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Resumo - No presente trabalho foi avaliada a composi¢do quimica e atividade
alelopatica do 6leo essencial (OE) de folhas de Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
O. Berg sobre a germinagdo e crescimento inicial de plantulas de Lactuca sativa L.
(dicotiledonea) e de Sorghum bicolor (L.) Moench (monocotiledonea). O OE foi obtido
por meio de hidrodestilagdo por 3 h. A analise da composi¢do do OE foi feita por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG-EM). A atividade
alelopatica do extrativo foi avaliada nas concentragdes de 2,5; 5,0 € 7,5%. As sementes
foram imersas nas solugdes por 2 min e entdo foram distribuidas em placas de Petri. As
placas foram mantidas em camara incubadora BOD. No sétimo dia, foram avaliadas
as variaveis germinagao (%) e comprimento de raizes (cm), da parte aérea (cm) e total
da plantula (cm). Os constituintes majoritarios identificados no OE foram eucaliptol
(49,6%), limoneno (13,6%) e B-cariofileno (12,2%). O OE afetou negativamente a
porcentagem de germinacao das sementes de L. sativa ¢ os parametros sistema radicular
e plantula total de S. bicolor. A atividade alelopatica do OE foi negativa para as duas
espécies avaliadas.

Chemical characterization and alelopatic activity of
essential oil of leaves of Blepharocalyx salicifolius

Abstract - In the present study we evaluated the chemical composition and allelopathic
activity of the essential oil (EO) of Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg leaves on
the germination and initial growth of Lactuca sativa L. (dicotyledonous) and Sorghum
bicolor (L.) Moench (monocotyledon). EO was obtained by hydrodistillation for 3 h.
The EO composition analysis was performed by gas chromatography coupled to a mass
spectrometry (GC-MS). The allelopathic activity of EO was evaluated at 2.5; 5.0 and
7.5%. The seeds were immersed in the solution for 2 min., distributed in Petri dishes,
that were maintained in a BOD incubator. On the seventh day, the variables germination
(%), root length (cm), shoot length (cm) and total seedling length (cm) were evaluated.
The major constituents identified in the OE were eucalyptol (49.6%), limonene (13.6%)
and B-caryophyllene (12.2%). The EO affected negatively the germination percentage
of L. sativa seeds and the root system and total seedling length of S. bicolor. There was
a negative allelopathic activity against the two evaluated species.
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Introduciao

A utilizagdo dos produtos florestais ndo madeireiros
(PFNM) vem ganhando cada vez mais espago no setor
florestal, sendo utilizados para producdo de cosméticos,
medicamentos, resinas, gomas e fibras para a construg¢ao
civil, industria de perfumaria e de produtos de limpeza,
entre outros fins (Fiedler et al., 2008). Os PFNM sao
de grande importancia socioecondémica para o setor
florestal, sendo possivel destacar os 6leos essenciais
(OEs), cujo interesse internacional vem crescendo a
cada ano (Santos et al., 2003).

Os OEs sao constituidos por compostos organicos
e volateis (Nerio et al., 2010). O local de produgao e
secre¢do de OEs varia de acordo com a familia das
espécies. Dessa forma, os OEs podem ocorrer em
tricomas glandulares, que sdo definidos como estruturas
secretoras especializadas, distribuidos em diferentes
partes das plantas, como as folhas e as flores (Iriti et al.,
2006; Siqueira et al., 2007; Nerio et al., 2010).

A alelopatia ¢ considerada por muitos autores como
a capacidade de plantas implicarem acdes direta ou
indiretamente a outras plantas, sendo que esta interagao
pode ser benéfica ou prejudicial (Taiz & Zeiger, 2004).
Esta influéncia se da pela produg¢do de substancias
quimicas, denominadas aleloquimicos, que podem
tanto estimular quanto inibir o desenvolvimento e o
crescimento das espécies que estdo expostas a estas
substancias (Magiero et al., 2009).

A atividade fitotoxica de extratos de Blepharocalyx
salicifolius (Kunth) O. Berg (Myrtaceae) ja foi descrita
na literatura, como efeito fitotdéxico do extrato aquoso
de suas folhas (Imatomi et al., 2015), a atividade de
extratos de acetato de etila e hexanico de cascas e
folhas (Habermann et al., 2015), além do extrato de
acetato de etila fracionado de folhas (Habermann et al.,
2017). Isto corrobora o potencial desta espécie para a
produgao de substancias herbicidas naturais. No entanto,
nao foram encontrados relatos cientificos da atividade
alelopatica do OE de B. salicifolius sobre a germinagao
e crescimento inicial de plantulas.

