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RESUMO

Schinus molle L. é uma planta pertencente a familia Anacardiaceae utilizada para fins
medicinais, paisagistico e na silvicultura. Seus metabdlitos, no contexto ambiental, podem
interagir com outras plantas e organismos presentes no ecossistema por meio do efeito
conhecido como alelopatia. Essa interacdo pode ser avaliada por Vvarios parametros,
fisioldgicos, bioquimicos e citogenéticos em bioensaios vegetais. Nesse contexto, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito alelopatico de diferentes 6rgéos de S. molle L., bem como o
efeito de diferentes modos de manejo (presenca e ausencia de poda) sobre a acdo alelopatica
da espécie em bioensaios com Alface (Lactuca sativa L.). O primeiro trabalho consistiu em
avaliar o comportamento do bioteste exposto aos extratos aquosos e etandlicos de diferentes
Orgdos vegetais que foram coletados de uma populacdo na cidade de Alfenas- MG. A segunda
parte do trabalho teve por objetivo avaliar diferentes modos de manejo sobre a acéo
alelopatica da espécie, para isso foram coletadas folhas em duas populag@es distintas, uma
com poda regular e outra sem poda. Para avaliar o efeito alelopatico da espécie foram
avaliados germinacdo (G), nimero de plantulas normais (NP), indice de velocidade de
germinacdo (IVG), alongamento de raiz (AR), massa fresca (BF), massa seca (BS), indice
mitético (IM) e anormalidades cromossémicas (AC). O delineamento experimental utilizado
foi em blocos inteiramente casualizados, com trés repetices e cinco concentracdes no
primeiro experimento. No segundo experimento foram avaliadas somente quatro
concentracdes. A analise estatistica consistiu de analise de variancia - ANAVA (p< 0,05),
ajustado modelo de regressdo linear, quando possivel; para os demais resultados foi feita
comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott. Nos resultados obtidos no primeiro
experimento tanto para extrato aquoso quanto para extrato etanodlico foram observadas
diferencas entre os 6rgdos vegetais testados, sendo as menores interferéncias obtidas quando a
Alface foi exposta a extratos de fruto maduro e as maiores interferéncias quando expostos a
extratos de frutos verdes. Em todos os casos foi observado que o aumento da concentracdo
reduz o valor do pardmetro avaliado, sendo evidente o efeito concentragdo dependente. No
segundo experimento também foi observado efeito concentra¢do dependente nos parametros
testados com excecdo da biomassa fresca exposta ao extrato etandlico, independente da
populacdo. Extrato aquoso e etanolico apresentaram comportamento diferente nos diferentes
parametros testados, com excecao de IM, BF e AC, que a resposta do bioteste ndo dependeu
do tipo de extrato. Todas as variaveis evidenciaram o efeito alelopatico da espécie.

Palavras-chave: Alelopatia. Aroeira-salsa. Fitotoxicidade. Citogenotoxicidade.



ABSTRACT

Schinus molle L. is a plant belonging to the family Anacardiaceae that presents many popular
uses, among which the medical, landscape and timber purposes. Their metabolites, at an
environmental context, can interact with plants and other organisms in the ecosystem through
the effect known as allelopathy. This interaction can be assessed by several parameters,
mainly the germination of neighboring plants. In this context, the aim of this study was to
evaluate the allelopathic effect of different organs of S. molle L., as well as the behavior of
this effect in populations under different environmental and management pressures, in
bioassays with lettuce (Lactuca sativa L.). The first work consisted in to evaluate the behavior
of Iseeds of letucce exposed to water and ethanol extracts of different plant structures that
were collected from a population of Alfenas. The second part of the work was to evaluate the
interference effect of pruning on allelopathy. For it, leaves were collected in two distinct
populations, one with pruning and one without regular pruning. To evaluate the allelopathic
effect of S. molle, germination, number of normal seedlings, germination velocity index, root
elongation, fresh weight, dry weight, mitotic index and chromosomal abnormalities were
evaluated. The experimental design was a completely randomized block design with three
replications and five concentrations in the first experiment. In the second experiment were
evaluated only four concentrations. Statistical analysis consisted of analysis of variance -
ANOVA (p<0.05), when possible was adjusted linear regression model, and for the other
results means were compared by Scott-Knott test. The results obtained in the first experiment
for both, aqueous and ethanol extract, showed differences between plant organs tested, with
lower interference obtained when lettuce was exposed to extracts of ripe fruit and the greatest
interference when exposed to extracts of green fruits. In all cases it was observed that with
increasing concentration there is a decrease of the measured parameter, showed concentration
dependent effect. In the second experiment concentration-dependent effect was also observed
in the parameters tested except for fresh biomass exposed to ethanol extract, regardless of
population. All variables showed the allelopathic effect of species.

Keywords: Allelopathy. Aroeira-salsa. Phytotoxicity. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Plantas da familia Anacardiaceae sdo encontradas, predominantemente, nas regides
tropicais e subtropicais de todo o mundo. Schinus molle L. é uma das espécies mais
conhecidas da familia, sendo a ela atribuidas as seguintes denominacfes populares:
Anacauita, Aroeira-salsa, Aroeira-mansa, Aroeirinha e Aroeira-de-folha-de-salsa (FENNER
et al., 2006). Trata-se de uma planta heliofita com caracteristicas xerofiticas, originaria do
Peru, encontra-se em condicao ruderal no Brasil, Uruguai, Argentina e outros paises da regido
Andina. No Brasil, sua ocorréncia mais comum se estende aos estados das regides Sul e
Sudeste (SANTOS et al., 2004).

Além do apeto visual, que promove seu amplo uso como planta ornamental na
arborizacdo urbana e confeccdo de jardins, a Aroeira-salsa possui folhas e frutos que contem
Oleos essenciais picantes que sdo bastante utilizados na medicina por apresentarem
propriedades antimicrobianas, antifingicas, antiinflamatdrias, antiespasmaodicas, antipiréticas
e cicatrizantes (SANTOS et al., 2007). Dentre as substancias do metabolismo secundario
identificadas em S. molle encontram-se flavondides, taninos e terpenos. (SANTOS et al.,
2007). Essas substancias, além de apresentarem importancia no metabolismo do vegetal e
serem fonte de interesse para estudos farmacéuticos, podem conferir as plantas a capacidade
de interagirem com outras plantas e organismos, impactando o ambiente adjacente
(FERREIRA; AQUILA, 2000). Dentro desse contexto, essas substancias sdéo denominadas
aleloguimicos e apresentam grande importancia na adaptacdo das espécies e na organizagdo
de comunidades vegetais por meio da alelopatia (FERREIRA; AQUILA, 2000).

A alelopatia caracteriza-se como um fendmeno quimio-ecoldgico no qual metabdlitos
secundarios produzidos por uma espécie vegetal sdo liberados no ambiente e interferem na
germinacdo e/ou no desenvolvimento de outros seres vivos do mesmo habitat (VARANDA,
2006). Esta denominacdo pode ser dada a qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou
benéfico que uma planta exerce sobre outra (FERREIRA, 2004). Os metabolitos secundarios,
embora na maioria das vezes ndo sejam necessariamente essenciais para 0 organismo
produtor, podem garantir vantagens adaptativas para a sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie
(SANTOS, 2001). De acordo com Pawlowski e Soares (2007) a Aroeira-salsa possui
caracteristicas ecologicas que indicam grande capacidade de competicdo em seu habitat,
influenciando a dominéncia e a sucessdo das plantas, formagdo de comunidades, vegetacdo

climax, manejo e produtividade de culturas.
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O uso de Lactuca sativa como bioteste nos estudos alelopéaticos é indicado devido a
sensibilidade da espécie, mesmo em baixas concentragdes de aleloquimicos. Além disso, a sua
utilizacdo é favorecida, pois apresenta peculiaridades observadas, pela sua germinacao rapida,
de aproximadamente 24h; crescimento linear insensivel as diferencas de pH em ampla faixa
de variacdo; insensibilidade aos potenciais osméticos (RICE, 1984).

Apesar da capacidade de competi¢do da espécie, poucos trabalhos na literatura versam
sobre as principais classes de compostos presentes no metabolismo secundario da Aroeira-
salsa, bem como sobre a compreensao do efeito biologico de extratos da espécie em modelos
vegetais. Nesse sentido, determinar a agdo bioldgica de S. molle, bem como as interagdes
dessas plantas com a biota associada torna-se necessario. Com isso, o presente trabalho teve
por objetivo verificar os efeitos alelopaticos de extratos de diferentes 6rgdos e populacdes de

S. molle em bioensaios com Alface (Lactuca sativa).
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2 DESENVOLVIMENTO

Nesse topico vamos abordar: caracteristicas botanicas de Schinus molle (Figura 1),
metabdlitos secundérios e fatores que influenciam a producéo desses compostos. Assim como
bioensaios e biotestes aplicados em estudos de alelopatia.

Figural- Foto da espécie em estudo (Schinus molle) localizada
na cidade de Alfenas-MG.

Fonte: Do autor

2.1 Caracteristicas botanicas de Schinus molle L.

A familia Anacardiaceae € tipica de regifes subtropicais e tropicais, e apresentam
espécies encontradas na América do Sul, Africa e Malasia. Representantes dessa espécie
podem ser encontrados na forma de arvores de porte médio, arbustos, trepadeiras lenhosas e
ervas perenes. Algumas espécies possuem canais resiniferos nas cascas e nas folhas. Existem
espécies com flores pequenas, actinomorfas, bissexuais ou unissexuais com perianto duplo,
diclamidea, com calice pentamero dialissépalo ou gamossépalo, a corola também é pentdmera
dialipétala ou gamopétala. As suas folhas sdo alternadas, compostas de margem inteira ou, em
algumas espécies, serradas e com inflorescéncia geralmente cimosa (LORENZI; SOUZA,
2005).
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Os frutos produzidos por espécies dessa familia possuem alta diversidade morfoldgica,
podendo ser secos, deiscentes ou indeiscentes, com hipocarpo carnoso e alguns apresentam
grande importancia econémica, como 0 caju, a manga e a pimenta rosa (PELL, 2004). Além
disso, os frutos e as sementes comestiveis quando fermentados, produzem uma bebida
alcodlica conhecida como “Chica de molle” e quando estdo secos produzem uma substancia
semelhante ao vinagre. Também sdo valiosos por seus compostos medicinais, pela sua
madeira e pela utilizacdo da espécie na paisagem urbana (PELL, 2004).

