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INVESTIGACAO DO POTENCIAL ALELOPATICO DO PAU-
INCENSO (Pittosporum undulatum Vent.)

RESUMO GERAL - (Investigacdo do potencial alelopatico do pau-incenso
(Pittosporum undulatum Vent.)). A &rvore australiana Pittosporum undulatum Vent.
(Pittosporaceae) é encontrada diminuindo o recrutamento de espécies nativas em
formacdes secundarias de Floresta Ombrofila Mista no sul do Brasil. O objetivo do
primeiro capitulo desse estudo foi verificar a agdo alelopética da espécie no processo
invasivo, investigando a sensibilidade de sementes e plantulas de Bauhinia forficata
Link. (pata-de-vaca) a compostos foliares de pau-incenso. Foram preparados extratos
aquosos lixiviados nas concentracdes de 20%, 15%, 10% e 5% (m/v), extratos aquosos
obtidos do po de folhas lixiviadas (10%; 7,5%; 5% e 2,5% ) e soluc¢des de cumarina a
2,5 mM; 1,25 mM; 0,625 mM e 0,3125 mM. Bioensaios em placas de Petri, com
contagens realizadas a cada 12 horas, permitiram determinar a germinabilidade e
velocidade de germinacdo; solucdes de polietileno glicol (PEG 6000) foram preparadas
para analisar os efeitos osmaticos. Nos bioensaios de crescimento, utilizaram-se as trés
concentragbes mais elevadas de cada solugdo, sendo, ap0s sete dias, medidos o
comprimento radicular e de parte aérea. Enquanto a germinabilidade mostrou-se
sensivel apenas aos extratos de po de folhas, a velocidade de germinacdo apresentou
resposta dose-dependente para todas as solugdes testadas. Quanto ao crescimento, a
radicula foi a estrutura mais sensivel aos efeitos alelopaticos, sendo observadas
alteragdes morfo-anatdbmicas. No segundo capitulo, objetivou-se investigar o uso de
material foliar de pau-incenso como alternativa a0 manejo do capim-arroz, uma
graminea resistente a herbicidas que traz problemas a plantacbes de arroz e a
biodiversidade de planicies umidas em todo o mundo. Foram preparados extratos
aquosos foliares lixiviados nas concentragdes de 20%; 15%; 10%; 5% e 2,5% (m/v),
extratos aquosos obtidos do pé de folhas lixiviadas e ndo-lixiviadas (10%; 7,5%; 5%;
2,5% e 1,25%), solugbes de cumarina a 5mM; 2,5 mM; 1,25 mM; 0,625 mM e 0,3125
mM e solugdo de Roundup® Original seguindo as recomendacgdes do fabricante.
Solugbes de PEG também foram utilizadas. Para bioensaios de germinacdo, as
contagens foram realizadas a cada 12 horas, sendo determinadas as porcentagens e
velocidades germinativas; para o crescimento, plantulas de sete dias submetidas aos

compostos tiveram medidos seus comprimentos de radicula e parte aérea. A



germinagdo, apesar de fortemente inibida pela cumarina, foi pouco sensivel as demais
solugbes. Quanto ao crescimento, as radiculas analisadas apresentaram necrose,
auséncia de pélos e reducdo dose-dependente do comprimento para todos os tratamentos
com excecdo do controle. Os hipocétilos foram afetados pelo composto fendlico,
glifosato e extratos aquosos de folhas ndo-lixiviadas. Apesar da acdo alelopatica,
aspectos ecofisioldgicos relativos ao pau-incenso ainda devem ser esclarecidos para que

suas folhas possam ser usadas como herbicida.

Palavras-chave: alelopatia, espécies exoticas invasoras, Pittosporaceae, extratos

aguosos.



ASSESMENT OF ALLELOPATHIC POTENTIAL IN CHEESEWOOD
(Pittosporum undulatum Vent.)

GENERAL ABSTRACT- (Assesment of allelopathic potential in cheesewood
(Pittosporum undulatum Vent.)). Pittosporum undulatum Vent., an Australian tree
implicated in supression of tree recruiment in many ecosystems, is found invading
secondary Araucaria forests in subtropical Brazil. The first chapter of this study aimed
to investigate the role of allelopathy in the invasive proccess, accessing germination and
growth of Bauhinia forficata Link. in presence of secondary metabolites from
cheesewood leaves. Leachates in concentrations of 20%, 15%, 10% and 5% (w/v),
extracts from dry material (10%; 7,5%; 5% and 2,5%) and coumarin solutions (2,5 mM;
1,25 mM; 0,625 mM and 0,3125 mM) were prepared. Petri-dishes germination
bioassays, with countings done at each 12 hours, allowed to determinate both
germinabilty and germination rate; polyethylene glicol (PEG 6000) solutions were used
to evaluate osmotic effects. For seedlings growth, the three highest concentrations of
each solution were tested and after seven days root and shoot lenght were measured.
While germinability was only sensitive to extracts from dry material, the germination
rate showed a dose-dependent curve for all solutions. In seedlings, roots were the most
sensitive structure and severe morfo-anatomic anomalies were observed. The main
purpose of the second chapter was to investigate the use of Pittosporum undulatum
Vent. (cheesewood) leaves as a possible sustainable alternative for barnyard grass
control. Leachates in concentrations of 20%; 15%; 10%; 5% and 2,5% (w/v), aqueous
extracts from powdered leachated and non-leachated leaves (10%; 7,5%; 5%; 2,5% and
1,25%), coumarin solutions (2,5 mM; 1,25 mM; 0,625 mM and 0,3125 mM) and
Roundup Original® according to label informations were prepared. Polyethylene glycol
were also used. Both germinability and germination rate were determined by
germination biossays, with countings done at each 12 hours. In growth experiments,
seedlings were exposed for seven days, when root and shoot length were measured. All
solutions, with exception of coumarins, caused only small inhibitory effects on
germination.  In relation to the growth, all treatments but control caused necrose,
absence of hairs and dose-dependent lenght reduction in radicles. Hipocotiles were

affected by phenolic compound, extracts from non-leachated leaves and gliphosate.



Although the allelopathic effects, ecophisiological aspects relative to Pittosporum

undulatum still need to be cleared before its leaves can be used as a herbicide.

Key words: allelopathy, alien invasive species, Pittosporaceae, aqueous extracts.
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INTRODUC,‘AO GERAL
ALELOPATIA
O Conceito

O termo alelopatia foi utilizado pela primeira vez em 1937 pelo pesquisador aleméo
Molisch, em seu livro intitulado “Der einfluss einer pflanze auf die andere: Allelopathie”. Na
verdade, o titulo de seu trabalho € o proprio conceito da palavra (A influéncia de uma planta
sobre outra — Alelopatia). Além da busca da origem desse conceito pela traducdo do titulo da
obra, é ainda possivel inferir o significado dessa palavra etmologicamente. Em grego, allelos

significa um ao outro, mutuamente, e pathos, sofrer.

Apesar de Molisch ter definido inicialmente que o termo englobaria tanto influéncias
bioquimicas positivas como negativas de uma planta sobre outra, incluindo microorganismos,
muita discussdo ja foi feita sobre o assunto. Elroy L. Rice, um dos mais importantes estudiosos
do assunto, na primeira versdo de “Allelopathy”, em 1974, delimitou o conceito apenas as
interacOes prejudiciais. Porém, em 1984, na segunda edicdo desse livro, 0 mesmo autor ampliou
a definicdo, passando a concordar com Molisch. De fato, muitos trabalhos demonstraram que a
variacdo de concentracdo de compostos organicos pode causar tanto estimulo como inibicéo a
processos fisiol6gicos nos organismos vegetais (Jefferson & Pennacchio, 2003; Gatti et al.,

2004; Kim et al., 2005)

Aspectos historicos

As primeiras observacdes da ocorréncia de fendmenos alelopaticos foram devido as
suas implicacdes agrondmicas. Teofrasto, sucessor de Aristételes, afirmou em 300 a.C. que o
cultivo de Cicer arietinum, o conhecido grdo-de-bico, deixava o solo “exausto” e acabava com

as ervas daninhas. Cerca de trés séculos mais tarde, em 1 d.C., Plinio relatou que restos de



plantas de cevada (Hordeum vulgare) e de feno-grego (Trigonella foenum-graecum), deixados

no solo entre as colheitas, “envenenavam” as areas de cultivo (Weir et al., 2004).

Apesar dessas observacOes terem sido feitas hd bastante tempo e de inGmeras outras
constarem na literatura, principalmente a partir de 1600 d.C., a alelopatia pode ser considerada
uma ciéncia recente. Os primeiros experimentos cientificos envolvendo interacdes alelopéticas
foram feitos na segunda metade do século XIX, mas o reconhecimento da alelopatia enquanto

fendmeno ecoldgico veio a ocorrer apenas a partir de 1970 (Rice, 1984).

Apesar do ceticismo de alguns autores em relacdo a importancia da alelopatia em
ambientes naturais, devido principalmente & maioria dos experimentos serem feitos em
laboratdrio (Reigosa et al., 1999), inimeros trabalhos comprovam a influéncia das interagdes
alelopéaticas em comunidades vegetais (Pellissier & Souto, 1999; Callaway & Aschehoug, 2000;
Ouden, 2000). Como demonstracdo da crescente importancia atribuida a alelopatia, muitos
livros-texto de ecologia ja apresentam ha algum tempo exemplos convincentes de interferéncias

aleloquimicas (Odum, 1997; Townsend et al, 2006).

