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RESUMO

Metabolitos secundarios produzidos e
libertados por plantas, bactérias e fungos
estdo envolvidos numa variedade de proces-
sos ecolégicos, nomeadamente como semio-
quimicos e alelopatinos. Adicionalmente, e
para além das suas possiveis fungdes ecold-
gicas, muitos dos metabolitos secundarios
sao fitotoxicos, constituindo uma fonte relati-
vamente inexplorada de novos herbicidas.

Solanum nigrum (erva-moira) € uma infes-
tante importante e muito bem sucedida num
grande nimero de culturas, nomeadamente
horticolas e serd usada como exemplo princi-
pal das utilizagdes actuais de aleloquimicos
vegetais bem como das perspectivas de utili-
zacdo deste tipo de compostos como bioher-
bicidas.

Nesse ambito revéem-se as principais
estratégias de pesquisa de bioherbicidas e
apresenta-se o estado da arte dos modos de
accdo de aleloquimicos ja comercializados
como herbicidas (Bialaphos e PPT), paten-
teados (AAL-toxina) e em investigagdo, quer
produzidos por plantas superiores (sorgoleo-
na e derivados do cineol) quer de origem bac-
teriana (hidantocidina) e fingica (fumonisi-
nas, coletotriquina).

ABSTRACT

Secondary metabolites produced and re-
leased by plants, bacteria, and fungi are in-
volved in a number of ecological processes,
namely as semiochemicals and allelo-
pathins. In addition, and beside their possi-
ble ecological roles, a greater number of
secondary metabolites are phytotoxic and
represent a relatively unexplored source of
new herbicides.

Solanum nigrum (black nightshade) is an
important and successful weed in many
crops, namely in horticulture, and will be
used as a major example of actual and pro-
spective uses of phytoallelochemicals as
bioherbicides.

Therefore, the main strategies for bioher-
bicides search are reviewed and the state of
art of the modes of action of allelochemicals
is presented, including those already in use
as herbicides (Bialaphos and PPT), patented
(AAL-toxin), and wunder investigation,
whether produced by plants (sorgoleone and
cineol derivatives), bacteria (hydantocidin)
or fungi (fumonisins and colletotrichin).
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INTRODUCAO

Além dos metabolitos envolvidos em pro-
cessos bioldgicos fundamentais, primarios,
as plantas, bactérias e fungos produzem um
grande nimero de compostos, ditos secun-
darios por ndo se lhes reconhecer qualquer
funcdo no metabolismo primério (Bell,
1981). Embora possam desempenhar fun-
¢Oes importantes na regulacdo dos organis-
mos que os produzem (Harborne, 1980;
Mothes, 1980; Swain, 1977), é-lhes atribui-
do um papel importante sobretudo como
semioquimicos (Barata et al., 2002) e alelo-
patinos (Bais et al., 2003).

A relevancia ecolégica dos metabolitos
secunddrios ndo estd em muitos casos
demonstrada mas a sua fitotoxicidade estd
bem estabelecida, pelo que podem constituir
uma fonte importante de novos herbicidas,
quer para uso directo quer como modelos
moleculares para a sintese de novos agro-
quimicos (Zimdahl, 1993).

Neste ambito, apresentam-se as principais
estratégias de pesquisa de bioherbicidas e
perspectivas de aplicagdo usando como
exemplo Solanum nigrum L. (erva-moira),
uma infestante importante em muitos paises,
extremamente competitiva em muitas cultu-
ras na Peninsula Ibérica (Holm et al., 1977,
Williams, 1982). Entre outras caracteristicas
que explicam o seu sucesso como infestante
destaque-se a perda de sensibilidade a vérios
herbicidas apds as 4-6 folhas (Bassett &
Munro, 1985; Weller &  Phipps,
1978/1979), com as triazinas, inibidoras do
fotossistema II, a constituirem provavel-
mente os herbicidas mais efectivos para o
controlo de S. nigrum (Weller & Phipps,
1978/1979). No entanto, resisténcia a triazi-
nas foi registada em Franga em 1979 e des-
de entdo num niimero crescente de paises e
em 1999, na Malésia, também ao paraquat,
activo no fotossistema I (Heap, 2005).

PESQUISA DE BIOHERBICIDAS

Um dos principais atractivos dos metabo-
litos secundérios reside na possibilidade de
conseguir novas moléculas para novos alvos
moleculares, alternativos aos dos actuais
herbicidas, resultando tanto mais atraentes
quanto mais frequentes s@o as resisténcias a
herbicidas (Duke et al., 2000a,b).