Dentre os mais variados géneros e espécies, Schinus molle é uma das mais conhecidas,
com grande dispersdo na América Latina (SANTOS et al., 2007). No Brasil é encontrada
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Minas Gerais, onde é conhecida como
Aroeira-salsa (SASSET et al., 2008).

Esta espécie apresenta uma copa frondosa com tronco forte e que cresce muito
rapidamente. Costuma se desenvolver em areas ingremes com encostas secas, ravinas, vales e
areas compostas de solos rochosos e rasos. E considerada uma espécie ruderal de fecundagéo
cruzada, selecionada por diferentes fatores ambientais, demonstrando uma grande
variabilidade fenotipica. Por esse motivo é altamente recomendada para a recuperacdo de
areas degradadas e reflorestamento (BOTELHO, 2006).

S. molle é também utilizada para fins medicinais, pois apresenta alto potencial
terapéutico, podendo, em doses adequadas, atuar como importantes medicamentos. Alguns
produtos do metabolismo secundario da Aroeira-salsa estdo presentes em folhas, cascas e
raizes e sdo usados para aliviar ou curar reumatismos, infec¢des nos brénquios, Ulceras,
tumores, ansiedade e inflamacgdes da pele; o latex da casca é usado como um emplastro para
musculos e dores nos tenddes. As folhas dessa espécie sdo utilizadas para extracdo de 6leos
com composi¢do quimica variada que sdo utilizados popularmente como repelentes e
bioinseticidas (SCOPEL et al., 2013). Além disso, a espécie € muito utilizada no paisagismo e
na produgdo de madeira (SASSET et al., 2008).

2.2 Metabolitos secundarios e os fatores que influenciam sua produgéo

A Aroeira-salsa possui caracteristicas que indicam grande capacidade de competicao
com outras espécies, e apresenta metabolitos secundarios de grande potencial biodinamico.

Assim, sua atividade alelopatica € reconhecida como importante mecanismo ecologico que
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influencia a dominancia e sucessdo das plantas, formacdo de comunidades, vegetacdo climax,
manejo e produtividade de culturas (PAWLOWSKI; SOARES, 2007).

Na natureza as plantas sdo expostas a fatores bioticos e abidticos com 0s quais tém
evoluido. A pressdo seletiva por estes fatores ao longo do tempo resultou na competicédo entre
as plantas por luz, 4gua e nutrientes, revelando concorréncia constante entre as espécies que
vivem em comunidade. Como estratégia para vencer esta competicdo, algumas plantas
desenvolveram mecanismos de defesa atraves de numerosas vias biossintéticas, nas quais as
plantas sintetizam e acumulam uma variedade de metabdlitos secundarios que desempenham
importante papel nas interagdes entre os organismos vivos (INDERJIT et al., 2011).

Estas substancias sdo sintetizadas pelas plantas em pequenas quantidades e podem
exercer diversas fungdes nos vegetais como a protecdo contra herbivoria, predadores e
patdgenos, fornecimento de pigmentacdo as plantas, atracdo para polinizadores e proteger
contra fatores ambientais como umidade, radiacdo ultravioleta e deficiéncia de nutrientes
minerais (BARBOSA, 2008; OLIVEIRA et al., 2011). Os metabolitos secundéarios, portanto,
sdo importantes na propagacao e adaptacdo das espécies vegetais. Estes compostos interessam
ao homem por sua potencialidade em se tornarem produtos terapéuticos, através da atividade
neurotdxica, geralmente Util contra a herbivoria, podem atuar como antidepressivos,
sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (BARBOSA, 2008). Quando utilizados em
doses adequadas também podem apresentar acles antitumorais, anti-inflamatorias,
antioxidantes, antibacterianas, antiparasitarias, antivirais, dentre muitas outras (OLIVEIRA, et
al. 2011).

Quando liberados no ambiente, esses metabolitos podem interferir em alguma etapa
do ciclo de vida de outras plantas causando beneficios ou prejuizos a elas. Quando atuam
dessa forma, essas substancias sdo denominadas aleloquimicos e essa interacdo € conhecida
como alelopatia (RIZVI; RIZVI, 1992; FERREIRA; AQUILA, 2000; SOARES, 2000;
FERREIRA, 2004; SANTOS, 2007; NASCIMENTO et al., 2012;).

Os metabolitos secundarios, sejam eles aleloquimicos ou ndo, podem ser encontrados
em todos os Orgdos dos vegetais: caule, folhas, raizes, inflorescéncias e flores, frutos e
sementes. Estes compostos sdo liberados no ambiente através da lixiviagdo dos tecidos, pela
dissolucdo em agua da parte area e das raizes ou pela volatizacdo dos compostos aromaticos
das folhas, flores, caules e raizes (NASCIMENTO et al., 2012). A influéncia do aleloquimico
nos organismos que vivem nos arredores da planta que o liberou pode ser causado ndo so6 pela
producdo do aleloquimico, mas também por sua liberagdo, degradabilidade e disponibilidade
do mesmo no ambiente (METLEN; ASCHEHOUG; CALLAWAY,2009).
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A estacdo do ano em que o material vegetal é coletado é um dos principais fatores que
interferem no metabolismo secundario da espécie, visto que a quantidade e, as vezes, até
mesmo a natureza dos aleloguimicos ndo € constante durante todo o ano (NETO; LOPES,
2007). Na literatura sdo relatadas variagdes sazonais no contetdo de praticamente todas as
classes de metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais (PAULUS et al., 2013), lactonas
sesquiterpénicas, acidos fenolicos, flavonoides (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008),
cumarinas, saponinas (VIGO; NARITA; MARQUES, 2004), alcaldides, taninos, graxas
epicuticulares, iridoides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos (NETO; LOPES, 2007).

Fatores fisiolégicos como atividade fotossintética, comportamento estomaético,
mobilizacdo de reservas, expansdo foliar, reproducdo e crescimento podem ser alterados por
algum tipo de estresse e, consequentemente, levar a alteraces no metabolismo secundario
(EVANS, 2002). Alguns fatores climaticos como, por exemplo, a incidéncia solar,
temperatura e pluviosidade podem ser responsaveis pela alteracdo dos metabolitos (LOPES;
NETO, 2007;BEZERRA et al., 2013). Baixas concentragdes de nutrientes no solo também
podem induzir a producdo de alguns metabolitos secundarios ou ainda ampliar a producéo de
metabolitos secundarios produzidos em baixas quantidades, a intensidade luminosa também
pode interferir nesse aspecto (THARAYILL et al., 2009).

Outro fator que contribui para as diferencas observadas na producdo de metabolitos
secundarios, tanto quantitativa quanto qualitativamente, é o 6rgdo vegetal, uma vez que a
planta é capaz de produzir compostos metabdlitos em todos os seus 6rgdos (ALVES et al.,
2002). A forma de liberacdo desses compostos nos diferentes 6rgdos vegetais é bastante
variavel, podendo ser por volatilizacdo de compostos aromaticos, lixiviacdo dos tecidos ou
ainda pela dissolugdo em &gua (GEMIN, 2011). Na literatura é possivel encontrar alguns
estudos que avaliam a diferenca do efeito alelopatico de extratos originados de diferentes
Orgdos vegetais observando diferentes respostas do organismo teste (ZAHED et al., 2010;
NASCIMENTO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012). Em 6rgdos mais jovens & comum
encontrar uma maior quantidade de metabdlitos secundarios uma vez que esses compostos
atuam no controle da herbivoria, tornando o 6érgdo em questdo impalatavel (SINIMBU;
COLEY; LEMES, 2012).

Apesar de produzidos em todos os orgdos das plantas, muitos trabalhos relatam a
producéo de metabolitos secundarios nas folhas (MACHADO et al., 2007; LIMA et al., 2013;
SANTOS; LIMA, 2013; SILVEIRA et al., 2014; ROSA et al., 2013;). Pérez (2004) observou
em folhas de Digitalis obscura menores concentracdes de cardenolideos, como o lanatosideo

A, na primavera e uma fase de rapido acumulo no verdo, seguida por fase de decréscimo no
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outono. Em folhas de erva de S&o Jodo (Hypericum perforatum) foram observadas
concentracdes de hipericina e pseudo-hipericina 30 vezes maiores no verdo em relagédo ao
inverno (SOUTHWELL; BOURKE, 2001). Lopes; Neto (2007) salientam que estudos de
sazonalidade podem ser confundidos com alteragcdes hormonais, devendo ser considerados em
conjunto. E observado também que tecidos mais novos geralmente possuem maior taxa
biossintética de metabolitos em geral, principalmente maiores quantidades de taninos (VOLZ;
CLAUSEN 2001).

Espécies da familia Anacardiaceae tém se mostrado bastante promissoras na busca
por substancias bioativas, sendo que os mais encontrados sdo compostos fendlicos, taninos,
terpenos, alcaloides e terpenos (SANTOS et al., 2007; PAWLOWSKI et al., 2012). Em
Aroeira-salsa ja foram identificados os compostos, flavonoides, taninos e éleos essenciais
(SANTOS et al.,, 2007), que tem aplicacdo nas industrias de alimentos, cosméticos e
perfumaria.

