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Efeitos de terpenoides sobre a germinagao e crescimento inicial de

Glycine max L. Merril, Ipomoea grandifolia e Euphorbia heterophylla

RESUMO GERAL
O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade bioherbicida dos 6leos essenciais de
Cymbopogon winterianus, € Eucalyptus cinerea, citronelal, geraniol e citronelol sobre a
germinagdo, crescimento, biomassa, trocas gasosas, microscopia ¢ controle pds-emergéncia
inicial de Euphorbia heterophylla, Ipomoea grandifolia, e Glycine max. As sementes foram
dispostas em placa de Petri e em vasos e, entdo, submetidas a diferentes concentracdes dos
oleos essenciais, citronelal, geraniol e citronelal e suas misturas (0 a 6%, com 1,5 ou 2% de
DMSO (Dimetilsulfoxido) (v/v). As placas foram acondicionadas em camara BOD (Demanda
biologica de oxigénio) a 25°C por 7 dias e fotoperiodo de 12 horas. Os experimentos com
vasos foram conduzidos em casa de vegetacdo. Para a avaliacdo das trocas gasosas e
fluorescéncia, as duas plantas de E. heterophylla em vasos (1,5L) foram pulverizadas com 10
mL por vaso dos seguintes tratamentos: citronelal, citronelol e geraniol nas concentragdes de
0,1 a 0,6% (v/v) e agua e DMSO (2%, v/v) utilizados como controles. Os terpenos foram
diluidos em DMSO 2% (v/v). Para os experimentos de microscopia de fluorescéncia e
microscopia eletronica de transmissdo (MET) cinquenta sementes foram dispostas em placas
de Petri contendo 10 mL dos seguintes tratamentos: controle constituido de DMSO 20000 uL
L', citronelal 1000 pL L™, citronelol 350 pL L', geraniol 450 puL L, éleo essencial de
citronela 1800 pL L™ e 6leo essencial de Eucalyptus cinerea 4400 pL L. As placas foram
acondicionadas em cadmara de germinacao tipo BOD com fotoperiodo de 12h e temperatura
ajustada a 25°C. Foram determinadas as seguintes varidveis: DLsy (dose letal média),
porcentagem de germinagdo (PGER), tempo médio de germinacdo (TMG), velocidade média
de germinacdo (VMG), indice de velocidade de germinagdo (IVG), comprimento da parte
aérea (CPA), comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento total (CT), razdo do
comprimento da parte aérea/sistema radicular (RPA/SR), massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa fresca do sistema radicular (MFSR), massa fresca total (MFT), massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular (MSSR), massa seca total (MST),
conteudo de dgua da parte aérea (CAPA), contetido de agua da raiz (CAR), contetido de agua
total (CAT), porcentagem de plantas vivas (%PVIVAS), porcentagem de -controle
(%CONTROLE), porcentagem de plantas viaveis (%PVIAVEIS), assimilagdo liquida de CO»

(A), condutancia estomatica (gs), transpiragdo (E) e concentracdao intercelular de CO; (Ci),
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assimilacdo instantdnea de CO, (A/Ci), eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs), eficiéncia
do uso da agua (A/E), relacdo transpiragdo/condutancia estomatica (E/gs), fluorescéncia
minima (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), eficiéncia quéntica potencial do fotossistema II
(Fv/Fm), fluorescéncia minima em estado adaptado a luz (Fo’), fluorescéncia maxima em
estado adaptado a luz (Fm’), eficiencia quantica efetiva do FSII (Yield). Os dados foram
submetidos a ANOVA e as varidveis quantitativas analisadas por regressao polinomial e teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Todas as variaveis foram afetadas significativamente
com o aumento da dose dos tratamentos. As varidveis de germinagdo foram afetadas com o
incremento das doses, assim como as varidveis biométricas. Observou-se efeito antagdnico
entre o citronelal e o geraniol em mistura sobre as varidveis germinativas. Os acimulos de
biomassas frescas e secas foram reduzidos com o aumento das doses dos tratamentos. Em
nivel de casa de vegetacdo e aplicagdo por pulverizagdo em poéds-emergéncia inicial, o
incremento da dose de citronelol causou clorose e necrose foliar em E. heterophylla, afetando
significativamente a %PVIVAS, %PVIAVEIS e %CONTROLE. De maneira geral, os
terpenos afetaram significativamente todas as variaveis avaliadas, inibindo a germinagao,
crescimento e acumulo de biomassa das plantas daninhas em pds-emergéncia em vaso,
variaveis de trocas gasosas, reduzindo drasticamente a assimilagdo liquida de CO,,
fluorescéncia e indicando danos celulares e alteracdes mitocondriais. Assim, os o6leos
essenciais de C. winterianus e E. cinerea e os monoterpenos citronelal, geraniol e citronelol
possuem grande potencial para serem utilizados como bioherbicidas. Entretanto, ha
necessidade de estudos mais detalhados, em nivel metabodlico e em nivel de campo para que
conclusdes definitivas possam ser obtidas.

Palavras-chave: Oleo essencial. Citronelal. Citronelol. Geraniol. Cymbopogon

winterianus. Eucalyptus cinerea. Alelopatia. Bioherbicida.
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ABSTRACT

The goal of this study was to verify the bioherbicide activity of Cymbopogon
winterianus essential oil, Fucalyptus cinerea essential oil, citronellal, geraniol and citronellol
on germination, growth, biomass and early post-emergence of FEuphorbia heterophylla,
Ipomoea grandifolia control, and Glicine max . The seeds were placed in petri dishes and pots
and submitted to different concentrations of C.winterianus essential oil, E. cinerea essential
oil, citronellol, geraniol and citronellal, and mixtures thereof (0 to 6%, 1.5 to 2% DMSO v/v).
The petri dishes were placed in BOD at 25°C for 7 days and 12 hours photoperiod. The
experiments in vases were conducted in greenhouse. For the evaluation of the gaseous
exchange and fluorescence, two plants of E. heterophylla in pots (1.5 L) were sprayed with 10
mL per pot of the following treatments: citronellal, citronellol and geraniol in concentrations
from 0.1 to 0.6% (v/v) and water and DMSO (2% v/v) used as controls. The terpenes were
diluted in 2% DMSO (v/v). For the experiments fluorescence microscopy and transmission
electron microscopy (TEM) fifty seeds were placed in Petri dishes containing 10 mL of
following treatments: control consisting of DMSO 20000 pL L™, citronellal 1000 pL L™,
citronellol 350 uL L', geraniol 450 pL L', essential oil of citronella 1800 puL L™ and
essential oil of Eucalyptus cinerea 4400 pL L. The plates were placed in BOD germination
chamber with photoperiod of 12 hours and temperature set to 25°C. We determined the
following variables: DLsy (median lethal dose), germination percentage (PGER), average
germination time (VMV), average germination speed (VMG), germination speed index
(IVG), shoot length (CPA), root system length (CSR), total length (CT), ratio of shoot
length/root length (RPA/SR), shoot fresh mass (MFPA), root fresh mass (MFSR), total fresh
mass (MFT), shoot dry mass (MSPA), root dry mass (MSSR), total dry mass (TDM), water
content of the shoot (CAPA), water content of the root (CAR), content Total water (CAT),
percentage of live plants (PVIVAS%), percentage of control (CONTROL%), percentage of
viable plants (% PVIAVEIS), CO, net assimilation (A), stomatal conductance (gs),
transpiration (E) and intercellular CO, concentration (Ci), instantaneous CO, assimilation
(A/C), intrinsic efficiency of water use (A/gs), water use efficiency (A/E) ratio
sweating/stomatal conductance (E/gs), minimal fluorescence (Fo), maximal fluorescence
(Fm), potential quantum efficiency of photosystem II (Fv/Fm), minimum fluorescence in a
state adapted to light (Fo'), maximum fluorescence in a state adapted to light (Fm"), effective
quantum efficiency of PSII (Yield). Data were submitted to ANOVA and quantitative
variables analyzed by polynomial regression and Scott-Knott test at 5% probability. All
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variables were significantly affected with increasing treatments doses. Variables were affected
germination with increasing doses of the treatments as well as biometric variables. Observed
antagonistic effect between citronellal and geraniol in mixture over the germination variables.
The accumulation of fresh and dry biomass was reduced with increasing doses of the
treatments. In greenhouse the treatments were sprayed in early post-emergence, dose
escalation of citronellol caused leaf chlorosis and necrosis in E. heterophylla, significantly
affecting %PVIVAS, %PVIAVEIS and %CONTROL. In general, terpenes significantly
affected all variables, inhibiting the germination, growth and biomass accumulation of weeds
in post-emergence in pot, gas exchange variables, drastically reducing CO, net assimilation,
fluorescence and indicating cell damage and mitochondrial changes. Thus, the C. winterianus
essential oil, E. cinerea essential oil and the monoterpenes citronellal, geraniol and citronellol
have great potential to be used as bioherbicide. However, there is need for more detailed in
metabolic level and field level so that definitive conclusions can be obtained from studies.
Keywords: Essential oil. Citronellal. Citronellol. Geraniol. Cymbopogon

winterianus. Eucalyptus cinerea. Allelopathy. Bioherbicide.
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INTRODUCAO GERAL

Desde tempos remotos, sabe-se que algumas espécies vegetais podem prejudicar o
crescimento e o desenvolvimento de outras que se encontram nas proximidades. Por muito
tempo, esse fato foi tido como inexplicavel (GOLDFARB ET AL., 2009). Atualmente, sabe-se
que as plantas produzem grande variedade de compostos organicos que aparentam nao ter
funcdo direta no crescimento e desenvolvimento, conhecidos como metabolitos secundarios.
Geralmente, estes metabolitos influenciam diretamente os processos de respiragdo,
fotossintese, transporte de solutos, sintese de proteinas, assimilagdo de nutrientes,
diferenciacao ou sintese de carboidratos, proteinas e lipideos. Os metabolitos secundarios se
diferenciam dos metabolitos primdrios por apresentarem distribui¢do restrita dentre os
vegetais, podendo restringir-se a uma unica espécie. Isto ndo ocorre com os metabolitos
primarios que podem ser encontrados em todo o reino vegetal (DUDAI £T AL., 1999; TAIZ E
ZEIGER, 2012).

Os estudos sobre os metabolitos secundarios foram iniciados pelos quimicos
organicos do século XIX e inicio do século XX, visando a obtencao e identificacdo de drogas
medicinais, venenos, aromatizantes e utilizacdo em industrias (DUDAI ET 4L., 1999; TAIz E
ZEIGER, 2012).

O avango das técnicas de identificagdo de moléculas abriu caminho para o estudo do
metabolismo secundario de plantas que vem crescendo nos ultimos 60 anos (BOURGAUD ET
AL., 2001). Gragas ao avanco das técnicas bioquimicas e da biologia molecular o estudo do
efeito dos metabdlicos secundarios trouxe um entendimento mais claro da sua importancia na
adaptacao das plantas com o meio ambiente (BOURGAUD ET 4L., 2001).

Os compostos secundarios sdo classificados de acordo com sua rota de sintese e
podem ser divididos em trés grandes grupos, sendo eles os compostos fendlicos, terpenos e
alcaloides (BOURGAUD ET 4L., 2001; TAIZ E ZEIGER, 2012).

Sugere-se que muitos metabolitos secundarios possuam fungdes ecologicas
importantes para os vegetais, como prote¢do contra herbivoros e infeccdes por micro-
organismos patogénicos, atuagdo como atrativos para a polinizagdo e dispersdo de sementes,
atuacdo na competicao planta-planta e simbiose planta-micro-organismo.

E comum encontrar em plantas, monoterpenos e sesquiterpenos volateis, mais
conhecidos como Oleos essenciais, os quais conferem aroma caracteristico as folhas de

diversas espécies, atuando muitas vezes como repelentes de insetos, podendo ser encontrados
1



em tricomas glandulares que se projetam da epiderme advertindo sobre sua toxicidade (DUDAI
ET AL., 1999; TAIZ E ZEIGER, 2012). Estes compostos podem influenciar organismos que se
encontram proximos as plantas.

Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia definiu o termo alelopatia como
sendo “qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos que influencie o crescimento ¢ o desenvolvimento da agricultura e sistemas
biologicos” (REIGOSA ET AL., 2006).

Dentre os compostos secundarios, os terpenos volateis, constituintes dos o6leos
essenciais, t€ém reconhecido efeito alelopatico e constituem a maior classe de produtos
secundarios (DUDAI ET 4L., 1999). Os terpenoides sdo biossintetizados pela rota do acido
mevaldnico a partir de trés moléculas de acetil CoA, resultando em isopentenil difosfato
(IPP), e através da rota do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre no cloroplasto e outros
plastidios, na qual a partir de gliceraldeido 3-fosfato e piruvato resulta no final do ciclo em
dimetialil difosfato (DMAPP). O IPP e seu isomero DMAPP sdo moléculas bésicas na
formacgdo dos terpenoides, tais compostos contendo 5 carbonos reagem formando geranil
difosfato (C;9), molécula que origina quase todos os monoterpenos conhecidos, a adicdo de
mais um IPP ou DMAPP produz farnesil difosfato (C;s), precursor da maioria dos
sesquiterpenos (PARE E TUMLINSON, 1999; VICKERS ET 4L., 2009; LuUiZA ISHII-IWAMOTO ET
AL., 2012; TAIZ E ZEIGER, 2012).

Os terpenoides possuem fung¢des importantes na vida das plantas agindo como
atrativos de polinizadores (PICHERSKY E GERSHENZON, 2002; THEIS E RAGUSO, 2005;
SVENSSON ET AL., 2011; STEENHUISEN ET AL., 2012), atuando na sinalizacdo em resposta aos
patogenos (HUANG ET 4L., 2003; LERDAU E GRAY, 2003), sinalizagdo em resposta ao ataque
de herbivoros (BALDWIN E PRESTON, 1999; PARE E TUMLINSON, 1999; SCHMELZ ET AL., 2003),
atrativo de inimigos naturais de herbivoros (PARE E TUMLINSON, 1999; UNSICKER ET AL.,
2009), acao repelente contra herbivoros (UNSICKER ET 4L., 2009), acdo inseticida (LABINAS E
CRrROCOMO, 2002), acdo bactericida (INOUE ET AL., 2004), agdo nematicida (NTALLI ET AL.,
2010; NTALLI ET 4L., 2011), e em resposta aos estresses abidticos (VICKERS ET AL., 2009).
Outro efeito importante dos terpenoides € seu efeito alelopatico sobre as plantas, apresentando
inibicdo da germinac@o e crescimento (ROMAGNI ET 4L., 2000; SINGH, HARMINDER P. ET AL.,
2002; BATISH ET AL., 2007), reducao do teor de clorofila (SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL.,
2006; SETIA ET AL., 2007), reducdo da respiragdo (ABRAHIM ET 4L., 2000; SINGH, H. P. ET AL.,

2002), reducdo da taxa de divisao celular (ROMAGNI ET 4L., 2000), quebra da integridade da
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membrana celular (SINGH ET 4L., 2005; BATISH ET 4L., 2007), inibi¢do da abertura estomadtica
(RATET AL., 2003), inibicdo da sintese de DNA (NISHIDA ET 4L., 2005) além de causar estresse
oxidativo (SINGH ET AL., 2006; HE ET AL., 2009) e injurias foliares (SINGH ET AL., 2005; BATISH
ET AL., 2007).

Dudai et al. (1999) estudaram o efeito de trinta e dois 6leos essenciais, € 0s
resultados evidenciaram efeito alelopatico em vinte e oito na germinacdo de Triticum
aestivum L. (trigo), Brassica nigra (L.) Koch (mostarda-preta) e Amaranthus palmeri S.
Watson (caruru). Os autores sugerem que os 6leos essenciais possuem potencial em inibir a
emergéncia de plantas daninhas, mas que ainda sao necessarios estudos para aplica-los na
agricultura. Estes resultados ressaltam o potencial dos 6leos essenciais na obtencdo de
herbicidas biodegradaveis, que poderdo ser utilizados na agricultura.

Paralelamente, o uso rotineiro de herbicidas sintéticos tem gerado insatisfagdes de
ordem social, principalmente por comprometerem a qualidade dos recursos naturais, gerarem
risco para a fauna silvestre e contaminarem os alimentos que entram na dieta humana. Ha
necessidade de superar os paradigmas a respeito do controle de plantas daninhas, buscando
métodos que sejam eficientes no controle e que respeitem os interesses da sociedade e os
recursos naturais (GRANA ET AL., 2012).

Dentre todos os fatores que reduzem a produtividade das culturas, as plantas
daninhas certamente encontram-se entre as maiores causas de reducdo da produtividade,
podendo representar mais de 25% do custo de producgdo para o seu controle. Dentre as plantas
daninhas mais significativas na reducdo da produtividade de soja no estado do Parani,
encontra-se a Euphorbia heterophylla e Ipomoea grandifolia, principalmente pelo dificil
controle empregado e pelas perdas ocasionadas a cultura (MOORE ET A4L., 1998). Ainda de
acordo com os resultados obtidos por estes autores, a infestagio de 10 plantas por m™ de
Euphorbia heterophylla ou de Ipomoea grandifolia reduz 22 e 35% a produtividade,
respectivamente. Estes resultados destacam o impacto que estas plantas daninhas apresentam
sobre a cultura, caso ndo sejam controladas.

Devido a escassez de mado de obra, as pequenas propriedades fazem uso mais
intensivo do controle quimico de plantas daninhas, intensificando a utilizagdo agrotdxicos na
produc@o de alimentos.

Assim, o desenvolvimento de bioherbicidas ndo s6 ajudara no manejo, como na
preservagdo do meio ambiente ¢ na melhoria da qualidade do produto final que chega ao

consumidor, reduzindo os residuos de agrotoxicos.



O Brasil desponta na lista de maiores consumidores de agrotoxicos per capta do
mundo com 5,2 kg por habitante, que representa 9 bilhdes de dolares, causando problemas
ambientais irreversiveis (SENADO, 2012)

Os casos de resisténcia das plantas daninhas aliados a utilizagdo indiscriminada de
um ou alguns herbicidas com o mesmo mecanismo de agdo dificultam cada vez mais o
controle destas plantas daninhas, que pode acarretar em significativo aumento no custo de
producdo da cultura. A utilizagdo de um unico mecanismo de agdo seleciona individuos
resistentes (EMBRAPA, 2012). A resisténcia aos principios ativos largamente utilizados como o
glifosato estd relacionada a utilizacdo da soja transgénica resistente ao glifosato (Soja
Roundup Ready®), que, devido a pressao de selegdo gerada pela utilizacdo continua de uma
unica molécula, seleciona populagdes resistentes de diversas espécies ao redor do mundo
(POWLES, 2008).

O método de controle quimico, pela facilidade e eficacia, quando comparado aos
outros métodos que se tornam invidveis pela escassez de mao de obra e/ou alto custo
econdmico, ainda ¢ predominante. A utilizagdo de aleloquimicos aproveitaria todo o
maquindrio utilizado no controle quimico e reduziria os problemas ambientais, além de
disponibilizar outras moléculas e até novos mecanismos de acdo para o controle de plantas
daninhas resistentes. Assim, a alelopatia, além de facilitar o entendimento das interacdes
bioldgicas nos ecossistemas, pode ser diretamente empregada na agricultura.

Apesar dos estudos ja realizados, ndo se encontram na literatura informagdes mais
detalhadas sobre o efeito dos dleos essenciais € seu mecanismo de acdo, em especial do
Cymbopogon winterianus (capim-citronela) e Eucalyptus cinerea (eucalipto-prateado), assim
como dos monoterpenos citronelal, geraniol e citronelol em plantas daninhas de importincia
agricola no Brasil. Desta forma, o estudo dos efeitos dos 6leos essenciais € monoterpenos, na
germinagao, crescimento € mesmo no metabolismo fotossintético pode auxiliar sobremaneira
o entendimento da ag@o destes compostos em inibir a germinacdo e/ou crescimento de plantas
invasoras de interesse para a agricultura brasileira. Além disso, este estudo pode fornecer
subsidio para o isolamento e teste de novas moléculas com potencial para substituir os atuais
herbicidas, com possivel menor impacto ambiental. Por estas razdes, o objetivo deste trabalho
foi verificar a atividade bioherbicida do 6leo essencial de C. winterianus, 0leo essencial de E.
cinerea, citronelal, geraniol e citronelol sobre a germinacdo e crescimento inicial de

Euphorbia heterophylla, Ipomoea grandifolia e Glycine max.
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CAPITULO 1

EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE Eucalyptus cinerea NA GERMINACAO E
CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE Glycine max, Ipomoea grandifolia ¢ Euphorbia
heterophylla



ABSTRACT

The objective of this work was to study the effect of the essential oil of Eucalyptus
cinerea on germination and growth of Glycine max L. Merrill (soybean), Ipomoea grandifolia
and FEuphorbia heterophylla. Seeds of those species were submitted to different
concentrations (0 to 1% with 2% DMSO, v/v) of the essential oil E. cinerea. Seeds were
placed to petri dishes with the corresponding concentrations of the essential oil and placed in
BOD at 25°C with 12h photoperiod for 7 days. Germination percentage (PGER), average
germination time (VMG), average germination speed (VMG), speed germination index
(IVG), shoot length (CPA), length of root system (CSR), total length (CT), aerial/root length
ratio (RPA/SR), shoot fresh weight (MFPA), root fresh weight (MFSR), total fresh weigth
(MFT), shoot dry weight (MSPA), root dry weight (MSSR), total dry matter (MST), shoot
water content (CAPA), root water content (CAR) and total water content (CAT). Data were
submitted to ANOVA and quantitative variables analyzed by the polynomial regression
(p<0.05). E. cinerea essencial oil inhibited germination and its effect was directly
proportional to the increased concentration tested in all species studied. Variables germination
PGER, VMG, IVG, TMG were dramatically affected by the presence of the essential oil in
the three species tested. CT, CPA, CSR and RPA/SR values also showed significant results
tending to zero in all species. The presence of essential oil markedly reduced MFPA, MFSR,
MFT, MSPA, MSSR, MST, CAPA, CAR and CAT values among the three species. Thus, E.
cinerea essencial oil has great potential to be used as bioherbicide. However, there is need for
more detailed in metabolic and field level so that definitive conclusions can be obtained from
studies.

