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Methodological Proposal for Analysis of Synergism and Potentializing Effects Among
Allelochemicals
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RESUMO - Os procedimentos envolvendo a analise de sinergismo entre aleloquimicos tém
envolvido, basicamente, a utilizacao de concentracoes fixas. Neste trabalho, propode-se um
modelo teérico envolvendo quatro possibilidades de respostas: uma que demonstra a existéncia
de sinergismo (possibilidade A do modelo); outra que revela a inexisténcia de sinergismo
(possibilidade B do modelo); e duas que revelam que uma substancia potencializa o efeito de
outra (possibilidades C e D do modelo). Para efeito de teste do modelo, utilizaram-se duas
substancias quimicas (acido 3,4,5-trimetoxibenzoéico [S1] e acido veratrico [S2]) isoladas das
folhas de Parkia pendula, com atividade alelopatica ja comprovada, nas seguintes proporg¢oes:
S1 pura, S2 pura e combinacdes de S1 e S2, nas seguintes proporcoes: 3:1, 1:1 e 1:3. Como
plantas indicadoras foram utilizadas as plantas daninhas malicia (Mimosa pudica) e mata-
pasto (Senna obtusifolia). Os resultados, analisados em relacdo as quatro possibilidades
estabelecidas no modelo teérico, permitiram inferir a inexisténcia de efeitos sinérgicos entre
as duas substancias testadas. As variacoes entre os resultados obtidos e a possibilidade B do
modelo podem ser atribuidas ao potencial inibitério da substancia e a sensibilidade das espécies
receptoras as substancias testadas.
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ABSTRACT - The procedures involving the analysis of synergism between allelochemicals have
basically involved the use of fixed concentrations. This worlk deals with theoretical model involving
four possibilities of response: one demonstraing the existence of synergism (possibility A of the
model); one demonstraing the absence of synergism (possibility B of the model) and two showing
that a substance potentializes the effect of another (possibilities C and D of the model). Two
isolated chemical substances (3,4,5-trimetoxybenzoic acid [S1] and 3,4-dimetoxybenzoic acid
[S2]) were used to test the model, isolated from Parkia pendula leaves with known allelopathic
activity , in the following combinations: pure S1; pure S2, and combinations S1 and S2, in the
Sollowing ratios 3:1; 1:1; and 1:3. As indicators, the weeds Mimosa pudica and Senna
obtusifolia were used. The results, based on analysis of the four possibilities established in
the theoretical model, allowed to infer the absence of synergistic effect between the two tested
substances. The variations observed between the obtained results and the possibility B of the
model can be attributed to the inhibition potential of the substance and the sensitivity of the
receiving species to the tested substances.
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As plantas superiores produzem e estocam lixiviacao, volatilizacao, exsudacido radicular

grande numero de produtos de seu metabo- e decomposicao de residuos (Hallingan, 1975;
lismo, os quais sao, posteriormente, liberados Putnam & Weston, 1986; Netzly & Butler,
para o ambiente de diferentes formas, como 1986; Steinsiek et al., 1982). A esse fenomeno
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Molisch, em 1937, chamou de alelopatia (Rice,
1987), a qual € um importante mediador da
dinamica populacional, determinando, em
sistemas naturais e cultivados, o padrao e a
densidade da vegetacao (Smith & Martin,
1994). De acordo com An et al. (1993), um
aleloquimico pode apresentar dois atributos
complementares, estimulatorios e inibitorios,
embora na literatura haja predominancia de
relatos comprovando os efeitos deletérios. Fato-
res associados a concentracao podem alterar
esses atributos, levando a efeitos estimula-
torios ou inibitorios (Rice, 1984).

Em comunidades de plantas, as inibicoes
alelopaticas sao o resultado ndo de um unico
agente quimico, mas da acao de diferentes alelo-
quimicos. Se isso for verdade, entdao pode-se
assumir que a atividade biologica de uma
mistura de aleloquimicos sera determinada nao
apenas por sua concentracio, mas também
pela interacao entre ambos. Existem, na
literatura, algumas informacédes sugerindo a
existéncia de sinergismos como resultado da
acao combinatoéria de diferentes aleloquimicos
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(Einhellig, 1995; Weidenhamer et al., 1994;
Kubo et al., 1992). Nos poucos trabalhos em
que essa hipotese € testada, a combinacao entre
dois ou mais agentes alelopaticos envolve con-
centracoes fixas e as inferéncias sao baseadas
no aumento das inibicoes (em que se conclui
pela existéncia de sinergismo) ou na auséncia
de aumento (em que se conclui pela inexisténcia
de sinergismo). Bons exemplos desse tipo de
abordagem sao encontrados nos trabalhos de
Williams & Hoagland (1982), Rasmussen &
Einhellig (1979) e Einhellig et al. (1982). Mais
recentemente, Vokou et al. (2003) propuseram
modelo matematico para interpretar os resul-
tados das acoes de diferentes aleloquimicos.