Os alcaloides e 6leos essenciais, dentre os metabdlitos secundarios produzidos pelos
vegetais, sd0 0s compostos com o maior numero de substancias biologicamente ativas
(SANTOS, 2010). Esses o6leos sdo ricos em hidrocarbonetos monoterpénicos, alguns
sesquiterpenos e fendis, apresentando importantes propriedades medicinais, sendo utilizados
como antimicrobianos, antifungicos, antiinflamatérios e inseticidas. Além disso, os 6leos
essenciais podem atuar como inibidores da germinacdo, na protecdo contra predadores, na
protecdo contra perda de agua e aumento da temperatura e, devido a sua propriedade
antimicrobiana sdo cada vez mais utilizados nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e
alimenticios como alternativa aos produtos sintéticos (SANTOS, 2010; CORREA, 2013).

Ressalta-se, 0s metabdlitos secundarios tém sua producdo e concentracao
influenciadas por fatores ambientais e fisiolégicos como fotossintese, comportamento
estomatico, mobilizacdo de reservas, expansao foliar, reproducdo e crescimento, que podem
ser alterados por algum tipo de estresse e, consequentemente, levar a alteragcdes no
metabolismo secundario. Esse fato consiste em um obstaculo para a industria, uma vez que a
composi¢do do metabolismo secundério pode variar de uma coleta para outra ou de uma
regido para outra, atrapalhando a obtencéo de uma metodologia de extracdo adequada para a
industria. De fato, os metabolitos secundarios representam a interface quimica entre as plantas
e 0 ambiente circundante, portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condicdes
ambientais (KUTCHAN, 2001).
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2.3 Bioensaios e biotestes aplicados a estudos de alelopatia

A alelopatia pode interferir na germinagéo, conservagdo e dorméncia de sementes,
crescimento e estabelecimento de plantulas e com isso influenciam a competicéo e o processo
sucessional do ecossistema (YAMAGUSHI; GUSMAN; VESTENA, 2011). Os aleloquimicos
tem sido utilizados atualmente no controle de plantas daninhas, porque apresentam
interferéncia positiva no controle de plantas infestantes, auxiliando na condug¢do de um
manejo ecoldgico livre dos compostos prejudiciais dos herbicidas sintéticos (MALHEIRQOS;
PERES, 2001; NASCIMENTO et al., 2012).

A maioria dos trabalhos que estudam o efeito alelopéatico de espécies vegetais avaliam
bioensaios visando principalmente o efeito sobre a germinagdo e crescimento inicial de
organismos-teste (ARAUJO et al., 2013; BONFIN et al., 2013; GOMES et al., 2013; LIMA et
al., 2013; NASCIMENTO et al., 2013; NUNES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013; ROSA
et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014), porém muitos dos efeitos visiveis nesses parametros sdo
sinais secundarios de mudangas ocorridas no DNA que podem ser identificadas tanto
citologica quanto citogeneticamente (PRATES et al., 2001). Na literatura pode-se encontrar
alguns trabalhos que avaliam os efeitos citogenéticos de extratos vegetais em bioensaios
(CARDOSO, 2010; MARSIGLIA et al., 2011; LUZ et al., 2012; PAWLOSWSKI et al.,
2012; SILVA; BOSSO).

Para a confirmacdo do efeito biolégico de compostos produzidos por determinada
espécie vegetal podem ser utilizados bioensaios laboratoriais, bioensaios em casa de
vegetacdo ou em campo. Os bioensaios laboratoriais fazem usos de biotestes como ratos
(MACHADO et al., 2007; GUIDOTI et al., 2014), insetos (LOPEZ et al., 2011), vegetais (
ROSA et al,, 2013; NUNES et al., 2013;SIVEIRA et al., 2014) e microorganismos
(RODRIGUES et al., 2011; LIMA et al., 2013; MAMPRIM et al 2014) onde objetiva-se
avaliar os efeitos dos compostos no metabolismo desses organismos.

Dentre o0s biotestes vegetais, na literatura encontra-se trabalhos com Alface (ARAUJO
et al., 2013; BONFIN et al., 2013; GOMES et al., 2013; LIMA et al., 2013; NASCIMENTO
et al, 2013; OLIVEIRA et al., 2013;NUNES et al., 2014; SILVEIRA et al., 2014), Rabanete
(ROSA et al., 2013), Pepino, Soja (NUNES et al., 2014), Salsa (BONFIN et al., 2013), Couve
(JUCHEM et al., 2013), Sorgo (OLIVEIRA et al., 2013), Picdo-preto (GOMES et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2013), Cebola (ARAUJO et al., 2013; CANDIDO et al., 2013), Milho
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(GOMES et al., 2013), Alfafa e Ipé (CIPRIANI et al., 2014) podendo, em alguns casos
apresentarem mais de um bioteste em um mesmo trabalho.

Nos bioensaios, os principais parametros avaliados sdo: germinacdo (DE CONTI et al.,
2011; BONFIN et al., 2013; CANDIDO et al., 2013; JUCHEM et al., 2013; NUNES et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2013; ROSA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014), indice de
velocidade de germinacdo (DE CONTI et al., 2011;BONFIN et al., 2013; LIMA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2013; ROSA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014) e alongamento de raiz
(DE CONTI et al., 2011; ARAUJO et al., 2013; BONFIN et al., 2013; GOMES et al., 2013;
LIMA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; ROSA et al., 2013; NUNES et al., 2014). Ainda
sim ainda pode-se encontrar outros parametros sendo avaliados com menor frequéncia, como
por exemplo: biomassa fresca (DE CONTI et al., 2011; NUNES et al., 2014; ), biomassa seca
(BONFIN et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014), indice mit6tico (BOSSO; CARDOSO, 2010;
CANDIDO et al., 2013; SILVA), alteracdes nas estruturas cromossémicas (SILVA; BOSSO;
CARDOSO, 2012), tempo médio de germinacdo (SILVEIRA et al., 2014), percentagem
plantulas normais desenvolvidas (JUCHEM et al., 2013; NUNES et al., 2014), alongamento
da parte aérea (GOMES et al., 2013; NUNES et al.,, 2014; OLIVEIRA et al.,, 2013),
alongamento do hipocétilo (DE CONTI et al., 2011; ARAUJO et al., 2013; LIMA et al.,
2013), nimero de sementes mortas e sementes ndo germinadas (JUCHEM et al., 2013) indice
de velocidade de emergéncia, percentagem de emergéncia (NASCIMENTO et al., 2013),
além de aspectos micromorfoldgicos de plantulas (CIPRIANI et al., 2014).

Dentre estes biotestes a Alface tem sido uma boa op¢do uma vez que apresenta
sensibilidade a compostos aleloquimicos, germinacdo rapida e homogénea, crescimento
linear, baixa sensibilidade a diferencas de pH e de potencial osmético (SOUZA, 2005).



18

3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que S. molle é uma espécie ruderal bastante difundida e amplamente
explorada na medicina popular, bem como nos trabalhos de paisagismo e reflorestamento, o
presente trabalho propds-se a estudar as propriedades alelopéticas de diferentes 6rgaos desta
planta e de popula¢cbes com manejos distintos. O conhecimento da acdo quimioecoldgica
desta espécie é de grande importancia, devido a seu uso no reflorestamento, pois a utilizacao
dela para esse fim pode interferir nos processos sucessionais naturais, uma vez que pode
influenciar na germinacdo e desenvolvimento de espécies nativas do mesmo habitat
modificando assim a regeneracao natural do ecossistema.

Além disso, gera a possibilidade de introduzir conhecimentos para a elaboracdo de
bioherbicidas que possam colaborar com atividades agrondémicas de produgdo organica, uma
vez que a degradabilidade de compostos naturais tende a ser mais rapida que a
degradabilidade de herbicidas convencionais. Pode-se detectar modificacbes no acido
desoxirribonucleico (DNA) nuclear que devido a universalidade do codigo genético, pode ser
extrapolado para outros organismos, demonstrando que o material botanico tem potencial

genotdxico em qualquer tipo de célula.
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4 OBJETIVOS

Nesse topico encontram-se expostos 0s objetivos geral e especificos do trabalho.

4.1 Objetivo Geral

Determinar se os extratos de S. molle provenientes de diferentes formas de extracéo, de
diferentes 6rgdos da planta e produzidos a partir de populacfes sob condicdes diferentes de

manejo apresentam efeito alelopatico.

4.2 Objetivos Especificos

a) Descrever o comportamento do bioteste Alface exposto aos extratos aquosos e etanolicos
de diferentes 6rgdos vegetais e populagdes sob diferentes manejos de poda;
b) Avaliar o efeito dos diferentes extratos, dos diferentes 6rgdos e populacdes sobre os

aspectos germinativos e crescimento inicial do bioteste Alface;

c) Observar possivel efeito desses extratos sobre 0 material genético do bioteste por meio da

avaliacdo do ciclo celular e de anormalidades cromossémicas de Alface.
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ABSTRACT

This study tested the phytotoxicity and cytotoxicity of ethanolic and aqueous extracts of
different structures of Schinus molle L. using seeds of lettuce (Lactuca sativa L.) as plant
model. The extracts were prepared from samples of leaves, inflorescence, green and ripe fruits
collected in fields located in Alfenas, State of Minas Gerais, Brazil. The parameters assessed
were, germination (G), germination velocity index (GVI), root elongation (RE), fresh biomass
(FB), dry biomass (DB), percentage for seedlings (PS), mitotic index (MI) and chromosomal
abnormalities (CA). According to results, for the aqueous extract, we found interactions
between concentration and plant structures in relation to G, GVI, RE, DB, and CA. There was
no statistically significant differences among structures in relation to the percentage of normal
seedlings, except among concentrations. However, interaction for all parameters was
statistically significant in relation to ethanolic extracts, except the chromosomal
abnormalities. Therefore, the increasing of concentration leads to reduction of the parameters
assessed, showing the dose dependence effect. The ethanolic and aqueous extracts of S. molle

showed the phytotoxic effect.