Como exemplo, refira-se o caso da cin-
metilina, um herbicida andlogo aos mono-
terpenos naturais 1,4- e 1,8-cineol (eucalip-
tol) em que a cadeia lateral benzil-éter na
posicdo 2 do 14-cineol aparentemente
reduz a volatilidade da molécula tornando-a
mais apropriada como herbicida (Romagni
et al., 2000). O modo de ac¢do da cinmetili-
na ainda € dado como desconhecido (Heap,
2005) mas hd evidéncias experimentais da
cinmetilina ser um pro-herbicida que, por
quebra da cadeia lateral, origina 2-hidroxi-
1,4-cineol que actua ao nivel da asparagina
sintetase, que constitui assim um novo alvo
metabdlico (Romagni et al., 2000).

A pesquisa de compostos do metabolismo
secundario com actividade herbicida tem
sido geralmente feita através da prospecgio
de grupos de espécies, cultivares ou aces-
soes, seguida ou nao pelo isolamento e iden-
tificacdo dos compostos activos.

Exemplos cldssicos de prospeccdes
incluem o estudo de mais de 500 acessdes
de pepino, com apenas trés a inibirem de
forma importante o crescimento de Brassica
hirta e Panicum miliaceum, embora com
efeitos inconsistentes em condi¢des de cam-
po que desapareciam por completo em
periodos de elevada pluviosidade (Locker-
man & Putnam, 1979; Putnam & Duke,
1974); a pesquisa de capacidade de produ-
¢do de escopoletina em mais de 3 000 aces-
soes de germoplasma de Avena sp., s6 com
uma das quatro acessdoes com elevada pro-
dugdo de escopoletina a ter efeito no cres-
cimento de Brassica kaber (Fay & Duke,
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1977); a pesquisa da fitoactividade em Hel-
minthia echioides e Alopecurus myosuroi-
des de 141 linhas de Glycine max , em que
apenas duas linhas reduziam o crescimento
da primeira espécie infestante e nenhuma o
da segunda (Massantini et al., 1977).

Mais recentemente, investigaram-se 19
arbustos e arvores com apenas duas espécies
(Lavandula stoechas e Cistus ladanifer) for-
temente inibitdrias in vitro da germinag@o
da infestante Phalaris minor sem afectar a
de Triticum aestivum. No entanto, no solo
nao se observaram quaisquer efeitos na
germinacdo, com as duas espécies a reduzi-
rem o crescimento inicial de P. minor e T.
aestivum (Dias et al., 1995, 2004).

Finalmente, de referir a avaliagdo dos
efeitos de extractos etandlicos de sementes e
folhas de 49 espécies na germinacdo da
infestante Amaranthus spinosus, seguida
pelo fraccionamento do extracto mais poten-
te, identificacdo e bioensaio da sua frac¢@o
mais inibitéria. O principio activo da frac-
¢do mais inibitéria, 1,3,7-trimetilxantina,
inibiu completamente a germinagdo de A.
spinosus a 1 200 mg 1" sem afectar a germi-
nacdo de Phaseolus mungo. Nesta concen-
trag@o ndo houve efeitos aprecidveis na acti-
vidade da amilase e nitrato redutase, cres-
cimento e produgdo de P. mungo, mas doses
sub-letais para a germinacdo de A. spinosus
reduziam a actividade da amilase em cerca
de 30% mesmo na presenga de GA; (Rizvi
& Rizvi, 1992).

Sao claras as insuficiéncias desta estraté-
gia pelo reduzido nimero de resultados
promissores e perca ou reducdo da activida-
de no solo. De forma mais aproximada a
pesquisa classica de herbicidas tém-se tam-
bém realizado prospeccdes de compostos,
seguida de optimizag@o estrutural de com-
postos seleccionados, caso de estudos da
relacdo estrutura-actividade de heliananos
extraidos de Helianthus annuus (Macias et
al.,2004).

Metabolitos produzidos por bactérias
(hidantocidina e fosfinotricina)

A hidantocidina foi identificada em cultu-
ras de Streptomyces hygroscopicus SANK
63584 no ambito de uma prospecciao de
novos compostos herbicidas em micrébios.
Com uma estrutura Unica, possui uma liga-
¢do espirano entre os grupos ribose e hidan-
toina, ndo apresentando qualquer actividade
a1 mg ml" em mais de 30 espécies de bac-
térias, leveduras e fungos. No entanto, pro-
vocou lesdes em 80-100% da area de caules
e folhas de infestantes anuais e perenes apds
14 dias de aplicagio a 5 000 ppm a plantulas
envasadas crescendo em estufa, com S.
nigrum a revelar-se uma das espécies mais
sensiveis com 95-100% de &rea lesionada
(Nakajima et al., 1991). A hidantocidina é
um pro-herbicida que apds fosforilagdo
mimetiza o inositol-monofosfato substrato
da adenilsuccinato sintetase (Duke er al.
2000b). Apesar da preocupacdo em paten-
ted-la (Harrington & Junk, 1994, 1996), ris-
cos toxicolégicos da sua accdo na sintese de
dcidos nucleicos poderdo ter reduzido for-
temente o seu interesse comercial (Duke et
al., 2000a,b).

