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ABSTRACT - (Allelopathic Potential of Volatiles From Schinus lentiscifolius March.). Among the
different classes of secondary metabolites of plants, terpenoids, substances presents in volatile oils,
are involved in a variety of ecological interactions, acting as potent inhibitors of germination and
plant growth. In this study we observed the phytotoxic activity of the volatile oil from Schinus
lentiscifolius in the germination of lettuce and red clover. More significant effect was observed on
the initial growth of onion seedlings. The results show the phytotoxicity of the essential oil of
S. lentiscifolius and suggest that these volatile substances can play an important role in the
interactions between this plants and the associated plants, exhibiting allelopathic effects.
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RESUMO - (Potencial Alelopatico Dos Volateis De Schinus lentiscifolius March.). Entre as
diferentes classes de metabdlitos secunddrios das plantas, os terpendides, substincias constituintes
dos 6leos volateis, estdo envolvidos em uma variedade de interagdes ecoldgicas, atuando como
potentes inibidores da germinacdo e crescimento de plantas. Neste estudo observou-se a atividade
fitotoxica do 6leo volatil de Schinus lentiscifolius sobre a germinacdo da alface e do trevo vermelho.
Efeito mais expressivo foi observado sobre o crescimento inicial de plantulas de cebola.
Os resultados demonstram a atividade fitotoxica do 6leo essencial de S. lentiscifolius e sugere que
tais substancias volateis possam desempenhar papel importante nas interagdes dessas plantas com a
biota associada, exibindo inclusive efeitos alelopaticos.
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Introducao

As plantas sintetizam uma série de substincias quimicas que estdo envolvidas em diversas
interagdes entre plantas e entre estas € a biota associada. Tais substancias, conhecidas como
aleloquimicos, apresentam uma grande diversidade estrutural e funcional (Singh et al., 2006) e sao
produzidas em diversas rotas metabdlicas que compdem o metabolismo secundario.

O termo alelopatia foi definido por Rice (1984) como “‘a ci€ncia que estuda processos nos
quais os metabodlitos secunddrios de plantas e microorganismos estdo envolvidos, afetando o
crescimento e o desenvolvimento de sistemas bioldgicos”. Tais substancias quimicas produzidas
pelas plantas sdo lancadas no ambiente, seja na fase aquosa no solo ou substrato, seja por
substancias volateis que se dispersam na atmosfera que cerca as plantas terrestres.

Entre as diferentes classes de metabdlitos secunddrios das plantas, os terpendides,
substancias constituintes dos 6leos volateis, estdo envolvidos em uma variedade de interagcdes
ecoldgicas, atuando como potentes inibidores da germinagdo e crescimento de plantas (Simdes &
Spitzer, 2007).

Os produtos do metabolismo secundario, embora ndo sejam necessariamente essenciais para
o organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua
espécie, em seu ecossistema. Nesse sentido, a atividade alelopdtica pode resultar em alteracdes na
composic¢ao floristica de uma comunidade vegetal e na dominancia de uma em detrimento de outras
espécies vegetais. Ainda ndo estd claro em que medida a alelopatia influencia tais processos, uma
vez que outros mecanismos de interferéncia (como a competicdo por recursos) podem operar
simultaneamente. Entretanto, a competicdo ndo pode ser considerada como o Unico fator atuante na
distribuicdo espacial das plantas, sendo importante buscar determinar se a alelopatia apresenta um
papel relevante em cada distribuicdo junto com a competicao (Santos, 2007; Ferreira, 2004; Ferreira
& Aquila, 2000).

Deste modo, este trabalho teve como objetivo verificar o potencial alelopatico de Schinus

lentiscifolius March. através da avaliacdo do efeito do seu 6leo volatil sobre a germinacao e sobre o



desenvolvimento inicial de espécies vegetais tradicionalmente utilizadas em estudos alelopéticos
(Allium cepa L., Lactuca sativa L.) e uma espécie comum em pastagens naturais

(Trifolium pratense L.).

Material e métodos

Folhas de Schinus lentiscifolius (aroeira-cinzenta) foram coletadas no Jardin Botanico y
Arboretum “C. Spegazzini”’, La Plata — Provincia de Buenos Aires — Argentina, depositada sob
nimero 273 no Herbério da Faculdade de Agronomia de La Plata (LPAF).