Principais grupos quimicos de compostos alelopaticos

Historicamente, os compostos produzidos por organismos vegetais tém sido divididos
em produtos originarios do metabolismo primario e produtos originarios do metabolismo
secundario. Entre os metabolitos primarios, enquadram-se as moléculas essenciais para o
desenvolvimento das plantas e que estdo presentes em todas as suas células. Os produtos
originarios do metabolismo secundario, por sua vez, ndo estdo envolvidos em processos
imprescindiveis ao metabolismo vegetal e normalmente apresentam producéo restrita a algumas
partes do corpo da planta. E neste grupo em que esto classificados os compostos alelopaticos

(Harborne, 1997; Raven et al, 2007).



A funcdo dos metabdlitos secundarios para as plantas ainda € objeto de discuss@es entre
ecofisiologistas vegetais. Tendo sido visto durante muito tempo como produtos de excrecéo,
atualmente sabe-se que esses compostos exercem importantes funcdes ao metabolismo vegetal.
Entre elas destacam-se, além da interferéncia alelopatica, a sinalizacdo quimica a estimulos
ambientais, defesa a herbivoros e patégenos, protecdo a radiagdo solar, polinizagdo e dispersdo
de sementes (Rice, 1984; Harborne, 1997). Em condi¢des naturais, a inibicdo alelopatica
geralmente resulta da acdo combinada de um grupo de aleloquimicos, que, coletivamente,
interferem em varios processos fisiologicos (Einhellig, 1996). Segundo Rice (1984), as
moléculas com propriedades alelopéaticas podem ser divididas em 14 categorias principais, além

de um grupo a parte denominado “miscelanea”, que retine substancias quimicamente distintas.

Entre as substancias alelopaticas ja conhecidas, os compostos fenolicos e o0s
terpendides sdo especialmente importantes pela sua ampla difusdo entre as plantas superiores
(Inderjit & Duke, 2003). Originados em sua maioria pela via do &cido chiquimico, os fendis sdo
encontrados, por exemplo, em alfafa, arroz e na canela-sassafras, Ocotea odorifera (Vell.)
Rower (Chon et al., 2002; Olofsdotter et al., 2002; Carmo et al., 2007). Os terpendides,
compostos formados por unidades de isopreno na rota do acido meval6nico, sdo muito comuns
entre as angiospermas (Harborne, 1997), estando presentes em arvores como Pittosporum
undulatum e Stryphnodendron adstringens Mart. (Ferreira et al., 2006; Silva et al., 2006).
Dentre eles, os monoterpendides destacam-se por serem 0s principais constituintes dos éleos
essenciais (Dudai et al., 1999). Os alcal6ides, substancias muito usadas medicinalmente, estdo

em grande quantidade em plantas como o café e o tabaco (Raven, 2007).

Além das classes comentadas, pode-se citar ainda flavonodides, taninos, purinas,
nucleosideos e cumarinas como aleloquimicos de grande importancia. E interessante notar que,
além do uso medicinal de alguns vegetais estar relacionado com seu potencial alelopatico,
observagOes populares sugerindo interacdes alelopéaticas sdo frequentemente confirmadas por

experimentos cientificos (Rice, 1984; Dudai et al., 1999).



Aspectos ecofisiologicos dos compostos alelopaticos

Os aleloquimicos podem ser liberados por lixiviacdo de folhas, exudatos de raizes,
volatilizacdo, decomposicdo e incorporagdo de restos vegetais ao solo. No ambiente, fatores
abidticos e a acdo de microorganismos fazem com que eles se alterem quimicamente, muitas

vezes dando origem a novos compostos (An et al., 1997; Reigosa et al., 1999).

Os mecanismos de acdo e liberacdo das fitotoxinas estdo relacionados as suas
caracteristicas quimicas.  Alguns monoterpendides volateis, por serem lipossolUveis e
apresentarem baixo peso molecular, podem interagir com a membrana mitocondrial, inibindo a
respiragdo celular (Weir et al., 2004). Determinados compostos fendlicos, facilmente
lixiviaveis, sdo capazes de reduzir o numero de citocineses e desorganizar o ndcleo de células
radiculares (Gross, 1975). O processo evolutivo atuou sobre as vias de biossintese de maneira a
favorecer a producdo de metabolitos secundarios capazes sobre amplo espectro de processos

fisioldgicos (Rice, 1984).

Weir et al. (2004) classificou os mecanismos de acdo dos compostos alelopaticos em
trés grupos principais: (1) Inibigdo do funcionamento do fotossistema Il, comprometendo a
fotossintese, (2) Interrup¢do da respiracdo mitocondrial e da formacdo de moléculas de ATP e
(3) Mecanismos mediados por reacbes de oxirreducéo. Rice (1984), adotando uma
classificacdo mais detalhada, atribui aos aleloquimicos efeitos na permeabilidade das
membranas celulares, na retirada de nutrientes do solo, na sintese protéica e na ultraestrutura das

células atingidas, entre outros.

As alteracbes macroscopicas causadas por efeitos alelopaticos nos organismos
receptores sdo resultados secundarios de interacdes moleculares em eventos bioquimicos
bastante diversificados (Einhellig, 1996). A associacdo de bioensaios de germinacdo e
crescimento a andlise morfo-anatdbmica da estruturas sensiveis a acdo alelopatica é uma
importante ferramenta para esclarecer o modo de agdo dos metabdlitos secundarios. Devido a

caracteristicas ecofisioldgicas relacionadas a absorcdo e ao contato direto com o solo, as



radiculas costumam ser os Orgdos vegetais mais influenciados pela acdo dos metabdlitos

secundarios (Chon et al., 2002).

A producdo de compostos alelopéticos é influenciada por inimeros fatores. Estudos
feitos com folhas do pau-incenso, por exemplo, mostraram diferengas sazonais e fenoldgicas na
composicdo de terpendides (Ferreira et al., 2006). Condicdes de estresse ao metabolismo
vegetal, como herbivoria e seca, também estdo diretamente associadas a intensificacdo da
atividade das rotas metabdlicas responsaveis pela producdo de fitotoxinas (Reigosa et al., 1999;
Thelen et al., 2005). Assim, para um maior rendimento, é essencial que espécies cultivadas
crescam em condi¢bes ambientais 6timas de temperatura, umidade, intensidade luminosa,

disponibilidade de 4gua e composicdo mineral do solo (Einhellig, 1996).

Alelopatia em agroecossistemas

A diminuicdo da produtividade agricola pode muitas vezes ser atribuida a interferéncias
alelopéticas (Einhellig, 1996; Chou, 1999). Apesar de ervas daninhas serem popularmente
conhecidas por seus efeitos prejudiciais sobre espécies cultivadas, a autotoxicidade das culturas
agricolas pode ter efeito igualmente importante (Anaya, 1999; Yu et al., 2000). Isso explica
porque a alfafa (Medicago sativa L.), quando plantada sucessivamente, tende a produzir menos

do que em sistema de rotagéo de culturas (Chon et al., 2002).

A agdo aleloquimica de plantas cultivadas sobre ervas daninhas, por outro lado, abre um
importante espectro de aplicacdo para a ciéncia alelopatica. A incorporacdo de compostos
alelopéticos as praticas de manejo agricolas pode reduzir o uso de herbicidas sintéticos,
responsaveis por diversas consequéncias ecolégicas indesejaveis. Segundo Gliessman (1983), a
alelopatia pode ser usada de maneira benéfica em sistemas de policultura, rotacdo de culturas e

como cobertura vegetal na preparagéo de solos.



Nos Ultimos anos, a busca pela sustentabilidade agricola impulsionou a realizacdo de
estudos alelopaticos envolvendo espécies cultivadas. Os métodos sugeridos para a utilizacdo de
aleloquimicos na agricultura podem ser agrupados em trés classes principais: (1) plantio de
espécies cultivadas capazes de inibir ervas daninhas, (2) implantacdo de praticas agricolas que
eliminem a autotoxicidade e a acdo aleloquimica de plantas indesejadas, e (3) identificagéo,

producdo e uso comercial de metabolitos secundarios alelopaticos (Einhellig, 1985).

Apesar de suas vantagens, a utilizagdo de compostos alelopaticos como forma de
controle de plantas indesejadas em agroecossistemas deve ser visto com cautela. Algumas
dessas substancias, como as presentes em Tagetes erecta L., podem propiciar doencas em
humanos (Anaya, 1999) e outras podem inibir a nitrificacdo natural do solo, aumentando a
dependéncia de fertilizantes sintéticos (Rice, 1984; Harborne, 1997). A instabilidade dos
metabolitos secundarios, devido a reacdes quimicas e microbiol6gicas no solo, também devem

ser consideradas em estudos preliminares.