Nesse sentido, este estudo tem como proposito avaliar
o potencial alelopatico do dleo essencial (OE) de folhas
de B. salicifolius sobre a germinacdo e crescimento
inicial de plantulas. Foram testadas sementes de alface
(Lactuca sativa L.) como dicotiledonea, enquanto
que o sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) foi a
monocotiledonea inserida no bioensaio.
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Material e métodos

O material vegetal foi coletado no municipio de Santa
Maria, RS, durante o verdo. O 6leo essencial (OE) de
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg foi obtido
pela hidrodestilagdo de folhas frescas fracionadas
(aproximadamente 500 g por repeti¢do), em aparelho
Clevenger, por 3 h, em triplicata. O extrativo foi
armazenado a -4 °C, em frasco ambar vedado.

A andlise da composi¢cdo quimica foi feita por
cromatografia gasosa, em um cromatografo gasoso
AGILENT 7890A acoplado a um espectrometro de
massas AGILENT 5975C. Utilizou-se uma coluna
capilar de silica fundida DB-5MS (30m x 0,25 mm
x 0,25 pm), com volume de injecdao 1,0 uL; gés
carreador hélio (1,3 mL min'), modo Split inlet 1:100,
com temperatura do injetor e detector de 250 °C e
320 °C, respectivamente. Os constituintes do OE foram
identificados através da comparagao do indice de Kovats
(IK) e dos padroes de fragmentacdo dos espectros de
massas com o banco de dados do equipamento (NIST,
2009) e com dados da literatura (Adams, 2009). A
quantificagdo dos componentes individuais do OE foi
obtida por cromatograma de ions totais.

Andalise da atividade alelopatica

Foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa
L.), cultivar veneranda, e sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench), representantes, respectivamente, de espécies
dicotiledoneas e monocotiledoneas. As sementes das
duas espécies foram adquiridas em comércio varejista
no municipio de Santa Maria, RS. A escolha das espécies
bioindicadoras se baseou em estudo ja reportado na
literatura (Tomaz et al., 2014).

As sementes de alface ndo precisaram passar pelo
processo de assepsia, pois vieram acondicionadas em
envelopes fechados, ndo tendo contato com patdgenos
ou outras substancias. As sementes de sorgo, que
foram adquiridas a granel, foram submetidas a assepsia
para eliminacdo de possiveis organismos patogénicos,
segundo metodologia adaptada de Pinheiro et al. (2016).

Segundo Coutinho et al. (2000), um dos produtos mais
utilizados para realizar assepsia € o hipoclorito de sodio
(NaClO), que quando aplicado em concentragao e tempo
adequados auxilia na eliminacdo de contaminantes e
organismos patogénicos. As sementes foram submersas
em solugdo de NaClO 2% por 2 min. Apos, foram
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filtradas em peneira e armazenadas em béquer até o
inicio do experimento.

As sementes das duas espécies foram submetidas as
concentragoes de 2,5%; 5,0% e 7,5% de OE, além de um
tratamento controle, composto apenas por agua destilada
(CA), e um controle negativo, composto pelos diluentes
(CN). Todos os tratamentos tiveram 4 repeti¢des. Para
cada repeti¢@o foram selecionadas 25 sementes de cada
espécie, segundo metodologia adaptada de Pinheiro et
al. (2017).

As solugdes dos cinco tratamentos foram preparadas
separadamente em um béquer, acrescentando-se 0,1%
de Tween®20, agua destilada, 0,9% de etanol ¢ o OE
para atingir as concentragdes de 2,5%; 5,0% e 7,5%
do extrativo, de acordo com o tratamento. O CA foi
composto de 5 mL de agua destilada e o CN, de agua
destilada, 0,9% (45uL) de etanol e 0,1% (5uL) de
Tween® 20. Para os demais tratamentos, as solugdes
foram preparadas de modo que, para cada tratamento, o
volume total da solug@o onde as sementes foram imersas
fosse de 5 mL. As sementes foram imersas nas solugdes
por 2 min e em seguida foram acomodadas em placas
de Petri de 9 cm de didmetro, contendo discos de papel
filtro umedecido com 2 mL de agua destilada (Pinheiro
etal., 2017).

As placas de Petri foram acondicionadas em sacos
plasticos, sendo posteriormente transferidas para
uma cdmara de germinagdo BOD a 25 °C (£ 1), com
fotoperiodo programado em escuro/claro (12 h /12 h).
Ao final do sétimo dia de incubagao, foram consideradas
sementes germinadas aquelas com emissdo de epicotilo
maior que 2 mm (Pinheiro et al., 2017).