S. nigrum demonstrou a mesma sensibili-
dade a hidantocidina que ao glifosato e bia-
laphos (Nakajima et al., 1991), que actuam
respectivamente na EPSP sintase e glutami-
na sintetase (Heap, 2005). O bialaphos &
constituido pela fosfinotricina (PPT), um
aminodcido andlogo ao 4cido L-glutdmico,
ligado a dois grupos L-alanil. Isolado de
Streptomyces  viridochromogenes e 8.
hygroscopicus, a PPT foi o primeiro ami-
nodcido natural em que se encontrou um
grupo fosfinico. Igualmente um pro-
herbicida, o bialaphos é rapidamente hidro-
lisado em tecidos vegetais por peptidases,
libertando a PPT, esta sim fortemente inibi-
dora da actividade da glutamina sintetase
(Abbas & Duke, 1995; Hoagland, 2001). De
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referir ainda o glufosinato, sal amoniacal
sintético da PPT (Hoagland, 2001), nio
havendo até a data registos de resisténcia ao
bialaphos e glufosinato, derivados da PPT e
Unicos a actuar na glutamina sintetase
(Heap, 2005).

Metabolitos produzidos por fungos (cole-
totriquina, fumonisinas e AAL-toxina)

A coletotriquina ¢ uma y-tirona norditer-
pénica produzido por espécies do género
Colletotrichum. que provoca lesdes oxidati-
vas em membranas de vdrias espécies de
Solanum por meios ndo directamente rela-
cionados com a fotossintese, fotobranquea-
mento, respiragdo, actividade de ATPases
ou manutencdo de gradientes proténicos.
Adicionalmente parece haver uma interac-
¢do de efeitos de tipo sinérgico com a atra-
zina, embora a ac¢do dos dois compostos
ndo ocorra nos mesmos locais (Duke et al.,
1992).

As fumonisinas e a AAL-toxina sao
micotoxinas originalmente isoladas de, res-
pectivamente, Fusarium moliniforme e
Alternaria alternata f.sp. lycopersici. Sao
alquilaminas hidroxiladas de cadeia longa
com duas (fumonisinas) ou uma (AAL-
toxina) unidade de 4cido carboxilico (Abbas
et al., 1993, 1995). A fumonisina B, aplica-
da em goticulas na superficie foliar de S.
nigrum provocou necroses, inibi¢do de cres-
cimento e morte. No entanto, a sua translo-
cagdo € reduzida e s6 ocorre quando aplica-
da a locais danificados, sugerindo que a
fumonisina B; tem mobilidade xilémica
(Abbas et al., 1999).

No ambito de uma prospeccio de A.
alternata a AAL-toxina revelou-se como o
Unico composto capaz de afectar Datura
stramonium tendo sido escolhida para expe-
riéncias de dose-resposta também em S.
nigrum. Autdlise e manchas necrdticas
ocorriam nas duas paginas das folhas, com

efeitos em S. nigrum a concentragdes de
AAL-toxina tio baixas como 0.01 pg ml”
(menos de um terco de folha autolisada) e
mais de metade da folha autolisada a 1.56
pg ml” (Abbas ef al., 1991, 1992, 1993). A
AAL-toxina e outras bases esfingdides reve-
laram-se efectivas na fuga de electrdlitos e
perda de clorofila em concentragdes da
ordem dos 20-40 nM. Estudos ultra-
estruturais dos efeitos da AAL-toxina em S.
nigrum revelaram alteragdes morfolégicas
nos grana e total desaparecimento de alguns
invélucros de cloroplastos apds 30 horas.
Ap0s 36 horas s6 as paredes celulares, graos
de amido e grana ainda organizado eram
identificaveis. Apds 48 horas ndo havia
organelos intactos, s6 residuos membrana-
res. Concluiu-se que a AAL-toxina provoca
a ruptura do metabolismo dos esfingolipidos
conduzindo a morte celular, avangando-se a
hipétese dos aumentos da fitosfingosina e
esfinganina resultarem da competi¢do da
AAL-toxina com a esfingosina e esfingani-
na N-acil transferase. De forma consistente
com os efeitos ultra-estruturais, observaram-
se em discos foliares de S. nigrum tratados
com AAL-toxina aumentos das fugas de
electrélitos sob luz e escuro e perdas de clo-
rofila s6 sob luz continua bem como foto-
branqueamento sob luz continua. Tratamen-
tos com AAL-toxina também aumentam oS
niveis de esfingosina e esfinganina até as 24
horas estabilizando apds 48 horas. A sua
acumulacdo, consistente com a inibicdo da
ceramida sintetase, ocorre antes de efeitos
ultra-estruturais e fuga de electrélitos, suge-
rindo que a inibicdo do metabolismo de
esfingolipidos poderia ser responsdvel pela
perda da integridade membranar. No entan-
to, a dependéncia da luz do fotobranquea-
mento mas ndo da fuga de electrélitos suge-
re que a perda de clorofila é um processo
mais complexo que ndo depende exclusi-
vamente da integridade membranar (Abbas
etal., 1995, 1998b).
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A utilizagdo da AAL-toxina, ja patenteada
(Abbas & Boyette, 1993), fumonisinas, com
efeitos muito semelhantes (Abbas & Boyet-
te, 1992; Abbas et al., 1991) e outros inibi-
dores da ceramida sintetase como a australi-
fungina (Abbas et al., 1998a), para controlar
S. nigrum e outras infestantes terd que ter
em consideragdo a elevada cito-toxicidade e
potential carcinogénico destes compostos
(Abbas et al., 1998a,b; Gelderblom et al.,
1992).