Keywords: 1,8-cineole. Allelopathy. Weed. Soybean.



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do oleo essencial de Eucalyptus cinerea
sobre as variaveis de germinagdo e crescimento de Glycine max L. Merril (soja), e das plantas
daninhas Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) e FEuphorbia heterophylla (leiteiro). As
sementes das trés espécies foram submetidas as diferentes concentragdes (0 a 1% com 2% de
DMSO, v/v) do 6leo essencial de E. cinerea. As sementes foram dispostas em placas de petri
com as concentragdes correspondentes do 6leo essencial e acondicionadas em cdmara BOD
(demanda biolégica de oxigénio) a 25°C com fotoperiodo de 12h por 7 dias. Foram
determinadas as seguintes variaveis: porcentagem de germinag¢do (PGER), tempo médio de
germinacao (TMG), velocidade média de germinacdo (VMG), indice de velocidade de
germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular
(CSR), comprimento total (CT), razio do comprimento da parte aérea/sistema radicular
(RPA/SR), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca do sistema radicular (MFSR),
massa fresca total (MFT), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular
(MSSR), massa seca total (MST), contetido de agua da parte aérea (CAPA), contetido de agua
da raiz (CAR) e contetdo de agua total (CAT). Os dados foram submetidos 8 ANOVA e as
variaveis quantitativas analisadas por regressao polinomial a 5% de probabilidade.

O oleo essencial de E. cinerea inibiu a germinagdo, sendo seu efeito diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo testada em todas as espécies estudadas. As
variaveis de germinagdo PGER, VMG, IVG, TMG foram drasticamente afetadas pela
presenca do 6leo essencial nas trés espécies testadas. Os valores de CT, CPA, CSR e RPA/SR
também apresentaram reducdes significativas em todas as espécies estudadas. A presencga do
oleo essencial reduziu acentuadamente os valores de MFPA, MFSR, MFT, MSPA, MSSR,
MST, CAPA, CAR e CAT das trés espécies estudadas. Assim, o 6leo essencial de E. cinerea
possui grande potencial para ser utilizado como bioherbicida. Entretanto, hd necessidade de
estudos mais detalhados, em nivel metabolico e em nivel de campo para que conclusdes
definitivas possam ser obtidas.

Palavras-chave: 1,8-cineol. Alelopatia. Planta daninha. Soja.
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1. INTRODUCAO

A observagdo de que algumas espécies vegetais podem prejudicar o crescimento € o
desenvolvimento de outras que se encontram nas proximidades é notavelmente antiga. Por
muito tempo, esse fato foi tido como inexplicavel (GOLDFARB ET AL., 2009). Atualmente,
sabe-se que as plantas produzem grande variedade de compostos organicos que influenciam
diretamente os processos de respiracdao, fotossintese, transporte de solutos, sintese de
proteinas, assimilagdo de nutrientes, diferenciagdo ou sintese de carboidratos, proteinas e
lipideos. Os metabolitos secundarios também se diferenciam dos metabolitos primarios por
apresentarem distribuicdo restrita dentre os vegetais, podendo restringir-se a uma Unica
espécie. Isto ndo ocorre com os metabdlitos primarios que podem ser encontrados em todo o
reino vegetal (DUDAI ET AL., 1999; TAIZ E ZEIGER, 2012).

Sabe-se que muitos metabolitos secundarios possuem fungdes ecologicas importantes
para os vegetais, como protecdo contra herbivoros e infecgdes por micro-organismos
patogénicos, atuagdo como atrativos para a polinizacdo e dispersdo de sementes, atuacdo na
competicdo planta-planta e simbiose planta-micro-organismo. E comum se encontrar em
plantas, monoterpenos e sesquiterpenos volateis, mais conhecidos como 6leos essenciais, que
conferem aroma caracteristico as folhas de diversas espécies, atuando muitas vezes como
repelentes de insetos, podendo ser encontrados em tricomas glandulares que se projetam da
epiderme advertindo sobre sua toxicidade (DUDAI ET 4L., 1999; TAIzZ E ZEIGER, 2012). Os
terpenos volateis apresentam fun¢des importantes na vida das plantas agindo como atrativos
de polinizadores (PICHERSKY E GERSHENZON, 2002; THEIS E RAGUSO, 2005; SVENSSON ET AL.,
2011; STEENHUISEN ET AL., 2012), atuando na sinalizagdo em resposta aos patégenos (HUANG
ET AL., 2003; LERDAU E GRAY, 2003), sinalizacdo em resposta ao ataque de herbivoros
(BALDWIN E PRESTON, 1999; PARE E TUMLINSON, 1999; SCHMELZ ET AL., 2003), atrativo de
inimigos naturais de herbivoros (PARE E TUMLINSON, 1999; UNSICKER ET 4L., 2009), agdo
repelente contra herbivoros (UNSICKER ET AL., 2009), acdo inseticida (LABINAS E CROCOMO,
2002), acdo bactericida (INOUE ET AL., 2004), a¢do nematicida (NTALLI ET 4L., 2010; NTALLI
ET AL., 2011), e em resposta aos estresses abidticos (VICKERS ET AL., 2009). Outro efeito
importante dos terpenoides ¢ seu efeito alelopatico sobre as plantas, apresentando inibi¢ao da
germinacdo e crescimento (ROMAGNI ET AL., 2000; SINGH, HARMINDER P. ET 4L., 2002;
BATISH ET 4L., 2007), redugdo do teor de clorofila (SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL., 2006;
SETIA ET AL., 2007), reducao da respiragdo (ABRAHIM ET 4L., 2000; SINGH, H. P. ET 4L., 2002),

redu¢do da taxa de divisdo celular (ROMAGNI ET 4L., 2000), quebra da integridade da
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membrana celular (SINGH ET 4L., 2005; BATISH ET 4L., 2007), inibi¢do da abertura estomadtica
(RATET AL., 2003), inibicdo da sintese de DNA (NISHIDA ET 4L., 2005) além de causar estresse
oxidativo (SINGH ET AL., 2006; HE ET AL., 2009) e injurias foliares (SINGH ET AL., 2005; BATISH
ET AL., 2007).

Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia definiu o termo alelopatia como
sendo “qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos que influencie o crescimento e o desenvolvimento da agricultura e sistemas
biologicos” (REIGOSA ET AL., 2006).

A reducdo da biodiversidade em &reas com o predominio de plantas de eucalipto
(MORIANA ET 4L., 2002), assim como a redugdo das taxas de crescimento, sugere a liberagao
de compostos com efeito alelopatico diretamente no ambiente e/ou pelo processo de
decomposi¢do da matéria organica no local.

Dentre os compostos secunddrios, os terpenos volateis, constituintes dos oleos
essenciais, t€ém reconhecido efeito alelopatico e constituem a maior classe de produtos
secundarios (DUDAI ET AL., 1999).

Apesar dos estudos ja realizados sobre o efeito alelopatico dos terpenos, ndo se
encontram na literatura informagdes mais detalhadas sobre o efeito dos 6leos essenciais e seu
mecanismo de acgdo, em especial do Eucalyptus cinerea (eucalipto-prateado) em plantas
daninhas de importincia agricola no Brasil. Desta forma, o estudo do efeito dos oleos
essenciais na germinacdo, crescimento e mesmo no metabolismo fotossintético pode auxiliar
sobremaneira o entendimento da acdo destes compostos em inibir a germinacdo e/ou
crescimento de plantas invasoras de interesse para a agricultura brasileira. Além disso, este
estudo pode fornecer subsidio para o isolamento e teste de novas moléculas com potencial
para substituir os atuais herbicidas, com possivel menor impacto ambiental além de
compreender melhor as interagdes entre o eucalipto e as plantas nativas. Por estas razdes, o
objetivo deste trabalho foi verificar a atividade bioherbicida do o6leo essencial de E. cinerea
sobre a germinagao, crescimento e variaveis de trocas gasosas, fluorescéncia e de microscopia

de Euphorbia heterophylla, Ipomoea grandifolia e Glycine max.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Glycine max L. Merril

A cultura da soja ¢ uma das mais importantes produzidas no Brasil, sendo o segundo
maior produtor mundial e responsavel por 81,5 milhdes de toneladas, ocupando area de 27,7
milhdes de ha, representando significativa por¢do do agronegodcio brasileiro (BRASIL, 2014).

O Parana ¢ o segundo maior produtor nacional de soja, responsavel por 15,9 milhdes
de toneladas (19,51% da producdo brasileira), ocupando area de 4,8 milhdes de hectares,
sendo responsavel por 5,94% da produg¢ao mundial de soja (BRASIL, 2014).

Dentre todos os fatores que reduzem a produtividade desta cultura, as plantas
daninhas certamente encontram-se entre as maiores causas de reducdo da produtividade,
podendo representar mais de 25% do custo de producdo para o controle. Dentre as plantas
daninhas mais significativas na reducdo da produtividade de soja no estado do Parani,
encontra-se a Euphorbia heterophylla, principalmente pelo dificil controle empregado e pelas
perdas ocasionadas a cultura (MOORE ET AL., 1998).

Os casos de resisténcia aliados a utilizagdo de um ou alguns herbicidas com o mesmo
mecanismo de agdo dificultam cada vez mais o controle de E. heterophylla, que pode
acarretar em significativo aumento no custo de producdo da cultura (GELMINI ET 4L., 2001;
GELMINI ET 4L., 2005; TREZZI, 2009).

Outro fator determinante € relacionado as grandes corporagdes multinacionais apds o
advento dos transgénicos resistentes ao glifosato. Ao comercializar as sementes e o herbicida,
essas corporagdes incentivam, de certa forma, a utilizagdo de apenas um mecanismo de agao,
que aumenta a pressdo de selecdo sobre as populacdes de plantas daninhas, aumentando a
chance de surgimento de populacdes resistentes a este herbicida. Além disso, alguns
herbicidas, como o glifosato, podem prejudicar o crescimento e mesmo a produtividade em
plantas transgénicas. Powles (2008), testando doses crescentes de glifosato em plantas
transgénicas de soja resistentes ao glifosato, verificou que este herbicida acarretou severa

redu¢do de biomassa, absorcao de dgua e taxa fotossintética.

2.2. Euphorbia heterophylla L.
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A Euphorbia heterophylla L., amendoim-bravo, leiteira, flor-de-poetas ou café-do-
diabo ¢ uma planta daninha pertencente a familia Euphorbiaceae que possui ciclo anual, ¢
alégama, apresentando caracteristica lactescente com porte ereto de 30-80cm de altura. Suas
folhas s3o glabras ou levemente pubescentes com forma variavel e com 4-10 cm de
comprimento. Esta planta se reproduz por sementes, sendo pouco ou medianamente suscetivel
a maioria dos herbicidas convencionais, apresentando casos de tolerancia a alguns principios
ativos altamente empregados na agricultura atualmente (VIDAL E WINKLER, 2004; LORENZI,
H., 2006; KERN ET 4L., 2009).

Os casos de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas vém sendo documentados
no Brasil desde 1996, sendo registrada em média, uma espécie a cada ano. Atualmente no
Brasil, a espécie mais preocupante é a E. heterophylla, pois além de seu centro de origem
abranger Brasil-Paraguai, proporcionando grande variabilidade genética, apresenta grande
impacto econdmico na agricultura. Esta espécie estd presente em mais de 70% das areas de
soja na regido do planalto do estado do Rio Grande do Sul e em grande parte do pais (VIDAL E
WINKLER, 2004).

A E. heterophylla causa diversos problemas a cultura da soja, como reducdo de 22%
da produtividade da cultura, considerando uma densidade populacional da planta daninha de
10 plantas por metro quadrado (MOORE ET 4L., 1998). Outros resultados mais preocupantes
indicam que apenas uma ou duas plantas de E. heterophylla por metro quadrado reduzem a
quantidade de trifolios, o acumulo de matéria seca e o teor de micronutrientes das plantas de
soja, causando interferéncia devido ao estresse causado as plantas, acarretando alteracdes
morfofisiolégicas e reducao na produgao da cultura (CARVALHO ET AL., 2010).

Com base nesses estudos, destaca-se a grande necessidade de novos métodos de
controle, incluindo novos mecanismos de acdo dos herbicidas utilizados para o efetivo
controle desta espécie tdo danosa para culturas com grande importancia econdémica para o
pais, como a soja. A E. heterophylla € resistente aos principios ativos largamente utilizados
como o glifosato. A resisténcia a este principio ativo estd relacionada a utilizagdo da soja
transgénica resistente ao glifosato, que, devido a pressao de selecdo gerada pela utilizagdo
continua de uma tUnica molécula, seleciona populagdes resistentes de diversas espécies ao

redor do mundo (POWLES, 2008).
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2.3. Ipomoea grandifolia

A Ipomoea grandifolia conhecida popularmente como corda-de-viola, campainha,
jetirana e corriola pertence a familia Convolvulacea. Raramente ¢ utilizada como planta
ornamental e, por crescer sobre obstaculos, € utilizada para cobrir caramanchdes. (AZANIA ET
AL., 2010).

E uma espécie nativa da América do Sul, ocorrendo na Argentina, Uruguai, Paraguai
e Brasil, onde ¢ a mais comum espécie de Ipomoea encontrada como infestante em lavouras.
Possui ciclo anual de 120 a 180 dias e se reproduz por sementes; apresenta porte herbaceo
com caule e ramos voliveis que se emaranham em plantas vizinhas e tem sido a espécie mais
frequente em lavouras de soja, dificultando a colheita e causando diminui¢ao da produtividade
pela competicao (DiAZ-TIELAS ET 4AL., 2012).

Resultados obtidos por Moore et al. (1998) demonstram que apenas trés plantas de
Ipomoea grandifolia por metro quadrado reduzem cerca de 10% da produtividade de soja
através da competicdo entre espécies, sem considerar as perdas ocasionadas na colheita, onde
a simples presenga desta espécie acarreta grandes prejuizos pelo aumento da dificuldade na
colheita da soja. Dessa forma, faz-se necessario o controle desta espécie para evitar grandes

prejuizos aos produtores.

2.4 Eucalyptus cinerea

O Eucalyptus cinérea, com sinonimia de Eucalyptus pulvurulenta F. Muell., também
conhecido como eucalipto dolar-de-prata, eucalipto-prateado e eucalipto-cinzento ¢é utilizado
principalmente para fins ornamentais como na confecgdo de arranjos florais ou na
ornamentacdo de jardins (ROTMAN E PAPERMASTER, 1966; HESLOP-HARRISON E HESLOP-
HARRISON, 1970). Pertencente a familia Myrtaceae € de origem australiana e aclimatada no
Estado do Parana. O rendimento da extracdo de dleo essencial é superior as demais espécies
de eucalipto, apresentando atividade medicinal, destacando como principais constituintes do
oleo essencial de E. cinerea o 1,8-cineol (75,7%), a-terpineol (9,67%), ocimeno (8,42) e a-
pineno (6,21%) (HESLOP-HARRISON E HESLOP-HARRISON, 1970), resultado semelhante aos

descritos por Pergo et al. (2008).
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O dleo essencial de E. cinerea apresenta agdo larvicida descrita por Kaur et al.
(2012), onde se encontrou sua dose letal média (DLsg) como sendo de 0,27 mg mL™" para o
Aedes aegypti, destacando o potencial para o controle deste inseto.

Segundo Pergo et al. (2008) o efeito inseticida do oleo essencial de E. cinerea em

Musca domestica L. apresenta DLsy de 5,5 mg dm?

sendo sua utilizagdo possivel na
elaboragdo de fumegantes compativeis com alimentos e habitats humanos devido a sua alta
eficiéncia. Entretanto, Heslop-Harrison e Heslop-Harrison (1970) descrevem a agdo
antimicrobiana do 6leo essencial de E. cinerea em extracdes com diferentes intervalos de
tempo, caracterizando efeito antimicrobiano em todos os extratos obtidos em cinco micro-
organismos diferentes.

Estudos com oleo essencial volatilizado de Eucalyptus globulus e FEucalyptus
citriodora, visando o controle da planta daninha Parthenium hysteropgorus resultaram em
redugdo da porcentagem de germinacdo, teor de clorofila, respiragdo celular, crescimento de
plantulas, apresentando ainda extravasamento celular e injuria foliar (KOHLI ET 4L., 1998;
SINGH ET AL., 2005).

A aplicacdo do oleo essencial de E. citriodora em plantas de Phalaris minor Retz.
causou reducdo drastica da massa seca das plantas, assim como no teor de clorofila,
respiragdo celular, aumento do vazamento de eletrdlitos e surgimento de injurias foliares
severas (BATISH et al. 2007). Observam-se ainda reducdes de 92% na porcentagem de
germinacdo de sementes de Parthenium hysteropgorus ¢ reducdo da velocidade de
germinagdo com oOleo de E. citriodora e E. globulus (KOHLI ET AL., 1998).

Existem poucos trabalhos realizados com oleo essencial de E. cinerea,
provavelmente pela sua principal utilizagdo para fins ornamentais, ndo havendo relato de
efeito herbicida ou alelopatico e muito menos de sua acdo fisiologica. Assim, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar a acao herbicida do 6leo essencial de E. cinerea sobre as
variaveis de germinagao e crescimento de Euphorbia heterophylla L., Ipomoea grandifolia L.

e Glycine max (L.) Merril.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material biologico

As sementes de FEuphorbia heterophylla L. (amendoim bravo) e Ipomoea

grandifolia L. (corda-de-viola) foram obtidas da empresa Cosmos® de Sao Paulo,
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armazenadas em dessecador e acondicionado na geladeira. As sementes de Glycine max (L.)

Merril da variedade BRS 283 foram obtidas da Embrapa Soja.

3.2. Local dos experimentos

Os experimentos de germinacdo e crescimento foram realizados no Laboratdrio de

Homeopatia e Fisiologia Vegetal, na Universidade Estadual de Maringa — PR.

3.3. Método geral de germinagao

As sementes de E. heterophylla L., 1. grandifolia L. e G. max (L.) Merril. foram
lavadas em agua corrente, esterilizadas superficialmente com soluc¢@o de hipoclorito de sodio
contendo 0,25% (v/v) de cloro ativo por 10 minutos e, entdo, lavadas com agua destilada por
6 vezes. Foram dispostas 50 sementes em cada placa de Petri com 12 cm de diametro para as
espécies E. heterophylla e I. grandifolia e 25 sementes para G. max. Cada placa foi revestida
com duas folhas de papel germitest previamente autoclavadas e umedecidas com 10 mL das
solucdes de cada tratamento para E. heterophylla e 1. grandifolia e 15 mL das solugdes de
cada tratamento para G. max.

Os tratamentos foram constituidos de quatro concentragdes de 6leo essencial de
Eucalyptus cinerea (0,13, 0,25, 0,5 ¢ 1% (v/v)) diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) (2%,
v/v). Os controles foram constituidos de dgua destilada pura e dgua destilada com DMSO
(2%, v/v).

As placas foram dispostas de forma aleatéria em camara de germinagdo tipo BOD
(demanda bioldgica de oxigénio), com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro a

25 °C por 7 dias.

3.4. Determinagdo das variaveis de germinacao

As variaveis de germinacao foram determinadas de 12 em 12h (0 a 132h) apds a
semeadura. Contaram-se as sementes germinadas para os calculos das varidveis de
germinacdo, sendo consideradas germinadas as sementes com radicula igual ou superior a 2
mm. Ao término do experimento (132h), avaliou-se o comprimento radicular e da parte aérea

das plantulas utilizando-se papel milimetrado.
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As varidveis determinadas foram: porcentagem de germinacdo (PGER [%]), tempo
médio de germinacdo (TMG [h]), velocidade média de germinacdo (VMG (h)), indice de
velocidade de germinagdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA [cm]), comprimento do
sistema radicular (CSR [cm]), comprimento total (CT [cm]), razdo do comprimento da parte
aérea/sistema radicular (RPA/SR), massa fresca da parte aérea (MFPA [mg]), massa fresca do
sistema radicular (MFSR [mg]), massa fresca total (MFT [mg]), massa seca da parte aérea
(MSPA [mg]), massa seca do sistema radicular (MSSR [mg]), massa seca total (MST [mg]),
conteido de agua da parte aérea (CAPA [mg]), contetido de agua da raiz (CAR[mg] e
conteido de agua total (CAT [mg] ) (FERREIRA E BORGHETTI, 2004; MINISTERIO DA

AGRICULTURA, 2009).