Plantas exdticas invasoras e alelopatia

A auséncia de inimigos naturais € comumente tido como o principal fator ecolégico
propiciando os processos de invasdo biolégica (Driesche & Driesche, 2000; McNelly, 2001).
Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que a interferéncia alelopatica tem papel
preponderante em alguns casos, podendo alterar significativamente a estrutura e 0s processos
das comunidades vegetais invadidas (Callaway & Aschehoug, 2000; Sharma & Raghubanshi,
2007). O comportamento monodominante de plantas exéticas nos ambientes conquistados foi o
ponto de partida para pesquisas relacionando a¢do aleloguimica e invases biol6gicas (Hierro &

Callaway, 2003).

Ao longo do processo evolutivo, plantas coexistentes tendem a desenvolver
mecanismos de tolerancia a presenca de aleloquimicos. Dessa maneira, espera-se que em

comunidades naturais conservadas haja predominancia de relagcGes alelopaticamente neutras



(Rabotnov, 1982). Essa mesma teoria, por outro lado, reforca a idéia de que plantas invasoras
podem trazer consigo novos metabolitos secundarios capazes de agir sobre populacdes de

espécies nativas (Hierro & Callaway, 2003).

A relacdo entre efeito alelopatico e auséncia de histéria coevolutiva torna-se clara ao
examinarmos o exemplo de Centaurea diffusa Lam., uma asteracea originaria do leste europeu.
Encontrada invadindo ecossistemas campestres no oeste dos Estados Unidos da América, essa
erva apresenta acdo alelopatica sobre espécies de seu novo ambiente, mas plantas
ecologicamente equivalentes em seu habitat original sdo insensiveis a acdo de seus compostos

(Callaway & Aschehoug, 2000).

Assim como Centaurea diffusa, muitas outras plantas exdticas beneficiam-se da
interferéncia aleloquimica. A losna-branca, Parthenium hysterophorus L., é encontrada
invadindo ecossistemas naturais da india, EUA, Brasil, China, Taiwan e partes da Africa. A
acdo alelopatica dessa asterdcea, comprovada em diversos estudos, é possivelmente
intermediada por terpendides e compostos fendlicos (Evans, 1997). Lantana camara L., uma
verbenacea brasileira muito conhecida por seu uso ornamental, também beneficia-se da acdo
sinérgica de diversos aleloquimicos ao formar densos povoamentos em comunidades florestais

na Flérida (Singh et al., 1989).

Pittosporum undulatum Vent. é uma arvore da familia Pittosporaceae originaria da
Austrélia que pode ser encontrada invadindo formacdes florestais no seu pais de origem, no
Caribe, Acores, Havai e Africa do Sul (Goodland & Healey 1996). No Brasil, ocorre
principalmente na Floresta Ombrofila Mista. As folhas do pau-incenso, como é popularmente
conhecida, possuem grandes quantidades de terpendides (Ferreira et al. 2006; Lago et al. 2006),

sugerindo a influéncia de substancias alelopaticas no processo de invaséo.

O objetivo desse trabalho foi examinar a contribuicdo alelopéatica na supressdo do
recrutamento de espécies nativas causada por Pittosporum undulatum, além de avaliar a

possibilidade do uso de suas folhas para o controle de plantas indesejaveis. As espécies-alvo



escolhidas foram Bauhinia forficata (pata-de-vaca), uma pioneira que ocorre n0s mesmos
ambientes do pau-incenso, e Echinochloa crus-galli (capim-arroz), uma graminea que
representa sérios problemas a plantacfes de arroz e a biodiversidade de planicies alagaveis em

todo o mundo.
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Efeito alelopatico de Pittosporum undulatum Vent.
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Efeito alelopatico de Pittosporum undulatum Vent. (Pittosporaceae) na germinacao

e crescimento de Bauhinia forficata Link. (Fabaceae - Caesalpinioideae)

RESUMO- (Efeito alelopatico de Pittosporum undulatum Vent. (Pittosporaceae) na
germinacao e crescimento de Bauhinia forficata Link. (Fabaceae - Caesalpinioideae). A
arvore australiana Pittosporum undulatum Vent. (pau-incenso), associada a impactos
negativos no recrutamento de espécies nativas, € encontrada principalmente em
formagdes secundérias da Floresta Ombrofila Mista no sul do Brasil. O presente estudo
buscou verificar a acdo alelopatica no processo invasivo, investigando a sensibilidade
de sementes e plantulas de Bauhinia forficata Link. (pata-de-vaca) a compostos foliares
de pau-incenso. Foram preparados extratos aquosos lixiviados nas concentraces de
20%, 15%, 10% e 5% (m/v), extratos aquosos obtidos do po de folhas lixiviadas a 10%;
7,5%; 5% e 2,5% e solugcGes de cumarina a 2,5 mM; 1,25 mM; 0,625 mM e 0,3125 mM.
Bioensaios de germinagdo em placas-de-petri, com contagens realizadas a cada 12
horas, permitiram determinar a germinabilidade e velocidade de germinacédo; solucdes
de polietileno glicol (PEG 6000) foram preparadas para verificar possiveis efeitos
osmoticos. Nos bioensaios de crescimento, utilizaram-se as trés concentragdes mais
elevadas de cada solucdo, sendo, ap6s sete dias, medidos o comprimento radicular e da
parte aérea. Enquanto a germinabilidade mostrou-se sensivel apenas aos extratos de po
de folhas, a velocidade de germinacdo apresentou resposta dose-dependente para todas
as solucdes testadas. Quanto ao crescimento, a radicula foi a estrutura mais sensivel,
sendo a necrose de seu apice a principal alteracdo morfo-anatdmica encontrada.

Palavras-chave: alelopatia, espéecies exoticas invasoras, pau-incenso, extratos aquosos.

ABSTRACT - (Allelopathic effect of Pittosporum undultum Vent. (Pittosporaceae) on
germination and growth of Bauhinia forficata Link. (Fabaceae - Caesalpinioideae).
Pittosporum undulatum Vent. (cheesewood), an Australian tree implicated in supression
of tree recruiment in many ecosystems, is found invading secondary Araucaria forests
in subtropical Brazil. This study aimed to investigate the role of allelopathy in the
invasive proccess, accessing germination and growth of Bauhinia forficata Link. on the
presence of secondary metabolites from cheesewood leaves. Leachates in
concentrations of 20%, 15%, 10% and 5% (w/v), extracts from dry material (10%;
7,5%; 5% and 2,5%) and coumarin solutions (2,5 mM; 1,25 mM; 0,625 mM and 0,3125
mM) were prepared. Petri-dishes germination bioassays, with countings done at each 12
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hours, allowed to determinate both germinabilty and germination rate; polyethylene
glycol (PEG 6000) solutions were used to evaluate osmotic effects. For seedlings
growth, the three highest concentrations of each solution were tested and, after seven
days, root and shoot lenght were measured. While germinability was only sensitive to
extracts from dry material, the germination rate showed a dose-dependent curve for all
solutions. In seedlings, roots were the most sensitive structure and necrosis was
commonly observed.

Key-words: allelopathy, invasive alien species, cheesewood, aqueous extracts.

Introducéo

A interferéncia alelopatica pode exercer influéncia significativa nas estruturas e
processos de comunidades vegetais e sua importdncia pode ser percebida em
ecossistemas florestais de todo o mundo (Blanco 2007). A grande diversidade quimica,
a baixa especificidade de acdo e a variedade de formas com que os metabolitos
secundarios sdo liberados fazem com que eles intermediem um grande numero de
relacdes ecologicas (Inderjit & Weiner 2001; Reigosa et al. 1999).

Os aleloguimicos estdo relacionados ao sucesso das invasdes bioldgicas. Enquanto
comunidades vegetais conservadas tendem a desenvolver relacdes alelopaticamente
neutras, espécies exaticas, beneficiando-se da falta de coexisténcia evolutiva, muitas
vezes trazem consigo metabolitos secundarios que causam algum tipo de inibicdo as
espécies nativas (Rabotnov 1984; Shea & Chesson 2002). Areas onde plantas invasoras
atingem altos valores de importancia, culminando em situagdes de monodominancia,
podem possivelmente ser explicadas por alelopatia (Ouden 2000; Hierro & Callaway
2003).

Pittosporum undulatum Vent., arvore da familia Pittosporaceae originaria da
Australia, pode ser encontrada invadindo formacdes florestais no seu pais de origem, no

Caribe, Acores, Havai e Africa do Sul, exercendo forte influéncia sobre o recrutamento
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de espécies nativas (Goodland & Healey 1996). No Brasil, onde é popularmente
conhecida como pau-incenso, ocorre principalmente no sul do pais, causando impactos
significativos na Floresta Ombrdéfila Mista. A presenca de grandes quantidades de
terpendides em suas folhas (Ferreira et al. 2006; Lago et al. 2006), conferindo a arvore
um odor caracteristico que deu origem a seu nome popular, sugere a influéncia de
substancias alelopaticas no processo de invasao.

A associagdo de experimentos de germinagdo e crescimento a analise anatémica
de radiculas € importante para a elucidacdo dos efeitos alelopaticos sobre o
metabolismo vegetal. Segundo Einhellig (1996), as alteragfes macroscopicamente
observaveis nas espécies receptoras sdo resultados secundarios de interacdes
moleculares em eventos bioquimicos bastante diversificados. O conhecimento de
aspectos ecofisiologicos sobre relacGes alelopaticas entre espécies exoéticas e a
vegetacdo circundante é um importante subsidio para 0 manejo do processo invasivo.