Metabolitos produzidos por plantas (sor-
goleona)

A sorgoleona é uma p-benzoquinona
substituida que constitui a maior parte dos
exsudados radiculares de sorgo. Extrema-
mente hidrofébica, a sorgoleona resulta da
auto-oxidagdo natural de di-hidroquinonas
relacionadas e muito instaveis (Einhellig &
Souza, 1992; Gonzalez et al., 1997; Riman-
do et al., 1998). Fitoactiva a muito baixas
concentracdes, da ordem dos 10 pM (Czar-
nota et al., 2001; Einhellig & Souza, 1992;
Hejl & Koster, 2004), inibe fortemente a
respiragdo mitocondrial bloqueando o fluxo
de electrdes no complexo citocrémico b-c,
(Rasmussen et al., 1992) bem como o trans-
porte de electrdes por competicio com a
plastoquinona pelo nicho Qg do fotossiste-
ma II (Czarnota et al., 2001; Gonzalez et al.,
1997; Rimando et al., 1998). A actividade
da sorgoleona no fotossistema II é similar a
de herbicidas como o diuron, atrazina e
metribuzina (Nimbal et al., 1996) mas em
geral ndo ha interacgio entre os efeitos da
sorgoleona e o de inibidores sintéticos do
fotossistema II ou a interac¢@o ndo se ajusta
ao modelo aditivo e, portanto, poderdo ocor-
rer modos de ac¢do diferentes no nicho de
ligacdo Qg (Streibig et al., 1999).

A sorgoleona também inibe fortemente a
p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, inter-
rompendo a sintese de carotendides, que

constitui um alvo recente de ac¢fo para her-
bicidas como a sulcotriona e mesotriona
(Meazza et al., 2002), para os quais ainda
ndo se registaram casos de resisténcia
(Heap, 2005).

No entanto, a sorgoleona fornecida em
solucdio nutritiva ndo afectou a fotossintese,
levantando dividas substanciais sobre a sua
real translocag@o para tilacéides depois de
ser tomada por raizes (Hejl & Koster, 2004).
Em contrapartida, em Solanum sp. aplica-
¢oes foliares pds-emergéncia de sorgoleona
dissolvida em 4gua com acetona a 0.6 Kg
ai/ha afectou o crescimento da parte aérea e
provocou clorose severa seguida de necrose
semelhante a produzida pela atrazina e diu-
ron (Czarnota et al., 2001).

PERSPECTIVAS

A pesquisa de metabolitos secunddrios
como fonte de bioherbicidas além de even-
tuais vantagens ambientais, tem como prin-
cipal atractivo a possibilidade de aumentar o
nimero ainda relativamente reduzido de
locais de ac¢@o de herbicidas. Nesse sentido,
as pequenas quantidades produzidas natu-
ralmente por plantas sugerem que a reorien-
tacdo da pesquisa para bactérias e fungos
que se tem verificado nos dltimos anos
poderd ser um passo importante. Adicio-
nalmente, sdo de considerar alternativas a
sequéncia habitual bioensaio-identificagao
ja que, com frequéncia, estes estudos con-
duzem a compostos com actividade ji
conhecida. Nesse sentido foi recentemente
proposta uma abordagem alternativa, em
grande parte dependente da existéncia de
bases de dados de bioactividade permanen-
temente actualizadas, em que o primeiro
passo € a elucidagio estrutural recorrendo a
combinacdes de cromatografia gasosa e
liquida com espectrometria de massa e de
cromatografia liquida com ressonancia
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magnética nuclear, com os bioensaios de
fitoactividade a serem realizados s6 em
moléculas novas ou de actividade ainda
desconhecida (Duke et al., 2000a).
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