3.4.1. Porcentagem de germinagdo (PGER)

PGER = (Xn.N"). 100
Em que }n; ¢ o niimero total de sementes germinadas em relagdo ao nimero de

sementes dispostas para germinar (N), expresso em porcentagem;

3.4.2. Tempo Médio de Germinacdo (TMG)

TMG=>n;.t/Yn;
Em que n; ¢ o nimero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de

tempo ti; e tj, expresso em horas.

3.4.3. Velocidade Média de Germinacao (VMG)

E o inverso de TMG, expresso em horas.

VMG = Zni/Zni A

3.4.4. Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG)

IVG=G1 /N1 +G2/N2+...Gn/ Nn
Em que G1, G2.... Gn é o nimero de sementes germinadas e N1, N2...Nn € o nimero

em horas apos a semeadura.
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3.4.5. Razdo parte aérea sistema radicular (RPA/SR)

RPA/SR = CPA/CSR
Onde CPA ¢ o comprimento da parte aérea ¢ CSR é o comprimento do sistema

radicular.

3.4.6. Conteudo de agua da parte aérea (CAPA)

CAPA = MFPA — MSPA
Onde MFPA ¢é massa fresca da parte aérea e MSPA ¢é massa seca da parte aérea,

expressas em mg.

3.4.7. Contetdo de dgua da raiz (CAR)

CAR = MFR — MSR
Onde MFR ¢é massa fresca da raiz ¢ MSR ¢ massa seca da raiz, expressa em

miligrama.

3.4.8. Conteudo de dgua total (CAT)

CAT = MFT - MST

Onde MFT ¢ massa fresca total e MST é massa seca total, expressa em miligrama.

3.4.9. Massa seca (MS)

A massa seca foi obtida apos a secagem (massa constante) das partes das plantulas

em estufa a 70°C com auxilio de balanga analitica.

3.5. Analise do 0leo essencial de E. cinerea.

A analise foi realizada em parceria com a Universidade de Coimbra (Portugal) por

cromatografia gasosa (GC) e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
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(GC/MS). A andlise de GC foi realizada no equipamento Hewlett-Packard 6890 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), com sistema de tratamento de dados HP GC
ChemStation Ver. A.05.04 equipado com um tnico injetor e dois detectores de ionizacdo de
chama (FID). Um divisor Grapgpak (Agilent Technologies, part no. 5021-7148) foi usado
para amostragem simultanea em duas colunas Supelco ( Supelco, Bellefonte, PA, USA), com
coluna capilar de silica fundida contendo diferentes fases estacionarias (SPB-1
(polydimethylsiloxane 30mx 0,20mm i.d., espessura de filme de 0,20 m), e SupelcoWax-10
(polyethyleneglycol 30m x 0,20mm i.d., espessura de filme de 0,20 m). Programa de
temperatura do forno de 70 — 220 °C (3 °C.min'l), 220°C (15 min); temperatura do injetor de
250°C; como gas veiculo foi utilizado o hélio, ajustado a velocidade linear de 30 cm s'l, razao
de divisdo 1:40, temperatura dos detectores de 250°C.

CG/MS foi realizada no aparelho Hewlett-Packard 6890 cromatografo a gas
equipado com coluna de silica fundida HP1 (polidimetilsiloxano 30, x 0,25mm i.d., espessura
do filme de 0,25 m) acoplado a um detector de massa seletiva Hellett-Packard 5973 (Agilent
Tchnologies) operados por software ChemStation avancado HP, versdo A.03.00. GC com
parametros como descrito acima, temperatura de interface de 250 °C. MS quadruplo, com
temperatura de 150°C, energia de ionizagdo de 70 eV, ionizacdo atual de 60 A, intervalo de
varredura de 35-250 unidades, scans 1: 4,51.

Os componentes dos Oleos essenciais foram identificados por seus indices de
retengdo em ambos os SPB-1 e Supelcowax-10 colunas e do seu espectro de massa. Indices de
retencao, calculados por interpolagdo linear em relagdo aos tempos de retengao de C8-C23 de
n-alcanos, foram comparados com as amostras de referéncia incluidos no banco de dados do
laboratorio da C.E.F.- Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Os espectros de
massa adquiridos foram comparados com espectros de referéncia do banco de dados do
laboratorio, banco de dados Wiley / NIST library (WILEY-REGISTRY, 2007) e dados da
literatura (ADAMS, 1995; JOULAIN E KONIG, 1998). Quantidades relativas de cada componente

foram calculadas baseando-se na area dos dados brutos de GC, sem fator de correc¢éo.

3.6. Delineamento estatistico

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado variando de 4 a 6
concentragdes do oleo essencial de E. cinerea e trés espécies testadas (E. heterophylla, 1.

grandifolia ¢ G. max). Foram utilizadas 4 repeticdes para as espécies E. heterophylla e I.
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grandifolia e 8 repeticdes para G. max. Os dados foram submetidos 8 ANOVA e as variaveis
significativas (p<0,05) analisadas por regressao polinomial pelo programa SISVAR (5.1). Os
efeitos do 0leo essencial nas trés espécies foram analisados separadamente. Os graficos foram

obtidos pelo programa GRAPHPAD PRISM (versao 5.0).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composigdo do 6leo essencial de Eucalyptus cinerea.

O composto majoritario encontrado na analise por GC/MS foi o 1,8-cineol (65,8%),
a-pineno (8,3%) e limoneno (7,2%) (Tabela 1), assemelhando-se aos resultados encontrados
por Franco et al (2005) que destaca como principais constituintes do 6leo essencial de E.
cinerea o 1,8-cineol (75,7%), a-terpineol (9,67%), ocimeno (8,42) e a-pineno (6,21%),

resultado semelhante aos descritos por Palacios et al (2009).

Tabela 1: Composicdo do oleo essencial de FEucalyptus cinerea avaliado por

cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC/MS)

Composic¢io do é6leo essencial de Eucalyptus cinerea F.v. Muell. Ex.Benth

Composto Y%

1,8-Cineol 65,8
o-Pineno 8,3
Limoneno 7,2
o-Terpinyl acetato 5,8
a-Terpineol 2,1
p-Cimeno 1,7
Outros compostos 43

Total de compostos identificados 95,2%

O 1,8-Cineol ¢ o composto majoritario de outras espécies de Eucalyptus como o E.
globulus, E. grandis, E. camaldulensis e E. viminalis (BATISH ET AL., 2008). O 1,8-cineol pode
ser encontrado em outras espécies como o Ocimum basilicum L. em menores quantidades

(ROSADO ET AL., 2009) e em Tanacetum aucheranum e Tanacetum chiliophyllum (SALAMCIET
AL., 2007).

4.2. Efeito do 6leo essencial nas variaveis de germinagao
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Observa-se pelos resultados que o oOleo essencial de E. cinerea influenciou
significativamente as variaveis de germinagdo de E. heterophylla, 1. grandifolia ¢ G. max
(Figuras 1, 2 e 3).

A concentragdo do o6leo essencial para a inibicdo de 50% da germinacao (DLsg) foi
diferente para as trés espécies, quando comparado com o controle (DMSO, 2%) (Figuras 1A,
2A e 3A). As DLsy encontradas para E. heterophylla, 1. grandifolia e G. max foram de 0,44,
0,93 e 0,98%, respectivamente, indicando forte efeito inibitorio na germinacdo das espécies
estudas. Destaca-se a DLsg da E. heteroplylla que indica inibicdo mais pronunciada em
aproximadamente metade da dose necessaria para inibir 50% da germinagdo nas outras duas
espécies estudadas. Reis (2011), estudando o efeito alelopatico do 6leo de citronela, encontrou
DLsg para E. heterophylla, I. grandifolia e G. max de 0,06, 0,08 e 0,105%, respectivamente.
Tal resultado aponta maior tolerancia da G. max do efeito alelopatico do o6leo essencial de
citronela. Por outro lado, I grandifolia apresenta DLs, baixa para o o6leo de citronela,
indicando que a tolerancia ao 6leo de E. cinerea ¢ maior que do 6leo essencial de citronela.

Estudos sobre o efeito do 1,8-cineol, componente majoritario do 6leo essencial de E.
cinerea, descrevem 77 e 44% de inibicdo na germinacdo de Echinochloa crusgalli e Cassia
obtusifolia, respectivamente (ROMAGNI et al. 2000). Inibi¢do total da germinagdo, vigor,
comprimento da parte aérea e sistema radicular e teor de clorofila de Parthenium
hysterophorus L. pelo 6leo essencial de Eucalyptus globulus cujo composto majoritario € o
1,8-cineol, demonstram forte efeito inibitorio (KOHLI ET 4L., 1998).

A inibi¢do da germinagdo nas trés espécies aqui estudadas pode ser causada pela
inibicdo de todas as fases da mitose causado pelo 1,8-cineol (ROMAGNI ET 4L., 2000), e/ou
pelo extravasamento celular (Batish et al. 2007). Estes autores testando o 6leo essencial de
Eucalyptus citriodora, verificaram aumento significativo do vazamento de eletrolitos,
indicando acdo sobre a membrana plasmatica. Estudos revelam que os monoterpenos podem
causar danos & membrana mitocondrial (LORBER E MULLER, 1976), inibindo a respiragcdo de
mitocondrial e de apices (REIS, 2011), respiracao celular (SINGH, H. P. ET 4L., 2002; SINGH,
HARMINDER P. ET 4L., 2002; BATISH ET AL., 2004; SETIA ET AL., 2007), e respiragdo de plantas

inteiras (BATISH ET AL., 2007).
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Figura 1 — Efeito do 6leo essencial de E. cinerea na porcentagem de germinagdo (PGER), no
tempo médio de germinacdo (TMG), na velocidade média de germinacdo (VMG) e no indice

de velocidade de germinagao (IVG) de E. heterophylla.

O tempo médio de germinag¢do (TMG) representa o tempo que as sementes levaram
para germinar em funcdo da concentracdo de 6leo essencial (Figuras 1B, 2B e 3B). A auséncia
dos pontos acima da dose de 0,5% da Figura 1B deve-se a inibi¢@o total da germinacao, tendo
os valores tendendo ao infinito.

O TMG fornece dados quantitativos e qualitativos, revelando problemas metabdlicos
no processo germinativo. O efeito inibitorio do 6leo essencial de E. cinerea sobre as varidveis
PGER e TMG sugere que um ou alguns processos metabolicos da germinacao estdo sendo
afetados. A inibi¢cdo de todas as fases da mitose por 1,8-cineol (ROMAGNI £T 4L., 2000) e/ou
interferéncia dos monoterpenos na membrana e respiragdo celular (BATISH ET AL., 2007)
podem afetar a germinacdo. O aumento do TMG pode ser resultado da reducdo da
disponibilidade de ATP pela reducdo da taxa respiratéria e/ou reflexo direto na inibi¢do da
mitose celular. A taxa de mitose pode ser afetada pela inibicdo da respira¢do. Entretanto,

estudos mais aprofundados devem ser feitos para elucidar estes resultados.
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Em nivel de campo, o aumento do TMG reduz a viabilidade das sementes no solo,
reduzindo suas chances de chegar a vida adulta pelo maior tempo de exposi¢do aos micro-
organismos patogénicos presentes no solo, indicando capacidade competitiva reduzida se

comparada a outra semente com um TMG menor (FERREIRA E BORGHETTI, 2004).

Figura 2 - Efeito do 6leo essencial de E. cinerea na porcentagem de germinacao (PGER), no
tempo médio de germinagdo (TMG), na velocidade média de germinacdo (VMG) e no indice

de velocidade de germinacdo (IVG) de I. grandifolia.

A velocidade média de germinacdo (VMG) representa a velocidade de germinacao
das sementes estudadas, expressa em horas. A reducao significativa da VMG com o aumento
da concentragdo de o6leo essencial de E. cinerea, assim como o TMG, indica interferéncia em

um ou alguns processos metabolicos essenciais a germinagao das espécies estudadas (Figuras
1C,2C e 30).
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Figura 3 - Efeito do 6leo essencial de E.cinerea na porcentagem de germinacdo (PGER), no
tempo médio de germina¢do (TMG), na velocidade média de germinacdo (VMG) e no indice

de velocidade de germinacdo (IVG) de G. max.

O indice de velocidade de germinacao (IVG) foi influenciado significativamente pelo
aumento de concentracdo de dleo essencial nas trés espécies estudadas (Figuras 1D, 2D e 3D).
Rosado et al. (2009) descrevem resultados significativos de inibigdo do extrato aquoso de
manjericdo (contém 1,8-cineol) nas variaveis de IVG e PGER das culturas de tomate, alface e
melissa.

De maneira geral, a andlise das varidveis de germinagao (Figuras 1, 2 e 3) indica que
o oleo essencial de E. cinerea influencia o processo germinativo em termos quantitativos e
qualitativos. A interferéncia do 6leo essencial pode estar ocorrendo diretamente em algum ou
alguns processos embrionarios de forma letal, como o processo respiratério (LORBER E
MULLER, 1976; REIS, 2011), impedindo a germinagdo e/ou retardar a degradacdo e/ou
mobilizagdo de reservas do endosperma para o embrido, tornando o processo germinativo

mais lento.
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4.3. Efeito do 6leo essencial sobre as variaveis de crescimento

Os valores das variaveis biométricas de crescimento foram inibidos pela presenca do
oleo essencial de E. cinerea nas trés espécies estudadas (Figuras 4, 5 e 6). Para a E.
heterophylla e 1. grandifolia, observa-se inibi¢ao total do comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento do sistema radicular (CSR) e, consequentemente, do comprimento total (CT) e
da relac@o parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) na dose de 1% de 6leo essencial (Figuras 4
e 5). Estes resultados sugerem maior susceptibilidade ao o6leo de E. cinerea quando
comparada a G. max cujos valores de CSR, CPA e, consequentemente, RPA/SR ¢ CT nao

foram totalmente inibidos pela dose de 1% de o6leo essencial (Figura 6).
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Figura 4 - Efeito do 6leo essencial de E. cinerea no comprimento da parte aérea (CPA) e do

sistema radicular (CSR), na relagdo parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) e no comprimento

total (CT) das plantulas de E. heterophylla.
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O CPA foi reduzido a zero para E. heterophylla e I. grandifolia pelo aumento das
doses de dleo essencial (Figuras 4A e 5A), entretanto, para G. max, a inibicdo da CPA nao
chegou a ser total (Figura 6A). O CSR de E. heterophylla e I. grandifolia também foi
reduzido a zero na maior dose testada (Figuras 4B e 5B), diferentemente de G. max, onde se
observa inibicdo também significativa, porém em magnitude menor que a anterior (Figura
6B). Consequentemente, o CT das trés espécies estudadas foi afetado significativamente pelo
aumento das doses de 6leo essencial (Figuras 4D, 5D e 6D), destacando mais uma vez a
menor inibicdo para a espécie G. max (Figura 6D). Esta aparente diferenca de susceptibilidade
entre espécies, provavelmente, seja pela diferenca de tamanho entre as sementes, uma vez que
a G. max apresenta maior quantidade de reserva, que poderia suprir de certa forma a reducao
da respiragdo e/ou extravasamento de eletrolitos pela membrana celular, demonstrando-se
mais tolerante do que espécies que possuem sementes com pequena quantidade de reserva.

De maneira geral, as trés espécies apresentaram diferencas significativas na RPA/SR,
demonstrando que o sistema radicular foi mais inibido quando comparada com a parte aérea
de G. max (Figura 6C), entretanto, para E. heterophylla, a parte aérea foi mais afetada (Figura
4C).

O contato direto do dleo essencial com as raizes acarreta injuria celular, que pode
diminuir a absor¢do de agua e/ou elementos minerais e, consequentemente, o transporte destes
compostos para a parte aérea. A inibicdo dos terpenos sobre a respiragdo celular pode ainda
acarretar redugdo do crescimento da planta (SINGH, HARMINDER P. ET 4L., 2002; BATISH ET
AL., 2007, REIS, 2011)
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Figura 5 - Efeito do 6leo essencial de E.cinerea no comprimento da parte aérea (CPA) e do
sistema radicular (CSR), na relagdo parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) e no comprimento

total (CT) das plantulas de 1. grandifolia.

Considerando que o crescimento da planta € a resultante da divisdo e alongamento
celular (TAIZ E ZEIGER, 2012), qualquer interferéncia em um ou ambos o0s processos
compromete o crescimento das plantas. Existem evidéncias da agdo dos terpenoides sobre a
integridade da membrana plasmatica (LORBER E MULLER, 1976; SINGH ET 4L., 2005; BATISH
ET AL., 2007), levando a perda de eletrolitos importantes para a manuten¢ao do turgor celular,
forca motriz da expansdo celular. Outras evidéncias da inibicio no CPA e CSR de
Echinochloa crusgalli e Cassia obtusifolia submetidas as doses crescentes de 1,8-cineol
foram observadas em todas as fases da mitose (ROMAGNI ET 4L., 2000).

Entretanto, o aumento do tempo médio de germinagdo (TMG) causado pelo 6leo
essencial pode causar diferenca no comprimento final das plantulas por reduzir o tempo
efetivo de crescimento entre a germinacdo e a avaliagdo final do experimento. Outros

experimentos estdo sendo estudados para reduzir essa influéncia do TMG sobre as variaveis
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biométricas avaliadas (MPA, MSSR e CT) das plantulas de E. heterophylla, 1. grandifolia e
G. max. Tais evidéncias do efeito dos terpenoides sobre a divisdo e interferéncia no
mecanismo responsavel pelo alongamento celular podem explicar em parte o efeito do 6leo

essencial de E. cinera sobre o crescimento das espécies estudadas.

Figura 6 - Efeito do 6leo essencial de E. cinerea no comprimento da parte aérea (CPA) e do
sistema radicular (CSR), na relagdo parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) e no comprimento

total (CT) das plantulas de G. max.

Os valores de biomassa fresca representada pelas varidveis massa fresca da parte
aérea (MFPA), massa fresca do sistema radicular (MFSR) e massa fresca total (MFT) indicam
que um ou alguns fatores relacionados a assimilacdo e a fixagao de carbono foram afetados.

A massa fresca da parte aérea (MFPA) apresentou inibigdo significativa, tendendo a
zero para as trés espécies (Figuras 7A, 8A e 9A). A acentuada inibicdo do acumulo de MFPA
em doses de até 1% de oleo essencial de E. cinerea indica forte efeito alelopatico sobre as

espécies estudadas.
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Figura 7 - Efeito do dleo essencial de E. cinerea na massa fresca da parte aérea (MFPA),

massa fresca do sistema radicular (MFSR) e massa fresca total (MFT) de E. heterophylia.

Da mesma forma que a MFPA, o acimulo de MFSR foi severamente inibido em E.
heteroplylla e 1. grandifolia, onde seus valores aproximaram-se a zero (Figuras 7B e 8B),
entretanto, para G. max, a inibicdo das doses estudadas se restringiu a cerca de 50% do valor
de MFSR, indicando, mais uma vez, que a soja apresenta maior tolerncia as doses de oleo

essencial testadas.
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Figura 8 - Efeito do oleo essencial de E. cinerea na massa fresca da parte aérea (MFPA),

massa fresca do sistema radicular (MFSR) e massa fresca total (MFT) de 1. grandifolia.

A variavel massa fresca total (MFT), sendo o somatorio da MFPA e MFSR, segue a
tendéncia de inibicao significativa, chegando a zero (ndo ocorreu protrusdo da radicula) em E.
heteroplylla e I. grandifolia (Figuras 7C e 8C), entretanto, em G. max, a inibi¢do, mesmo

significativa, ndo chega a ser total.
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Figura 9 - Efeito do oleo essencial de E. cinerea na massa fresca da parte aérea (MFPA),

massa fresca do sistema radicular (MFR) e massa fresca total (MFT) de G. max.

As variaveis de biomassa seca, melhor que os valores da biomassa fresca, explicam
os efeitos alelopaticos inibitorios do dleo essencial de E. cinerea sobre diferentes espécies,
uma vez que representa diretamente o acimulo de carbono e elementos minerais da planta.

A variagdo de biomassa foi profundamente afetada pelo aumento da dose de 6leo
essencial de E. cinera nas trés espécies estudadas (Figuras 10A, 11A e 12A). A massa seca da
parte aérea (MSPA) chegou a valores muito proximos de zero para E. heteroplylla e I.
grandifolia, entretanto, para G. max, os valores de MSPA nado foram totalmente inibidos pela

dose maxima de 6leo essencial testada (1%).
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Figura 10 - Efeito do o6leo essencial de E. cinerea na massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca do sistema radicular (MSSR) e massa seca total (MST) de E.
heterophylla.