Para as sementes de sorgo, acrescentou-se, no
quarto dia do experimento, 1 mL de agua destilada
em cada placa de Petri. Esta etapa foi necessaria, pois
constatou-se durante o periodo de incubag@o, nos testes
de viabilidade, um grande consumo de agua para a
germinagdo das sementes.

Ao final do experimento, foram avaliadas as variaveis
germinagdo (%) e comprimento de parte aérea (cm),
do sistema radicular (cm) e total da plantula (cm). Os
resultados foram submetidos ao teste de normalidade
e homogeneidade de varidncias. Como ndo atingiram
os pressupostos, foram analisados por meio do teste
Kruskal-Wallis, no software ActionStat.
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Resultados

Composigdo quimica

O o6leo essencial (OE) de folhas frescas de
Blepharocalyx salicifolius apresentou rendimento de
2,3% e densidade de 0,9 g mL"'. Foram identificados
21 constituintes (Tabela 1), representando 94,6% da
composicdo total. Os componentes majoritarios do
OE foram o eucaliptol (sinonimo: 1,8-cineol; 49,6%),
limoneno (13,6%), B-cariofileno (12,2%) e o a-terpineol
(2,1%). Os demais constituintes identificados ficaram
com percentuais abaixo de 2%.

Tabela 1. Composi¢cdo quimica do 6leo essencial de
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg.

Table 1. Chemical composition of the essential oil of
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg.

Cromatograma de

Constituintes IK . IK, . ions totais
(%)
a-Pineno 931 931 1,58
f-Pineneo 974 975 0,27
B-Myrceno 991 988 1,35
o-Phellandreno 1003 1005 0,99
Limoneno 1027 1028 13,64
Eucaliptol 1029 1031 49,61
E-B-Ocimeno 1049 1050 0,26
y-Terpineno 1058 1064 1,08
Linalol 1101 1101 0,48
Terpinen-4-ol 1177 1180 1,07
a-Terpineol 1190 1190 2,14
a-Copaeno 1377 1372 0,30
B-Cariofileno 1421 1415 12,19
Seychelleno 1440 1448 0,51
o-Cariofileno 1455 1451 1,71
y-Muuroleno 1478 1474 0,78
o-Muuroleno 1482 1481 0,48
B-Eudesmeno 1488 1489 0,59
Valenceno 1497 1495 1,22
§-Cadineno 1509 1519 1,12
a-Amorfeno 1516 1519 0,56

Onde: IKcalc. e IK tab. - indices de Kovats calculado e tabelado,
respectivamente. Fonte: Nist (2009).
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Atividade alelopatica

Nao foi observada diferenga significativa entre os
tratamentos quando analisada a atividade alelopatica
em relagdo a variavel porcentagem de sementes de S.
bicolor germinadas (Figura 1). No entanto, em sementes
de L. sativa os tratamentos com as concentracdes de
5,0% e 7,5% de OE apresentaram diferenga significativa,
quando comparados com o controle com agua (CA) e o
controle negativo (CN). A germinacao das sementes de
L. sativa apresentou redu¢do na maior concentragao de
OE (7,5%), observando-se 80% de sementes germinadas.

Porcentagem de sementes germinadas
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Figura 2. Efeito alelopatico do dleo essencial
de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg
(n=4) em Lactuca sativa. CA = controle de agua; 84
CN = controle negativo; OE = 6leo essencial
em diferentes concentragdes. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente

(p =2 0,05). 4
Figure 2. Allelopathic effect of the essential oil
of Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg 2

Comprimento (cm)

(n=4) in Lactuca sativa. CA = water control; CN

W | actuca saliva
B3 Sorgfum bicolor

= negative control; OE = essential oil in different 04
concentrations. Means followed by the same letter
do not differ statistically (p > 0.05).

Pesq. flor. bras., Colombo, v. 41, 201902042, p. 1-7, 2021

B. S. de Oliveira et al.

Nao foram observadas diferencas significativas para
comprimento da parte aérea (p = 0,4085), do sistema
radicular (p = 0,1693) e total da plantula (p = 0,1360)
de L. sativa (Figura 2) por atividade alelopatica do OE.

Semelhante ao observado para L. sativa, o
desenvolvimento da parte aérea de S. bicolor ndo diferiu
entre os tratamentos (p = 0,0831) em relagao a atividade
alelopatica do OE (Figura 3). No entanto, para o sistema
radicular e plantula total, todos os tratamentos com OE
(2,5%; 5,0% e 7,5% de OE) diferiram significativamente
do CA e do CN.