Keywords: Allelopathy. American Pepper. Cytotoxicity. Plant Bioassay.
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INTRODUCTION

Schinus molle L. is a plant species from Anacardiaceae family originating from Latin
America. In Brazil it is found from the State of Minas Gerais to Rio Grande do Sul. Popular
named as Aroeira-salsa, Aroeira-mansa or Aroeirinha, this plant species has a xerophytic
habit, can survive in steep areas and dry environments, and has been used in popular
medicine, landscaping and loggers purposes (Fenner et al. 2006), even in the
phytoremediation (Pereira et al. 2013a).

In the pharmaceutical industry, S. molle has been important by having leaves and
fruits containing essential oils with variety of properties such as antimicrobial, antioxidant,
antifungal, antispasmodic, antipyretic, anti-inflammatory and cicatrizing (Martins 2014,
Santos et al. 2007). In the chemical and ecological points of view, S. molle has great
competition capacity against other plant species due to the biodynamic potential of its
metabolites (Pawlowski and Soares 2007).

Plants, however, have capacity of competing with other plants and with other
organisms using secondary metabolites, also called allelochemicals, and which play an
important role in the species adaptation, and in the organization and composition of plant
communities (Ferreira and Aquila 2000; Reigosa et al. 2013). Secondary metabolites are
substances produced in small quantities by plants, and which may protect them against
herbivory, pathogen attack, external influences, and may help them in competition with other
plants, and favouring attraction of pollinators and seed dispersers (Neto and Lopes 2007).

Allelochemicals can be found in all plant organs, and can be liberated to the
environment by leaching tissues, dissolved into water, either from aerial parts or from roots,
and through volatilization of aromatic compounds (Rice 1984; Neto and Lopes 2007

Nascimento et al. 2012).
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There are few papers explaining about biological effect of allelochemicals from S.
molle (Zahed et al. 2010; Pawlowski et al. 2012). In this context to investigate the phytotoxic
effect of secondary compounds of this plant species, as well as its effect toward cytogenetic
aspects, may provide very important information about its use in the re-arborization of
degraded areas or its potential use in bioherbicide production. Therefore, the aim of this work
was to investigate the effect of different extracts from different structures of S. molle, in

different concentration, in bioassay with lettuce (Lactuca sativa L.).

METHODOLOGY

Sample collection

The plant material was collected in Alfenas, State of Minas Gerais, Brazil. Collections
were performed from September to November 2012 in areas located between (21°25°44”S
and 45°56°49”W), and at 768m of mean altitude. Ripe leaves completely expanded were
collected in the absence of any reproductive structure. Inflorescence were collected during
flowering and fruits in different stages (green and ripe fruits). The dried specimen with fertile
material is available in the UALF herbario of the Federal University of Alfenas, under the
number 2529.

All collected material was dried in a hothouse at 40°C until mass stabilization. Then,
was triturated, sieved at 20 fine sieve in order to obtain the ethanolic and aqueous extracts.
The ethanolic extract was prepared by macerating and adding pure ethanol in the plant
material until total exhaustion of the macerated and, then, concentrated in a rotary evaporator.
The aqueous extract was prepared using infusion method, 5% concentrated, as outlined in

Brasil (2010) and then lyophilized.
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Phytotoxic test

The phytotoxicity test was carried out as outlined in Ribeiro et al. (2012) and Simdes
et al. (2013), using 3 replications of 50 seeds of lettuce (L. sativa cv. Grand rapids), in Petri
dishes containing 5 ml of different concentrations of ethanolic and aqueous extracts of all

structures of S. molle tested (0, 5, 10, 20 e 40 mg.mL™).

The experiment was performed in the germination chamber under 12 hours
photoperiod at 25°C. Germination was assessed each 12 hours during 7 days, which allowed

determining the germination velocity index, as follows:

GVI = %+ % + -+ %; where: GVI = germination velocity index; G = number of
1 2 n

seeds germinated in the i counting (i = 1, 2, 3,..., n), and N = number of days until the i

counting (i=1,2, 3,..., n).

In the 7™ day, were assessed the germination (G), normal seedlings (NP), root
elongation (RE), and fresh biomass (FB). For measuring RE, FB and total dried biomass
(DB), were used 10 normal seedlings randomly selected from each Petri dish, which had
essential structures in the perfect development stage. In cases of Petri dishes with less than 10
normal seedlings, was calculated the mean weight of the existing normal seedlings. After
weighting the FB, seedlings were placed into hothouse with air circulation at 45°C until

stabilization of masses and assessing DB.

Cytotoxicity test

The experiment was performed aiming to assess the effect of S. molle extract in the cell
cycle, and chromosomal complement of the test-plant as outlined in Ribeiro et al. (2012) and
Pereira et al. (2013b). Thirty seeds of lettuce were incubated in Petri dishes containing 3 mL

of ethanolic and aqueous extracts, in the same conditions of the phytotoxicity test. Then, 3000
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cells per treatment were checked aiming to assess the mitotic index (MI) and chromosomal
abnormalities (CA) as described in Andrade-Vieira et al. (2014). The assessed CA were
chromosomal bridges, micronucleus, missing chromosomes, C-metaphase and sticky

chromosomes.

Data analysis

Two experiments were performed in completely randomized blocks, with three
replications; one aiming to test the effect of aqueous extract, and another aiming to test the
effect of ethanolic extract. Were both in 4x5 factorial scheme, with four plant structures (leaf,
inflorescence, green fruit, and ripe fruit), and five concentrations (0, 5, 10, 20 and 40 mg.mL"
1)_

Analysis of variance (ANOVA) was carried out to determine statistical significance of
means of plant structures. Normality test was run and, when data were considered with no
Gaussian normal distribution were transformed in order to attend the assumptions of ANOVA
through square root transformation. Means were compared by Scott-Knot test at 5%
significance level using R statistical software (R CORE TEAM, 2013). For assessing the

effect of concentration, regression models were adjusted in all cases that was possible.

RESULTS

When seeds of lettuce were exposed to aqueous extracts of S. molle, we found the
effect of interaction among structures and extracts concentration for GVI (p=0.0015), G
(p=0.0025), RE (p=0.0029) and DB (p<0.0001). There was no interaction among variation

sources (p=0.17) for FB. However when concentration (p<0.0001) and extract (p=0.011)
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were assessed separately they were statistically significant. For NP there was no interaction
(p=0.16), but was found statistically significant difference only among concentrations
(p<0.0001).

Aqueous extracts obtained from ripe fruits had the least interferences, in relation to G,
GVI, RE and DB (Table 1). In relation to G, the effect of extracts obtained from plant
structures were only different at 20 and 40 mg.mL™. For all other concentrations, all extracts
had the same interference pattern. At 20 mg.mL™, the extract obtained from green fruits had
the highest negative effect in relation to G. For 40 mg.mL™ the highest interferences were

found in the extracts obtained from leaves and inflorescence (Table 1).

Table 1 - Mean of Germination (%), Germination Velocity Index, Root Elongation
(mm) and Dry Biomass (mg) of L. sativa exposed to different concentrations of
aqueous extracts obtained from different plant structures.

PLANT CONCENTRATIONS (mg.mL'l)
STRUCTURE 0 5 10 20 40
Germination (%)
Ripe Fruit 93a 97 a 100 a 91a 33a
Green Fruit 97 a 97 a 91a 71b 45 a
Leaf 100 a 96 a 91a 86 a 9b
Inflorescence 98 a 98 a 95 a 96 a 21Db
Germination Velocity Index
Ripe Fruit 23,55 a 23,26a 21,13a 1397a 2,2 a
Green Fruit 22,87 a 22,62a 1852a 9,67b 2,17 a
Leaf 23,47 a 16,32b 10,42b 4,76¢c 0,39 a
Inflorescence 21,63 a 1897b 1357b 4,75¢c 1,09 a
Root Elongation (mm)
Ripe Fruit 40,71 a 2603a 1991a 3,33a 343a
Green Fruit 49,93 a 20,27a 8,92b 3,35a 0,00 a
Leaf 47,39 a 1221b 756D 525a 0,00 a
Inflorescence 46,28 a 2082a 1543a 8,21a 0,00 a
Dry Biomass (mQ)
Ripe Fruit 0,081 a 0,085a 0,093a 0,083a 0,059a
Green Fruit 0,092 a 0,089a 0,083a 0,069a 0,000b
Leaf 0,086 a 0,084a 0,081a 0,074a 0,000b
Inflorescence 0,077 a 0,081a 0,071a 0,068a 0,003b

Averages followed by the same letter in the column do not differ one another by Scott-
Knot test at 5% of significance level.
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For GVI and RE was possible the distinction between the structures tested even at the
lowest concentration of extracts. However, in high concentrations there was no statistically
significant differences. This was probably due to high interference of the high concentrations.
Indeed, for GVI, means were close to zero and, for RE, were statistically equal to zero, both at
40 mg.mL™. In relation to GVI, the greatest reductions were found in extracts obtained from
leaves and inflorescence and, in relation to RE, was found in extracts obtained from leaves
and green fruits (Table 1).

The DB was found to be less sensitive for differences among structures, with
statistically significant differences only at 40 mg.mL™, when obtaining of seedlings was
almost null (Table 1). For FB, regardless the concentration, the least interference was found
when the extract obtained from ripe fruits (1.1 mg) was considered. There was no statistically
significant differences among extracts obtained from green fruits (0.89 mg), leaves (0.84 mg)
and inflorescence (0.93 mg).