A massa seca do sistema radicular (MSSR) assim como a MSPA sofreram redugoes

significativas tendendo a zero com o aumento da dose de 6leo essencial de E. cinerea (Figuras

10B, 11B e 12B).
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Figura 11 - Efeito do 6leo essencial de E. cinerea na massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca do sistema radicular (MSSR) e massa seca total (MST) de /. grandifolia.

As massas secas totais (MST) das trés espécies foram drasticamente inibidas pelo
aumento da dose de 6leo essencial de E. cinerea (Figuras 10C, 11C e 13C), indicando redugao
significativa no acimulo de biomassa das plantulas. Isso sugere que injurias celulares e/ou
metabdlicas podem ser acarretadas pelo 6leo essencial (SINGH ET 4L., 2005; BATISH ET AL.,
2007).
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Figura 12 - Efeito do 6leo essencial de E. cinerea na massa seca da parte aérea (MSPA),

massa seca do sistema radicular (MSSR) e massa seca total (MST) de G. max.

Os contetidos de agua das partes aéreas (CAPA) foram afetados significativamente
nas trés espécies estudadas (Figuras 13A, 14A e 15A). O contetido de agua da raiz (CAR) foi
afetado significativamente pelo 6leo essencial e, consequentemente, o conteudo de agua total
(CAT) da planta, indicando que os tecidos estavam menos hidratados e/ou mais lignificados

pelo efeito alelopatico (ZANARDO ET AL., 2009).
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Figura 13 Efeito do 6leo essencial de E. cinerea no conteudo de dgua da parte aérea (CAPA),

conteudo de dgua da raiz (CAR) e conteudo de agua total (CAT) de E. heterophylla.
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Figura 14 - Efeito do dleo essencial de £ cinerea no contetido de dgua da parte aérea (CAPA),

conteudo de dgua da raiz (CAR) e conteudo de agua total (CAT) de 1. grandifolia.

37



Figura 15 - Efeito do 6leo essencial de E. cinerea no conteudo de agua da parte aérea

(CAPA), teor de agua da raiz (CAR) e teor de agua total (CAT) de G. max.

5. CONCLUSOES

O ¢6leo essencial de E. cinerea afetou negativamente a porcentagem de germinagao
(PGER), tempo médio de germinagdo (TMG), velocidade média de germinacdo (VMQG) e
indice de velocidade de germinagao (IVG).

As variaveis biométricas de comprimento (CPA, CSSR, RPA/SR e CT) foram
severamente afetadas com o aumento da dose de 6leo essencial de E. cinerea.

As varidveis de massa fresca (MFPA, MFSR e MFT) e massa seca (MSPA, MSSR e
MST), assim como os valores de contetido de agua (CAPA, CAR e CAT), foram reduzidas
significativamente com o aumento da dose de 6leo essencial.

A G. max mostrou-se menos sensivel ao oleo de E.cinerea nas doses testadas em

praticamente todas as variaveis avaliadas.
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CAPITULO 2

EFEITO DOS MONOTERPENOS CITRONELOL, CITRONELAL E
GERANIOL SOBRE A GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL DE
Euphorbia heterophylla L
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ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the effect on germination, early growth,
synergistic and/or antagonistic among terpenoids as well as its influence on biomass and
control in early post-emergence of E. heterophylla. The seeds were placed in petri dishes and
pots and submitted to different concentrations of essential oil of citronella, citronellal,
geraniol and citronellol, and mixtures thereof (from 0 to 6%, with 1.5 or 2% DMSO v/v) the
petri dishes were placed in BOD and 25°C for 7 days with a photoperiod of 12 hours and the
vases in the greenhouse. LD50, germination percentage (PGER), mean germination time
(TMG), germination average speed (VMGQG), germination speed index (IVG), shoot length
(CPA), length of the root system (CSR), total length (CT), ratio length of the shoot / root part
(RPA/SR), shoot dry mass (MSPA), root dry mass (MSSR) , total dry mass (MST),
percentage of live plants (%PVIVAS), percentage of control (%CONTROL), percentage of
viable plants (%PVIAVEIS). Data were submitted to ANOVA and quantitative variables
analyzed by polynomial regression and Scott-Knott test at 5% probability. All variables were
severely affected. The germinative variables PGER, TMG, VMG and IVG were severely
affected with the increasing dose of essential oil and monoterpenes, as well as their respective
mixtures. A mixture of geraniol and citronellal showed antagonistic effect, increasing the
LD50 value of the germinatives variables when compared to the values of LD50 of pure
geraniol. The growth variables CPA, CSR, CT and RPA / SR as well as MSPA, MSSR and
MST were significantly affected with increasing doses of monoterpenes. The %PVIVAS,
%PVIAVEIS and %CONTROL were affected with the application of monoterpenes in early
post-emergence. Generally terpenes significantly affected all variables evaluated, completely
inhibiting germination and growth. It was also noted the death of seedlings of E. heterophylla
enabling the control in early post-emergence application of monoterpenes with potted. Thus,
the essential oil of citronella and monoterpenes citronellal, citronellol and geraniol have great
potential for use as bioherbicide. However, there is need for more detailed in metabolic level
and field level to definitive conclusions can be obtained from studies.

Keywords: Allelopathy. Weed. Citronela. Monoterpenes.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de monoterpenos no processo
germinativo, crescimento inicial, efeito sinérgico ou antagdnico entre os terpenoides, assim
como sua influéncia na biomassa e controle em poés-emergéncia inicial de E. heterophylla. As
sementes foram dispostas em placa de Petri ¢ em vasos e, entdo, submetidas as diferentes
concentragdes de dleo essencial de citronela, citronelol, geraniol e citronelal e suas misturas
(0 a 6%, com 1,5 ou 2% de DMSO v/v). As placas de petri foram acondicionadas em camara
BOD (demanda biolégica de oxigénio) a 25°C por 7 dias e fotoperiodo de 12 horas. Os
experimentos com vasos foram conduzidos em casa de vegetacdo. Foram determinadas as
seguintes varidaveis: DLsy (dose letal média), porcentagem de germinagcdo (PGER), tempo
médio de germinagdo (TMG), velocidade média de germinagdo (VMQG), indice de velocidade
de germinagdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular
(CSR), comprimento total (CT), razdo do comprimento da parte aérea/sistema radicular
(RPA/SR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular (MSSR),
massa seca total (MST), porcentagem de plantas vivas (%PVIVAS), porcentagem de controle
(%CONTROLE) e porcentagem de plantas vidveis (%PVIAVEIS). Os dados foram
submetidos 8 ANOVA e as varidveis quantitativas analisadas por regressao polinomial e teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Todas as varidveis foram severamente afetadas pelos
tratamentos. As variaveis germinativas PGER, TMG, VMG e IVG foram afetadas com o
aumento da dose do oOleo essencial ¢ dos monoterpenos, assim como de suas respectivas
misturas. A mistura de citronelal e geraniol apresentou efeito antagdnico, aumentando o valor
da DLsy das variaveis de germinagdo quando comparadas aos valores da DLs, do geraniol
puro. As variaveis de crescimento CPA, CSR, CT e RPA/SR, assim como de MSPA, MSSR e
MST, foram afetados significativamente com o aumento das doses dos monoterpenos. A
%PVIVAS, %PVIAVEIS e %CONTROLE foram afetadas com a aplicagdo dos
monoterpenos em pos-emergéncia inicial. De maneira geral, os terpenos afetaram
significativamente todas as variaveis avaliadas, inibindo a germinacdo e crescimento.
Também foi constatada a morte de plantulas de E. heterophylla, possibilitando seu controle
em pos-emergéncia inicial com a aplicacdo dos monoterpenos em vaso. Assim, o 6leo
essencial de citronela e os monoterpenos citronelal, geraniol e citronelol possuem grande
potencial para serem utilizados como bioherbicidas. Entretanto, ha necessidade de estudos
mais detalhados, em nivel metabolico e em campo para que conclusdes definitivas possam ser

obtidas.
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1. INTRODUCAO

Cada vez mais o uso rotineiro e indiscriminado de herbicidas sintéticos tem gerado
insatisfagdes de ordem social, principalmente por comprometerem a qualidade dos recursos
naturais, gerarem risco para a fauna silvestre e contaminarem os alimentos que entram na
dieta humana. H4 necessidade de superar os paradigmas a respeito do controle de plantas
daninhas, buscando métodos que sejam eficientes no controle e que respeitem os interesses da
sociedade e os recursos naturais (GRANA ET AL., 2012).

Dentre todos os fatores que reduzem a produtividade desta e outras culturas, as
plantas daninhas certamente encontram-se entre as maiores causas de reducdo da
produtividade, podendo representar mais de 25% do custo de produgdo para o controle.
Dentre as plantas daninhas mais significativas na reducdo da produtividade de soja no estado
do Parand, encontra-se a Euphorbia heterophylla, que pode reduzir em 22% a produtividade,
principalmente pelo dificil controle empregado e pelas perdas ocasionadas a cultura (MOORE
ET AL., 1998).

Os herbicidas representam 45% do total dos agrotdxicos comercializados no Brasil,
representando 19% do consumo mundial de agrotdéxicos em 2010 (MOORE ET AL., 1998),
fazendo com que o Brasil desponte na lista de maiores consumidores de agrotdxicos per capta
do mundo com 5,2 kg por habitante, que representa 9 bilhdes de ddlares (SENADO, 2012).

Os casos de resisténcia das plantas daninhas aliados a utilizagao indiscriminada de
um ou alguns herbicidas com o mesmo mecanismo de acdo, dificultam cada vez mais o
controle destas plantas daninhas, que pode acarretar em significativo aumento no custo de
producdo da cultura. A utilizagdo de um unico mecanismo de agdo seleciona individuos
resistentes (EMBRAPA, 2012). O surgimento de bidtipos de Euphorbia heterophylla resistente
aos inibidores da enzima ALS (aceto lactato sintase) e ao glifosato (inibidor da EPSPs (5
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase)) ja foi identificado, dificultando o controle quimico
desta planta daninha (EMBRAPA, 2012).

A resisténcia aos principios ativos largamente utilizados como o glifosato esta
relacionada a utilizacdo da soja transgénica resistente ao glifosato (Soja Roundup Ready),
que, devido a pressdo de selecdo gerada pela utilizacdo continua de uma unica molécula,
seleciona populagdes resistentes de diversas espécies ao redor do mundo (POWLES, 2008).

Apesar dos estudos ja realizados, ndo se encontram na literatura informagdes mais

detalhadas sobre o efeito dos monoterpenos citronelal, geraniol e citronelol e seu mecanismo
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de acdo em plantas daninhas de importancia agricola no Brasil. Desta forma, o estudo dos
monoterpenos, na germinacao, crescimento € mesmo no metabolismo fotossintético pode
auxiliar sobremaneira o entendimento da acdo destes compostos em inibir a germinagdo e/ou
crescimento de plantas invasoras de interesse para a agricultura brasileira. Além disso, este
estudo pode fornecer subsidio para a substitui¢do dos atuais herbicidas, com menor impacto
ambiental.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito no processo germinativo, crescimento
inicial, efeito aditivo, sinérgico ou antagdnico entre os terpenoides, assim como sua influéncia

na biomassa e controle em pds-emergéncia inicial de E. heterophylla.

2. REFERENCIAL TEORICO

As plantas produzem grande variedade de compostos organicos que possuem funcao
direta no crescimento e desenvolvimento, conhecidos como metabolitos secundarios.
Geralmente estes metabolitos influenciam os processos de respiracdo, fotossintese, transporte
de solutos, sintese de proteinas, assimilacdo de nutrientes, diferenciacdo ou sintese de
carboidratos, proteinas e lipideos. Os metabolitos secundarios também se diferenciam dos
metabdlitos primarios por apresentarem distribuicdo restrita dentre os vegetais, podendo
restringir-se a uma Unica espécie. Isto ndo ocorre com os metabodlitos primarios que podem ser
encontrados em todo o reino vegetal. Os estudos sobre os metabolitos secundarios foram
iniciados pelos quimicos organicos do século XIX e inicio do século XX, visando a obtengao
e identificagdo de drogas medicinais, venenos, aromatizantes e utilizacdo em industrias
(DUDAI ET 4L., 1999; TAIZ E ZEIGER, 2012).

Pesquisas recentes atribuem principalmente aos metabolitos secundarios funcdes
ecologicas importantes para os vegetais, como protecdo contra herbivoria e infecgdes por
micro-organismos patogénicos, atuagao como atrativos para a polinizagdo e dispersao de
sementes, atuagdo na competicdo planta-planta e simbiose planta-micro-organismo. Os
terpenoides constituem a maior classe de produtos secundarios (DUDAI ET AL., 1999). Os
terpenoides sdo biosintetizados pela rota do acido mevalonico a partir de trés moléculas de
acetil CoA, apds uma série de reagdes produz isopentenil difosfato (IPP), através da rota do
metileritritol fosfato (MEP), que ocorre no cloroplasto e outros plastidios. A partir de
gliceraldeido 3-fosfato e piruvato, através de uma série de reacdes, produz dimetialil difosfato
(DMAPP). O IPP e seu isomero DMAPP sdo moléculas basicas na formagao dos terpendides,

tais compostos contendo 5 carbonos reagem formando geranil difosfato (GPP) (C,9), molécula
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que origina quase todos os monoterpenos conhecidos. A adi¢do de mais um IPP ou DMAPP
produz farnesil difosfato (Cis), precursor da maioria dos sesquiterpenos (PARE E TUMLINSON,
1999; VICKERS ET AL., 2009; LUIZA ISHII-FIWAMOTO ET AL., 2012; TAIZ E ZEIGER, 2012).

A partir do geranil difosfato (GPP), precursor de quase todos os monoterpenos, a
enzima geraniol sintase produz geraniol (alcool) (BAIRD ET 4L., 2014), que € convertido
diretamente em citronelol (dlcool), que por sua vez sofre oxida¢do para formar citronelal
(aldeido) em Cymbopogon winterianus. Nao ha evidéncias de que o citronelol é convertido
em geraniol, e ndo existem enzimas ativas para conversao de aldeidos (citronelal) de volta a
alcoois (citronelol e geraniol) nessa espécie de planta (AKHILA, 1986).

Os monoterpenos e sesquiterpenos volateis, e suas infinitas misturas, constituem os
oleos essenciais, que conferem aroma caracteristico as folhas de diversas espécies, atuando
muitas vezes como repelentes de insetos, podendo ser encontrados em tricomas glandulares
que se projetam da epiderme advertindo sobre sua toxicidade, repelindo potenciais herbivoros
(DUDAI ET 4L., 1999; TAIZ E ZEIGER, 2012).

Os terpenoides possuem func¢des importantes na vida das plantas agindo como
atrativos de polinizadores (PICHERSKY E GERSHENZON, 2002; THEIS E RAGUSO, 2005;
SVENSSON ET 4L., 2011; STEENHUISEN ET 4L., 2012), atuando na sinalizagdo em resposta aos
patogenos (HUANG ET 4L., 2003; LERDAU E GRAY, 2003), sinalizagdo em resposta ao ataque
de herbivoros (BALDWIN E PRESTON, 1999; PARE E TUMLINSON, 1999; SCHMELZ ET AL., 2003),
atrativo de inimigos naturais de herbivoros (PARE E TUMLINSON, 1999; UNSICKER ET AL.,
2009), acdo repelente contra herbivoros (UNSICKER ET AL., 2009), acdo inseticida (LABINAS E
CRrROCOMO, 2002), acdo bactericida (INOUE ET AL., 2004), agdo nematicida (NTALLI ET AL.,
2010; NTALLI ET 4L., 2011), e em resposta aos estresses abioticos (VICKERS ET AL., 2009).
Outro efeito importante dos terpenoides € seu efeito alelopatico sobre as plantas, apresentando
inibi¢do da germinagdo e crescimento (ROMAGNI ET 4L., 2000; SINGH, HARMINDER P. ET AL.,
2002; BATISH ET AL., 2007), reducao do teor de clorofila (SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL.,
2006; SETIA ET AL., 2007), reducdo da respiragdo (ABRAHIM ET AL., 2000; SINGH, H. P. ET AL.,
2002), reducdo da mitose (ROMAGNIET AL., 2000), quebra da integridade da membrana celular
(SINGH ET AL., 2005; BATISH ET 4L., 2007), inibicdo da abertura estomatica (RAI ET 4L., 2003),
inibi¢do da sintese de DNA (NISHIDA ET 4L., 2005) além de causar estresse oxidativo (SINGH

ET AL., 2006; HE ET AL., 2009) e injurias foliares (SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biologico e reagentes

As sementes de Euphorbia heterophylla L. (amendoim bravo) foram obtidas da
empresa Cosmos® de Sdo Paulo, armazenadas em dessecador e acondicionadas em geladeira.

Os monoterpenos isolados foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich® com pureza
de 95% para citronelol e citronelal e 98% para o geraniol.

O oleo essencial de citronela foi adquirido de uma propriedade especializada na

obtencdo de 6leos essenciais (por arraste de vapor) localizada em Marildndia do Sul — PR.

3.2. Local dos experimentos

Os experimentos de germinag¢do foram realizados no Laboratério de Homeopatia e
Fisiologia Vegetal e os experimentos em vaso foram realizados em casa de vegetagdo

pertencente ao mesmo laboratério na Universidade Estadual de Maringa — PR.

3.3. Método de germinacao

As sementes de E. heterophylla L. foram lavadas em agua corrente, esterilizadas
superficialmente com solugdo de hipoclorito de sdédio contendo 0,25% (v/v) de cloro ativo por
10 minutos e lavadas com agua destilada por 6 vezes. Cinquenta sementes foram dispostas em
placa de Petri revestida com duas folhas de papel germitest previamente autoclavadas e
umedecidas com 10 mL de casa solucdo, separadamente.

Os tratamentos foram constituidos de cinco concentracdes de citronelol, citronelal e
geraniol referentes aquelas encontradas de cada monoterpeno no 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus) (Tabela 1) referentes a 0,015, 0,03, 0,06, 0,12 e 0,25% (v/v) de
6leo de citronela diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) (2%, v/v). Os controles foram
constituidos de agua destilada pura e agua destilada com DMSO (2%, v/v).

As placas foram dispostas de forma aleatoria em cdmara de germinagdo tipo BOD,

com fotoperiodo de 12 horas de luz a 25 °C por 7 dias.
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3.4. Determinagao das varidveis de germinacao

As variaveis de germinacdo foram determinadas de 12 em 12h (0 a 132h) apoés a
semeadura. Contaram-se as sementes germinadas para os calculos das varidveis de
germinacao, sendo consideradas germinadas as sementes com radicula igual ou superior a 2
mm.

As variaveis determinadas foram: porcentagem de germinagdo (PGER [%]), tempo
médio de germinacdo (TMG [h]), velocidade média de germinacdo (VMG [h]), indice de
velocidade de germinagdo (IVG) (FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

3.4.1. Porcentagem de germinagdo (PGER)

PGER = (Xn;.N"). 100
Em que }'n; ¢ o niimero total de sementes germinadas em relacdo ao niimero de

sementes dispostas para germinar (N), expresso em porcentagem;

3.4.2. Tempo Médio de Germinacdo (TMG)

T™MG = Zni Lt/ Zni

Em que n; ¢ o nimero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo de
tempo ti; e t;, expresso em horas.

3.4.3. Velocidade Média de Germinagdo (VMG)

E o inverso de TMG, expresso em horas.

VMG =>n;/Yn;.t
3.4.4. Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG)
IVG=G1 /N1 +G2 /N2 + ... +Gn/ Nn

Em que G1, G2.... Gn é o numero de sementes germinadas e N1, N2,..,.Nn é o

niamero de horas apos a semeadura.
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3.5. Experimento de crescimento

As sementes de E. heterophylla L. foram lavadas em agua corrente, esterilizadas
superficialmente com solugdo de hipoclorito de sodio contendo 0,25% (v/v) de cloro ativo por
10 minutos e lavadas com agua destilada por 6 vezes. Aproximadamente 2000 sementes
foram dispostas em bandeja plastica revestida com duas folhas de papel germitest
previamente autoclavadas e umedecidas com agua, as bandejas foram embaladas com filme
PCV para evitar contaminacdo e acondicionadas em camara de germinagdo tipo BOD
(Biological Oxygen Demand), com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro a 25
°C por 24 horas.

As plantulas previamente germinadas foram selecionadas quanto ao tamanho e
uniformidade e, entdo, dispostas em placas de Petri contendo solu¢do de DMSO (1,5% v/v)
com citronelol (0,001, 0,003, 0,005, 0,01 0,015 e 0,02% (v/v)), citronelal (0,001, 0,005, 0,01,
0,02, 0,03, 0,04, 0,05 e 0,07% (v/v)), geraniol (0,001, 0,003, 0,005, 0,01, 0,015, 0,02, 0,025 ¢
0,03% (v/v)) e controles constituidos de agua destilada e DMSO (1,5%). As placas foram
dispostas de forma aleatoria em camara de germinagdo tipo BOD (Biological Oxygen
Demand), com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro a 25 °C por 9 dias.