O objetivo desse trabalho foi conhecer o potencial alelopatico de folhas de
Pittosporum undulatum sobre sementes e plantulas de Bauhinia forficata Link. (pata-de-
vaca), uma arvore pioneira nativa que ocorre nos mesmos ambientes da espécie

invasora.

Material e métodos

Preparacdo do extrato aquoso lixiviado - Em agosto de 2007, folhas adultas de
Pittosporum undulatum foram coletadas no Parque Municipal da Barreirinha
(25°25°40”S, 49°16°23”W), localizado em Floresta Ombrdéfila Mista montana de
Curitiba-PR (Fig. 1 e 2). Acondicionadas em geladeira a 5 °C durante 24 horas, elas
foram imersas em agua destilada na proporcdo de 1:4 (m/v), na auséncia de luz (Fig.

3A). Decorridas 24 horas de extracdo aquosa, as folhas foram separadas e a solugédo
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passou por peneiras de porosidade decrescente para retencdo de particulas solidas (Fig.
3B). O extrato obtido, em concentracdo de 20%, foi fracionado em recipientes plasticos
(Fig. 3C) e congelado a -18 °C até a montagem dos experimentos, quando foram
medidos o pH e o potencial osmético (pHmetro Analion PM 608 e osmoémetro

pHOsmette 5004, respectivamente).

5oy
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:Parque Barreirinha’- Curitiba - PR, BERA

Figura 2. Folhas adultas de pau-incenso (Pittosporum undulatum) Vent.



18

Figura 3. Etapas da preparagdo do extrato lixiviado. (A) Extracdo aquosa na auséncia

de luz. (B) Passagem por peneiras. (C) Fracionamento em recipientes plasticos.

Preparacdo do extrato aquoso obtido do pd de folhas lixiviadas - As folhas usadas na
preparagcdo do extrato aquoso lixiviado foram secas, primeiramente em casa-de-
vegetacdo durante 48 horas e posteriormente em estufa com ventilagdo forcada a 40°C,
pelo mesmo periodo (Fig. 4A). O material vegetal seco foi utilizado para a realizacéo de
testes fitoquimicos qualitativos, seguindo especificacdes de Falkenberg et al. (1999).
Apos a secagem, as folhas foram moidas em moinho industrial, embaladas a vacuo em
sacos plasticos (Fig. 4B) e congeladas a -18 °C até o inicio da montagem dos
experimentos. Para extracdo aquosa, o po das folhas foi homogeneizado e deixado
durante 24 horas em solugdo com &gua na proporcédo de 1:9 (m/v), a 5 °C e protegido da
luz (Astarita et al. 1996). Decorrido o tempo determinado, a solugdo passou por
peneiras de porosidade decrescente, quando finalmente foi filtrada em funil de Buckner
contendo papel-filtro Whatman # 1, acoplado a uma bomba elétrica a vacuo (Fig. 4C).
Os extratos, em concentracdo inicial de 10%, foram preparados na ocasido da
montagem dos experimentos, quando também foram medidos o pH e o potencial

osmotico.
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Figura 4. Etapas da preparacdo do extrato do pd de folhas lixiviadas. (A) Secagem

das folhas em estufa. (B) Fracionamento do p6 (C) Filtragem em bomba a vacuo

Bioensaios de germinacédo - As sementes de Bauhinia forficata utilizadas foram cedidas
pela Embrapa Florestas, localizada em Colombo, PR. De acordo com resultados obtidos
em pré-teste, a quebra de dorméncia dos propagulos foi feita por imersdo em acido
sulfurico p.a. durante 15 minutos. Foram realizados quatro tratamentos com extratos
lixiviados (20%, 15%, 10% e 5%), quatro tratamentos com extratos obtidos a partir do
po das folhas (10%; 7,5%; 5% e 2,5%), quatro tratamentos com solugGes alcoolicas de
cumarina (2,5 mM ; 1,25 mM; 0,625 mM e 0,3125 mM), além de um tratamento
controle com agua destilada. Para isolar o efeito osmotico dos extratos e do alcool nas
solucBes de cumarina, também foram testadas solucgdes de polietileno glicol - PEG 6000
(Villela et al. 1991) e de alcool, respectivamente. Cada tratamento contou com quatro
repeticdes de 25 sementes, distribuidas em placas de Petri de 140 mm de didmetro
previamente esterilizadas com alcool 96 °GL, contendo duas folhas de papel-filtro
Whatman #1 e 8 ml das solucGes (Fig. 5A). As placas foram dispostas aleatoriamente
na cdmara de germinacdo (Estufa BOD), a temperatura constante de 30 °C e fotoperiodo
de oito horas de luz fluorescente branca (Rosa & Ferreira 2001). As sementes foram

consideradas germinadas quando possuiam aproximadamente 2 mm de protrusdo
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radicular (Fig. 5B). As contagens, feitas em intervalos regulares de 12 horas, foram
encerradas 72 horas apds a constatacdo da ultima semente germinada; os propagulos

deteriorados foram retirados dos recipientes assim que constatados.

Figura 5. Bioensaios de germinagdo (A) Sementes dispostas em placas de Petri

(B) Sementes recém-germinadas.

Bioensaios de crescimento - Para 0s experimentos de crescimento, foram utilizadas
sementes pré-germinadas em agua destilada, com raizes de aproximadamente 2 mm de
comprimento. Cada uma das quatro repeticGes por tratamento constituia-se de caixas
plasticas (30,5 x 24,5 x 2 cm), previamente esterilizadas com alcool e especialmente
desenvolvidas para o crescimento de plantulas pelo Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA, Argentina). Como substrato, foi utilizado 4 g de algodao
uniformemente distribuido sobre a superficie do recipiente, uma camada de papel
germitest e uma Ultima camada de papel-filtro qualitativo, embebidos com 45 ml das
solucdes testadas (Fig. 6A). Foram realizados trés tratamentos com extratos lixiviados
(20%, 15%, 10%), trés tratamentos com extratos obtidos a partir do pé das folhas (10%;
7,5%; 5%), trés tratamentos com solucBes alcodlicas de cumarina (2,5 mM ; 1,25 mM;
0,625 mM), além de um tratamento controle e um tratamento com solugdo alcodlica.

Cada tratamento foi constituido por quatro repeticdes de 15 plantulas cada (Fig. 6B). As
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caixas foram dispostas aleatoriamente em cadmara climatizada, nas mesmas condigdes
do experimento de germinacdo. Apds sete dias, as plantulas foram escaneadas em

resolucdo de 300 dpi e medicbes de raiz e parte aérea foram feitas com o software

Image Pro.

Figura 6. Bioensaios de crescimento. (A) Caixas com substrato (B) Plantulas em réplica

do tratamento controle.

Andlise morfo-anatdbmica — Para os estudos anatdmicos, foram realizados cortes
histolégicos longitudinais de radiculas desenvolvidas na presenca do extrato aquoso
obtido do p6 de folhas lixiviadas (10%) e é&gua destilada. Apices radiculares de
plantulas de dois e quatro dias foram fixados em FAA 70 e emblocados em historresina,
segundo a técnica de Feder & O’Brian (1968). Cortes de 5 um de espessura foram
obtidos a partir da seccdo dos blocos em micrétomo rotativo (RM 2155 - Leica). A
coloracdo foi realizada com azul de toluidina (O’Brian et al. 1964) e as ldaminas foram
montadas em resina sintética Permount. Alguns aspectos morfoldgicos das plantulas
(presenca de raizes secundarias, pelos radiculares e necroses) foram avaliados ao

término dos bioensaios de crescimento.
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Anélise estatistica - Foram calculadas a velocidade (Laboriau 1983) e as porcentagens
de germinacdo. Os dados referentes ao processo germinativo e ao crescimento foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo posteriormente examinados com o
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para cada tipo de solugdo testada, as
concentragOes foram comparadas entre si e com o tratamento controle.
Os experimentos de germinacdo e crescimento foram realizados no Laboratoério de
Ecofisiologia de Sementes do Departamento de Boténica da Universidade Federal de
Sdo Carlos. A andlise anatdbmica das plantulas foi realizada no Laboratério de

Anatomia Vegetal do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parana.

Resultados e discussao

Caracteristicas dos extratos — Os valores de pH encontrados nesse estudo (Tab. 1)
podem ser considerados aceitaveis. De acordo com Rice (1984) e Ferreira & Aquila
(2000), apenas condicBes de extrema acidez ou alcalinidade afetam decisivamente a
germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas.

Os valores de potenciais osméticos encontrados (Tab. 1) ndo foram inibitérios a
germinacdo das sementes, exceto para a solucdo de cumarina a 2,5mM. O composto
fenolico em sua maior concentracdo apresentou efeito inibitorio estatisticamente
semelhante a sua respectiva solucdo de PEG 6000. Diversos compostos, como
aminoacidos, aclcares e acidos organicos podem alterar consideravelmente as
condicdes das solucdes-teste, provocando efeitos similares aos causados por fitoalexinas

(Ferreira & Aquila 2000).
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Tabela 1. Valores de pH e potencial osmético dos extratos aquosos foliares de

Pittosporum undulatum Vent. e de solugdo de cumarina, em suas maiores

concentragoes.
Solucéo pH Potencial osmatico
(MPa)
Extrato lixiviado 20% 4,68 0,088
Extrato do pd de folhas 4,10 0,221

lixiviadas 10%

Cumarina 2,5 mM 6,63 0,398

Germinagdo — No tratamento controle foram verificados indices elevados para
porcentagem (Fig. 7) e velocidade média de germinacgdo (Fig. 8), atestando a qualidade
das sementes de Bauhinia forficata e das condigdes utilizadas nos experimentos. Os
valores presentes nesse estudo sdo maiores do que os encontrados por Pereira (1992) e
Lopes et al. (2006) em trabalhos utilizando propagulos da mesma espécie.