Os didsporos das espécies utilizadas nos ensaios de germinagdo foram obtidos no comércio
(Lactuca sativa — alface; e Allium cepa — cebola) ou no Departamento de Fisiologia Vegetal —
Universidad Nacional de La Plata (Trifolium pratense — trevo vermelho). Lactuca sativa e A. cepa
foram escolhidas por serem espécies modelo em testes de germinacdo; 7. pratense, por ser uma
espécie forrageira comum no sul do continente americano.

O dleo essencial foi obtido através da hidrodestilacdo das folhas de S. lentiscifolius em
aparelho do tipo Clevenger (Gottlieb & Taveira-Magalhdes, 1960), dessecado com Na,SOy4 e
acondicionado em tubo hermético, envolto em papel aluminio e armazenado em freezer até a
execugdo dos experimentos.

Utilizou-se um modelo totalmente aleatério para os ensaios de germinagdo, no qual 50
didsporos foram distribuidos em placas de Petri sobre papel filtro umedecido com 5 mL de dgua
destilada. O 6leo (0,1 mL) foi aplicado sobre algodao fixado na tampa da placa de Petri com fita
dupla-face, evitando dessa forma o contato direto do 6leo com os didsporos, criando uma atmosfera
saturada pelos volateis. Agua destilada foi usada como controle e cada tratamento foi realizado em
quatro repeticoes. Os testes de germinacdo foram realizados em sala de cultivo sob temperatura de
25°C e fotoperiodo de 16 horas.

Apés o inicio da protusdo das raizes, foi feita a contagem do nimero de didsporos

germinados. A avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a velocidade de germinacdo foi realizada



através da contagem periddica do nimero de didsporos germinados, o que foi avaliado a cada 12
horas quando a semente alvo testada foi a alface, e 24 horas, no caso da cebola e do trevo. O indice
de velocidade de germinacdo (IVG) € calculado a partir da seguinte férmula: IVG =
G1/N1+G2/N2+...4+4Gn/Nn, onde G = ndmero de didsporos germinados; N = niimero de dias ou
horas apds a semeadura (Borghetti & Ferreira, 2004).
Para a avaliagdo do crescimento foram realizadas trés abordagens diferentes quanto ao
periodo de exposicao das espécies alvo aos volateis (figura 1):
= tratamento 1: as espécies alvo foram expostas ao 6leo durante o periodo de germinagao.
ApOs a protusdo da radicula, tais plantulas foram transferidas para outra placa de Petri, a
fim de crescerem apenas na presenca de dgua destilada.
= tratamento 2: as espécies alvo foram previamente germinadas em dgua destilada e, apds a
protusdo da radicula, estas foram expostas aos volateis, durante o periodo de crescimento.
= tratamento 3: as espécies alvo foram expostas ao 6leo durante o periodo de germinagdo e
nestas placas permaneceram até o fim do experimento.
ApO6s 72 horas, foi realizada a medida do comprimento do hipocétilo e da raiz primadria das
plantulas obtidas.
Os dados obtidos para os experimentos de germinacdo foram submetidos a andlise estatistica

por teste t, e os de crescimento por ANOV A seguido de Tukey, com nivel de significancia de 0,05.

Resultados

O 6leo essencial de Schinus lentiscifolius causou forte inibicdo sobre a porcentagem final de
germinacdo da alface e do trevo (figura 2). A espécie mais sensivel ao 6leo foi o trevo, que teve a
germinagdo reduzida 40,56% comparado com o seu controle. A cebola foi a menos sensivel, ndo
apresentando diferenca estatistica na germinagdo entre o grupo controle e o tratamento com o 6leo.

Comparados com seus respectivos controles, a velocidade de germinacdo da alface e a do

trevo também foram afetadas (tabela 1). O indice de velocidade de germinacdo (IVG) da alface



reduziu em 68,22%; a reducao do trevo foi pouco menos expressiva, sendo esta de 54,97%. Quanto
ao IVG, novamente a cebola nio apresentou diferenca significativa.

Efeito também foi verificado sobre o crescimento do hipocétilo e o da raiz primdria das
plantulas expostas ao 6leo volatil da aroeira-cinzenta (figura 3). Todos os tratamentos (a excecdo do
trevo germinado na presenga do 6leo e crescido sem o mesmo — tratamento 1) apresentaram
reducdes médias acima de 40% no comprimento do hipocétilo, quando comparados com os seus
controles. O efeito mais pronunciado foi verificado sobre o crescimento do hipocétilo da cebola
germinada e crescida na presenga do 6leo (tratamento 3), cuja reducdo média foi de 70,79%.