As variaveis analisadas foram comprimento da parte aérea (CPA [cm]), comprimento
do sistema radicular (CSR [cm]), comprimento total (CT [cm]), razdo do comprimento da
parte aérea/sistema radicular (RPA/SR), massa seca da parte aérea (MSPA [mg]), massa seca
do sistema radicular (MSSR [mg]) e massa seca total (MST [mg]) (FERREIRA E BORGHETTI,

2004; MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2009).

3.5.1. Razdo parte aérea sistema radicular (RPA/SR)

RPA/SR = CPA/CSR
Onde CPA ¢é o comprimento da parte aérea ¢ CSR é o comprimento do sistema

radicular.

3.5.2. Massa seca (MS)

A massa seca foi obtida apos a secagem (massa constante) das partes das plantulas

em estufa a 70°C com auxilio de balanca analitica.
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3.6. Experimentos de avaliagdo do efeito herbicida dos terpenoides em pos

emergéncia inicial.

Semeou-se aproximadamente 30 sementes de E. heterophylla em vasos de 2L
contendo substrato comercial para germinag¢do contendo vermiculita. Realizou-se desbaste
para uniformizar o tamanho das plantulas deixando-se apenas 10 plantas por vaso. Quando as
plantas apresentavam 2 folhas (pds-emergéncia inicial (LORENZI, HARRI, 2006)), pulverizou-
se 0,8mL em cada unidade experimental (vaso). Cada tratamento consistiu de um terpenoide
dissolvido em solu¢do contendo 4gua e DMSO (1,5%, v/v), as doses para citronelol, citronelal
e geraniol utilizadas foram de 1, 2, 4 e 6% (v/v) e controles contendo DMSO 2% e agua pura.

As variaveis porcentagem de plantas vivas (%PVIVAS) representa a porcentagem de
plantas que apresentavam pelo menos uma parte viva 8§ dias apds a aplicacdo dos tratamentos.
A porcentagem de controle (%CONTROLE) representa a porcentagem de plantas mortas 8
dias apos a aplicacdo dos tratamentos e a porcentagem de plantas viaveis (%PVIAVEIS)
representa a porcentagem de plantas que apresentavam folhas novas 8 dias apos a aplicagao

dos tratamentos.

3.7. Analise do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus.

A andlise foi realizada em parceria com a Universidade de Coimbra por
cromatografia gasosa (GC) e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC/MS). A anilise de GC foi realizada no equipamento Hewlett-Packard 6890 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA), com sistema de tratamento de dados HP GC
ChemStation Ver. A.05.04 equipado com um unico injetor e dois detectores de ionizacdo de
chama (FID). Um divisor Grapgpak (Agilent Technologies, part no. 5021-7148) foi usado
para amostragem simultdnea em duas colunas (Supelco, Bellefonte, PA, USA), com coluna
capilar de silica fundida contendo diferentes fases estacionarias (SPB-1
(polydimethylsiloxane) 30mx 0,20mm i.d., espessura de filme de 0,20 m), e SupelcoWax-10
(polyethyleneglycol 30m X 0,20mm 1i.d., espessura de filme de 0,20 m). Programa de
temperatura do forno de 70 — 220 °C (3 °C.min-1), 220°C (15 min); temperatura do injetor de
250°C; como gas veiculo foi utilizado o hélio, ajustado a velocidade linear de 30 cm s'l, razao

de divisao 1:40, temperatura dos detectores de 250°C.
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A CG/MS foi realizada no aparelho Hewlett-Packard 6890 cromatégrafo a gas
equipado com coluna de silica fundida HP1 (polidimetilsiloxano 30, x 0,25mm i.d., espessura
do filme de 0,25 m) acoplado a um detector de massa seletiva Hellett-Packard 5973 (Agilent
Tchnologies) operados por software ChemStation avancado HP, versio A.03.00. GC com
parametros como descrito acima, temperatura de interface de 250 °C. MS quadruplo, com
temperatura de 150°C, energia de ionizagdo de 70 eV, ionizacdo atual de 60 A, intervalo de
varredura de 35-250 unidades, scans 1: 4,51.

Os componentes do 6leo essencial foram identificados por seus indices de retengdo
em ambos os SPB-1 e Supelcowax-10 colunas ¢ do seu espectro de massa. Os indices de
retengdao foram calculados por interpolacdo linear em relacdo aos tempos de retencdo de C8-
C23 de n-alcanos. Os resultados foram comparados com as amostras de referéncia incluidos
no banco de dados do laboratério da C.E.F.- Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra. Os espectros de massa adquiridos foram comparados com espectros de referéncia do
banco de dados do laboratorio, banco de dados Wiley / NIST library (WILEY-REGISTRY,
2007) e dados da literatura (ADAMS, 1995; JOULAIN E KONIG, 1998). As quantidades relativas
de cada componente foram calculadas baseadas na area dos dados brutos de GC, sem fator de

corregao.

3.8. Delineamento estatistico

3.8.1. Experimentos de germinacdo e crescimento

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 4 repetigdes.
Os dados foram submetidos 8 ANOVA e as varidveis significativas analisadas por regressao
polinomial com nivel de significancia de 5% pelo programa SISVAR (5.1). Os graficos foram

obtidos pelo programa GRAPHPAD PRISM (versao 5.0).

3.8.2. Experimentos de interagao

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 4 repetigdes.
Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias analisadas por regressdo polinomial com
nivel de significancia de 5% pelo programa SISVAR (5.1). Os graficos foram obtidos pelo
programa GRAPHPAD PRISM (versado 5.0).
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Os dados de cada repeti¢do foram analisados por regressdo linear simples e com a
equagdo obtida calculou-se as DLsp como a metade do valor do controle referente a DMSO
1,5%. Os quatro valores, referentes as quatro repetigdes, encontrados foram analisados pelo

teste Scott-Knott com nivel de significancia de 5% pelo programa SISVAR (5.1).

3.8.2. Experimentos em vaso

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado com 4 repetigdes.
Os dados foram submetidos 8 ANOVA e as varidveis significativas analisadas por regressao
polinomial com nivel de significancia de 5% pelo programa SISVAR (5.1). Os graficos foram

obtidos pelo programa GRAPHPAD PRISM (versao 5.0).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Composi¢ao do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus.

Observa-se que os componentes majoritarios do 6leo essencial de Cymbopogon
winterianus analisado sdo citronelal (32,4%), geraniol (23,9%), citronelol (14,6%), geranial
(3,6%), limoneno (3,3%) e neral (3,1%) (Tabela 1). Tais resultados assemelham-se aos
descritos por Quintans-Junior et al. (2008) que descreve os componentes majoritarios do 6leo
essencial de C. winterianus como sendo o geraniol (40,06%), citronelal (27,44%) e citronelol

(10,45%) e por Martins (2006) citronelal (41,4%), geraniol (17,9%) e citronelol (17,28%).

Tabela 1: Composi¢do do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus avaliado por

cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC/MS).

Composicao do éleo essencial de Cymbopogon winterianus

Composto %
Citronelal 32,4
Geraniol 23,9
Citronelol 14,6

Geranial 3,6

Limoneno 33

Neral 3,1
Outros compostos 17,0

Total de compostos identificados 94,6%
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O citronelal e citronelol sdo os componentes majoritarios do eucaplipto citriodora.
Quando analisado o dleo extraido estddio vegetativo, o citronelal representa 77,67% do 6leo
seguido pelo citronelol com 12,17%. Quando o 6leo foi extraido das plantas adultas, sua
composi¢do variou pouco, apresentando 48,33% de citronelal e 21,87% de citronelol (BATISH
ET AL., 2006). O citronelol e geraniol podem ser encontrados como componentes majoritarios
do oleo essencial de Rosa damascena Mill e de gerdnio e outras espécies do género

Pelargonium (RAJESWARA RAO ET 4AL., 2002).

4.2. Efeito do 6leo essencial nas varidveis de germinagao

Os resultados obtidos através dos experimentos de germinagdo demonstram que o
oleo essencial de C. winterianus, seus compostos majoritarios (citronelal, geraniol e
citronelol), assim como suas misturas, afetaram significativamente todas as varidveis de
germinacdo analisadas de E. heterophylla (Figuras 1 a 8).

O oleo essencial de C. winterianus reduziu significativamente a porcentagem de
germinagio (PGER), inibindo totalmente a germinagio com 2500 pL L (Figura 1A).
Resultados similares foram observados por Reis (2011), que observou inibi¢do total da
germinacgao do 6leo essencial de C. winterianus em doses de 0,25% (v/v) da mesma espécie
estudada.

A variavel velocidade média de germinagao (VMG) foi drasticamente afetada pelo
aumento da concentracdo de oleo de C. winterianus (Figura 1B). Similarmente ao aumento
significativo do tempo médio de germinagdo (TMG), o efeito do 6leo essencial, reduzindo a
VMG e, consequentemente, aumentando TMG, reduz a capacidade competitiva das plantas
por deixar a semente mais exposta ao ataque de patdgenos presentes no solo, além de reduzir
a capacidade competitiva com plantas que germinaram mais rapido e encontram-se em estadio

fenologico mais avangado (FERREIRA E BORGHETTI, 2004).
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Figura 1 —Efeito do 6leo essencial de C. winterianus na porcentagem de germinagao (PGER),
no tempo médio de germinag¢ao (TMG), na velocidade média de germinagdo (VMG) e no

indice de velocidade de germinacdo (IVG) de E. heterophylla.

O indice de velocidade de germinagao (IVG) (Figura 1C), assim como as demais
varidveis germinativas, foram afetados significativamente pelo aumento da concentracdo de
6leo essencial, tendendo a zero em concentragdes proximas de 2000 pL L.

Observa-se que as mesmas varidveis influenciadas pelo 6leo essencial de C.
winterianus foram também afetadas pelo seu constituinte majoritario. O citronelal afetou
significativamente a PGER, levando a valores muito proximos de zero em concentracdes
préximas a 1600 pL L' (Figura 2A).

Os valores de VMG e TMG, assemelhando-se aos resultados do 6leo essencial de C.
winterianus, foram significativamente influenciados pelo aumento da concentragdo de

citronelal (Figura 2B e D).
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Figura 2 —Efeito do citronelal na porcentagem de germinacdo (PGER), no tempo médio de
germinacdo (TMGQG), na velocidade média de germinacdo (VMG) e no indice de velocidade de

germinacdo (IVG) de E. heterophylia.

O IVG foi inibido aos valores préximos de zero em concentragdes proximas de 1600
uL L, assemelhando-se a concentracdo de 6leo essencial de C. winterianus.

O geraniol inibiu totalmente a PGER de E. heretophylla (Figura 3A) em doses de
aproximadamente 1.100 uL L', sendo mais efetivo na inibi¢do da germinagdo que o 6leo
essencial de C. winterianus.

Os valores da VMG foram significativamente afetados pelo aumento da
concentracdo de geraniol (Figura 3B), atingindo valores muito proximos de zero em doses de
1200 pL L™, sendo equivalente a metade da dose necessaria para inibi¢io da VMG pelo 6leo
essencial de C. winterianus (Figura 1B).

Os valores de TMG foram influenciados significativamente pelo aumento das doses
de geraniol (Figura 3D), indicando que foi necessario maior tempo para germinagdo de F.
heterophylla, assim como para o citronelal e 6leo essencial de C. winterianus (Figuras 1D e
2D).
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O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi significativamente inibido pelo
geraniol. Os valores do IVG se aproximaram de zero em doses de aproximadamente 1100 pL
L' (Figura 3C), menor que os 2000 pL L™ de 6leo essencial de C. winterianus e 1600 pL L™
de citronelal, indicando que o geraniol apresenta maior efeito inibitorio que o oleo essencial

de C. winterianus e citronelal.

Figura 3 —Efeito do geraniol na porcentagem de germinagdo (PGER), no tempo médio de
germinacdo (TMGQG), na velocidade média de germinacdo (VMG) e no indice de velocidade de

germinacao (IVG) de E. heterophylla.

O citronelol apresentou grande eficiéncia na inibicdo total da porcentagem de
germinagdo (750 pL L") quando comparada ao citronelal (1600 pL L™), geraniol (1100 pL L~
" e 6leo essencial de C. winterianus (2500 uL LY (Figuras 1A a 4A). Tal resultado abre
discussdo ao possivel efeito sinérgico e/ou antagénico dos terpenoides que constituem os
6leos essenciais.

A velocidade média de germinagdo (VMGQG) foi significativamente afetada pelo
aumento de concentragdo de citronelol (Figura 4B). Na concentragio de 750 pL L', os

valores aproximam-se de zero. Quando comparamos os resultados do citronelol aos
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encontrados em oleo essencial (2500 uL L'l) e geraniol (1200 pL L'l), evidencia-se 0 maior
efeito inibitorio sobre a variavel VMG de E. heterophylila .

O tempo médio de germinagdo (TMG) também foi influenciado significativamente
pelo aumento das doses de citronelol (Figura 4D), assemelhando-se aos resultados do o6leo
essencial, citronelal e geraniol (Figuras 1D a 3D).

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) apresentou valores proximos de zero
em doses de aproximadamente 750 pL L', que, se comparada as doses de 6leo essencial
(2000 pL L™), citronelal (1600 pL L") e geraniol (1100 pL L) (Figuras 1C, 2C e 3C), mais

uma vez demonstra o potencial alelopatico do citronelol.

Figura 4 —Efeito do citronelol na porcentagem de germinacdo (PGER), no tempo médio de
germinacdo (TMGQ), na velocidade média de germinagdo (VMGQG) e no indice de velocidade de

germinacdo (IVG) de E. heterophylia.

Quando utilizada a mistura de citronelal (CA) e geraniol (GE), a PGER foi
novamente inibida aos valores proximos de zero em doses proximas de 2400 uL L™ (Figura
5A), assemelhando-se aos resultados obtidos do 6leo de C. winterianus (OEC) (2500 pL L™
(Figura 1A).
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Os valores de VMG foram novamente influenciados pelo aumento da dose da
mistura citronelal e geraniol, desta vez, apresentando valores proximos de zero em doses de
2800 pL L™, valor mais alto até entdo (Figura 5B).

O TMG aumentou com o aumento da dose da mistura (Figura 5D), e o IVG
apresentou valores proximos de zero em doses aproximadas de 1.750 uL L' (Figura 5C).
Estes valores foram menores que os obtidos com 6leo essencial de C. winterianus (OEC)

(Figura 1C).

Figura 5 — Efeito do citronelal + geraniol na porcentagem de germinagdo (PGER), no tempo
médio de germinacdo (TMGQG), na velocidade média de germinagdo (VMG) e no indice de

velocidade de germinagdo (IVG) de E. heterophylla.

Os valores obtidos das varidveis de germinagdo referentes a mistura de citronelol e
citronelal, mais uma vez, apresentaram forte efeito alelopéatico dos terpenoides sobre a
germinacao de E. heterophylla (Figura 6). A porcentagem de germinacdo (PGER) foi
fortemente inibida pelo aumento da dose da mistura de citronelol e citronelal, inibindo

completamente a germinagdo em doses de aproximadamente 1200 pL L' (Figura 6A).
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A VMG sofreu forte inibicdo pelo aumento da concentragdo da mistura de citronelol
e citronelal (Figura 6B), assim como o TMG foi influenciado significativamente pelo aumento
da dose da mistura de citronelol e citronelal (Figura 6D).

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) atingiu valores proximos de zero em
doses de aproximadamente 1600 pLL™ (Figura 6C), valor idéntico aos encontrados na mistura

citronelal (CA) e geraniol (GE) e do citronelal isolado (Figuras 5C e 2C).

Figura 6 — Efeito do citronelol + citronelal na porcentagem de germinacdo (PGER), no tempo
médio de germinacdo (TMGQG), na velocidade média de germinagdo (VMG) e no indice de

velocidade de germinagdo (IVG) de E. heterophylia.

A mistura de citronelol e geraniol apresenta influéncia significativa nas variaveis de
germinacdo avaliadas. A PGER foi fortemente inibida pelo aumento da mistura de citronelol e
geraniol, causando inibicdo completa da germinagdo em doses aproximadas de 900 pL L™
(Figura 7A), sendo maior apenas que do citronelol puro (750 uL L'l) (Figura 4A).

A velocidade média de germinacdo (VMG) foi inibida significativamente pelo
aumento da dose da mistura de CO e GE (Figura 7B), alcangando valores proximos de zero

em doses de aproximadamente 950 pL L'. O TMG novamente sofreu incremento
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significativo, indicando que os terpenos influenciam em um/ou alguns processos
germinativos, causando o retardo da germinagao.

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi drasticamente inibido pelo aumento
da dose da mistura de citronelol e geraniol, esta variavel foi totalmente inibida em doses de
aproximadamente 650 pL L (Figura 7C), sendo este o menor valor encontrado até o

momento.

Figura 7 — Efeito do citronelol + geraniol na porcentagem de germinagdo (PGER), no tempo
médio de germinacdo (TMGQG), na velocidade média de germinagdo (VMG) e no indice de

velocidade de germinagdo (IVG) de E. heterophylla.

Referente a mistura de citronelal, geraniol e citronelol, as varidveis germinativas
foram influenciadas pelo aumento da dose. A PGER foi significativamente inibida, ndo se
observando germinagdo em doses aproximadas de 1800 puL L™ (Figura 8A), indicando que a
mistura nas mesmas propor¢des dos terpenoides majoritarios do o6leo essencial de C.
winterianus possui maior capacidade de inibicdo da germinagdo de E. heterophylla que
proprio o6leo essencial de C. winterianus, que apresentou inibi¢do total da germinagdo em

doses aproximadas de 2500 pL L (Figura 1A).
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A velocidade média de germinacdo sofreu significativa inibi¢do pelo aumento da
dose da mistura de citronelal, geraniol e citronelol, apresentando valores proximos de zero em
doses de aproximadamente 1800 uL L' (Figura 8B), quando comparada a dose de 2500 pL L~
' necesséria para a inibigéo total da VMG pelo 6leo essencial de C. winterianus (Figura 1B).
Observamos aparente diferenca entre os tratamentos.

O tempo médio de germinagdo (TMG) foi significativamente afetado, apresentando
efeito inibitorio com o aumento da dose da mistura citronelal, geraniol e citronelol (Figura
8D).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi novamente afetado
significativamente pelo incremento da dose da mistura citronelal, geraniol e citronelol (Figura
8C), atingindo valores proximos de zero em doses de aproximadamente 1500 pL L',
aparentemente diferente da dose de 2000 pL L' (Figura 1C) encontrada no 6leo essencial de

C. winterianus.

Figura 8 — Efeito do citronelal + geraniol + citronelol na porcentagem de germinacao (PGER),
no tempo médio de germinacdo (TMG), na velocidade média de germinagdo (VMG) e no

indice de velocidade de germinacdo (IVG) de E. heterophylla.
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O citronelal, geraniol e citronelol sdo responsaveis por 70,9% do 6leo essencial de C.
winterianus testado (Tabela 1). Pode-se pressupor que os demais constituintes (29,1%)
apresentam efeito antagdnico e/ou menor efeito inibitdrio das varidveis estudadas. Assim, os
resultados obtidos pela mistura de citronelal, geraniol e citronelol aparentemente diferem dos
resultados do 6leo essencial (Figuras 1 e 8), cujos valores foram novamente analisados na
forma de DLsy como observado na Tabela 2.

A inibicdo do processo germinativo como um todo representa uma interferéncia em
um ou alguns processos metabolicos relacionados com a germinacdo. A reducdo da
germinacdo de E. heterophylla pelo aumento da dose de 6leo essencial de C. winterianus ja
foi descrita anteriormente por Reis (2011), descrevendo ainda o significativo efeito inibitorio
do oleo essencial de C. winterianus na respiracdo mitocondrial. Esta reducdo da respiragao
pode explicar, em parte, a redugdo da velocidade de germinacdo (VMG) e o aumento do
tempo médio de germinacdo (TMG), devido a reducdo da atividade da ATP sintase,
provavelmente, por gerar danos & membrana mitocondrial (LORBER E MULLER, 1976). Danos
a membrana podem desfazer o gradiente eletroquimico, causando colapso no funcionamento
da ATP sintase e, consequentemente, na producdo de ATP. Outros estudos indicam que os
monoterpenos, além de causar danos & membrana mitocondrial (LORBER E MULLER, 1976),
podem inibir a respiragdo mitocondrial e de apices (REIS, 2011), a respiragdo celular (SINGH,
H. P. ET AL., 2002; SINGH, HARMINDER P. ET 4L., 2002; BATISH ET AL., 2004; SETIA ET AL.,
2007) e a respiracao de plantas inteiras (BATISH ET AL., 2007).

A reducdo da producdo de ATP pela reducdo da respiragdo mitocondrial (REIS,
2011), consequentemente, compromete a producdo e fornecimento de ATP necessaria a
divisdo celular. Esse efeito pode ser a causa da reducdo do indice mitdtico de E. heterophylla
(GUSMAN ET 4L., 1990). A reducdo do indice mitotico, por sua vez, pode aumentar o tempo
médio de germinagdao (TMG) e reduzir a porcentagem de germinacdo (PGER), velocidade
média de germinacdo (VMGQG) e indice de velocidade de germinacdo (IVG).