As médias de germinabilidade obtidas com os extratos lixiviados, superiores a
90%, igualaram-se estatisticamente ao tratamento controle. Em relacdo as solugfes de
cumarina, houve inibicdo alelopatica significativa apenas na concentracdo de 1,25mM.
Os menores valores médios foram obtidos com o extrato do p6 de folhas, cujos efeitos
dose-dependentes diferiram estatisticamente do tratamento controle a partir da
concentragédo 7,5% (Fig 7).

Comparativamente as porcentagens, as velocidades médias de germinacao

apresentaram maior sensibilidade aos tratamentos, respondendo de maneira dose-
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dependente a todos os tipos de solugdes testadas (Fig. 8). Os extratos aquosos lixiviados
causaram atrasos significativos no processo germinativo a partir da concentragcdo de
10%. Os extratos obtidos do p6 de folhas retardaram a germinacdo independentemente
das concentrac@es testadas. As solugdes mais concentradas de cumarina também foram
responsaveis por severos efeitos inibitorios, resultando nos menores valores numéricos
de velocidade média.

Diversos estudos demonstraram que a inibicdo produzida por substancias
alelopéticas se expressa principalmente sobre a velocidade de germinacdo, enquanto o
percentual de sementes germinadas pode permanecer inalterado (Periotto et al. 2004;
Barreiro et al. 2005). Provavelmente, as concentracGes dos aleloquimicos responsaveis
por esses efeitos desaceleram as rea¢fes bioquimicas e enzimaticas responsaveis pelo
processo germinativo, sendo, porém, insuficientes para bloquear a emissdo radicular
(Harborne 1997; Santana & Ranal 2000).

Os efeitos alelopaticos dos extratos lixiviados geralmente sdo atribuidos as
substancias presentes na superficie foliar, como &cidos graxos, ceras e secre¢des
liberadas por tricomas. Em trabalho investigando a ac¢éo aleloquimica de Pinus radiata
D. Don, Guerrero & Bustamante (2007) demonstraram que extratos lixiviados podem
aumentar, numa relacdo dose-dependente, o tempo médio de germinagdo de sementes
de Cryptocarya alba (Mol.) Looser.

Testes fitoquimicos feitos neste estudo a partir do p6é de folhas de Pittosporum
undulatum mostraram a presenca de taninos, triterpenos e saponinas. Levantamentos
em literatura também indicam grandes quantidades de terpendides e compostos
derivados (Medeiros et al. 2003; Ferreira et al. 2007). Diversos metabdlitos
secundarios descritos para 0 pau-incenso, principalmente terpendides, ja foram

associados a efeitos inibitérios em processos germinativos de gramineas (Abrahim et al.
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2000; Tunbridge et al. 2000; Ferreira et al. 2006). A inibicdo alelopatica muitas vezes
resulta da acdo sinérgica de um grupo de aleloquimicos interferindo em diversos
processos metabolicos (Einhellig 1996).

Entre outras consequéncias fisiologicas, as cumarinas podem diminuir a entrada de
agua, o consumo de oxigénio e a capacidade de retencdo de eletrdlitos no interior da
semente (Abenavoli et al. 2006). Os resultados encontrados referentes a germinacéao de
Bauhinia forficata na presenca de cumarina diferiram dos encontrados por Alotta et al.
(1993), em que sua aplicagdo diminuiu significativamente tanto a velocidade quanto o
percentual germinativo de Raphanus sativus. O tamanho da semente, a protecédo
conferida pelas substancias de reserva e a espessura do tegumento podem ter amenizado
os efeitos nocivos do composto fendlico sobre as sementes de Bauhinia forficata.

Excetuando-se a solu¢do de cumarina em concentracdo de 2,5 mM, os efeitos
germinativos verificados neste estudo podem ser explicados por interacdes alelopaticas.
A inibicdo da germinabilidade causada pela maior concentragdo do composto fendlico
(Fig. 7) deve ter sido fortemente influenciada por seu potencial osmético (Tab. 1), ja
que o valor médio para esse tratamento igualou-se estatisticamente ao encontrado em
sua respectiva solucdo de PEG 6000. @ Em estudos com Mimosa bimucronata DC.
Kuntze, Astarita et al. (1996) também concluiram que potenciais osméticos de 0,4 MPa

podem ter influéncia determinante nos padrfes germinativos dessa espécie.
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ra 7. Porcentagem de germinacdo de sementes de Bauhinia forficata Link.,

submetidas a diferentes extratos aquosos de folhas de Pittosporum undulatum Vent. e a

solugdes de cumarina. (CTRL = controle; L = extrato lixiviado; P = extrato obtido do pd

de folhas lixiviadas; C = solu¢des de cumarina). Letras iguais indicam que os valores

médios ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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Figura 8. Velocidade de germinacéo (dias™) de sementes de Bauhinia forficata Link.
submetidas a diferentes extratos aquosos de folhas de Pittosporum undulatum Vent. e a
cumarina. (CTRL = controle; L = extrato lixiviado; P = extrato obtido do p6 de folhas
lixiviadas; C = solugdes de cumarina). Letras iguais indicam que os valores médios ndo

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

Crescimento — A parte aérea das plantulas mostrou-se pouco sensivel aos efeitos dos
tratamentos. O comprimento das raizes, por outro lado, apresentou ampla variabilidade
de respostas, havendo inibicdo dose-dependente para todas as solucdes testadas (Fig. 9).
Esse padrdo de susceptibilidade € comum em estudos de alelopatia, ja tendo sido
encontrados por Aires et al. (2005) e Maraschin-Silva & Aquila (2005) em plantulas de
Sesamum indicum L. (gergelim) e Lactuca sativa L. (alface), respectivamente.
Caracteristicas ecofisiologicas relacionadas a absorcdo de agua e sais minerais fazem
com que o sistema radicular seja mais sensivel a acao aleloquimica do que a parte aérea

(Reigosa et al. 1999).
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Os extratos lixiviados, independentemente da concentragdo, foram responséveis por
medias de comprimentos radiculares estatisticamente inferiores a do tratamento com
agua destilada. Apesar de apresentarem partes aéreas normais, com valores de
comprimento semelhantes ao controle, algumas plantulas analisadas mostravam sinais
de necrose em seus apices radiculares.

Soares & Vieira (2000), estudando o potencial alelopatico de extratos aquosos de
pteriddfitas, concluiram que regides necrosadas em raizes de alface assemelhavam-se
aos danos causados por detergentes naturais, como as saponinas. A grande quantidade
de espuma formada ao manipular o extrato lixiviado e levantamentos fitoquimicos
confirmando a presenca de saponinas triterpenoidicas em folhas de Pittosporum
undulatum (Medeiros et al. 2003; Ferreira et al. 2006) também sugerem a associa¢do
desses compostos aos efeitos alelopaticos da espécie.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica em relacdo ao tratamento controle, os
extratos de folhas moidas foram responsaveis pelos maiores valores numéricos para
comprimentos de parte aérea (Fig. 9). Esses resultados concordam com os dados
encontrados por Gatti et al. (2004), que demonstraram que determinadas concentragdes
de extratos aquosos de Aristolochia esperanzae estimulam o crescimento do hipocotilo
em plantulas de alface.

Os valores médios para comprimentos de raizes crescidas na presenca do extrato de
po6 de folhas foram baixos, aproximando-se daqueles encontrados nos tratamentos com
cumarina. Em estudo investigando a autoxicidade da alfafa, Chon et al. (2002) também
verificaram que solugdes de compostos fenodlicos podem causar efeitos alelopaticos
semelhantes aos causados por extratos aquosos. Diferentemente dos extratos lixiviados,
muitos metabdlitos secundarios inter e intracelulares sdo liberados na preparacdo de

extratos obtidos a partir de po de folhas. A acdo aditiva ou sinérgica dos terpenos,
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taninos e saponinas, encontrados em folhas de Pittosporum undulatum, pode ter tido
papel fundamental nos efeitos inibitorios causados nas raizes.