Neste trabalho, propde-se um modelo teori-
co (Figura 1) constante de quatro possibilidades
de resultados para a combinacao de pares de
aleloquimicos. Na possibilidade A, admite-se
que toda e qualquer combinacao entre as duas
substancias produz efeitos alelopaticos inibit6-
rios sempre superiores aqueles produzidos
pelas substancias puras. Uma vez essa possibi-
lidade manifestada, admite-se a existéncia de
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Combinagdes entre aleloquimicos

A = substéncia S1 pura; B = 3:1; C=1:1; D= 1:3; e E = substancia S2 pura, respectivamente para as combinagdes entre S1:S2.

Figura1- Modelo esperado de respostas envolvendo os ef eitos i solados e combinados entre doi s al el oquimicos sobre agerminacéo

de sementes e 0 desenvolvimento da radicula e do hipocdtilo.
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sinergismos entre as substancias. A proposta
B do modelo teérico apresenta conformacao
inversa a da possibilidade A. Nesse caso,
admite-se que as substancias puras tém maior
potencial inibitério do que qualquer uma das
combinacodes estabelecidas e, dessa forma,
concebe-se que as substancias agem isolada-
mente e que a reducio (primeiro quadrante) e
o aumento (segundo quadrante) da inibicao se
devem mais as variacoes de concentracao de
cada substancia do que a qualquer relacao
entre elas. Na possibilidade C do modelo,
verifica-se que as combinacgdes 3:1 e 1:1 pro-
duzem efeitos inibitérios mais intensos do
que aqueles produzidos pela substancia S1
pura, porém em todas as combinacoes entre
S1 e S2 as inibicdes sao de magnitude inferior
a daquelas promovidas pela substancia S2;
nesse caso propoe-se que a substancia S2
potencializa os efeitos de S1. Finalmente, a
proposta D, que € inversa a C, mostra que a
substancia S1 potencializa a atividade da
substancia S2.

Para efeito de teste da eficiéncia do modelo,
combinaram-se as substancias quimicas
isoladas de folhas da leguminosa Parkia
pendula, acido 3,4,5-trimetoxibenzoéico (S1) e
acido veratrico (3,4-dimetoxibenzoico) (S2),
com atividade alelopatica confirmada no
trabalho de Fonseca (2005), nas seguintes
proporcoes de cada uma das substancias S1 e
S2: substancia S1 pura, substancia S2 pura e
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combinacodes dessas substancias nas propor-
coes de 3:1, 1:1 e 1:3.

Foi estabelecida a concentracao de
20 mg L'! como limite para todas as combina-
coes. Dessa forma, as substancias puras foram
utilizadas na concentracao de 20 mg L', e as
somas de todas as combinacdes foram sempre
iguais a 20 mg L!. Assim, as combinacoes 3:1,
1:1 e 1:3 eram formadas por 15:5, 10:10 e
5:15 mg L'! das substancias S1 e S2, respecti-
vamente. As concentracoes foram preparadas
tendo como eluente o metanol.

A metodologia de avaliacao dos efeitos
alelopaticos sobre a germinacao das sementes
e o desenvolvimento da radicula foi aquela
utilizada por Souza Filho et al. (2003) e Souza
Filho (2002). As plantas daninhas indicadoras
foram a malicia (Mimosa pudica) e o mata-pasto
(Senna obtusifolia).

Comparando o modelo de resposta obtida
(Figura 2) com as quatro possibilidades do
modelo teorico proposto na Figura 1, verifica-
se coincidéncia das respostas obtidas com a
possibilidade B do modelo teérico, indicando
a auséncia de efeito sinérgico entre as duas
substancias testadas. As respostas obtidas
(Figura 2) mostram variacdes em relaciao ao
modelo proposto, as quais podem ser atribui-
das a dois fatores: as diferencas na habilidade
de cada substancia em promover inibi¢coes nos
fatores analisados; e a sensibilidade das
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Combinag¢des entre substancias

A =Sl pura; B =S1:52(3:1); C=S1:S2 (1:1); D = S1:S2 (1:3); e E = S2 pura.

Figura 2 - Atividade alelopatica de substancias quimicas isoladas e em combinagéo sobre a germinacdo de sementes e o
desenvolvimento daradicula e do hipocétilo das plantas daninhas malicia (A) e mata-pasto (B).
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espécies receptoras as substancias testadas.
Na Figura 2A, observa-se, por exemplo, que a
substancia S1 evidenciou maior capacidade
para inibir a germinacao e o desenvolvimento
da radicula e do hipocétilo da planta invasora
malicia, o que fez com que a curva ficasse mais
elevada na condicao S1 pura. Ja na Figura 2B,
verifica-se que a germinacao das sementes de
mata-pasto foi pouco afetada pela substancia
S1, deixando a curva mais elevada na condicao
S2 pura. Contudo, essas variacées nao com-
prometem a analise comparativa, utilizando
o modelo tedérico proposto. Dessa forma, po-
de-se inferir que o modelo proposto € indicado
para analise de efeitos da acdo combinatoria
envolvendo dois aleloquimicos.
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