When seeds of lettuce were exposed to aqueous extracts obtained from different
structures of S. molle, we found that the increasing of concentration leads to reduction in the
response for all parameters, showing a dependent effect in relation to concentration (Figure

1).
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Figure 1- Relation among concentrations of aqueous extract of different structures of S.
molle. In A G% (Ripe Fruit=93,01+1,29X-0,069X2, R2=0,99; Green Fruit= 100-1,4X,
R2=0,97; Leaf=96,74+0,65X-0,07X2, R2= 0,98; Inflorescence=94,86+1,4X-0,08X?, R?=0,98);
B GVI (Ripe Fruit=25,32-0,56X, R2=0,98; Green Fruit= 23,56-0,56X, R2=0,96; Leaf=23,70"
008X) 'R2=0,99; Inflorescence=23,13%%2%) R2=0 95); C NP% (Y= 43,33-1,19X, R2=0,97); D
RE (Ripe Fruit=41,020°% R2=0,97; Green Fruit=49,73 %1% R2=0,99; Leaf=46,96*>3*%)
R2=0,97; Inflorescence=44,73 118X R2=0 97): E FB (Y=1,239-0,0048X-0,0005X2, R2=0,98)
and F DB (Ripe Fruit =0,081+0,001X-0,00004X2, R2=0,93; Green Fruit=0,0911-0,000053X2,
R2=0,99; Leaf= 0,083-0,00007X2, R2=0,99; Inflorescence=0,076-0,00006X?, R?=0,98).

When seeds of lettuce were exposed to ethanolic extracts of S. molle, we found a
significant effect of interaction among structures and extracts concentration for GVI

(p=0.0016), G (p=0.033), NP (p<0.0001), RE (p=0.0013), FB (p=0.014) and DB (p=0.004).
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In the highest concentration, we found high toxicity of the extract obtained from green fruits

(Table 2).

Table 2 - Mean of germination (%), germination speed index, percentage of
normal seedlings, and root elongation (mm). Fresh and dry biomasses (mg) of L.
sativa exposed to different concentrations of ethanolic extracts obtained from
different plant structures.

PLANT CONCENTRATIONS (mg.mL™)
STRUCTURE 0 5 10 20 40
Germination (%)
Ripe Fruit 100 a 100 a 98 a 94 a 74 a
Green Fruit 91la 97 a 88 a 71b 51b
Leaf 98 a 93a 90 a 85a 41b
Inflorescence 100 a 89 a 9la 84 a 33b
Germination Velocity Index
Ripe Fruit 23,52 a 21,16a 19,89a 17,056a 9,18a
Green Fruit 23,52 a 20,79a 18,32a 1156b 3,84b
Leaf 238la 1840a 1592a 9,24b  331b
Inflorescence 22,18 a 20,70a 18,06a 10,95b 4/41b
Normal Seedlings (%)
Ripe Fruit 87a 92a 9la 83a 2la
Green Fruit 9a 92a 79a 44 b Ob
Leaf 9% a 88a 82a 51b 5b
Inflorescence 97 a 88 a 8la 22 a 1b
Root Elongation (mm)
Ripe Fruit 43,34 a 4226a 3824a 18,73a 6,21a
Green Fruit 49,03 a 37,38a 14,15b 4,17b 0,00c
Leaf 52,68 a 3455a 2382b 7,88b 219b
Inflorescence 53,28 a 3465a 19,68b 1283a 0,67c
Fresh Biomass (mg)
Ripe Fruit 1,18 a 1,32a 1,16a 1,19a 0,77a
Green Fruit 1,19a 121a 101a 1,02 a 0,00 b
Leaf 1,22 a 1,02a 1,07a 082b 0,25b
Inflorescence 1,19a 1,27 a 0,93 a 0,85b 0,17 b
Dry Biomass (mg)
Ripe Fruit 0,077 a 0,088a 0,088a 0,085a 0,08a
Green Fruit 0,084 a 0,082a 0,08a 0,084a 0,00c
Leaf 0,079 a 0,079a 0,079a 0,065a 0,03b
Inflorescence 0,084 a 0,077a 0,069a 0,072a 0,023b

Averages followed by the same letter in the column do not differ one another by
Scott-Knott test at 5% of significance level.

With the increasing of extract concentration we found a reduction in the response for

all parameters, showing a dependent effect in relation to concentration, except DB for the
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extract obtained from ripe fruits. For DB, we did not found statistically significant
differences, ie, the ethanolic extract of ripe fruits did not cause interference in the DB of the

seedlings of lettuce (Figure 2F).
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Figure 2 - Relation among concentrations of ethanolic extract of different structures of S.
molle. In A G% (Ripe Fruit =100-0,67X, R2=0,92; Green Fruit =96,97-1,14X, R2=0,93; Leaf
=96,45-0,025X-0,034X?, R?=0,99; Inflorescence =95,72+0,09X-0,04X?, R?=0,97 ); B GVI
(Ripe Fruit =4,88-0,045X, R2=0,98, Green Fruit =4,91-0,074X, R2=0,99, Leaf = 4,74-0,075X,
R2=0,98, Inflorescence =4,82-0,075X, R?=0,98); C NP% (Ripe Fruit = 86,73+1,25X-0,07X? ,
R20,99; Green Fruit =100-2,34X, R?=0,91; Leaf = 99,63-2,34X, R?=0,99; Inflorescence
=99,45-2,49X, R2=0,98); D RE (Ripe Fruit =6,88-0,11X, R2=0,97, Green Fruit =51,3791%%),
R2=0,95; Leaf = 52,94%%%) R2=0 99; Inflorescence =52,85(%%%) R2=0,98); E FB (Ripe
Fruit =1,3-0,011X, R2=0,75; Green Fruit =1,17-0,00087X2?, R2=0,97; Leaf =1,23-0,023X,
R2=0,96; Inflorescence=1,29-0,027X, R2=0,94) e F DB (Ripe Fruit = 0,0836 [ there was no
effect], Green Fruit =0,079-0,00009X?, R2=0,97; Leaf =0,08-0,0012X, R?=0,92; Inflorescence
=0,086-0,014X, R2=0,88).
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In relation to MI, the interphase, prophase, metaphase, anaphase and telophase were

quantified. In relation to CA, for which treatment we assessed chromosomal bridges,

micronucleus, missing chromosomes, C-metaphase and stickiness (Figure 3).

Figure 3 - Phases of cellular division used to obtain the mitotic index, where (A) interphase, (B)
prophase, (C) metaphase, (D) anaphase, and (E) telophase. Chromosomal abnormalities
quantified: (F) micronucleus, (G) C-metaphase, (H) missing chromosomes, (1) chromosomal
bridges and (J) stickiness.

In the cytotoxicity test we found interaction among concentrations of extracts and
structures, when assessed CA in meristematic tissues of roots exposed to aqueous extracts
(p<0.0001). There was no statistically significant interaction among concentrations and
structures (p=0.46), in relation to MI. However, either concentration (p<0.0001) or plant
structures (p=0.010) were statistically significant, when assessed separately.

Mean of MI hints that, the aqueous extract also showed dependency in relation to
concentration, so that the increasing of concentration led to the index reduction, adjusted to
the regression model: [Y=35,69-1,07X (R?=0,98)].

The highest reduction of the means of MI was found when meristematic cells were

exposed to extracts of green fruits (27.4), regardless concentration, with no statistically
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significant differences among extracts on ripe fruits (32.05), leaves (31.19) and inflorescence

(30.77).

Percentage of abnormalities at 5 and 10 mg.mL™ was statistically equal. All extracts,

at 10 mg.mL™, were lesser in relation to control, except the extract obtained from ripe fruits,

which had increasing of CA in the same concentration (Table 3).

Table 3 - Mean of chromosomal abnormalities in meristematic cells
of the radicular apex of L. sativa exposed to different
concentrations of aqueous extracts obtained from different
structures of S. molle.

PLANT CONCENTRATIONS (mg.mL™)
STRUCTURE 0 5 10
Ripe Fruit 1,70 Ba 2,67 Aa 2,87 Aa
Green Fruit 1,87 Aa 2,40 Aa 0,90 Bb
Leaf 1,63 Ba 2,80Aa 0,35Ch
Inflorescence 1,67 Aa 2,17 Aa 0,57 Bbh

Averages followed by the same capital letter in the row, and small
letter in the column do not differ one another by Scott-Knot test at
5% of significance level.

Differing to what we have observed for aqueous extracts, for ethanolic extract we

found statistically significant interaction among concentrations and structures, in relation to

MI (p=0.0088). However the same interaction was not significant, in relation to CA

(p=0.0650), but statistically significant either for concentration (p<0.0001) or for plant

structures (p=0.0009), when assessed separately.

The ethanolic extract obtained from leaves showed the lowest MI, regardless

concentration (Table 4). All extracts showed negative effect, with no statistical differences

among extracts concentration of the green fruit, leaf and inflorescence. However, was possible

to obtaining root apex from different concentration, in relation to extract obtained from ripe

fruits.
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Table 4 - Percentage of mitotic index in meristematic cells of the
radicular apex of L. sativa exposed to different concentrations of
ethanolic extracts obtained from different structures of S. molle.

PLANT CONCENTRATIONS (mg.mL'l)
STRUCTURE 0 5 10
Ripe Fruit 36,37 Aa 2250Ca 30,83 Ba
Green Fruit 37,20 Aa 23,13Ba 26,18 Ba
Leaf 35,10 Aa 16,10Bb 13,73 Bb
Inflorescence 40,43 Aa 23,30Ba 26,83 Ba

Averages followed by the same capital letter in the row, and small
letter in the column do not differ one another by Scott-Knot test at
5% of significance level.

The percentage of abnormalities in the ethanolic extracts was greater for the extracts
obtained from ripe fruits (1.81%) and leaves (1.68%) and, then, for the those obtained from
green fruits (1.1%) and inflorescence (1.22%). There was no statistically significant
differences of concentrations of ethanolic extracts among the control (1.81%) and 5 mg.mL™

(1.72%), but was greater than that of 10 mg.mL™ (0.83).

