas estruturas
mencionadas.

Diversas espécies do género Acacia demonstram potencial alelopatico. O
extrato aquoso de Acacia pubescens inibiu a germinagao de sementes de L. sativa
(Kitou 1999). Extratos aquosos de folhas, raizes, inflorescéncias e solos ao redor de
Acacia tortilis, testados em varias diluicdes inibiram o crescimento de Pennisetum
glaucum (Anurag et al. 1996). Outras acacias como Acacia senegal (Fadl 1997),
Acacia auriculiformis (Jadhav & Gaynar 1992), Acacia confusa (Chou 1980), Acacia
nilotica, Acacia melanoxylon, Acacia podalyriaefolia (Andrade et al. 2003) também
apresentaram atividade alelopatica. A Acacia dealbata é reconhecida como uma
espécie invasora (Gonzalez-Muhoz et al., 2012), este sucesso atribuido a habilidade
da espécie em liberar compostos alelopaticos que afetam as espécies de plantas
nativas (Lorenzo et al., 2013).

Entre os aleloquimicos mais comuns presentes no género Acacia podemos
destacar os acidos p-hidroxibenzéico, protocatéquico, gentisico, p-cumarico, e ferulico
(Reigosa et al.1984), siringico, vanilico, o-hidroxifenilacético (Chou 1980). Os acidos
fendlicos sao potentes aleloquimicos que induzem o aumento da atividade de enzimas
oxidativas, tendo como conseqiéncia a modificacdo da permeabilidade de
membranas e a formacéo de lignina que contribuem para a redugéo do alongamento
radicular (Carmo et al. 2007). Apresenca de acidos e compostos fenélicos em espécies
do género Acacia é possivelmente responsavel pela atividade alelopatica constatada.

Nas folhas de A. longifolia foram identificados o alcaléide N,N-dimetil-
triptamina (Roveli & Vaughan 1967), catequina e galo-catequina (Tindale & Roux 1969)
além do acido gentisico (Thieme & Khogali 1975). Kerber & Silva (1990) isolaram a
cumarina escopoletina das flores. A acéo alelopatica de alguns gendtipos de aveia é
atribuida a sua capacidade de exsudar escopoletina, esta cumarina apresenta um
efeito inibidor do crescimento radicular das plantas (Ducca & Zonetti 2008). Silva
(2001) identificou naringenina e dois heterosideos, presentes na fragdo acetato de etila
das flores de Acacia longifolia, o 5-b-D-galactosil-naringenina e a 5-b-D-glucosil-
naringenina. Peitz (2003) constatou a presenca da aurona 4-O-galactosil aureusina na
fracdo acetato de etila das flores. Sendo assim, como em outras espécies de Acacia a
atividade alelopatica verificada neste bioensaio pode ser justificada pela presenca de
acidos fendlicos e substancias fendlicas como taninos.

O extrato das folhas de Acacia longifolia na concentracdo testada nao
demonstrou acado antifungica contra o C. acutatum conforme observado (Tab. 2),
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estimulando o crescimento micelial do fungo, atuando como um fator hormonal
do crescimento ou como fonte de nutrientes. Para o C. spathulatum o extrato também
nao inibiu do crescimento, no entanto, também n&o estimulou o crescimento micelial
como constatado para o C. acutatum. O que pode ser justificado pelo préprio processo
de esterilizagdo do extrato em autoclave, que pode alterar as propriedades ou degradar
as substancias com atividade antifungica, diminuindo assim a acao antimicrobiana
doextrato. O extrato das folhas inibiu o crescimento de F. oxysporum demonstrando ser
diferente do controle (Tab. 2). O extrato das folhas de A. longifolia ja havia demonstrado
acao antimicrobiana, inibindo o crescimento das bactérias Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (Peitz 2003). Compostos secundarios estao distribuidos em
um grande numero de familias botanicas e muitos deles apresentam atividade
antimicrobiana. Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos de plantas medicinais
indicam o potencial das mesmas no controle de fitopatogenos (Stangarlin et al. 1999). A
compreensao do mecanismo de inibigdo pode proporcionar melhores indicagdes para
o desenvolvimento, producéao e aplicagcéo de tecnologias fungicidas de origem vegetal
(Quiroga 2001). Como no presente ensaio se utilizou o extrato bruto das folhas,
avaliou-se uma concentragéo elevada de extrato de 1000 ppm, para verificar acao
antifungica. Estudos com outras concentragcbes, com o extrato particionado e
substancias isoladas e com outras metodologias, devem ser realizados, a fim de se
buscar os responsaveis pela agdo antifungica demonstrada.

Tabela 2 — Média do tamanho das col6nias dos fungos C.acutatum, F. oxysporum, C.
spathulatum em ensaio antifungico com o extrato das folhas de Acacia longifolia em
meio BDA.

Tratamento C.acutatum F. oxysporum C. spathulatum
Tamanho da Tamanho da col6nia em Tamanho da
colébnia em mm mm colbnia em mm
Controle 359a 791b 57,35 a
Extrato 71.1b 71,6 a 59,2 a

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna n&o diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (5% de probabilidade)

4.CONCLUSAO

Nos ultimos anos esfor¢os tem sido destinados, especialmente com espécies
arboreas, a fim de verificar propriedades alelopaticas em espécies com potencial para
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compor sistemas agroflorestais e silvipastoris (Borella & Pastorini 2009). Nos sistemas
agroflorestais, a utilizacdo de espécies arbdéreas com caracteristicas apropriadas,
como a fixagao do nitrogénio pelas leguminosas, € fundamental para a estabilidade e o
sucesso do sistema. Aspectos relativos a melhoria do conforto animal, proporcionado
pelo sombreamento, e da paisagem séo pontos extremamente positivos. Espécies
arbéreas, em especial da familia das leguminosas, com atividade alelopatica podem
desempenhar papel crucial na estabilidade dos sistemas agroflorestais, pela
possibilidade de exercer controle da infestacédo das plantas daninhas, notadamente em
areas de pastagens cultivadas (Souza Filho et al. 2005). Desta forma, mais estudos
devem ser realizados com a espécie A. longifolia para verificar a possibilidade de
aplicacao do seu potencial alelopatico e antifungico, visto a necessidade de alternativas
menos agressivas ao meio ambiente.
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