Figura 1. Porcentagem de sementes germinadas de
Sorghum bicolor e Lactuca sativa nos tratamentos
com oleo essencial (OE) de Blepharocalyx
salicifolius (Kunth) O. Berg (n = 4). CA =
controle de agua; CN = controle negativo. Médias
seguidas por letras diferentes indicam diferencgas
significativas (p < 0,05).

Figure 1. Percentage of germinated seeds of
Sorghum bicolor and Lactuca sativa in treatments
with essential oil (EO) of Blepharocalyx salicifolius
(Kunth) O. Berg (n =4). CA = water control; CN =
negative control. Means followed by different letters
indicate statistical differences (p < 0.05).

Lactuca sativa

B Parte aérea
&3 Sistema radicular
E3 Plantula total
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Discussao

A analise da composicao quimica do 6leo essencial
(OE) de folhas de Blepharocalyx salicifolius indicou
diferencas em comparagdo ao estudo de Godinho et al.
(2014), onde para essa mesma espécie identificaram
22 constituintes quimicos, perfazendo 97,82% da
composi¢cdo quimica total, sendo os compostos
majoritarios a-Eudesmol (47,65%), y-Eudesmol
(31,1%), Elemol (7,29%) e Globulol (1,7%). De acordo
com Sharifi-Rad et al. (2017), diferengas na composigao
quimica, considerando os constituintes majoritarios entre
as duas analises, podem estar relacionadas a fatores
genéticos e ambientais, como solo, clima, nutrientes e
habitat. Além disso, esses autores indicam que fatores
como a estacao do ano, dia e horario em que foi realizada
a coleta também podem influenciar tanto a composicao
quanto o rendimento do OE.

Um dos principais objetivos da avaliagdo da atividade
alelopatica ¢ a redug@o do uso de herbicidas sintéticos
nos cultivos agricolas, substituindo-os por alternativas
naturais. Uma alternativa ¢ o uso de OEs para combater
o crescimento de plantas daninhas, que causam prejuizos
em culturas agricolas, principalmente anuais, uma vez
que substancias naturais s30 menos agressivas ao meio
ambiente e aos seres humanos e animais (Carvalho et
al., 2002; Santos et al., 2004). Neste sentido, os OEs
destacam-se como possiveis bioherbicidas naturais,
podendo ser eficazes como inibidores na germinagao e no
desenvolvimento de plantas daninhas (Duke et al., 2002).

Observando-se a atividade alelopatica do OE de B.
salicifolius, merece destaque o perfil diferenciado da
sua ac¢do frente a mono e dicotiledoneas. Considerando
Lactuca sativa, os resultados encontrados indicaram

Bl Farte aérea
B Sisterna radicular
B= Flantula total
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Figura 3. Efeito alelopatico do dleo essencial de
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg (n =
4) em Sorghum bicolor. CA = controle de agua;
CN = controle negativo; OE = dleo essencial em
diferentes concentragdes. Médias seguidas por
letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p
<0,05).

Figure 3. Allelopathic effect of the essential oil
of Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg (n
= 4) in Sorghum bicolor. CA = water control; CN
= negative control; OE = essential oil in different
concentrations. Means followed by different letters
indicate statistical differences (p < 0.05).

apenas uma varia¢ao negativa para a variavel germinagao
nas duas maiores concentragdes avaliadas. Entretanto,
para Sorghum bicolor, a germinacdo nao foi afetada,
tendo sido observada uma influéncia negativa sobre o
desenvolvimento inicial de plantulas, também nas duas
maiores concentragdes avaliadas.

Segundo Habermann et al. (2015), os extratos
acetato de etila de cascas e folhas de B. salicifolius e
o extrato hexanico de cascas inibiram o crescimento
de Echinochloa crus-galli e Euphorbia heterophylla.
Adicionalmente, Habermann et al. (2016) descreveram
que o extrato acetato de etila de folhas B. salicifolius
inibiram o alongamento dos coleoptilos de Triticum
aestivum, além de alterar o tempo médio de germinagdo
e reduzir a massa seca e o crescimento de Sesamum
indicum. O extrato aquoso de folhas da mesma espécie
apresentou atividade fitotoxica frente a sementes de
E. heterophylla; Ipomoea grandifolia e E. crus-galli
(Imatomi et al., 2015), e o extrato acetato de etila
fracionado de folhas também apresentou potencial para
produgdo de herbicidas naturais (Habermann et al., 2017).