DISCUSSION

In order to outperform the abiotic pressures exerted in the environment, and the
competition among plants, some species have developed defence mechanisms through
biosynthetic pathways. They synthesize and accumulate a variety of secondary metabolites
which play an important role in the ecological interactions. These metabolites, also called
allelochemicals, may affect the establishment and development of plant species that occur in
same areas (Ferreira and Aquila 2000; Santos 2007; Nascimento et al. 2012).

Allelochemicals, however, may be synthesized in all plant structures, varying in
content and composition (Alves et al. 2002). Generally, young tissues tend to produce greater

guantity of secondary metabolites than senescent tissues, even metabolites that cause toxicity
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in the structure that produce them, what can help plants in avoiding the herbivory (Sinimbu et
al. 2012). Then, the more evident toxicity in young tissues was also found in this study, since
aqueous and ethanolic extracts of green fruits were found to have higher toxicity than in other
structures, in the majority of parameters.

Zahed et.al. (2010), working with S. molle found that the essential oil of fruits
collected at fruiting period showed less interference on seed germination and root elongation
of Triticum aestivum L., in relation to the essential oil obtained from leaves. We found a
similar result, in relation to the aqueous extract, where RE at 40 mg.mL™ was equal to zero
for the extract obtained from leaf, and equal to 3.43 mm for that obtained from ripe fruit.

Similar characteristics were found for both aqueous and ethanolic extracts, in relation
to G of L. sativa, when exposed to high concentration of the extract, with 9% of germination
for ripe fruits and 33% for leaves, in case of aqueous extract. It stand out, however, that even
in different methodological procedures of extraction, all results show the potential
phytotoxicity of S. molle.

Borella et al. (2010), investigating the allelopathic activity of leaf extract of S. molle,
in seeds of Raphanus sativus L. cv. Crimsom Gigante. They found reduction of the
germination, germination velocity index, velocity germination and root elongation. These,
showed the specie toxicity, and hint that the phytotoxic effect of S. molle is regardless of the
methodology of compounds extraction, and of the structures used in the experiment. Besides,
papers approaching about Schinus spp. also showed the toxic effect of this plant species
against other plants (Pawlowski and Soares 2007; Pawlowski et al. 2012; Souza et al. 2007).

According to results, we found here that RE was more sensitive, since at 5 and 10
mg.mL™, either from ethanolic or from aqueous extracts, we found a differentiated effect
among the structures. These is probably due to the fact of roots be in direct contact with

allelochemical compounds in the substrate (Chon et al. 2000). Chung et al. (2001) also
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suggest that due to this contact, the response may have high intensity in the parameters related
to that structure. Moreover, different types of extracts may promote differentiated effects in
the roots growth (Belinelo et al. 2008).

There are a relation between MI and RE (Andrade et al 2010), once that plant growth
is directly related to cellular multiplication (Harashima and Schnittger 2010), This relations is
also shown here, once there was reduction of MI and RE in all treatments.

As Andrade et. al. (2012); Pereira et al. (2013a); Andrade-Vieira et al. (2014),
working with L. sativa, we also identified changes in the cell cycle, as well as we quantified
structural abnormalities in the chromosomal complement, which are both aneugenics as
clastogenic. These abnormalities may be directly related to toxicity of the plant specimen.
Pawlowski et al. (2012), also found different structural abnormalities in the DNA of onion
and lettuce, and they thought were caused by substances found in the essential oil of the S.
molle.

Therefore, use of S. molle in projects of replanting, in degraded areas, has been
recommended by this be a growing-fast plant species even in dry environments, ravines,
rocky soils, and by presenting a high phenotypic plasticity (Backes and Irgang 2002).
However, this use must be carefully seen in case of working in regions where this plant

species is exotic, since this research is about characterization of its phytotoxicity.

CONCLUSIONS

All assessed parameters showed phytotoxic effect of S. molle. Furthermore, the
concentrations of ethanolic and aqueous extracts were dependent for the majority of the plant

structures, except the ethanolic extract of the ripe fruits, in relation to dry biomass, which did
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not have any interference. Among leaves, inflorescence, green fruits, and ripe fruits; the green
fruits had the highest toxicity. Therefore, S. molle was phytotoxic in the experiment involving

lettuce, regardless the methodology used in the extraction of compounds and plant structures.
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RESUMO

Esse trabalho teve por objetivo testar a fitotoxicidade e citotoxicidadede diferentes 6rgaos de
Schinus molle L. utilizando como bioteste sementes de Alface (Lactuca sativa L.). Para tanto
foram realizadas coletas de folhas, inflorescéncias, frutos verdes e frutos maduro sem uma
populacdo localizada no municipio de Alfenas-MG. Apés as coletas, foram preparados
extratos etandlicos e aquosos de cada um dos 6rgdos coletados. Os parametros avaliados
foram: germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG), alongamento de raiz,
biomassa seca, biomassa fresca, percentagem de péantulas, indice mitético e anormalidades
cromossdmicas. Para os extratos aquosos foram observadas interacdes entre a concentracao
utilizada e as érgdos vegetais quanto aos parametros germinacédo, IVG, alongamento de raiz,
biomassa seca e anormalidades cromossomicas. Quanto a percentagem de plantulas normais
desenvolvidas, ndo foi observada diferenca entre os 6rgaos vegetais testadas, sendo observada
diferenca apenas entre as concentracdes testadas. Para 0s extratos etanolicos, a interacdo foi
significativa para todos os parametros avaliados exceto anormalidades cromossdmicas. Em
todos os casos foi observado que o aumento da concentragcdo leva a uma redugdo do
parametro avaliado, sendo evidente o efeito dose dependente. As variaveis observadas

evidenciaram o efeito fitotoxico dos extratos provenientes da espécie estudada.

Palavras-chave: Alelopatia. Aroeira-salsa. Bioensaio vegetal. Citotoxicidade.
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RESUMO

Aroeira-salsa € originaria do Peru, sendo encontrada em condicdo ruderal no Brasil. Os
metabolitos secundarios produzidos por essa espécie sao responsaveis por sua ampla
utilizacdo na medicina popular e podem interagir com outras plantas e organismos presentes
no ecossistema, podendo assim serem chamados de aleloquimicos. Assim sendo, esse trabalho
tem por objetivo avaliar o efeito alelopatico de aroeira-salsa utilizando Alface (Lactuca sativa
L.) como bioteste. Para tanto foram feitas coletas de folhas de S. molle nas cidades de Alfenas
e Nepomuceno. Para os testes de fitotoxicidade, cipselas de Alface foram colocadas para
germinar em camara de germinacdo tipo BOD a 25°C com fotoperiodo de 12 horas sob
diferentes concentracdes de extratos aquosos e etandlicos das folhas coletadas. O
delineamento experimental foi em esquema fatorial (2 x 4), sendo dois extratos (aquoso e
etandlico) e quatro concentracdes (2,5; 5; 10 e 20 mg.mL™) no design experimental de blocos
casualizados, sendo blocado a época de coleta. A analise estatistica consistiu em andlise de
variancia (p < 0,05), com o ajuste de modelos lineares quando possivel e comparacdo de
médias pelo teste de Scott-Knott quando ndo foi possivel ajustar o modelo. As variaveis
analisadas foram germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, porcentagem de plantulas
normais, comprimento de raiz, biomassa fresca e biomassa seca. Foram avaliadas, ainda,
alteragcBes no ciclo de células meristematicas do modelo usado. Foi observado um efeito
concentracdo dependente em todos os parametros testados independente da populagéo testada,
com excecao da biomassa seca exposta ao extrato etanolico. No alongamento de raiz pode-se
observar diferenca entre os extratos ja& na menor concentragdo, evidenciando assim a

sensibilidade do parametro para os metabolitos avaliados.

Palavras-Chaves: Populagéo. Fitotoxicidade. Citotoxicidade
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INTRODUCAO

Muitas plantas sdo utilizadas indiscriminadamente pela populacdo para fins
medicinais, enquadrando-se, nesse mérito, a Aroeira-salsa que possui folhas e frutos
produtores de Oleos essenciais picantes, que sdo bastante utilizados por apresentarem
metabolitos com  propriedades  antimicrobianas, antifdngicas, antiinflamatdrias,
antiespasmadicas, antipiréticas e cicatrizantes (SANTOS et al., 2007). Além de grande
importancia para tais fins, esses metabolitos apresentam funcdes fisioldgicas no préprio
metabolismo da planta e podem atuar interagindo com outras plantas, o que impacta o
ambiente adjacente. Nesse contexto ecoldgico, essas substancias quimicas sdo denominadas
aleloguimicos e sdo de grande importancia na adaptacdo das espécies e na organizacdo de
comunidades vegetais (FERREIRA; AQUILA, 2000). Estes aleloquimicos sdo responsaveis
pelo fendbmeno quimioecoldgico denominado alelopatia e pode se referir a qualquer efeito
direto ou indireto, danoso ou benéfico que uma planta exerce sobre outra (FERREIRA, 2004).

A producdo de aleloquimicos pode variar em resposta a varios fatores e condigdes
ambientais (KUTCHAN, 2001), como por exemplo fatores climéaticos, incidéncia e
intensidade solar, temperatura e pluviosidade (BEZERRA et al., 2013; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). As baixas concentracdes de nutrientes no solo também podem induzir a
producdo de determinadas substancias ou ampliar a producéo de outras que sejam produzidas
em baixas quantidades (THARAYIL et al., 2009). Fatores fisioldgicos como atividade
fotossintética, comportamento estomatico, mobilizacdo de reservas, expansdo foliar,
reproducéo e crescimento podem ser alterados por algum tipo de estresse e consequentemente,
levar a alteracdes no metabolismo secundario (EVANS, 2002). A época do ano em que 0
material vegetal é coletado também é um fator que interfere no metabolismo secundario da

espeécie, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos aleloquimicos ndo é
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constante durante o ano, podendo apresentar variacdes sazonais que devem ser consideradas
em estudos sobre o efeito dessas substancias (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Além disso
danos mecanicos como poda e herbivora também levam a alteracdes na composicdo dos
metabolitos secundarios (MITHOFER; WANNER; BOLAND, 2005; KRUIDHOF, et al.,
2014).