A inibicdo da germinagdo de E. heterophylla pode ser causada pela inibicdo da
mitose causada pelo citronelol (GUSMAN ET 4L., 1990), e/ou pelo extravasamento celular
observado por Batish et al. (2007). Estes autores, ao testarem o 6leo essencial de Fucalyptus
citriodora, cujo componente majoritario é o citronelal, verificaram aumento significativo do
vazamento de eletrolitos, indicando ac¢do principalmente sobre a membrana plasmatica.

A aplicacdo de citronelol nas sementes causou aumento do TMG e redu¢ao da VMG.

Em nivel de campo, isto representa reducdo da capacidade competitiva das plantas, reduzindo
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o vigor do crescimento inicial e, posteriormente, a redu¢do da massa seca, da taxa de
assimilacdo de crescimento relativo, taxa de assimilagdo liquida e area foliar especifica
(GUSMAN ET AL., 1994).

De maneira geral, a analise das variaveis de germinacao (Figuras 1, a 8) indica que o
oleo essencial de C. winterianus, assim como os terpenoides citronelal, geraniol, citronelol e
suas misturas influenciam o processo germinativo em termos quantitativos e qualitativos. A
interferéncia do 6leo essencial pode estar ocorrendo diretamente em um ou alguns processos
embrionarios de forma letal, como o processo respiratério (LORBER E MULLER, 1976; REIS,
2011), impedindo a germinacao e/ou retardando a degradagdo e/ou mobilizagdo de reservas do

endosperma para o embrido, tornando o processo germinativo mais lento ou inexistente.
4.3. Comparagdo das DLs, sobre varidveis de germinagdo.

A avaliagdo das DLsg sobre a porcentagem de germinagdo (PGER) demonstra que o
citronelol (CO), geraniol (GE) e a mistura dos dois compostos (CO+GE) apresentaram menor
DLs, sobre a PGER. Valores menores de DL;y indicam maior efetividade de inibicdo da
PGER por dose (Tabela 2), sugerindo que os terpenos CO e GE e sua mistura CO+GE
apresentam maior efetividade de inibi¢do da germinagao.

As misturas citronelal e citronelol (CA+CO) e CA+CO+GE diferiram
significativamente dos demais tratamentos, apresentando valor intermedidrio de DLso sobre a
PGER (Tabela 2). Esse resultado sugere que a menor efetividade do CA aumentou a DLs do
CO na mistura (CA+CO) e do CO+GE em mistura com CA.

Os tratamentos CA, 6leo essencial de C. winterianus (OEC) e GE+CA apresentaram
os maiores valores de DLs, sugerindo ainda efeito antagdnico entre o GE e CA, sendo a DLs
do GE puro 55,96 uL L', a DLsy da CA puro 114,71 L L™ e da mistura GE+CA 123,33 pL
L' (Tabela 2).

Destaca-se que a mistura CA+CO+GE representa 70,9% do OEC (Tabela 1),
entretanto os tratamentos OEC e CA+CO+GE apresentaram diferenca significativa entre eles,
sugerindo que os demais compostos presentes no OEC apresentam menor efeito inibitorio

e/ou efeito antagdnico aos compostos majoritarios (Tabela 2).
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Tabela 2: Dose letal média (DLs() de citronelol (CO), citronelal (CA), geraniol (GE),
oleo essencial de citronela (OEC) e suas misturas sobre a porcentagem de germinacao
(PGER) de E. heterophylla avaliada pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)

Tratamento Média (DL50)1 PGER (nL. Scott-Knott a 0,05
L")

GE + CA 123,33 A
OEC 120,67 A
CA 114,71 A
CA+CO 101,57 B
CA +CO + GE 84,45 B
GE 55,96 C
GE + CO 43,65 C
CO 39,50 C

A andlise das DLsy sobre o indice de velocidade de germinagdo (IVG) apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos. O CO e a mistura GE+CO apresentaram menor
valor de DLsj sobre o IVG, demonstrando a maior efetividade e/ou efeito alelopatico destes
tratamentos sobre o IVG (Tabela 3).

O GE isolado apresentou segundo menor valor estatistico de DLsy, diferindo
significativamente da mistura CA+CO+GE, que apresentou o terceiro valor estatistico,
sugerindo que a adi¢do do CA elevou a DLsy do CO e GE (Tabela 3).

O CA e a mistura CA+CO apresentaram diferenca significativa dos demais
tratamentos, sugerindo que a CA apresentou efeito antagéonico ao CO (DLsy 37,43 uL L'l)
pela elevagdo dréstica da DLso causada pela mistura CA+CO (DLsp 98,16 pL L'l) (Tabela 3).

O OEC e a mistura GE+CA apresentaram os maiores valores de DLsy para o IVG,
sugerindo efeito antagdnico entre o GE e CA pela elevacio da DLs;. O OEC diferiu
significativamente da mistura CA+GE+CO, sugerindo que os demais componentes
responsaveis por 29,1% do OEC (Tabela 1) apresentam maiores DLsy para o IVG e/ou efeito

antagdnico ao CA, GE e CO (Tabela 3).
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Tabela 3: Dose letal média (DLs() de citronelol (CO), citronelal (CA), geraniol (GE),
oleo essencial de citronela (OEC) e suas misturas sobre o indice de velocidade de germinagao
(IVG) de E. heterophylla avaliada pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)

Tratamento Média (DLsg) IVG (nL L Scott-Knott a 0,05
)

GE + CA 118,65 A
OEC 117,07 A
CA +CO 98,16 B
CA 94,80 B
CA+CO+GE 79,14 C
GE 54,16 D
GE + CO 41,57 E
CO 37,43 E

A velocidade média de germinagdo (VMQG) representa a velocidade média expressa
em horas necessarias para a germinacdo das sementes. A DLsyp do VMG expressa a dose
média necessaria para inibicdo da VMG em 50%, representado a cinética do processo
germinativo.

Os tratamentos CO, GE e GE+CO apresentaram os menores valores de DLs, para
inibicdo da VMG, demonstrando que estes tratamentos possuem maior efeito inibitorio sobre
a variavel (Tabela 4), assemelhando-se aos resultados obtidos na Tabela 2 (DLsy da PGER).

As misturas CA+CO+GE e CA+CO apresentaram valores intermedidrios de DLso.
Neste caso, ndo fica evidente efeito antagonico entre 0 CA e GE e CO pelo fato da DLs, da
CA isolado apresentar o maior valor de DLsy encontrado (Tabela 4). O incremento da DLs,
neste caso, pode ser reflexo apenas da mistura do CA que apresenta DLsy de 137,39 puL LY
que se comparada ao GE (65,03 pL L'l), CO (40,13 pL L'l) e mistura GE+CO (50,52 pL L'l)
aproximasse do valor da mistura CA+CO+GE (DLso 90,01 pL L) pela média numérica.

A DLsy da OEC diferiu significativamente dos valores apresentados pela mistura
CA+CO+GE, indicando efeito antagénico com os demais componentes do OEC e/ou menor

efeito inibitério da VMG (Tabela 4).
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Tabela 4: Dose letal média (DLs() de citronelol (CO), citronelal (CA), geraniol (GE),
oleo essencial de citronela (OEC) e suas misturas a velocidade média de germinacdo (VMG)
de E. heterophylla avaliada pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)

Tratamento Média (DLsol) VMG (uL Scott-Knott (p<0,05)
L")

CA 137,39 A
GE + CA 135,14 A
OEC 127,69 A
CA+CO 106,77 B
CA+CO+GE 90,01 B
GE 65,03 C
GE + CO 50,52 C
CO 40,13 C

Os efeitos antagbnicos e sinérgicos nas interagdes dos componentes de o6leos
esséncias ndo sao novidade. He et al (2009) estudando 36 misturas de cinco terpenoides
sobre a inibicdo do comprimento radicular de Echinochloa crus-gali, observaram diferengas
significativas entre misturas diferentes, que seria uma possivel interacdo com efeito
antagdnico/sinérgico entre os constituintes. Franzios et al. (1997) em estudos sobre o efeito
inseticida de misturas de terpenoides e 6leos essenciais, observaram efeito sinérgico entre os
constituintes.

Sado escassos os trabalhos que apresentam evidéncias dos efeitos sinérgicos e/ou
antagdnicos entre os constituintes de o6leos essenciais, necessitando mais estudos e abrindo

novos caminhos para a pesquisa deste fendmeno.

4 4. Efeito dos monoterpenos no crescimento de E. heterophylla.

As variaveis biométricas de crescimento de E. heterophylla foram afetadas pelo
aumento da dose dos terpenoides citronelal (CA), geraniol (GE) e citronelol (CO). O
comprimento da parte aérea (CPA) foi inibido significativamente pelo aumento da dose de
CA, atingindo valores proximos de zero em doses de 0,07% (v/v) (Figura 9A).

O comprimento do sistema radicular (CSR) foi totalmente inibido pelo aumento da
concentragdo de CA em doses de aproximadamente 0,055% (v/v) (Figura 9B). Neste caso, a

inibi¢ao do CSR foi mais intensa em comparacao ao do CPA (dose 0,07%) (Figura 9A).
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O comprimento total (CT), produto da soma algébrica do CPA e CSR, foi totalmente
inibido em doses de aproximadamente 0,065% (v/v) de CA, caracterizando inibicao total do
crescimento da plantula de E. heterophylla (Figura 9C).

A relacdo comprimento da parte aérea/sistema radicular apresentou resposta
diretamente proporcional ao aumento da dose de CA, indicando maior inibi¢do do CSR em
comparacdo ao CPA (Figura 9D), e maior susceptibilidade do sistema radicular em
comparacdo a parte aérea, possivelmente pelo contato direto com a solucdo contendo o

terpenoide.

Figura 9 — Efeito do citronelal no comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do
sistema radicular (CSR), comprimento total (CT) e relagdo comprimento da parte aérea

sistema radicular (RPA/SR) de E. heterophylla.

A variacdo de biomassa foi afetada pelo aumento da porcentagem de citronelal (CA).
O CA inibiu significativamente o acumulo de massa seca da parte aérea (MSPA) (Figura
10A), tal resultado pode ser reflexo da inibicdo do CPA, representando o menor acimulo de
biomassa e, provavelmente, menor assimilagdo de carbono.
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A massa seca do sistema radicular (MSSR) foi severamente inibida com aumento da
dose de CA, refletindo possivel inibicdo da fixagdo de carbono pela plantula (Figura 10B). A
massa seca total (MST) segue a inibi¢do das demais massas secas, apresentando efeito

inibitério com aumento da concentragdo de CA (Figura 10C).

Figura 10 — Efeito do citronelal na massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema

radicular (MSSR) e massa seca total (MS) de E. heterophylla.

O geraniol (GE) apresentou forte efeito inibitorio sobre as variaveis biométricas de
E. heterophylla. O comprimento da parte aérea (CPA) apresentou resposta inversamente
proporcional a dose de GE, apresentando valores proximos de zero em doses aproximadas de
0,019% (v/v) (Figura 11A).

Novamente, o comprimento do sistema radicular (CSR) e o comprimento total foram
totalmente inibidos pelo aumento da concentracdo de GE (Figuras 11B e 11C). A relagdo
comprimento da parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) apresentou comportamento
semelhante 8 RPA/SR do citronelal (Figura 9D), indicando que o CSR foi mais afetado que o
CPA com o aumento da dose de GE (Figura 11D).
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Figura 11 — Efeito do geraniol no comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do
sistema radicular (CSR), comprimento total (CT) e relagdo comprimento da parte aérea

sistema radicular (RPA/SR) de E. heterophylla.

A massa seca da parte aérea (MSPA) foi inibida pelo aumento da dose de GE,
apresentando valores proximos de zero em doses aproximadas de 0,019% (v/v) (Figura 12A).

A massa seca do sistema radicular (MSSR) foi inibida pelo aumento da concentracao
de GE e, consequentemente, a massa seca total apresentou a mesma tendéncia da MSPA e

MSSR, apresentando valores proximos de zero em doses de 0,019% (v/v) (Figura 12D).
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Figura 12 — Efeito do geraniol na massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema

radicular (MSSR) e massa seca total (MS) de E. heterophylla.

O citronelol (CO) apresentou forte efeito inibitdrio e/ou alelopatico nas varidveis
biométricas de E. heterophylla (Figura 13). O comprimento da parte aérea (CPA) atingiu
valores muito proximos de zero em doses de aproximadamente 0,02% (v/v) (Figura 13A),
valor proximo do encontrado em GE (0,019%) (Figura 11A) e menor que o de CA (0,07%)
(Figura 9A). Os dados sugerem que o CA é menos efetivo na inibicdo do CPA que o CO e
GE.

O comprimento do sistema radicular (CSR) foi inibido pelo CO, atingindo valores
préximos de zero em doses aproximadas de 0,019% (v/v) (Figura 13B), valor semelhante ao
encontrado com GE (0,019%) (Figura 11B) e menor que o obtido com CA (0,055%) (Figura
9B), novamente sugerindo que o CA possui menor capacidade de inibir o CSR na mesma
dose que CO e GE.

O comprimento total foi significativamente inibido pelo aumento da dose de CO
(Figura 13C), que em doses de 0,02% (v/v) inibiu totalmente o crescimento de E.

heterophylla, doses similares ao encontrada com GE (0,019%) (Figura 11C) e menor que a
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obtida com CA (0,065%) (Figura 9C). Tais resultados seguem a tendéncia observada durante
a andlise das DLso sobre as varidveis de germina¢do (Tabelas 2, 3 ¢ 4), em que o GE e 0 CO
demonstraram-se mais eficientes na inibi¢do das variaveis que o CA.

De qualquer forma, as doses obtidas para inibi¢@o total do crescimento da planta por
CA foram bastante reduzida (0,065% (v/v)), viabilizando sua utilizagdo como bioherbicida.

A relacdo comprimento parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) apresentou resposta
semelhante aos demais terpenoides testados, indicando que o CSR ¢é mais susceptivel aos
terpenoide que o CPA. Vale destacar novamente que tais resultados podem ser devido ao

constante contato do sistema radicular com a solucdo contendo os terpenoides (Figura 13D).

Figura 13 — Efeito do citronelol no comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do
sistema radicular (CSR), comprimento total (CT) e relagdo comprimento da parte aérea

sistema radicular (RPA/SR) de E. heterophylla.

A massa seca da parte aérea (MSPA), assemelhando-se aos resultados obtidos com

CA e GE, apresentou reducao significativa com aumento da dose de CO (Figura 14A).
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A massa seca do sistema radicular (MSSR) foi fortemente inibida com o aumento da
dose de CO (Figura 14B). A massa seca total (MST) segue a tendéncia da MSPA e MSSR,
apresentando inibicdo com aumento da dose de CO, adotando valores proximos de zero
quando submetidos as pequenas doses de CO (0,02% (v/v)) (Figura 14C), semelhante aos
valores encontrados com GE (0,019%) (Figura 12C) e inferior ao encontrado com CA

(0,07%) (Figura 10C).

Figura 14 — Efeito do citronelol na massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema

radicular (MSSR) e massa seca total (MS) de E. heterophylla.

O crescimento de uma planta é o resultado da divisdo celular e do alongamento
celular (FERREIRA E BORGHETTI, 2004; TAIZ E ZEIGER, 2012). Assim, qualquer interferéncia
em um ou em ambos 0s processos compromete o crescimento das plantas. Neste caso, o 6leo
essencial pode ter afetado a divisdo celular e/ou o alongamento celular direta ou
indiretamente, como observado por Gusman et al (1994) que, ao utilizar o citronelol,
observaram inibicdo das varidveis biométricas (didmetro do xilema do caule e cambio
vascular) e no teor de amido. Estes mesmos autores (GUSMAN et al., 1990) verificaram

também o efeito inibitorio do citronelol volatilizado na mitose (30,5%) de E. heterophylia.
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O citronelol causou reducdo do comprimento, no niimero de folhas, area foliar e
massa seca de plantas de E. heterophylla (GUSMAN ET AL., 1994). Outros estudos demonstram
efeito inibitério do oleo essencial de citronela, cujos componentes majoritarios sdo o
citronelal, geraniol e citronelol, sobre as variaveis de crescimento, germinacao e respiracao de
apices e mitocondrial de E. heretophylla (REIS, 2011). Tais resultados corroboram com os
obtidos no presente trabalho, deixando clara a necessidade de mais estudos para identificar
outras causas da reducdo das variaveis biométricas, como a taxa fotossintética, diretamente

responsavel pelo acimulo de biomassa.

4.5. Efeito dos monoterpenos no controle pos-emergéncia inicial de E. heterophylla

€m vaso

Uma vez identificado o potente efeito inibitdrio do citronelal (CA), geraniol (GE) e
citronelol (CO) sobre E. heterophylla in vitro, testaram-se os terpenoides em casa de
vegetagao.

A porcentagem de plantas vivas corresponde a porcentagem de plantas que
apresentou ao menos uma parte verde (viva) 8 dias apos a aplicacdo dos terpenos. A aplicagdo
de CA reduziu a porcentagem de plantas vivas. Doses iguais ou superiores a 4% mantiveram
cerca de 30% de plantas vivas 8 dias apos a aplicagdo (Figura 15A).

A porcentagem de controle representa a porcentagem de plantas mortas, que ndo
apresentou nenhuma parte verde 8 dias apds a aplicagdo. A aplicagdo de CA nas doses
testadas chegou a controlar cerca de 70% das plantas, apresentando diferenga significativa
(Figura 15B), de acordo com a linha de tendéncia obtida pela regressdo polinomial de
segundo grau dos valores mensurados. Doses superiores a dose maxima (6%), supostamente,
ndo incrementaram a porcentagem de controle. Mais estudos sdo necessarios, mas
possivelmente a utilizacdo do CA como bioherbicida para controle de E. heretophylla em pos
emergéncia inicial (2 a 4 folhas) (LORENZI, HARRIL, 2006) seja inviavel.

A porcentagem de plantas vidveis corresponde ao numero de plantas que emitiram
folhas novas em até 8 dias apos a aplicacdo dos terpenoides. Mesmo com o incremento da
dose de CA e a diferenga significativa, observa-se que cerca de 25% das plantas emitiram
folhas novas (Figura 15C). Plantas estas que podem se desenvolver e completar o ciclo de

vida, produzindo sementes e interferindo na produtividade.

77



Figura 15 — Efeito do citronelal na porcentagem de plantas vivas, porcentagem de controle e

porcentagem de plantas vidveis de E. heterophylla.

A porcentagem de plantas vivas 8 dias apos a aplicacdo de geraniol (GE) foi
drasticamente reduzida com o incremento da dose (Figura 16A). Consequentemente, a
porcentagem de controle foi elevada, atingindo valores em torno de 90% (Figura 16B).

A porcentagem de plantas que emitiram folhas novas 8 dias apos a aplicagdo de GE
foi reduzida com o aumento da dose aplicada (Figura 16C), observou-se valores préximos de
zero na linha de tendéncia em doses proximas de 4% (v/v). Tais valores refletem maior
eficiéncia no controle de plantas de E. heterophylla em pds emergéncia inicial, sugerindo que
o GE possa ser utilizado em futuros experimentos em nivel de campo para o controle de

plantas daninhas por apresentar alta eficiéncia de controle.
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Figura 16 — Efeito do geraniol na porcentagem de plantas vivas, porcentagem de controle e

porcentagem de plantas vidveis de E. heterophylla.

O citronelol (CO), assim como o geraniol, apresentou significativa redugdo da
porcentagem de plantas vivas com o aumento da dose, chegando a valores muito proximos de
zero (Figura 17A).

A porcentagem de controle foi significativamente elevada com o incremento da dose
de CO, chegando a valores proximos de 90% de plantas mortas 8 dias apds a aplicacdo dos
tratamentos (Figura 17B).

A porcentagem de plantas vidveis que aparentemente pode completar seu ciclo de
vida foi reduzida com o incremento da dose de CO (Figura 17C), atingindo valores proximos
de 5%, que indica que, assim como o geraniol, o citronelol é eficaz no controle de E.
heterophylla em pds emergéncia inicial. Entretanto, mais estudos em campo sdo necessarios
para o entendimento do processo, assim como a determinacdo da dose ideal para outras

espécies de plantas daninhas importantes.
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Figura 17 — Efeito do citronelol na porcentagem de plantas vivas, porcentagem de controle e

porcentagem de plantas vidveis de E. heterophylla.

O controle em po6s emergéncia inicial era esperado apos os resultados analisados do
crescimento inicial de E. heterophylla (Figuras 9, 10, 11, 12, 13 e 14), entretanto a dose
necessaria para o controle em pos emergéncia inicial (4-6% (v/v)) supera em muito a dose
observada capaz de inibir totalmente o crescimento in vitro (CA 0,065, GE 0,019 ¢ CO 0,02%
(v/v)) (Figuras 9, 11 e 13). Tal resultado sugere que a permanéncia do contato com o0s
terpenoides logo apds o processo germinativo na placa de Petri potencializou o seu efeito. A
volatilizagdo dos terpenoides logo apos a aplicacdo por pulverizacdo no presente experimento
pode ser a causa da necessidade de doses extremamente altas para o controle em péds
emergéncia. Outros experimentos, aliando hordrio de aplicacdo, condi¢des climaticas e a
adi¢do de produtos que facilitem a absorc¢do e/ou inibam a volatilizagdo dos terpenoides, sdo
necessarios para a recomendagdo pratica destes compostos (SPECOS ET AL., 2010).