Quanto ao crescimento da raiz priméria, novamente o efeito mais pronunciado foi observado
sobre a cebola (tratamento 3), que apresentou uma redu¢do média de 70,81%. O trevo foi a dnica
espécie que, quando germinada na presenca do 6leo e transferida para dgua destilada para crescer,
manteve o comprimento da raiz primdria igual ao do seu controle, apesar de observada uma
pequena reducdo no comprimento do hipocétilo (27,78 %).

De um modo geral, conforme aumentou o tempo de exposicdo das espécies alvo ao 6leo,
também aumentou o efeito inibitério sobre o crescimento do hipocétilo e da raiz primdria.
Entretanto, efeito diferente foi observado para o comprimento da raiz primdria da alface, o qual
apresentou uma reducdo média maior quando exposta ao 6leo no periodo de germinacao € nao no
periodo de crescimento (tratamento 1) do que quando exposta apenas no periodo de crescimento
(tratamento 2) ou quando continuamente exposta ao 6leo (tratamento 3). O investimento médio em

raiz primdria na alface foi de 15,82% no tratamento 2 e 32,28% no tratamento 3.

Discussao

Nos estudos envolvendo fitotoxidez, o efeito de uma substincia muitas vezes nio €
verificado diretamente sobre a germinabilidade (percentual final de germinacdo no tempo), mas
sobre outro parametro do processo, como a velocidade de germinacdo ou o crescimento da plantula

(Ferreira & Aquila, 2000), o que corrobora os resultados obtidos no presente estudo.



Era esperado que, conforme aumentasse o tempo de exposi¢do das espécies alvo ao 6leo
(apenas na germinac¢do, apenas no crescimento ou desde a germinacdo até o crescimento), também
aumentasse o efeito inibitdrio sobre o crescimento do hipocétilo e da raiz primdria. Entretanto, cada
espécie pode responder de maneira diferente a um mesmo estimulo. E conhecido que as plantas
apresentam um elevado investimento em raizes em resposta a determinados tipos de estresse, como
o fazem frente ao estresse hidrico (Taiz & Zeiger, 2004) ou ao luminoso (Ramos et al., 2004).
Poderia considerar-se que, neste caso, a alface estaria apresentando um investimento na formacao
de raiz como resposta ao volatil, servindo como um dreno para a atividade fotossintética. No
ambiente, investir no crescimento de raizes e reduzir a parte aérea poderia ser considerada uma
estratégia interessante uma vez que a parte aérea € a parte da planta que primeiro entra em contato
com o volitil, enquanto que a raiz estaria menos exposta ao mesmo. O maior comprimento da raiz
primdria de alface verificado no tratamento 3 pode ter ocorrido devido ao tempo de exposi¢cdo. No
decorrer do experimento, os volateis tornam-se menos saturados na placa. Um efeito diferente
poderia ser observado se o 6leo fosse reaplicado no tratamento 3 em um momento posterior a
protusdo da raiz, mantendo-se a placa saturada pelos volateis.

Diversos estudos tém demonstrado a atividade biologica dos terpendides voliteis,
merecendo destaque os estudos com o a-pineno, um dos monoterpenos amplamente encontrado em
plantas. Schinus molle e S. terebinthifolius sio duas espécies que apresentam O o-pineno na
composicao dos seus 6leos essenciais (Pawlowski & Soares, dados ndo publicados). Nishida et al.
(2005) relata os efeitos dos monoterpendides presentes no 6leo de Salvia leucophylla (entre eles a-
pineno, B-pineno e canfeno, além de canfora e 1,8-cineoleno) sobre a germinacgdo e o crescimento
de Brassica campestris. Nesse mesmo trabalho, os autores mostram que o efeito inibitdrio
observado foi mais intenso sobre o crescimento da raiz primdria que do hipocétilo das plantulas
obtidas, influenciando de forma pouco pronunciada também a germina¢do da semente.

No presente estudo, os efeitos inibitérios dos voldteis de S. lentiscifolius sobre a germinagao

foram bastante expressivos. As alteracdes verificadas no processo de germinacao podem resultar de



efeitos sobre a permeabilidade das membranas, os processos de transcricio e traducdo, a
conformacgdo de enzimas, a atividade de fitormoOnios e receptores, ou pela combinagdo destes fatores
(Ferreira & Aquila, 2000).