Diante do exposto o presente trabalho objetivou a avaliacdo do efeito alelopéatico de
diferentes extratos de populacdes de S. molle sob diferentes regimes de poda e condicdes

ambientais em Lactuca sativa.

METODOLOGIA

Obtencao do material botanico e extratos

O material boténico utilizado foram folhas completamente expandidas, coletadas nos
meses de outubro de 2010, janeiro, abril e julho de 2011 (a fim de eliminar o possivel efeito
sazonal existente na producdo de aleloquimicos) de duas populagdes distintas com diferentes
regimes de poda, localizada nas cidades de Alfenas, MG, Brasil (21°26'S; 45°56'0) e
Nepomuceno, MG, Brasil (21°15'S; 45°15'0). Sendo que a populacdo de Alfenas-MG sofre
efeito de poda constante pela prefeitura, a fim de ndo atrapalhar a rede elétrica da regido
enquanto a populagdo de Nepomuceno ndo sofre poda durante o ano. Material seco foi
depositado no herbario da Universidade Federal de Alfenas (UALF) sob os n° 2530 e 2439,
respectivamente.

O material coletado foi seco em estufa a 40°C até a estabilizacdo das massas, triturado,
tamisado em tamis n® 20 e na sequéncia foram obtidos os extratos etandlico e aquoso. O
extrato etandlico foi preparado pelo processo de maceracdo, adicionando-se etanol absoluto

ao material vegetal até a exaustdo total do macerado. Em seguida o extrato foi concentrado
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em evaporador rotatério. O extrato aquoso foi preparado pelo método de infusdo na

concentracdo de 5%, segundo Brasil (2010), sendo posteriormente liofilizado.

Testes fitotoxicos

Os testes de fitotoxicidade foram feitos de acordo com Ribeiro et al. (2012) e Simdes
et al. (2013) com adaptacdes, utilizando 3 repeticdes com 30 sementes de Alface (L. sativa cv.
Grand rapids) em placas de Petri contendo 3 mL das diferentes concentracées (0, 2.5, 5, 10 e

20 mg.mL™) dos extratos etanélico e aquoso de S. molle.

O bioensaio foi conduzido em camara de germinagdo tipo B.O.D., a 25°C com
fotoperiodo de 12 horas. A germinacdo foi avaliada a cada doze horas pelo periodo de 7 dias a
fim de se obter o indice de velocidade de germinacéo (IVG) de acordo com a expressao: IVG
= (G1/N1) + (G2 / N2) +...+ (Gn / Nn), em que, G1 = numero de sementes germinadas na
primeira contagem; N1 = primeira contagem (1); G2 = nimero de sementes germinadas na
segunda contagem; N2 = segunda contagem (2) e n = Gltima contagem. No sétimo dia foram
avaliados germinalidade (G%), plantulas normais (PN%), alongamento de raiz (AR) e
biomassa fresca (BF). Foram consideradas plantulas normais aquelas com o0s 0rgaos
essenciais em perfeito estagio de desenvolvimento. Para AR foram medidas as raizes de 10
plantulas normais escolhidas aleatoriamente em cada placa de Petri. Ap6s a pesagem da BF,
as pléntulas foram colocadas em estufa com circulagcdo de ar & 45°C até a estabilizacdo das
massas para avaliacdo da biomassa seca total (BS). Nas avaliacGes de BF e BS foram pesadas
10 plantulas de cada placa de Petri quando existentes, caso a quantidade de plantulas normais
do tratamento fosse inferior a 10, todas as plantulas normais foram pesadas e o valores

obtidos divididos pelo nimero de plantulas pesadas.
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Testes citogenotoxicos

O bioensaio para avaliar o efeito dos extratos de S. molle sobre o ciclo celular e o
complemento cromossdmico da planta-teste foi adaptado de Ribeiro et al. (2012) e Pereira et
al. (2013). Foram incubadas 30 sementes de Alface, em placas de Petri contendo 3mL dos
extratos etandlico e aquoso de S. molle, nas mesmas condi¢fes experimentais do ensaio de
fitotoxicidade.

Foram avaliadas 3000 células/tratamento para a avaliacdo do indice mitdtico (IM) e
anormalidades cromossomicas (CA), conforme Andrade-Veira et al. (2014). As AC
quantificadas foram, pontes cromossémicas, microndcleos, cromossomos perdidos, C-

metafase e cromossomos pegajosos.

Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados em esquema
fatorial (2x4), apresentando duas metodologias de extracdo (aquoso e etandlico), quatro
concentracdes (2.5, 5, 10 e 20 mg.mL™) e trés repeticdes, sendo que os dados foram expostos
em relacdo aos resultados obtidos no controle.

Os resultados, com excecdo da germinacdo, foram submetidos a analise de variancia
(ANAVA), tendo todas as variaveis atendido as pressuposicdes de normalidade e/ou
homogeneidade dos residuos. Para comparar as médias dos diferentes extratos foi aplicado o
teste de Scott-Knott e para avaliar o efeito das concentragdes ajustaram-se modelos de
regressdo. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software estatistico R versao
3.0.2, conforme R Development Core Team (2013), sendo adotado, para todos os testes, 0

nivel de significancia de 5%.
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Os resultados de germinacdo por ndo atenderem as pressuposicdes de normalidade
e/ou homogeneidade dos residuos foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis e as médias

foram avaliadas pelo teste Student-Newman-Keuls, a 5% de significancia.

RESULTADOS

Quando sementes de Alface foram expostas aos extratos foliares de S. molle
originarios da populacdo de Nepomuceno pode-se observar o efeito da interacdo entre tipo de
extrato e concentracdo sobre IVG (p<0,0001), PN (p<0,0001), AR (p=0,0073) e BS
(p=0,0332). Para BF, IM e AC néo houve interacdo entre as fontes de variagédo (p=0,59;
p=0,102; p=0,262, respectivamente), porém foram significativas em BF e IM tanto
concentracdo (p<0,0001; p=0,00002, respectivamente) quanto tipo de extrato (p=0,039;
p<0,0001). Ja para AC s6 foi observada diferenca entre as concentracdes testadas (p=0,0153).

Para os extratos provenientes da populacdo de Alfenas foi observado um padréo
semelhante, sendo observado interacdo sobre IVG (p=0,000034), PN% (p<0,0001), AR
(p=0,0236) e BS (p<0,0001) e ndo observada sobre BF (p=0,3935) , IM( p=0,5313) e CA
(p=0,208). Para IM foi observado diferenca entre as concentrac¢des (p=0,0147) e entre 0s tipos
de extratos (p=0,00238) independentemente, ja para BF e AC sé foi observada diferenca entre
as concentracgdes (p<0,0001; p=0,043, respectivamente).

O parametro alongamento de raiz se mostrou o0 mais sensivel aos compostos presentes
no extrato aquoso pois apresentou reducdes maiores do que no extrato etanélico ja na menor
concentracdo, independente da populacdo de origem do extrato. Porém, na concentracdo de
20mg mL™ quando avaliados os extratos obtidos a partir da populacido de Alfenas néo foi

observada diferenca entre as metodologias de extracdo (Tabela 1).



56

Tabela 1 - Médias de indice de velocidade de germinacdo (%), nimero de plantulas (%),

alongamento de raiz (%) e biomassa seca (%) de L. sativa exposta a diferentes concentragdes

de extratos aquosos e etanolicos de duas populacdes. Sendo P1=Nepomuceno e P2=Alfenas.
CONCENTRACOES (mg.mL™)

Extrato 2,5 5 10 20
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2

indice de Velocidade de Germinac&o
Aquoso  98,85a 97,80a | 9399a 94,39a | 82,36a 76,27a | 37,45b 29,80b
Etandlico 94,23a 92,28a | 89,44b 87,21a | 83,63a 78,76a | 69,40a 59,20a

Numero de Plantulas
Aquoso 100,17a 99,60a | 96,51a 100,46a | 9555a 88,26a | 14,21b 20,90b
Etandlico 100,76 a 100,21a | 98,76 a 100,18a | 98,80a 96,79a | 89,34a 73,50a

Alongamento de Raiz
Aquoso  42,40b 4165b | 31,46b 2551b | 1997b 1888b | 520b 7,33a
Etandlico 7554a 67,13a | 73,11a 71,12a | 66,77a 46,84a | 2491a 17,47a

Biomassa Seca
Aquoso 1091a 1091a | 9,83a 11,13a | 1056 a 10,48a | 4,69b 7,87b
Etandlico 10,01 a 10,23a | 10,14a 10,12a | 9,18a 10,64a | 853a 9,80a

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

O extrato aquoso apresentou maior reducdo no indice de velocidade de germinacéo,
namero de plantulas e biomassa seca, independente da populacdo estudada, na concentracao
de 20mg mL™. Entretanto, na concentracdo de 5 mg mL™ na populacdo de Nepomuceno o
menor indice de velocidade de germinacdo foi observado no extrato etandlico (Tabela 1).

Para biomassa fresca pode-se observar diferenga no comportamento das duas populacoes
testadas, uma vez que na populacdo de Alfenas n&o foi observada diferencga entre as duas
metodologias de extragdo testadas, enquanto na populacdo de Nepomuceno 0 extrato aquoso

apresentou uma menor interferéncia do que extrato etanolico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Médias de Biomassa fresca (%), Indice mitdtico (%) e Anormalidades
Cromossdmicas (%) de L. sativa exposta a extratos aquosos e etandlicos de duas
populacdes. Sendo P1=Nepomuceno e P2=Alfenas.