No presente experimento, observou-se necrose foliar causada pela pulverizacdo dos

terpenos. Resultados similares de aumento da necrose foliar com o incremento da dose de
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oleo essencial de eucalipto, assim como o aumento do extravasamento celular, foram

relatados por Singh et al. (2005).

5. CONCLUSOES

O o6leo essencial de C. winterianus, assim como o citronelal (CA), geraniol (GE) e
citronelol (CO) e suas respectivas misturas interferiram significativamente em todas as
varidveis germinativas analisadas.

O CA apresenta efeito antagdnico ao CO e GE, assim como os demais constituintes
do oleo essencial de C. winterianus elevaram DLsy quando comparados aos seus componentes
majoritarios para a inibicdo da porcentagem de germinagdo (PGER), indice de velocidade de
germinacao (IVG) e velocidade média de germinacao (VMG).

O CO e o GE demonstraram ser mais eficientes que o CA para a inibigdo das
variaveis germinativas de E. heterophylla.

O CA, GE e CO inibiram completamente o comprimento do sistema radicular
(CSSR), comprimento da parte aérea (CPA), e comprimento total (CT) durante crescimento
inicial de E. heretophylla in vitro em doses menores que 0,07%. O CA foi menos efetivo que
que o GE e CO isoladamente.

A relacdo comprimento da parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) sofreu aumento
significativo com o aumento das doses de CA, GE e CO, indicando que o sistema radicular foi
mais inibido que a parte aérea.

O CA, GE e CO apresentaram inibi¢do significativa dos valores de massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular (MSSR) e massa seca total (MST) de E.
heterophylla.

O GE e CO sdo mais eficientes que o CA para o controle em pds emergéncia de

plantas de E. heterophylla.
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CAPITULO 3

Efeito dos monoterpenos citronelol, citronelal e geraniol sobre as variaveis de trocas

gasosas, fluorescéncia, viabilidade celular e mitocondria de Euphorbia heterophylla L.
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Abstract

The goal of this study is to evaluate the effect of monoterpenes citronellal, citronellol
and geraniol on the variables of gas exchange, fluorescence and cell damage in Euphorbia
heterophylla. For the evaluation of gas and fluorescence changes, two plants per pots (1.5 L)
were sprayed with 10 mL per pot of the following treatments: citronellal, citronellol and
geraniol in concentrations from 0.1 to 0.6% (v/v) and water and DMSO (2%, v / v) as
controls. The terpenes were diluted in 2% DMSO (v/v). We determined the variables: net CO,
assimilation (A), stomatal conductance (gs), transpiration (E) and intercellular CO,
concentration (Ci), instantaneous CO, assimilation (A/C), intrinsic water use efficiency
(A/gs), water use efficiency (A/E), the transpiration/stomatal conductance (E/gs), minimum
fluorescence (Fo), maximal fluorescence (Fm), potential quantum efficiency of photosystem
IT (Fv/Fm) minimal fluorescence in the light adapted state (Fo '), maximum fluorescence in a
state adapted to light (Fm'), effective quantum efficiency of PSII (Yield). For fluorescence
microscopy experiments and electron microscopy of transmission (MET) Fifty seeds were
placed in Petri dishes containing 10 ml of the following treatments: control consisting of
DMSO 20,000 uL L™, citronellal 1000 uL L™, citronellol 350 uL L, geraniol L™ 450 uL,
essential oil of citronella 1800 uL L and eucalyptus essential oil cinerea 4400 uL L. The
plates were placed in BOD germination chamber with 12h photoperiod and temperature
adjusted to 25 ° C.

In general, the terpenoids significantly affected all variables of gas exchange and
fluorescence, dramatically reducing net CO, assimilation. As it was possible to visualize the
cellular and mitochondrial damage caused by treatments. Thus, the tested terpenoids have
great potential for use as bioherbicides. However, there is need for more detailed studies,

field-level to that definitive conclusions can be obtained

Keywords: Allelopathy, cell damage, net CO, assimilation, photosynthesis
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Resumo

O objetivo desse trabalho € verificar o efeito dos monoterpenos citronelal, citronelol
e geraniol sobre as variaveis de trocas gasosas, fluorescéncia e danos celulares em plantas de
Euphorbia heterophylla. Para a avaliagdo das trocas gasosas e fluorescéncia, as duas plantas
de E. heterophylla em vasos (1,5L) foram pulverizadas com 10 mL por vaso dos seguintes
tratamentos: citronelal, citronelol e geraniol nas concentracdes de 0,1 a 0,6% (v/v) e 4gua e
DMSO (2%, v/v) utilizados como controles. Os terpenos foram diluidos em DMSO 2% (v/v).
Foram determinadas as variaveis: assimilacdo liquida de CO, (A), condutincia estomatica
(gs), transpiracdo (E) e concentracdo intercelular de CO, (Ci), assimilagdo instantanea de CO»
(A/Ci), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (A/gs), eficiéncia do uso da agua (A/E), relagdo
transpiragdo/condutancia estomatica (E/gs), fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia maxima
(Fm), eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fm), fluorescéncia minima em
estado adaptado a luz (Fo’), fluorescéncia médxima em estado adaptado a luz (Fm’), eficiéncia
quantica efetiva do FSII (Yield). Para os experimentos de microscopia de fluorescéncia e
microscopia eletronica de transmissao (MET), cinquenta sementes foram dispostas em placas
de Petri contendo 10 mL dos seguintes tratamentos: controle constituido de DMSO 20000 pL
L, citronelal 1000 pL L™, citronelol 350 pL L, geraniol 450 puL L', 6leo essencial de
citronela 1800 pL L e éleo essencial de Eucalyptus cinerea 4400 uL L. As placas foram
acondicionadas em cdmara de germinacdo tipo BOD com fotoperiodo de 12h e temperatura
ajustada a 25°C.

De maneira geral, os terpenoides afetaram significativamente todas as variaveis de
trocas gasosas e fluorescéncia, reduzindo drasticamente a assimilacdo liquida de CO,. Assim
como foi possivel visualizar os danos celulares e mitocondriais causados pelos tratamentos, os
terpenoides testados apresentam grande potencial para serem utilizados como bioherbicidas.
Entretanto, ha necessidade de estudos mais detalhados, em nivel de campo para que
conclusdes definitivas possam ser obtidas

Palavras-chave: Alelopata. Dano celular. Assimilagdo liquida de CO,. Fotossintese.
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1. INTRODUCAO

O uso rotineiro de herbicidas sintéticos tem gerado insatisfacdes de ordem social,
principalmente por comprometerem a qualidade dos recursos naturais, gerarem risco para a
fauna silvestre e contaminarem os alimentos que entram na dieta humana. Ha necessidade de
superar os paradigmas a respeito do controle de plantas daninhas, buscando métodos que
sejam eficientes no controle e que respeitem os interesses da sociedade e os recursos naturais
(GRANA ET AL., 2012).

O Brasil desponta na lista de maiores consumidores de agrotoxicos per capta do
mundo com 5,2 kg por habitante, que representa 9 bilhdes de dolares, causando problemas
ambientais irreversiveis (SENADO, 2012).

Os casos de resisténcia das plantas daninhas, aliados a utilizagdo indiscriminada de
um ou alguns herbicidas com o mesmo mecanismo de acdo, dificultam cada vez mais o
controle destas plantas daninhas, que pode acarretar em significativo aumento no custo de
producdo da cultura. A utilizagdo de um unico mecanismo de agdo seleciona individuos
resistentes (EMBRAPA, 2012).

A resisténcia aos principios ativos largamente utilizados como o glifosato esta
relacionada a utilizagdo da soja transgénica resistente ao glifosato (Soja RoundupReady®),
que, devido a pressio de selecdo gerada pela utilizagdo continua de uma unica molécula,
seleciona populacdes resistentes de diversas espécies ao redor do mundo (POWLES, 2008).

O método de controle quimico, pela facilidade e eficacia, quando comparado aos
outros métodos que se tornam inviaveis pela escassez de mio de obra e/ou alto custo
econdmico, ainda ¢ predominante. A utilizagdo de aleloquimicos aproveitaria todo o
maquindario utilizado no controle quimico e reduziria os problemas ambientais, além de
disponibilizar outras moléculas e até novos mecanismos de acdo para o controle de plantas
daninhas resistentes. Assim, a alelopatia, além de facilitar o entendimento das interacdes
bioldgicas nos ecossistemas, pode ser diretamente empregada na agricultura.

O herbicida glifosato ¢ considerado como levemente toxico (OSWEILER, 1998; DE
AMARANTE JUNIOR ET AL., 2002; MESQUITA ET AL., 2012) por apresentar valores de DLsy 2000
mg kg via oral em ratos (WILLIAMS ET 4L., 2000) e 1600 mg kg para camundongos
(BABABUNMI ET AL., 1978). Entretanto, outros estudos demonstram que a dose minima efetiva
para outras variaveis pode ser muito menor, como para causar alteracdes em medula 6ssea de

ratos (135 mg kg') (WILLIAMS ET 4L., 2000). Outros autores descrevem que mesmo
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considerado como levemente toxico, o glifosato causa sinais transitérios de irritacdo dermal e
ocular apés a exposicdo de caes em gramados recém tratados (GFELLER E MESSONNIER,
2004). Outra caracteristica importante ¢ que, mesmo possuindo DLsg relativamente grande, a
dose diaria aceitavel para o glifosato é relativamente baixa (0,05 mg kg™ d™'), demonstrando
que, nestas doses, em ratos, o glifosato causou perda de peso, descarga nasal, desordens
digestivas e morte de matrizes gravidas (USFUMIGATION.ORG, 2015). Outro estudo indica que
apos dois anos, ratos tratados com milho geneticamente modificado com residuos de glifosato
e milho convencional com residuos de glifosato apresentaram distirbios nos rins, figado,
glandula pituitdria e maior incidéncia de tumores de mamadarios quando comparados ao
controle (SERALINI ET AL., 2012).

O glifosato (DLsy 2000 mg kg™), com sua baixa toxicidade, é uma excegéo quando
comparado com outros herbicidas, como o paraquat (DLsy 46 mg kg™') (BUS ET AL., 1976),
arsenal (imazapyr) (DLsy 262 mg kg’l) e o surfactante nonylphenol (DLsy 76 ml kg’l)
utilizado em herbicidas (GRISOLIA ET 4L., 2004) que sdo altamente toxicos. Estes valores
quando comparados aos dos 6leos essenciais, como de Eucalyptus citriodora (DLso 4153 mg
kg™ para ratos) (MACEDO ET AL., 2011) e geraniol (DLsy 3600 mg kg™ para ratos), evidencia a
baixa toxicidade dos oOleos essenciais e seus constituintes para animais. Outra comparagado
importante é que além da alta DLsj, o geraniol tem uma dose subcrdnica diaria alta (1000 mg
kg' d") (LAPCZYNSKI ET AL., 2008) que, quando comparada com a do glifosato (0,05 mg kg’
d™"), destaca ainda mais as vantagens na utilizagdo de bioherbicidas em relagio a seguranca
alimentar, meio ambiente e para os proprios agricultores.

Outro ponto importante ¢ a permanéncia das moléculas de herbicida no ambiente,
principalmente no solo, onde foram encontradas altas concentracdes de glifosato e seu
metabolito, o dcido aminometilfosfonico (AMPA), cuja meia vida pode chegar a 958 dias (DE
SOUZA ET AL., 2006). Também foram encontrados residuos destes compostos em folhagens
novas, na colheita e em animais usados na alimentagdo humana (DE AMARANTE JUNIOR ET
AL., 2002).

Residuos de agrotoxicos, por serem soliveis em dgua, normalmente chegam aos rios
e finalmente ao mar. Isto ¢ preocupante, uma vez que os peixes e invertebrados aquaticos sao
os mais sensiveis ao glifosato. De acordo com o estudo que testou diversos herbicidas, o
glifosato foi o segundo herbicida mais toxico para bactérias e fungos, além de apresentar
efeitos adversos em invertebrados do solo e 4caros (DE AMARANTE JUNIOR ET AL., 2002).

Quando comparado aos terpenoides, que, por serem altamente volateis, ndo permanecem no
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ambiente, a contaminagdo ambiental dos herbicidas comerciais ¢ muito maior, até pela
necessidade de estabilizacdo das moléculas comerciais, que aumenta a meia vida no meio
ambiente.

Assim, o desenvolvimento de bioherbicidas ndo s6 ajudara no manejo, como na
preservagdo do meio ambiente ¢ na melhoria da qualidade do produto final que chega ao
consumidor, reduzindo os residuos de agrotoxicos.

O objetivo desse trabalho ¢é verificar o efeito dos monoterpenos citronelal, citronelol
e geraniol sobre as variaveis de trocas gasosas, fluorescéncia e danos celulares em plantas de

Euphorbia heterophylla.

2. REFERENCIAL TEORICO

Os estudos sobre os metabolitos secundarios foram iniciados pelos quimicos
organicos do século XIX e inicio do século XX, visando a obtencdo e identificacdo de drogas
medicinais, venenos, aromatizantes e utilizacdo em industrias (DUDAI ET 4L., 1999; TAIz E
ZEIGER, 2012).

O avango das técnicas de identificagdo de moléculas abriu caminho para o estudo do
metabolismo secundario de plantas que vem crescendo muito nos ultimos 60 anos
(BOURGAUD ET 4L., 2001). Gragas ao avanco das técnicas bioquimicas e da biologia
molecular, o estudo do efeito dos metabolicos secundarios trouxe um entendimento mais claro
da sua importancia na adaptagdo das plantas com o meio ambiente (BOURGAUD ET AL., 2001).

Os compostos secundarios sdo classificados de acordo com sua rota de sintese e
podem ser divididos em trés grandes grupos, sendo eles os compostos fendlicos, terpenos e
alcaloides (BOURGAUD ET 4L., 2001; TAIZ E ZEIGER, 2012).

E comum se encontrar em plantas, monoterpenos e sesquiterpenos volateis, mais
conhecidos como Oleos essenciais, os quais conferem aroma caracteristico as folhas de
diversas espécies, atuando muitas vezes como repelentes de insetos, podendo ser encontrados
em tricomas glandulares que se projetam da epiderme advertindo sobre sua toxicidade (DUDAI
ET AL., 1999; TAIZ E ZEIGER, 2012).

Os terpenoides possuem funcgdes importantes na vida das plantas agindo como
atrativos de polinizadores (PICHERSKY E GERSHENZON, 2002; THEIS E RAGUSO, 2005;
SVENSSON ET 4L., 2011; STEENHUISEN ET 4L., 2012), atuando na sinalizagdo em resposta aos

patdogenos (HUANG ET 4L., 2003; LERDAU E GRAY, 2003), sinalizagdo em resposta ao ataque
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de herbivoros (BALDWIN E PRESTON, 1999; PARE E TUMLINSON, 1999; SCHMELZ ET AL., 2003),
atrativo de inimigos naturais de herbivoros (PARE E TUMLINSON, 1999; UNSICKER ET AL.,
2009), acgdo repelente contra herbivoros (UNSICKER ET AL., 2009), agdo inseticida (LABINAS E
CRrROCOMO, 2002), agdo bactericida (INOUE ET AL., 2004), acdo nematicida (NTALLI ET AL.,
2010; NTALLI ET AL., 2011), e em resposta aos estresses abidticos (VICKERS ET AL., 2009).
Outro efeito importante dos terpenoides € seu efeito alelopatico sobre as plantas, apresentando
inibicdo da germinacdo e crescimento (ROMAGNI ET AL., 2000; SINGH, HARMINDER P. ET 4L.,
2002; BATISH ET AL., 2007), redug@o do teor de clorofila (SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL.,
2006; SETIA ET AL., 2007), reducao da respiracdo (ABRAHIM ET AL., 2000; SINGH, H. P. ET 4L.,
2002), reducdo da taxa de divisdao celular (ROMAGNI ET 4L., 2000), quebra da integridade da
membrana celular (SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL., 2007), inibigdo da abertura estomatica
(RAIET AL., 2003), inibigdo da sintese de DNA (NISHIDA ET AL., 2005) além de causar estresse
oxidativo (SINGH ET AL., 2006; HE ET AL., 2009) e injurias foliares (SINGH ET AL., 2005; BATISH
ET AL.,2007).

Dentre os compostos secundarios, os terpenos volateis, constituintes dos o6leos
essenciais, tém reconhecido efeito alelopatico e constituem a maior classe de produtos
secundarios (DUDAI ET 4L., 1999). Os terpenoides sdo biossintetizados pela rota do acido
mevaldnico a partir de trés moléculas de acetil CoA, resultando, no final do ciclo em
isopentenil difosfato (IPP). Através da rota do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre no
cloroplasto e outros plastidios, na qual a partir de gliceraldeido 3-fosfato e piruvato, resulta no
final do ciclo em dimetialil difosfato (DMAPP). O IPP e seu isomero DMAPP sdao moléculas
basicas na formacao dos terpenoides, tais compostos contendo 5 carbonos reagem formando
geranil difosfato (Cjp), molécula que origina quase todos os monoterpenos conhecidos, a
adicdo de mais um IPP ou DMAPP produz farnesil difosfato (C;s), precursor da maioria dos
sesquiterpenos (PARE E TUMLINSON, 1999; VICKERS ET 4L., 2009; LUIZA ISHII-IWAMOTO ET
AL., 2012; TAIZ E ZEIGER, 2012).

A partir do geranil difosfato (GPP), precursor de quase todos os monoterpenos, a
enzima geraniol sintase produz geraniol (dlcool) (BAIRD ET 4L., 2014), que € convertido
diretamente em citrolelol (4lcool), que, por sua vez, sofre oxidagdo para formar citronelal
(aldeido) em Cymbopogon winterianus. Nao ha evidéncias de que o citronelol é convertido
em geraniol, e ndo existem enzimas ativas para conversao de aldeidos (citronelal) de volta a

alcoois (citronelol e geraniol) nessa espécie de planta (AKHILA, 1986).
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Observa-se grande variacdo, na resposta bioldgica, em pequenas modificacdes
moleculares, como os apresentados anteriormente (Capitulo 2), entre os tratamentos
citronelal, citronelol e geraniol. Nota-se que a diferenca entre as moléculas é pequena (Figura

1), entretanto, a implicagdo pratica € grande.

Citronelal Citronelol Geraniol

Figura 1: Estrutura molecular dos monoterpenos citronelal, citronelol e geraniol.

Dentre as pequenas diferengas entre as moléculas, quanto a suas propriedades
eletronicas e estruturais, observa-se correlagdo entre lipofilicidade e DLsy e DLgg de larvas de
mosquito Aedes aegypti, demonstrando que quanto maior a lipofilicidade, maior o efeito
biologico dos terpenoides. Entretanto, as propriedades eletronicas, aparentam ser mais
importantes que as estruturais, correlacionando a eficiéncia de recepgdo de elétrons, com
maior atividade bioldgica, sugerindo um possivel mecanismo de transferéncia de cargas com
o receptor biologico (SANTOS ET A4L., 2009). Destaca-se nestes resultados, que o citronelal
apresentou menor lipofilicidade, eficiéncia de recepcdo de elétrons e, consequentemente,
menor efeito bioldgico que o geraniol (SANTOS ET 4AL., 2009).

A lipofilicidade é uma caracteristica importante dos 6leos essenciais, pois permite
sua passagem através da parede celular ¢ membrana citoplasmatica, rompendo a estrutura de
diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios. Esse processo altera a
permeabilidade dessas organelas, resultando na perda da funcao e até morte celular (LORBER E
MULLER, 1976; LAMBERT ET AL., 2001; BURT, 2004; SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL., 2007,

BAKKALIET 4L., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Conducao do experimento em vasos

As sementes de E. heterophylla foram dispostas em vasos (1,5L) com substrato
organico (Mecplant®) contendo vermiculita e conduzidos em casa de vegetagdo. O desbaste
deixando-se duas plantas por vaso foi realizado aos 10 dias apo6s a semeadura. No trigésimo
dia, foram pulverizados 10 mL por vaso dos seguintes tratamentos: citronelal, citronelol e
geraniol nas concentracdes de 0,1 a 0,6% (v/v) e 4gua e DMSO (2%, v/v) utilizados como

controles. Os terpenos foram diluidos em DMSO 2% (v/v).

3.2. Andlise das variaveis de trocas gasosas

As variaveis de trocas gasosas das plantas de E. heterophylla foram feitas com
auxilio do analisador de gas infravermelho (IRGA, ADC, modelo LCi Pro, Hoddesdon, UK).
Foram determinadas as variaveis: assimilacdo liquida de CO, (A, pmol m? s'l), condutancia
estomatica (gs, mol m? s'l), transpiragdo (E, mol m? s'l) e concentracdo intercelular de CO,
(Ci, pmol mol™). A irradidncia da fonte de luz acoplada foi 1000 pmol m™ s™'. Através dos
dados de A, gs, E e Ci, foi obtida a assimilacdo imediata/instantdnea de CO, através da razao
A/Ci, a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (A/gs), eficiéncia do uso da agua (A/E) e relacao
transpiracdo/condutancia estomatica (E/gs). As andlises de trocas gasosas foram realizadas
sempre na porcdo mediana de duas folhas mais jovens completamente expandidas e nao
destacadas em cada planta, entre 7 ¢ 11h da manha, periodo de maior taxa de assimilagdo

liquida de CO, (A) (MORIANA ET AL., 2002).