Quanto ao crescimento inicial da plantula, além dos fatores citados, os resultados
observados podem também estar relacionados com a atividade dos voldteis sobre o processo de
divisdo celular dos meristemas, reduzindo o indice mit6tico. Alguns estudos t€ém demonstrado que
terpenos volateis atuam sobre o crescimento da raiz de espécies vegetais. Singh et al. (2006) cita
que substancias como o o-pineno, 1,8-cineoleno e citronelal atuam inibindo a atividade mitética de
raizes de cebola.

O fato dos 6leos essenciais e dos terpenos neles presentes serem volateis tem implicacdes
para seu eventual mecanismo de acdo em condi¢des naturais. Tal mecanismo poderia ser utilizado a
fim de explorar os 6leos essenciais como agentes de controle das ervas daninhas. Recentemente, a
alelopatia vem ganhando atencdo de cientistas interessados em melhorar a produtividade das
culturas e a protecdo do ambiente através do controle de plantas daninhas, pragas, doengas,
conservacdo do nitrogénio no solo e da sintese de agroquimicos baseados em produtos naturais
(Chron et al., 2005).

S. molle e S. terebinthifolius sao amplamente utilizadas como ornamentais, € esse fato
influenciou o cultivo de tais espécies tanto dentro quanto fora de sua drea de ocorréncia natural.
Como consequéncia, tais espécies passaram a ser consideradas invasoras agressivas, sendo
encontradas em comunidades perturbadas, alterando de maneira danosa a estrutura de comunidades
naturais, interferindo sobre o desenvolvimento das espécies nativas, gerando um impacto ambiental
considerdvel (Iponga et al., 2008; Morgan & Overholt, 2005). De acordo com os resultados obtidos
no presente estudo, é possivel que as substancias volateis presentes no Oleo de S. lentiscifolius
desempenhem papel importante nas interacOes dessas plantas com a biota associada, exibindo

inclusive efeitos alelopéticos.



Estudos como o presente podem contribuir para um maior entendimento a respeito do modo
de acdo dos produtos do metabolismo secunddrio e como estes podem estar relacionados com a
capacidade competitiva das espécies frente a outras espécies vegetais.

O presente trabalho mostra, pela primeira vez, a atividade fitotoxica do Sleo volitil de
Schinus lentiscifolius sobre a germinacdo e o crescimento de plantas. Tais efeitos provocados pelo
6leo sao manifestagdes secunddrias de efeitos ocorridos a nivel molecular e celular. Demais estudos
se fazem necessdrios para uma melhor compreensdao dos processos bioquimicos e citoldgicos que

possam estar relacionados com os efeitos observados.

Agradecimentos - Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq),
pela bolsa de Iniciagdo Cientifica concedida ao primeiro autor. Ao Prof. Dr. Pedro A. Balatti do
Instituto de Fisiologia Vegetal — UNLP, pela disponibilizacdo de material para a execucdo dos

experimentos. A Catedra de Bioquimica y Fitoquimica — UNLP, pelo apoio no trabalho realizado.

Referéncias bibliograficas

BORGHETTI, F. & FERREIRA, A.G. 2004. Interpretacdo de resultados de germinacdo. In
Germinagdo: do basico ao aplicado (A.G. Ferreira & F. Borghetti, orgs.). Artmed, Porto Alegre,
p- 209-222.

CHRON, S.U.; JANG, H.G., KIM., D.K., KIM, Y.M.; BOO, H.O. & KIM, Y.J. 2005. Allelopathic
potential in lettuce (Lactuca sativa L.) plants. Scientia Horticulturae 106: 309-317.

CROTEAU, R.; KUTCHAN, T.M. & LEWIS, N.G. 2000. Natural Products (Secondary
Metabolites). In Biochemistry & Molecular Biology of Plants (B. Buchanan, W. Gruissem & R.
Jones, eds.). American Society of Plants Physiologists, Rockville, p. 1250-1318.

FERREIRA, A.G.; AQUILA, M.E.A. 2000. Alelopatia: uma 4rea emergente da ecofisiologia.

Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal 12: 175-204.



FERREIRA, A.G. 2004. Interferéncia: competicdo e alelopatia. In Germinacdo: do bdsico ao
aplicado (A.G. Ferreira & F. Borghetti, orgs.). Artmed, Porto Alegre, p. 251-262.

GOTTLIEB, O. R. & TAVEIRA-MAGALHAES, M. 1960. Modified distillation trap. Chemist-
Analyst 49: 14-115.

IPONGA, D.M.; MILTON, S.J. & RICHARDSON, D.M. 2008. Superiority in competition for
light: a crucial attribute defining the impact of the invasive alien tree Schinus molle
(Anacardiaceae) in South African savanna. Journal of Arid Environments 72: 612-623.