As solucbes de cumarina foram responsaveis por efeitos inibitdrios pronunciados,
causando fortes reducBes tanto dos comprimentos radiculares como de parte aérea.
Esses compostos fendlicos, encontrados em Pittosporaceae (Simdes et al. 1999), sdo
capazes de atuar sobre amplo espectro de processos fisioldgicos vegetais mesmo em
baixas concentracfes (Chon et al. 2002). Os seus mecanismos de agdo geralmente sdo
mediados por etileno, incluindo redugdes no alongamento celular, na elasticidade da
parede celular, desequilibrios hormonais de auxinas e alteracdes bruscas na curvatura

geotrdpica (Alexieva et al. 1995).

comprimento {mm)
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Figura 9. Comprimentos de parte derea (em preto) e raiz (em cinza) de plantulas de
Bauhinia forficata Link. submetidas a diferentes extratos aquosos de folhas de
Pittosporum undulatum Vent. e a cumarina. (CTRL= controle; L = extrato lixiviado;
P = extrato obtido do po de folhas lixiviadas; C = solu¢cfes de cumarina). Letras iguais
indicam que os valores médios ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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Anélise morfo-anatdmica - Danos superficiais na regido de alongamento celular foram
visiveis em radiculas crescidas por dois dias na presenca do extrato, enquanto plantulas
do tratamento controle de mesma idade apresentaram células organizadas em toda a
extensdo radicular (Fig. 10). Aos quatro dias, as lesbes causadas pelos agentes
aleloquimicos mostraram-se profundas, atingindo a regiéo cortical (Fig. 11).

A acdo superficial dos extratos vegetais nas radiculas indica que os efeitos
alelopéticos devem-se principalmente a terpendides, compostos altamente lipossollveis
capazes de interagir com membranas celulares por reagdes oxidativas ou formacdo de
micelas (Soares & Vieira 2000; Abrahim et al. 2001). O formato observado das lesdes
laterais (Fig. 11) provavelmente foi consequéncia da agdo aleloquimica associada a
continuidade do crescimento longitudinal em células adjacentes.

A necrose do apice radicular foi o principal efeito morfolégico em plantulas de
Bauhinia forficata (Fig. 12B). Tanto o aprofundamento das lesdes corticais,
interrompendo o fluxo basipeto de carboidratos pelo cilindro vascular, quanto a agdo
direta dos compostos alelopaticos sobre as células meristematicas contribuiram para as
anormalidades observadas. Efeitos semelhantes causados por terpendides foram
encontrados por Abrahim et al. (2001).

Ao final dos bioensaios de crescimento, as plantulas sensiveis a acdo aleloquimica
apresentaram muitas raizes laterais (Fig. 12). Efeitos alelopaticos semelhantes de ervas
daninhas sobre Picea abies L. Karst. foram descritos por Schuck et al. (1976). A
necrose do apice radicular promove aumento na concentracdo de auxina, horménio que,
por atuar no alongamento e diferenciacdo das células do periciclo, estimula a emisséo

de novas raizes (Himanem et al. 2002).
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Figura 10. Seccédo longitudinal a 10 mm do &pice radicular em pléntulas de Bauhinia
forficata Link. de dois dias. (A) Plantula do tratamento controle com arranjo organizado
das células. (B) Plantula crescida em extrato aquoso foliar de Pittosporum undulatum
Vent. com lesdo na superficie radicular e camadas superficiais necrosadas (indicadas pela

seta).

Figura 11. Seccdo longitudinal em radicula de Bauhinia forficata Link. crescida por
quatro dias em extrato aquoso foliar de Pittosporum undulatum Vent. As setas indicam

as lesoes.
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Figura 12. Aspecto externo de radiculas de Bauhinia forficata Link aos sete dias. (A)
Plantula do tratamento controle. (B) Plantula crescida em extrato aquoso foliar de
Pittosporum undulatum Vent.



33

Consideracdes finais - Compostos presentes nas folhas de Pittosporum undulatum séo
capazes de influenciar a germinacéo e crescimento de Bauhinia forficata em condicdes
laboratoriais. Para conhecer o verdadeiro papel da alelopatia na invasdo bioldgica,
entretanto, h& necessidade de complementagdo com estudos de campo que levem em
conta a heterogeneidade das condi¢cBes ambientais. Estudos envolvendo solos de areas
ocupadas pelo pau-incenso, decomposicdo de residuos vegetais e efeitos sobre outras
plantas nativas devem ser conduzidos antes que se afirme a contribuicdo dos

aleloguimicos dessa espécie nos processos invasivos.
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Efeito alelopatico de Pittosporum undulatum Vent. (Pittosporaceae) na germinacao

e crescimento de Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. (Poaceae)

RESUMO - (Efeito alelopéatico de Pittosporum undulatum Vent. (Pittosporaceae) na
germinacao e crescimento de Echinochloa crus-galli (L.) Beauv (Poaceae)). A graminea
Echinoclhoa crus-galli (L.) Beauv. (capim-arroz), resistente a diversos herbicidas, traz
problemas a plantacGes de arroz e a biodiversidade de planicies alagaveis em todo o
mundo. O objetivo desse trabalho foi investigar o possivel uso de material foliar de
Pittosporum undulatum Vent. (pau-incenso) para o manejo do capim-arroz. Foram
preparados extratos aquosos foliares lixiviados nas concentraces de 20%; 15%; 10%;
5% e 2,5% (m/v), extratos aquosos obtidos do pd de folhas lixiviadas e ndo-lixiviadas
(10%; 7,5%; 5%; 2,5% e 1,25%), solugdes de cumarina a 5mM; 2,5 mM; 1,25 mM,;
0,625 mM e 0,3125 mM e solucdo de Roundup® Original seguindo as recomendacdes
do fabricante. Para os bioensaios de germinacdo em placas-de-petri, também foram
preparadas solucdes de polietileno glicol (PEG 6000) a fim de avaliar a influencia
osmatica. Contagens, realizadas a cada 12 horas, permitiram determinar a porcentagem
e velocidade germinativa. Para analise do crescimento, plantulas de sete dias
submetidas aos extratos tiveram medidos seus comprimentos de radicula e parte aérea.
A germinacdo, apesar de fortemente inibida pela cumarina, foi pouco sensivel as demais
solugcBes. Quanto ao crescimento, as radiculas analisadas apresentaram necrose,
auséncia de pélos e reducdo dose-dependente do comprimento para todos os tratamentos
com excecdo do controle. Os hipocétilos foram afetados pelo glifosato, cumarina e
extratos aquosos de folhas ndo-lixiviadas. Apesar da acdo alelopatica, aspectos
ecofisioldgicos relativos ao pau-incenso ainda devem ser esclarecidos para que suas
folhas possam ser usadas como herbicida.

Palavras-chave: alelopatia, agroecossistemas, areas alagaveis, pau-incenso, capim-

arroz.

ABSTRACT - (Allelopathic effect of Pittosporum undulatum Vent. (Pittosporaceae)
on germination and growth of Echinochloa crus-galli (L.) Beauv (Poaceae)). Barnyard
grass (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.) is a herbicide-resistant weed that causes
negative impacts on rice crops and treathens biodiversity of flood plains worldwide.
The present study aimed to investigate the use of Pittosporum undulatum Vent.
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(cheesewood) leaves as a sustainable alternative for barnyard grass control. Leachates
in concentrations of 20%; 15%; 10%; 5% and 2,5% (w/v), aqueous extracts from
powdered leachated and non-leachated leaves (10%; 7,5%; 5%; 2,5% and 1,25%),
coumarin solutions (2,5 mM; 1,25 mM; 0,625 mM and 0,3125 mM) and Roundup
Original® according to label informations were prepared. Petri-dishes germination
bioassays, with countings done at each 12 hours, allowed to determinate both
germinabilty and germination rate; polyethylene glycol (PEG 6000) solutions were
prepared to evaluate osmotic effects. In growth experiments, seedlings were exposed
for seven days, when root and shoot length were measured. All solutions, with
exception of coumarins, caused only small inhibitory effects on germination. In
relation to the growth, all treatments but control caused necrose, absence of hairs and
dose-dependent lenght reduction in radicles. Hipocotiles were affected by extracts from
non-leachated leaves, phenolic compounds and gliphosate. Ecophisiological aspects
relative to Pittosporum undulatum still need to be cleared before its leaves can be used
as a herbicide.

Key-words: allelopathy, agroecossystems, floodplains, cheesewood, barnyard grass.

Introducéo

A alelopatia é uma forma de interferéncia quimica entre plantas mediada por
metabolitos secundarios, moléculas bioquimicamente diversificadas capazes de atuar
em inumeros processos fisioldgicos (Harborne 1997). Apesar de, em 300 a.C., o
primeiro relato sobre a interagdo ter abordado a perda de produtividade agricola, apenas
nas Ultimas décadas foi reconhecida a importancia desses compostos vegetais na
dindmica dos agroecossistemas. Em areas de cultivo, o conhecimento das relacdes
alelopéticas é essencial para 0 manejo da producdo (Einhellig 1996; Chou 1999).

Echinochloa crus-galli (L.) Beauv., uma graminea euro-asidtica conhecida no
Brasil como capim-arroz, representa um dos mais sérios problemas as plantacdes de

arroz em todo mundo. Além de seu impacto agrondmico, ela é globalmente encontrada
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invadindo e diminuindo a biodiversidade em ambientes umidos (Muller & Okuda 1998).
O manejo da espécie é complexo devido a heterogeneidade das condi¢gdes ambientais
nas areas onde ocorre e, principalmente, pela resisténcia a diversos tipos de herbicidas
utilizados comercialmente. (Chun etal. 2002; Juraimi et al. 2006)

A incorporacao de compostos alelopéaticos ao controle de plantas indesejaveis pode
substituir, com vantagens ambientais, a utilizacdo de herbicidas sintéticos. A busca por
plantas com compostos potencialmente Uteis ao manejo ecoldgico frequentemente
deriva da observacdo empirica e constitui-se em importante ferramenta para a
construcdo da agricultura sustentavel (Anaya 1999; Chou 1999).