Yoshimura et al. (2011) realizaram estudos com o
eucaliptol, constituinte majoritario isolado no controle
da proliferagao e alongamento de células de tabaco,
detectando sua inibi¢cdo. Também relataram que a taxa
de germinagdo de sementes de tabaco caiu para 60%
a uma concentracdo de 1.000 uM deste constituinte.
Além disso, Suttle et al. (2016) relataram a inibigdo no
brotamento de tubérculos de Solanum tuberosum pelo
eucaliptol e o envolvimento da inibigdo da sintese ou
acdo de giberelinas no efeito observado. As giberelinas
tém como funcdo regular o crescimento, alongamento do
caule, germinagdo, floragdo, brotacdo de folhas, frutos e
senescéncia celular (Taiz & Zeiger, 2004).

Pesq. flor. bras., Colombo, v. 41, €¢201902042, p. 1-7, 2021
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O eucaliptol e o limoneno, dois dos constituintes
majoritarios do OE de B. salicifolius, também
apresentaram efeitos inibitorios sobre o desenvolvimento
celular e reducdo fotossintética da alga Chlorella
vulgaris (Zhao et al., 2016). Segundo os mesmos autores,
estes compostos sdo liberados por cianobactérias no
meio aquatico. A inibi¢@o do crescimento celular da alga
foi maior com o aumento da concentrag¢do do limoneno,
e as células integras foram mortas pela concentracdo de
4 mM deste constituinte. Ao mesmo tempo, uma reducao
na absor¢do da radiagdo nos comprimentos de onda
correspondentes aos pigmentos fotossintéticos, de 413,
433,457 e 663 nm, foi detectada, indicando a degradacao
desses pigmentos na alga. Mais uma evidéncia desse
efeito foi o desaparecimento da xantofila, observado
com o tratamento de 1,6 mM de limoneno. Quando
C. vulgaris foi tratada com eucaliptol e limoneno, foi
observado um comprometimento do fotossistema II.
Entre outros efeitos, os compostos avaliados promoveram
a dissipacdo da energia luminosa absorvida na forma de
calor. Portanto, eucaliptol e limoneno produzidos por
cianobactérias podem desempenhar papéis alelopaticos,
induzindo a degradagdo de pigmentos e reduzindo a
capacidade fotossintética em algas. No entanto, ndo
foram localizados estudos destes constituintes isolados
sobre a fotossintese de plantas superiores. Assim, sugere-
se que pesquisas nesse sentido sejam realizadas, tanto
sobre cultivos agricolas quanto sobre espécies florestais.

Para [3-cariofileno, outro dos componentes majoritarios
do OE de B. salicifolius, também sdo encontrados
registros de evidéncias de atividade alelopatica na
literatura. Segundo Sanchez-Muiioz et al. (2012), o
B-cariofileno apresentou inibicdo do alongamento
radicular das plantulas de Physalis ixocarpa nas
concentragdes de 50 e 150 ug mL"', enquanto que em
Echinochloa crus-galli s6 houve inibi¢do com 150
pg mL1 Além disso, o B-cariofileno também inibiu
a biomassa seca de plantas de P. ixocarpa cultivadas
por 18 dias anteriores ao tratamento. Experimentos
in vivo indicaram que esse constituinte (100 ug mL™")
teve um grande efeito 72 h apos o tratamento em folhas
de plantas de P. ixocarpa, inibindo o fotossistema II
e também induzindo a clorose nas folhas tratadas.
Adicionalmente, Wang et al. (2010) relataram a produgao
de elevadas concentracoes de B-cariofileno, classificado
como composto fitotdxico, por Mikania micrantha,
uma das piores espécies invasoras do mundo, em
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resposta a elevadas concentragdes de CO, na atmosfera,
aumentando assim o seu potencial invasor.

Conclusoes

O oleo essencial (OE) de Blepharocalyx salicifolius
apresentou como componente majoritario o eucaliptol
(1,8-cineol). Adicionalmente, o efeito alelopatico do
OE foi diferenciado sobre as espécies alvo deste estudo,
havendo uma atividade negativa em comparagdo com
os tratamentos controle.

Embora n3o tenham sido encontrados trabalhos
relatando o efeito alelopatico do OE de B. salicifolius,
os dados encontrados na literatura para varios de seus
componentes majoritarios isolados indicam que a
inibicdo da germinag@o de L. sativa e do crescimento
inicial de plantulas de S. bicolor resultou do efeito
combinado de diferentes constituintes presentes nesse
extrativo.

O efeito alelopatico de B. salicifolius foi detectado
apenas em concentragdes de 5% e superior. Por isso,
recomenda-se que novos testes sejam realizados para
avaliagdo de atividades inseticidas e antimicrobianas e
da viabilidade econdmica em concentra¢des mais baixas
do que as testadas nesse estudo para o extrativo avaliado.
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