MORGAN, E.C. & OVERHOLT, W.A. 2005. Potential allelopathic effects of Brazilian pepper
(Schinus terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae) aqueous extract on germination and growth of
selected Florida native plants. Journal of the Torrey Botanical Society 132: 11-15.

NISHIDA, N.; TAMOTSU, S.; NAGATA, N.; SAITO, C. & SAKALI, A. 2005. Allelopathic effects
of volatile monoterpenoids produced by Salvia leucophylla: inhibition of cell proliferation and
DNA synthesis in the root apical meristem of Brassica campestris seedlings. Journal of
Chemical Ecology 31: 1187-1203.

RAMOS, K.M.O.; FELFILI, J.M.; FAGG, C.W.; SOUSA-SILVA, J.C. & FRANCO, A.C. 2004.
Desenvolvimento inicial e reparticio de biomassa de Amburana cearensis (Allemao) A.C.
Smith, em diferentes condi¢cdes de sombreamento. Acta Botanica Brasilica 18: 351-358.

RICE, E.L. 1984. Allelopathy. Academic Press, Orlando, 422p.

SANTOS, R.I. 2007. Metabolismo bdsico e origem dos metabolismos secundérios. In
Farmacognosia: da planta ao medicamento (C.M.O Simdes, E.P. Schenkel, G. Gosmann, J.C.P.
Mello, L.A. Mentz & P.R. Petrovick, orgs.). Ed. Universidade/UFRGS/ Ed. da UFSC, Porto
Alegre/Floriandpolis, 403-434.

SIMOES, C.M.O. & SPITZER, V. 2007. Oleos voliteis. In Farmacognosia: da planta ao
medicamento (C.M.O Simdes, E.P. Schenkel, G. Gosmann, J.C.P. Mello, L.A. Mentz & P.R.

Petrovick, orgs.). Editora da UFRGS/Editora da UFSC, Porto Alegre/Floriandpolis, 467-495.

10



SINGH, H.P.; BATISH, D.R.; KAUR, S.; ARORA, K. & KOHL, R.K. 2006. a-pinene inhibits
growth and induces oxidative stress in roots. Annals of Botany 98: 1261-1269.

TAIZ, L. & ZEIGER, E. 2004. Fisiologia Vegetal. Artmed, Porto Alegre. 719p.

11



Tratamento 1

4

Germinagdo na
presenca do 6leo

- _=

Crescimento
sem Oleo

Tratamento 2

Germinacdo
sem Oleo

Tratamento 3

- _=

Crescimento na
presenca do 6leo

4

4

Germinagdo na
presenca do 6leo

- _=

4

Crescimento na
presenca do 6leo

Figura 1. Esquema mostrando o momento de exposi¢do ao 6leo essencial de Schinus lentiscifolius
(Anacardiaceae) nos experimentos para avaliar o efeito sobre o crescimento de alface, cebola e
trevo.
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Figura 2. Porcentagem de germinacdo dos didsporos de alface (Lactuca sativa), cebola (Allium
cepa) e trevo (Trifolium pratense) expostos ao Oleo voldtil de Schinus lentiscifolius
(Anacardiaceae). Asterisco indica diferenca do controle a p<0,001.

Tabela 1. Indice de velocidade de germinacdo (IVG) dos didsporos de alface (Lactuca sativa),
cebola (Allium cepa) e trevo (Trifolium pratense) expostos ao 6leo volatil de Schinus lentiscifolius
(Anacardiaceae).

IVG

Espécies alvo Tratamentos N Média DP
Alface Controle 4 26,15 2,39
Oleo 4 8,31° 0,43

p<0,001
Cebola Controle 4 11,28? 0,76
Oleo 4 9,55 0,62

p=0,016
Trevo Controle 4 30,49% 3,82
Oleo 4 13,73° 2,54

p<0,001

Médias indicadas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste t.
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Figura 3. Comprimento do hipocétilo (CH) e da raiz primdria (CR) de plantulas de alface (Lactuca
sativa), cebola (Allium cepa) e trevo (Trifolium pratense) expostas ao Oleo volatil de Schinus
lentiscifolius (Anacardiaceae). C=controle; T1 = exposi¢do ao 6leo no periodo de germinagdo; T2=
exposicdo ao Oleo no periodo de crescimento; T3= exposicdo ao 6leo na germinagdo e no
crescimento.
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