Pittosporum undulatum Vent. (pau-incenso), arvore da familia Pittosporaceae
originaria da Australia, ¢ encontrada invadindo vegetacfes secundarias de Floresta
Ombréfila Mista na regido subtropical do Brasil. A formacdo de povoamentos densos
associada a presenca de cumarinas e terpendides em suas folhas (Ferreira et al. 2006;
Lago et al. 2006), conferindo & &rvore um odor caracteristico que deu origem ao seu
nome popular, sugere a influéncia de substancias alelopéticas nas &reas onde ocorre.

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos alelopaticos de Pittosporum
undulatum na germinacéo e crescimento de Echinochloa crus-galli, lancando subsidios

para a utilizacdo de material vegetal foliar do pau-incenso no controle do capim-arroz.

Material e métodos

Preparacdo do extrato aquoso lixiviado — Em agosto de 2007, folhas adultas de
Pittosporum undulatum foram coletadas no Parque Municipal da Barreirinha, em
Floresta Ombrofila Mista montana de Curitiba-PR (25°25’40”S, 49°16°23"W).

Acondicionadas em geladeira a 5 °C durante 24 horas, elas foram imersas em agua
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destilada na proporcdo de 1:4 (m/v), na auséncia de luz. Decorridas 24 horas de
extracdo aquosa, as folhas foram separadas e a solucdo passou por peneiras metélicas de
porosidade decrescente para retencdo de particulas solidas. O extrato obtido, em
concentracdo de 20%, foi fracionado em recipientes plasticos e congelado a -18 °C até a
montagem dos experimentos, quando foram medidos o pH e o potencial osmdtico

(pHmetro Analion PM 608 e osmometro pOsmette 5004, respectivamente).

Preparacdo do extrato aquoso obtido do pd de folhas lixiviadas — As folhas usadas na
preparagdo do extrato aquoso lixiviado foram secas, primeiramente em casa-de-
vegetacdo durante 48 horas e posteriormente em estufa com ventilagdo forcada a 40°C,
pelo mesmo periodo. O material vegetal resultante foi utilizado para a realizacdo de
testes fitoquimicos qualitativos, seguindo especificacdes de Falkenberg et al. (1999).
As folhas secas foram moidas em moinho industrial, embaladas a vacuo em sacos
plasticos e congeladas a -18 °C até o inicio da montagem dos experimentos. Para
extracdo aquosa, 0 pd das folhas foi homogeneizado e deixado durante 24 horas em
solucdo com agua na propor¢do de 1:9 (m/v), a 5 °C e protegido da luz (Astarita et al.
1996). Decorrido o tempo determinado, a solugdo passou por peneiras de porosidade
decrescente, sendo finalmente filtrada em funil de Buckner contendo papel-filtro
Whatman # 1 acoplado a uma bomba elétrica a vacuo. Os extratos, em concentracao
inicial de 10%, foram preparados na ocasido da montagem de experimentos, quando

tinham medidos seu pH e potencial osmético.

Preparagdo do extrato aquoso obtido do p6 de folhas ndo-lixiviadas — Folhas coletadas
no mesmo periodo, mas que ndo sofreram lixiviacdo, foram submetidas aos mesmos

processos realizados para preparacdo do extrato aquoso do pd de folhas lixiviadas.
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Bioensaios de germinacdo - Propéagulos de Echinochloa crus-galli, adquiridos junto a
empresa Shokucho do Brasil Agricola Ltda., foram selecionados visualmente,
eliminando-se as sementes defeituosas ou carunchadas. Além de dois tratamentos com
agua destilada, foram realizados cinco tratamentos com extratos lixiviados (20%, 15%,
10%, 5% e 2,5%), cinco tratamentos com solugdes alcodlicas de cumarina (5 Mm; 2,5
mM ; 1,25 mM; 0,625 mM e 0,3125 mM) e cinco tratamentos para cada tipo de extrato
obtido a partir do p6 de folhas (10%; 7,5%; 5%; 2,5% e 1,25%). Houve ainda um
tratamento com o herbicida glifosfatado Roundup® Original na concentracdo
recomendada pelo fabricante. Solugbes de etanol e polietileno glicol - PEG 6000
(Villela et al. 1991) também foram testadas para isolar, respectivamente, o efeito
alcoolico nas solugdes de cumarina e da osmolaridade nos extratos. Cada tratamento
contou com quatro repeticdes de 25 sementes, distribuidas em placas de Petri de 90 mm
de didmetro previamente esterilizadas com alcool 96 °GL. Como substrato, foram
utilizadas duas folhas de papel-filtro Whatman #1 embebidas em 5 ml das solucgGes. As
placas foram dispostas aleatoriamente na camara de germinagdo (Estufa BOD) a
temperaturas de 30 / 20 °C e fotoperiodo de doze horas de luz fluorescente branca
(Rahman & Ungar 1990). As sementes foram consideradas germinadas ao
apresentarem aproximadamente 2 mm de protrusdo radicular. As contagens, feitas em
intervalos regulares de 12 horas, eram encerradas 72 horas ap0s a constatacdo da ultima

semente germinada.

Bioensaios de crescimento - Sementes pré-germinadas em agua destilada, com raizes de
aproximadamente 2 mm de comprimento, foram colocadas em caixas pléasticas
transparentes (19,5 x 13 x 6 cm) esterilizadas com alcool. Como substrato, utilizou-se

uma camada de papel germitest e uma camada de papel-filtro qualitativo embebidas
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com 15 ml das solugdes testadas (Fig 1 A). As condi¢bes da camara climatizada, o
delineamento experimental e os tratamentos foram os mesmos dos experimentos de
germinacdo. Cada tratamento foi constituido por quatro repeticdes de 15 plantulas.
ApoGs sete dias, as plantulas foram escaneadas em resolucdo de 300 dpi (Fig. 1B) e
medicBes de raiz e parte aérea foram feitas com o software Image Pro. Aspectos

morfolégicos, tais como presenca de raizes secundarias, pelos radiculares e necrose

também foram verificados.
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Figura 1. Bioensaios de crescimento. (A) Réplica de tratamento com extrato aquoso

(B) Imagem escaneada.

Anélise estatistica — As porcentagens, transformadas em arco-seno, e as velocidades de
germinacdo foram calculadas segundo Laboriau (1983). Os dados referentes ao
processo germinativo e ao crescimento foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e, posteriormente, ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecofisiologia de Sementes do

Departamento de Botéanica da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).
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Resultados
Germinagdo — Extratos de folhas intactas lixiviadas de Pittosporum undulatum tiveram
pouca influéncia sobre o processo germinativo de Echinochloa crus-galli (Fig. 2).
Enquanto a velocidade de germinacdo permaneceu inalterada em relacdo ao tratamento
controle, a germinabilidade apresentou reducdo significativa apenas para a concentragdo
de 10%. As solugbes mais concentradas de cumarina, por outro lado, inibiram
fortemente ambas as variaveis.

Os extratos do pd de folhas lixiviadas e ndo-lixiviadas tiveram efeitos inibitdrios
semelhantes sobre os parametros germinativos analisados (Fig. 3), evidenciando a
presenca de compostos aleloquimicos mesmo apds o processo de lixiviagdo. Apesar de
moderada acdo alelopética, houve resposta dose-dependente em todos os casos. O
herbicida comercial Roundup® Original inibiu significativamente a capacidade
germinativa, igualando-se estatisticamente aos extratos do p6 de folhas lixiviadas a
partir da concentracdo de 5% e ao extrato do p6 de folhas ndo-lixiviadas em todas suas
concentragfes. A velocidade de germinagdo, como esperado, ndo foi afetada pelo

glifosato.

Crescimento — Os extratos aquosos lixiviados e as solu¢es de cumarina apresentaram
forte efeito inibitdrio sobre as radiculas, havendo inibicéo estatisticamente significativa
em relacdo ao tratamento controle para todas as concentracGes testadas. A parte aérea
das plantulas, por outro lado, mostrou-se sensivel apenas as solu¢bes de cumarina,
respondendo de maneira dose-dependente aos compostos (Fig. 4).

Os extratos obtidos do p6 de folhas lixiviadas e ndo-lixiviadas foram responsaveis
por pronunciadas redugfes do comprimento radicular, independentemente das

concentragOes testadas. O tratamento com o herbicida comercial Roundup® Original
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também apresentou forte acdo alelopética, igualando-se estatisticamente as
concentragOes intermediarias (2,5% e 5%) de ambos os extratos vegetais (Fig. 5).