Biomassa Fresca Indice mitotico Anormalidades
Cromossdmicas
Extrato
P1 P2 P1 P2 P1 P2
Aquoso 859a 8,03a |91,06a 85,64a 58,44 a 65,04 a
Etandlico 7,63b 759a | 56,64b 65,15b 68,75 a 70,60 a

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

Nos dados de indice mitético o comportamento das duas populacfes testadas foi
similar, sendo que as maiores redugdes foram observadas no extrato etandlico em relacdo
ao extrato aquoso (Tabela 2).

Quando cipselas de Alface foram expostas aos extratos aquosos e etandlicos de S.
molle provenientes da populacdo de Nepomuceno pdde-se observar um efeito
concentragdo dependente, no qual com o aumento da concentracdo observa-se uma
diminuicdo da resposta.Esse comportamento foi diferente apenas para os dados obtidos
de biomassa seca de Alface exposta ao extrato etandlico, que ndo apresentou diferenca
entre as concentracdes testadas, sendo que as médias representaram 9,46% da biomassa
observada no controle (Figural).

Comportamento similar foi observado quando sementes de Alface foram expostas aos
extratos provenientes da populacdo de Alfenas (populacdo que sofreu efeito de poda
constante). N&o foi observada diferenca entre as concentragcBes de extrato etanolico em
biomassa seca, enquanto nas demais concentragdes observou-se um efeito concentracéo

dependente (Figura 2).
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Figura 1- Relagdo entre concentracdes de extrato aquosos e etanolicos de folhas de S.
molle coletadas em uma populagéo localizada na cidade de Nepomuceno. Em A IVG%
(Aquoso=100,738-0.57554X-0,129315X?, = R?=0,99; Etanolico=97,19518-1,38833,
R2=0,99); B PN% (Aquoso=88,4735+4,6395X-0,4177X?, R2=0,99; Etantlico=102,86-
0,6337X, R2=0,91); C BF% (Y= 12,99-0,776X+0,0181X?, R2=0,99); D BS
(Aquos0=12,2143-0,3427X, R2=0,83; Etandlico=9,469); E AR (Aquoso= 43,62029-
2,01127X, R2=0,95; Etandlico=73,601+0,96X-0,1695X?, R?=0,99); F IM (Y=98,179-
4,1698X, R?=0,99 ); G AC (Y=81,51-3,07X, R?=0,99).
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Figura 2- Relacdo entre concentracGes de extrato aquosos e etanolicos de folhas de S.
molle coletadas em uma populacdo localizada na cidade de Alfenas. Em A IVG%
(Aquoso=112,185-4,012X, R?=0,98; Etanodlico=96,985-1,87X, R2=0,99); B PN%
(AQuos0=96,222+2,2356X-0,3X?, R2=0,99; Etanolico=107.58-1,59X, R?=0,91); C BF%
(Y=11,4242-0,385X, R2?=0,97); D BS (Aquoso=11,854-0,1866X, R2=0,91,
Etanolico=10,2029); E AR (Aquoso=39,428-1,7155X, R2?=0,85; Etanolico=79,74-
3,104X, R2=0,97); F IM (Y=92,96-3,012X, R?=0,98); G AC (Y=90,27-3,84, R=0,98).
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Os dados de germinacdo da populacdo de Nepomuceno e da populacdo de Alfenas ndo
apresentaram  distribuicdo normal  (p<0.0001; p<0.0001, respectivamente) nem
homogeneidade dos residuos (p<0.0001; p=0.0232), por isso foi necessario utilizar o teste de
Kruskall-Wallis  (teste ndo paramétrico) sendo as médias avaliadas pelo teste Student-

Newman-Keuls, a 5% de significancia (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias de Germinacdo (%),de L. sativa exposta a diferentes concentracfes
extratos aquosos e etandlicos de duas populagdes. Sendo P1=Nepomuceno e P2=Alfenas.

Extrato Concentracéo P1 P2
Aquoso 2,5 99,90 a 100,18 a
Aquoso 5 100,18 a 100,18 a
Aquoso 10 99,63 a 99,63 a
Aguoso 20 90,16 b 87,37hb
Etandlico 2,5 100,18 a 99,90 a
Etanolico 5 99,90 a 99,63 ab
Etanolico 10 99,62 ab 98,79 ab
Etanolico 20 97,95 ab 90,45 b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls a 5% de significancia.

Apesar de germinacédo ser uma variavel muito utilizada nos testes de alelopatia
pode-se observar pouca variagdo entre as concentracdes testadas, uma vez que mesmo na
maior concentracdo houve uma germinacao bem préxima do controle. A menor porcentagem
de germinacdo foi observada em sementes expostas ao extrato aquoso da populagdo de
Alfenas na concentracdo de 20 mg mL™, que apresentou 87% de germinacio em relagdo ao

controle (Tabela 3).
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DISCUSSOES

Os compostos presentes nas plantas podem ter alta, média ou baixa polaridade, sendo
gue os compostos com alta polaridade tendem a ser mais ativos, podendo o efeito observado
ser mais ou menos acentuado em relagdo ao parametro estudado (SOUZA FILHO;
GUILHON; SANTOS, 2010), sendo que um tipo de extrato pode interferir mais em um
pardmetro fisioldgico enquanto outro extrato pode interferir mais em parametros citotoxicicos
por exemplo. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou o efeito de dois extratos com alta
polaridade (aquoso e etandlico), que evidenciaram o efeito alelopatico de S. molle, sendo o
efeito do extrato etandlico mais acentuado no indice mitdtico e na biomassa fresca, enquanto
que o extrato aquoso apresentou efeito mais evidente no indice de velocidade de germinacéo,
namero de plantulas normais, alongamento de raiz e biomassa seca.

Em todos os parametros onde foi possivel ajustar modelo de regressao linear foi
observado efeito concentracdo dependente, ou seja, com 0 aumento da concentracdo ha uma
diminuigdo da resposta analisada. O mesmo padrdo foi observado por Borella et al. (2011)
que avaliando o efeito alelopético de extrato aquoso de S. molle observaram uma reducdo
proporcional na primeira contagem de germinacéo e no IVG.

Foi possivel observar uma menor interferéncia na germinacdo que nos demais
parametros testados. Em relacdo ao controle a maioria dos tratamentos teve resultados
proximos a 100% de germinacdo, o que ndo aconteceu em nenhum dos outros parametros.
Isso se deve possivelmente ao fato de a germinagdo ser um fenémeno discreto e os demais
parametros avaliarem um processo mais complexo (FERREIRA; AQUILA 2000),
possivelmente por interferéncias ambientais que bloqueiam ou retardam o andamento de

processos metabdlicos que podem interferir nesses parametros (FERREIRA, 2004).
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Danos mecanicos como a poda constate (sofrida pela populacdo de Alfenas) podem
levar a uma resposta da planta semelhante aquela que ocorre pela herbivoria, levando o
individuo a intensificar a producdo de seus metabdlitos secundarios a fim de combater esse
ataque (MITHOFER; WANNER; BOLAND, 2005; KRUIDHOF et al., 2014). Porém, assim
como o presente trabalho, que ndo apresentou maior atividade alelopéatica na popula¢do com
manejo de poda, Andrido (2010) também ndo observou aumento na concentracdo de
compostos fenolicos de Baccharis trimera (carqueja) quando esta sofreu poda em relacdo ao
manejo sem poda. Esse padrdo pode ser consequéncia do fato das plantas com poda e sem
poda estarem em condi¢bes edafoclimaticas similares, periodo chuvoso, radiacdo e
temperatura semelhantes, sendo essas condicGes capazes de interferir na producdo de
metabolitos secundarios (BEZERRA et al., 2013; LOPES; NETO, 2007). Possivelmente essas
condicdes influenciaram mais fortemente a producdo desses compostos do que o estresse
causado pela poda mecanica.

O alongamento de raiz é consequéncia de uma combinacdo de fatores, dentre eles
podemos citar principalmente a divisdo e o alongamento celular (SILVA; DELATORRE,
2009). As plantas alvo, que sofrem um estresse imposto pela presenca de compostos
quimicos presentes nos diferentes extratos podem responder aos mesmos de varias formas
diferentes afetando o alongamento e divisdo e causar alteracdes da diferenciacdo celular
(POTTTER et al.,, 2007). Sendo assim os resultados de alongamento da raiz estdo
intimamente ligados aos resultados da divisdo celular (PEREIRA et al.,2013; ANDRADE-
VIEIRA et al., 2014) Porém os dados expostos no presente trabalho mostraram que o extrato
etanolico apresentou uma reducdo mais acentuada na divisdo celular, o que ndo pode ser
observado no alongamento de raiz, no qual o extrato aquoso apresentou uma maior redugéo
do que o extrato etanolico. Isso se deu possivelmente porque apesar dos compostos presentes

no extrato etanolico reduzirem a germinagdo, 0s mesmos nao reduzem o alongamento celular
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COMO 0S compostos presentes no extrato aquoso que, apesar de mostrar uma redugdo menos
efetiva na divisdo celular, mostrou uma reducdo mais acentuada no alongamento da raiz,
possivelmente por consequéncia de uma maior interferéncia no alongamento celular e ndo na

divisdo.

CONCLUSOES

Extratos foliares de S. molle apresentaram efeito concentracdo dependente em todos 0s
parametros testados, sendo observada diferenca entre os métodos de extracdo utilizados
(extrato aquoso e extrato etandlico).

O alongamento de raiz se mostrou o pardmetro mais sensivel a diferentes

aleloguimicos encontrados nos extratos aquosos e etanolicos.
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