A parte aérea das plantulas teve seu comprimento significativamente reduzido pelo
efeito do glifosato e, em escala menos acentuada, pelas maiores concentraces do
extrato do po de folhas ndo-lixiviadas. Por outro lado, os hipocétilos crescidos em
extratos obtidos do pé de folhas lixiviadas ndo mostraram diferenca estatistica em
relacdo ao controle, mas resultaram em valores médios distribuidos de maneira

ascendente em curva dose-dependente (Fig. 5).
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Figura 2. Valores médios de porcentagem e velocidade de germinacdo de sementes de
Echinichloa crus-galli L. Beauv. submetidas a diferentes solucBes. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(CTRL= tratamento controle; L= extrato aquoso lixiviado de folhas de Pittosporum

undulatum Vent.; C= soluc¢des de cumarina).
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Figura 3. Valores médios de porcentagem e velocidade de germinacdo de sementes de
Echinichloa crus-galli L. Beauv. submetidas a diferentes solu¢des. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(CTRL = tratamento controle; RU = herbicida Roundup® Original; PL = extrato aquoso
lixiviado do po6 de folhas de Pittosporum undulatum Vent.; PNL = extrato do p6 de
folhas n&o-lixiviadas).
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Figura 4. Comprimentos de parte aérea (em preto) e radicula (em cinza) de plantulas de
Echinochloa crus-galli L. Beauv. submetidas a diferentes solu¢Bes . Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(CTRL = tratamento controle; L = extrato aquoso lixiviado de folhas de Pittosporum
undulatum Vent.; C = solu¢des de cumarina; * ndo mensuravel devido a necrose

generalizada).
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Figura 5. Comprimentos de parte aérea (em preto) e radicula (em cinza) de plantulas de
Echinochloa crus-galli L. Beauv. submetidas a diferentes solu¢bes . Medias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. (CTRL =
tratamento controle; RU = herbicida Roundup® Original; PL = extrato aquoso lixiviado do p6
de folhas de Pittosporum undulatum Vent.; PNL = extrato do p6 de folhas ndo-lixiviadas; *

ndo mensuravel devido a necrose generalizada).
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Discussao
Germinacdo — Extratos vegetais obtidos por lixiviagdo geralmente trazem consigo
metabdlitos secundarios superficiais. Folhas de Pittosporum undulatum apresentam
tricomas secretores de mono e sesquiterpendides localizados na face adaxial, mas a alta
lipossolubilidade desses compostos tende a reduzir a acdo alelopética dos extratos
aquosos sobre as sementes (Ferreira et al. 2006; Abrahim et al. 2000). Concordando
com os resultados obtidos neste estudo, Tunbridge et al. (2000) demonstraram que
extratos lixiviados foliares de pau-incenso séo incapazes de influenciar a germinacao da
graminea Poa morrisii Vick.

As cumarinas sdo conhecidas por seus pronunciados efeitos inibitorios. Esses
compostos fendlicos atuam em diversos processos fisioldgicos nas sementes, sendo
capazes de bloguear a mitose, diminuir o consumo de oxigénio e prejudicar a retengédo
de eletrolitos (Abenavoli et al. 2006). Diferentemente dos resultados encontrados neste
estudo, Valio (1973) demonstrou que sementes de Coumarouna odorata Aublet séo
tolerantes a elevadas concentragdes de cumarinas exogenas.

Os metabolitos secundarios das camadas foliares internas sdo o0s principais
constituintes de solugdes aquosas obtidas a partir do p6 de folhas. A similaridade dos
resultados de germinagdo entre os dois tipos de extratos preparados com material
vegetal pulverizado indica que os compostos responsaveis pelos efeitos inibitdrios
observados, ainda que leves, encontram-se intra ou intercelularmente. Testes
fitoquimicos realizados neste estudo apontaram a presenca de taninos, triterpendides e
saponinas nas folhas de pau-incenso. A acdo alelopética é geralmente conseqiiéncia de
interacbes moleculares sinérgicas que atuam sobre ampla gama de processos

fisiologicos (Einhellig 1996).
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Apesar de informacGes na bula de Roundup® Original referirem-se a neutralidade

do glifosato sobre o processo germinativo, nesse estudo foram encontrados efeitos
inibitérios significativos do herbicida na germinabilidade de Echinochloa crus-galli.
Estudos cientificos sobre esse tema especifico sdo escassos, mas a provavel causa do
ocorrido encontra-se no desequilibrio hormonal causado pelo principio ativo N-

fosfonometil glicina, o glifosato (Cole 1985).

Crescimento — As plantulas mostraram maior sensibilidade aos efeitos alelopaticos que
as sementes. A transicdo entre a germinacdo e o estabelecimento das plantulas € crucial
ao organismo vegetal, uma vez que tanto o tegumento quanto o endosperma deixam de
funcionar como barreiras fisico-quimicas. Adicionalmente, os meristemas primarios
radiculares sdo os primeiros tecidos expostos as condigdes ambientais e, ainda que
protegidos pela coifa, costumam ser sensiveis a acdo aleloquimica (Gatti et al. 2004;
Taiz & Zeiger 2004).

Enquanto plantulas de Echinochloa crus-galli submetidas a extratos lixiviados
foliares de Pittosporum undulatum apresentaram suas partes aéreas inalteradas, as
cumarinas causaram reducdo dose-dependente dos hipocétilos. Em ambos os tipos de
solucdes, entretanto, a totalidade das plantulas tinha sinais de necrose em suas
extremidades radiculares. Compostos superficiais das folhas de pau-incenso, como
ceras, saponinas e outros terpendides, podem interagir com membranas celulares, causar
desequilibrios hormonais e atuar diretamente no processo fotossintético. Os fendis, por
sua vez, atuam diminuindo o alongamento e a elasticidade da parede celular, além de
bloguear a respiracdo mitocondrial (Weir 2004). A morte do &pice radicular, observavel
macroscopicamente, é consequéncia comum para muitas interagdes moleculares

fisiologicamente distintas (Einhellig 1996)
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A similaridade entre os efeitos alelopaticos dos extratos provenientes de material
vegetal seco, associada a pronunciada inibicdo pelos extratos lixiviados, permite afirmar
que compostos aleloquimicos nas folhas de Pittosporum undulatum estdo localizados
tanto superficial como internamente. As radiculas analisadas provavelmente sdo
sensiveis tanto a mono e sesquiterpendides, presentes externamente em tricomas
secretores, quanto a outros terpendides de cadeia longa, presentes em vacuolos e
espacos intercelulares (Ferreira et al. 2006; Abrahim et al. 2000). A necrose dos apices
radiculares foi o principal efeito morfoldgico observado.

A pronunciada agéo herbicida de Roundup® Original sobre as plantulas analisadas
demonstra sua eficiéncia no controle de ervas daninhas. Diferentemente dos extratos
aquosos provenientes de folhas pulverizadas, houve inibicdo severa também da parte
aérea das plantulas. O principal mecanismo de acdo do principio ativo N-fosfonometil
glicina é a inibicdo da via do &cido chiquimico, interrompendo a sintese de amino&cidos
essenciais. A atuacdo sistémica do glifosato é responsavel pelos efeitos inibitorios em

todo o eixo hipocdtilo-radicular (Cole 1985).

Consideracgdes finais - Os compostos fenolicos e os terpendides sdo os metabdlitos
secundarios mais abundantes entre as angiospermas, sendo a lixiviagdo um dos
principais processos externalizadores de agentes aleloquimicos em condic¢bes naturais.
Estudos envolvendo extratos foliares lixiviados e solucBes derivadas de fenois
apresentam, portanto, relevante significado ecoldgico. A pequena influéncia sobre o
processo germinativo, associada a pronunciada acdo aleloquimica dos extratos aquosos
sobre as radiculas, indicam que a supressdo por alelopatia no recrutamento de espécies

associadas ao pau-incenso ocorre na fase de plantula.
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A similaridade dos efeitos inibitorios entre os extratos obtidos a partir de material
vegetal seco e o herbicida Roundup® Original suscita a possibilidade do uso de pau-
incenso em acdes de manejo ambiental. A alelopatia pode ser usada de maneira
benéfica em sistemas de policultura, rotacdo de culturas e como cobertura vegetal na
preparacdo de solos. A identificacdo, producdo e uso comercial de metabolitos
secundarios em substituicdo aos principios ativos dos herbicidas convencionais também
é uma alternativa viavel.

Para que a utilizacdo das folhas de Pittosporum undulatum seja feita de forma
responsavel, alguns aspectos ecofisioldgicos da espécie necessitam ser esclarecidos. O
acumulo de agentes aleloquimicos no solo, a influéncia fenoldgica na concentracao de
metabdlitos secundarios e a acdo alelopatica sobre espécies nativas e agricolas sdo

potenciais linhas de pesquisa.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados dos experimentos conduzidos sobre alelopatia de Pittosporum
undulatum em relagéo a Bauhinia forficata e Echinochloa crus-galli permitem afirmar

que:

e Extratos aquosos foliares de Pittosporum undulatum sdo capazes de

influenciar no crescimento de Bauhinia forficata e Echinochloa crus-galli.

e Folhas de Pittosporum undulatum apresentam pronunciada atividade
alelopatica mesmo apds lixiviacdo, evidenciando a presenca de agentes

aleloquimicos no interior das folhas.

e A acdo alelopética de Pittosporum undulatum ocorre principalmente sobre
as plantulas, sendo a necrose do apice radicular a alteragdo morfo-anatémica

mais comum.

e Em relacdo as radiculas de Echinochloa crus-galli, ha similaridade
quantitativa entre os pronunciados efeitos inibitorios do herbicida a base de
glifosato e os extratos aquosos foliares.
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