3.3. Determinacdo da fluorescéncia da clorofila a e fluorescéncia durante a

fotossintese

Os valores de fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e o rendimento
quantico maximo do PSII (Fv/Fm) foram obtidos com a utilizagdo de fluorimetro portatil de
luz modulada (Opti-Sciences, modelo OS1-FL, Hudson, USA). As determinacdes de
fluorescéncia da clorofila a adaptadas ao escuro foram medidas apds aclimatagdo das folhas

ao escuro (~ 5 min) com auxilio de presilhas de plastico. Para a fluorescéncia durante a
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fotossintese, foi acoplado o fluorimetro ao IRGA ap06s as leituras da fotossintese e as variaveis
obtidas foram fluorescéncia minima (F’0), fluorescéncia maxima (F'm) e eficiéncia quantica do
fotossistema II sob condigdes fotossintéticas (Yield). Foram realizadas duas leituras em cada
planta, sempre na por¢do mediana de duas folhas mais jovens completamente expandidas ndo

destacadas em todas as avaliagdes (WEISS E REIGOSA, 2001).

3.4. Microscopia de fluorescéncia

3.4.1. Germinagdo e tratamentos

Cinquenta sementes foram dispostas em placas de Petri forradas com duas folhas de
papel germitest contendo 10 mL dos seguintes tratamentos: controle constituido de DMSO
20000 pL L' (2%, v/v), citronelal 1000 uL L™, citronelol 350 pL L™, geraniol 450 pL L™,
6leo essencial de citronela 1800 uL L' e 6leo essencial de eucalipto cinerea 4400 uL L. As
placas foram acondicionadas em cdmara de germinagdo tipo BOD com fotoperiodo de 12h e
temperatura ajustada a 25°C.

Apds 96 horas, os apices radiculares foram secionados e imersos por 5 segundos na
solugdo de trabalho composta por 1 mL de solugdo de iodeto de propidio (100 mg L™ em
agua) e 20 pL de solugio de diacetato de fluoresceina (5 g L™ de acetona PA) (HUANG ET AL.,
1986).

3.4.2. Microscopia e fotografia

Os épices foram visualizados (Axioskop 2 plus fluorescence microscope, Carl Zeiz)
e fotografados (AxioCam MRC high-resolution camera, Carl Zeizz) nos primeiros 3 minutos
apos a imersdo na solucdo de trabalho. As imagens foram obtidas pelo método de dupla
exposi¢do: a amostra foi exposta a luz verde usando o filtro rhodamine combinada com
refletor 580 e filtros 510 — 560 nm. Em seguida, a amostra foi iluminada com luz azul usando
a combinagdo de filtros FITC e KP560 para a obtencdo da segunda imagem. As imagens
foram transferidas para o computador usando o programa Axio Vision Rel software (v. 4.6) e
analisadas utilizando o programa Image-Pro Plus (v. 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring,

MD, USA) (HUANG ET AL., 1986).
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3.5. Microscopia eletronica de transmissao
3.5.1. Emblocamento

Cinquenta sementes foram dispostas 50 em placas de Petri forradas com duas folhas
de papel germitest contendo 10 mL dos seguintes tratamentos: controle constituido de DMSO
20000 (uL L' (2%, v/v)), citronelal 1000 pL L™, citronelol 350 uL L™ e geraniol 450 uL L™
As placas foram acondicionadas em camara de germinacao tipo BOD com fotoperiodo de 12h
e temperatura ajustada a 25°C. Apo6s 120 horas, os apices radiculares (1 — 2 mm) foram
seccionados e imersos em solucdo de fixagao composta de glutaraldeido 5% (v/v) em tampao
fosfato (pH 7,2) e armazenados a 4°C. Posteriormente, os apices foram lavados a cada 4 horas
em tampao fosfato (pH 7,2) por trés vezes. Imersos em tetroxido de 6smio 2% (v/v) por 3
horas, acetato de uranila 2% (v/v) em acetona 10% por 1 hora. A desidratagdo foi realizada
em acetona 50%, duas vezes de 30 minutos, acetona 75%, duas vezes de 60 minutos, acetona
80%, duas vezes de 60 minutos, acetona 95%, duas vezes de 60 minutos e acetona 100%,
duas vezes de 120 minutos. Impregnagdo em resina Spurr em solugdo de Spurr e acetona na
propor¢do 1:3 por 120 minutos, por trés vezes, Spurr e acetona 1:1 por 120 minutos, por trés
vezes, Spurr e acetona 3:1 por 120 minutos, por duas vezes e Spurr e acetona 3:1 por 180
minutos. A inclusdo em resina Spurr foi realizada através da imersdo das amostras em resina
por 180 minutos, por quatro vezes, todos os passos anteriores foram realizados em
temperatura de 4°C. As amostras foram colocadas nos moldes em resina Spurr pura e
acondicionadas em estufa de secagem a 60°C por 72 horas.

Os blocos foram piramidados e cortados em ultramicrotomo (PowerTome X, RMC
products by Boeckeler) a 65 nm, os cortes foram coletados em grids e contrastados com
acetato de uranila (50 g L'l) por 30 minutos, lavados em agua destilada corrente por 2
minutos, contrastados com solucdo de citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) por 12 minutos e

lavados novamente em agua destilada corrente por 2 minutos (DiAZ-TIELAS ET AL., 2012).
3.5.2. Obtencao das imagens (MET)

As imagens foram realizadas com microscopio eletronico de transmissdao operado a

80 kV (JEOL - JEM 1400 electronmicroscope).
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3.6. Analise estatistica

O delineamento estatistico utilizado foi blocos casualizado com 5 repeti¢cdes. Os
dados foram submetidos a ANOVA e as varidveis significativas analisadas por regressao
polinomial (p<0,05) pelo programa SISVAR (5.1). Os graficos foram obtidos pelo programa
GRAPHPAD PRISM (versao 5.0).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeitos dos monoterpenos sobre as trocas gasosas em plantas adultas de E.

heterophylla

A aplicacdo dos monoterpenos, citronelal, citronelol e geraniol afetou fortemente as
variaveis fotossintéticas, assimilagdo liquida de CO, (A), carboxilacdo instantanea de CO,
(A/Ci), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), eficiéncia do uso da agua (A/E),
concentragdo interna de CO, (Ci) e a relagdo transpiracdo/condutincia estomatica (E/gs)
(Figura 2). Entretanto, observa-se que os dois terpenoides alcoois (citronelol e geraniol)
afetaram em maior propor¢do as varidveis de trocas gasosas quando comparada ao terpenoide
aldeido citronelal (Figura 2). Estas diferencas se intensificaram principalmente nas maiores

concentragdes dos terpenoides (0,4 a 0,6%).
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Figura 2: Efeito dos terpenos sobre a (A) assimila¢ao liquida de CO, (A), (B) transpiracao
(E), (C) condutancia estomatica (gs), (D) concentracdo interna de CO, (Ci), (E) carboxilagao
instantanea de CO, (A/Ci), (F) eficiéncia intrinseca do uso da dgua (A/gs), (G) eficiéncia do
uso da agua (A/E) e (H) relacdo transpiragdo/condutancia estomatica (E/gs) de plantas adultas
de E. heterophylla. NS - Regressao polinomial de segundo grau ndo significativa (p0,05). CA
— citronelal, CO - citronelol e GE - geraniol.

A assimilacdo liquida (A) e a transpiracdo (E) foram drasticamente reduzidas

especialmente quando o citronelol e o geraniol foram utilizados (Figura 2A e 2B). As taxas
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fotossintéticas aproximaram-se de zero na dose de 0,6%, em ambos os terpenoides. A reducao
da taxa fotossintética poderia ser explicada pela redu¢do na condutancia estomatica, uma vez
que com menor abertura estomdtica ha maior limitagdo no influxo de CO,. Entretanto,
observa-se que a concentragdo de CO, interna (Ci) aumentou e a relagdo A/Ci reduziu,
indicando que n3o houve, a principio, limitagdo na assimilacdo liquida de CO,. Além disso,
percebe-se que a condutdncia estomatica (gs) foi mais afetada que a transpiracdo (E),
evidenciada pelo aumento na relacdo E/gs. Dessa forma, observa-se que a fotossintese
também foi mais afetada que a transpiragdo, sendo confirmado pelos valores decrescentes da
eficiéncia do uso da agua (A/E) a medida que se aumentou as doses dos Oleos essenciais
(excecdo para CA). A redugao significativa da eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) e da
eficiéncia do uso da agua (A/E) novamente indica que a assimilagdo liquida de CO, (A) foi
afetada diretamente, e, neste caso, ndo foi influenciada pelo fechamento estomatico, uma vez
que a assimilagdo liquida de CO, (A) e a carboxilag¢ao instantinea de CO, (A/Ci) foram mais
afetadas que a condutancia estomatica (gs) e a transpiracao (E).

O aumento significativo da relacdo transpiragdo/condutancia estomatica (E/gs) indica
que a transpiracao (E) ndo foi proporcionalmente afetada em relacdo a condutancia estomatica
(gs), podendo indicar incremento na transpiragdo cuticular, uma vez que a abertura estomatica
foi menor. A transpiracdo cuticular pode ser resultante de danos superficiais diretos causados
pela pulverizagdo 12 horas antes da obten¢do dos dados de trocas gasosas. Ainda, deve-se
levar em consideragdo que as plantas tratadas com citronelal, citronelol e geraniol nas doses
de 0,4 ¢ 0,6% (v/v) apresentaram necrose generalizada nas folhas 24h apos a aplicagdo,
impedindo inclusive qualquer medida de troca gasosa. Dessa forma, pode-se sugerir que
danos severos a membrana podem ter contribuido para o aumento da relagdo E/gs.

A reducado na assimilagdo liquida de CO, (A) pode ser causada por restrigdes na fase
bioquimica e fotoquimica (DO CARMO ARAUJO E DEMINICIS, 2009; TAIZ E ZEIGER, 2012). A
reducdo da taxa fotossintética com o aumento de Ci e reducdo da carboxilacdo instantinea
(A/Ci) indicam que os danos podem ter ocorridos na fase fotoquimica e/ou na fase
bioquimica. Danos na fase fotoquimica, especialmente na membrana, trariam como
consequéncia reducdo na disponibilidade de compostos redutores como o NADPH ¢ o ATP,
substratos obrigatorios para o funcionamento da fase redutiva do carbono fotossintético. Por
outro lado, danos/alteragdo na fase bioquimica poderiam causar acimulo de CO; interno (Ci)
e dos compostos redutores, causando consequéncias diversas, entre elas, o aumento na

producao de espécies reativas de oxigénio. Diversos estudos demonstram que 6leos essenciais
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geram estresse oxidativos em plantas (PERGO ET 4L., 2008; KAUR ET AL., 2012), aumentando a

peroxidagao lipidica, podendo alterar a integridade das membranas (SINGH ET 4L., 2006).

4.2. Efeitos dos monoterpenos sobre as variaveis de fluorescéncia em plantas adultas

de E. heterophylla

A fluorescéncia tem sido utilizada para identificar varios tipos de estresses bidticos e
abioticos (RIBEIRO ET AL., 2003; BAKER E ROSENQVIST, 2004). Quaisquer interferéncias no
funcionamento das membranas dos tilacoides dos cloroplastos provocam mudangas
importantes nas caracteristicas dos sinais de fluorescéncia. Tais varidveis podem ser
facilmente mensuradas com auxilio de aparelhos diretamente nas folhas de maneira nao
destrutiva, facilitando o entendimento do que ocorre com as plantas sob determinados

estresses.
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Figura 3: Efeito dos monoterpenos sobre a fluorescéncia de E. heterophylla: (A) fluorescéncia
minima (Fo), (B) fluorescéncia méxima (Fm), (C) eficiéncia quantica potencial do
fotossistema II (Fv/Fm), (D) fluorescéncia minima em estado adaptado a luz (Fo’), (E)
fluorescéncia maxima em estado adaptado a luz (Fm”), (F) eficiéncia quantica efetiva do FSII
(Yield). NS - Regressdo polinomial de segundo grau ndo significativa (p<0,05). CA —
citronelal, CO - citronelol e GE - geraniol.

Pode-se definir Fo como sendo a flourescéncia minima, representando a emissdo de
fluorescéncia pelas molécuas de clorofila do complexo coletor de luz do fotossistema II (PSII)
quando todos os centros de reacdo estdo “abertos” e as quinonas a (Qa) estdo totalmente
oxidadas (KRAUSE E WEIS, 1991).

A fluorescéncia minima (Fo) sofreu incremento significativo para os tratamentos
citronelol e geraniol, ndo havendo diferenca significativas para o citronelal (Figura 3A). Estes
resultados foram semelhantes aos apresentados anteriormente (Capitulo 2), onde o citronelal
demonstrou ser menos ativo que o citronelol e geraniol.

A fluorescéncia minima (Fo) ndo foi afetada significativamente pela aplicacdo de
citronelal, sugerindo que ndo houve danos ao centro de reagdo do fotossistema II (PSII) e a
capacidade de transferéncia de energia de excitacdo do complexo antena. Entretanto, o
aumento significativo dos valores nos tratamentos com geraniol e citronelol evidencia um
provavel dano ao centro de reagdo do fotossistema II (PSII), que pode ter reduzido a
capacidade de transferéncia de energia de excitagdo do complexo antena.

A variavel Fm representa a fluorescéncia maxima potencial quando as quinonas A
(Qa) estao reduzidas e os centros de reagdo sdo incapazes de aumentar as reacoes
fotoquimicas. O citronelal ndo reduziu significativamente a fluorescéncia maxima (Fm).
Entretanto, observa-se reducdo significativa de Fm nos tratamentos geraniol e citronelol
(Figura 3B). Estes resultados apontam que os centros de reacdo e as quinonas a (Qa), assim
como o proprio fotossistema II (PSII) e seus complexos antena, podem ter sofrido danos, que
repercutiria em reducdo na capacidade de absorgdo de fotons, na transmissao por ressonancia
de fluorescéncia, oxidagao da dgua e/ou transporte de elétrons até quinona A (Qa).

A eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fm) é uma estimativa da
eficiéncia quantica maxima da atividade fotoquimica do PSII quando todos os centros de
reacao estdo abertos (BAKER E ROSENQVIST, 2004). Novamente aqui, ndo se observa diferenca
significativa com a aplicacdo de citronelal, entretanto, a aplicacdo de citronelol e geraniol

causou redugoes significativas (Figura 3C) da eficiéncia quantica potencial do fotossistema II
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(Fv/Fm), sugerindo reducdo da eficiéncia do fotossistema II, que pode ter sido causada por
danos significativos no centro de reacdo, na quinona A (Qa) e/ou alguma etapa anterior a
cadeia transportadora de elétrons. Danos na membrana do tilacoide podem causar reducao da
eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fm), fluorescéncia maxima (Fm) e
fluorescéncia minima (Fo) (DO CARMO ARAUJO E DEMINICIS, 2009).

A eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fm) pode ser reduzida por
diversos tipos de estresse, como, estresse por frio (BAKER ET AL., 1983), estresse hidrico
(OGREN E OQUIST, 1985), entre outros. No presente experimento, provavelmente a reducio da
eficiéncia quantica estd relacionada a desestruturacdo dos fotossistemas. Vale ressaltar que os
valores de fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e eficiéncia quantica
potencial do fotossistema II (Fv/Fm) sdo obtidos com a adaptagdo da planta ao escuro,
enquanto os valores de fluorescéncia minima em estado adaptado a luz (Fo’), fluorescéncia
maxima em estado adaptado a luz (Fm’) e eficiéncia quantica efetiva do FSII (Yield) sdo
coletados com a planta aclimatada sob incidéncia de luz fotossintética, ou seja, enquando a
planta realiza fotossintese. Ao aclimatar as plantas do escuro para a luz fotossintética, os
centros de reacdo sdo progressivamente reduzidos (em poucos segundos), resultando em
aumento da fluorescéncia da clorofila. Apds este pico, a fluorescéncia decai em um fendmeno
conhecido como extingdo da fluorescéncia (quenching). Esse quenching pode ser fotoquimico
ou ndo fotoquimico. O quenching fotoquimico ocorre quando os elétrons, provenientes da
agua, sao transferidos do fotossistema II (PSII) para a produgdo de ATP ¢ NADPH, em
decorréncia da ativacdo de enzimas envolvidas no metabolismo do carbono.
Simultaneamente, a energia do quenching fotoquimico é utilizada para a construgdo do
gradiente eletroquimico, responsavel pela sintese de ATP através da ATP-sintase. O
quenching nao fotoquimico € a perda de energia na forma de calor (MAXWELL E JOHNSON,
2000; BAKER E ROSENQVIST, 2004).

A fluorescéncia minima em estado adaptado a luz (Fo’) pode ser representanda pela
emissdo de fluorescéncia pelas moléculas de clorofila a do complexo coletor de luz do
fotossistema II quando parte dos centros de reagdo estdo “fechados” e as quinonas A (Qa)
estdo parcialmente reduzidas pelo processo fotossintético em andamento. Assim, resultados
inibitorios significativos de Fo’ sugerem que a capacidade de transferéncia de energia dos
complexos antena para os centros de reacdo foi afetada e/ou os centros de reagdo do

fotossistema II (PSII) foram comprometidos (BOLHAR-NORDENKAMPF ET AL., 1989).
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Os trés tratamentos apresentaram redugdo significativa na fluorescéncia em estado
adaptado a luz (Fo’) (Figura 3D), demonstrando que a capacidade de transferéncia de energia
dos complexos antena para os centros de reagdo foi afetada e/ou os centros de reacdo do
fotossistema II (PSII) foram comprometidos.

A fluorescéncia maxima em estado adaptado a luz (Fm’) representa a fluorescéncia
maxima real quando as quinonas A (Q4a) estdo parcialmente reduzidas e os centros de reacao
estdo aclimatados a luz fotossistética.

Observa-se no presente experimento que o citronelal, citronelol e geraniol reduziram
significativamente a fluorescéncia maxima em estado adaptado a luz (Fm’). Este resultado,
mais uma vez, pode estar relacionado com possiveis danos ao fotossistema II (Figura 3E).

A eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (Yield) representa a eficiéncia
quantica do fotossistema II sobre condicdes fotossintéticas. E uma estimativa da proporgio
efetiva de absorcdo de quanta utilizada nos centros de reacdo do fotossistema II (SCHREIBER
ET AL., 1995).

Observa-se que a eficiéncia quantica efetiva do FSII (Yield) apresentou reducio
significativa em todos os tratamentos (Figura 3F). Tal resultado sugere que pode ter ocorrido
fechamento dos centros de reacao e dissipacdo de calor pelo sistema antena causados pelo
quenching ndo fotoquimico (GENTY ET AL., 1989). Dessa forma, a reducdo significativa da
eficiéncia quantica efetiva do FSII pode estar relacionada aos danos dos terpenoides nos
centros de reacdo, pigmentos fotossintéticos e/ou ao proprio fotossistema II (PSII). A reducao
da capacidade de absor¢ao de fotons pelo complexo antena pode ser resultado da diminuigao
dos teores de clorofila causados pelos terpenoides (KOHLI £7 4L., 1998; SINGH, H. P. ET 4L.,
2002; SINGH, HARMINDER P. ET AL., 2002; BATISH ET AL., 2004; SINGH ET AL., 2005; BATISH ET
AL., 2006, BATISH ET AL., 2007; SETIA ET AL., 2007; BATISH ET AL., 2008) e/ou aumento do
estresse oxidativo (SINGH ET 4L., 2006; HE ET 4L., 2009), que, por sua vez, pode causar danos
aos carotenoides e/ou outras estruturas importantes para a captacdo (BARREIROS ET AL., 20006).

A redugdo da assimilagdo liquida de CO, (A) (Figura 2A) causado pelos
monoterpenos pode resultar da redugdo da captacdo e/ou transporte de elétrons do cloroplasto,
reduzindo, assim, a disponibilidade dos substratos (ATP e¢ NADPH) utilizados para a
assimilacdo de CO; no ciclo de Calvin. Entretanto, a possivel desestruturagdo da membrana
causada pelos terpenoides (LORBER E MULLER, 1976; SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL.,
2007) poderia causar danos aos cloroplastos e/ou desnaturacdo das enzimas envolvidas no

ciclo de Calvin.
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Além disso, a desestruturagdo das membranas acarretaria em colapso da cadeia
transportadora de elétrons, possibilitando a formacdo de grande quantidade de espécies
reativas de oxigénio, como o superdxido, que, por ser altamente reativo, ataca os acidos
graxos insaturados das membranas rapidamente, abrindo e desidratando as membranas e
tecidos celulares, provocando colapso do sistema e, consequentemente, morte celular
(MARTINS, 2013). O geraniol ¢ mais lipofilico e possui maior eficiéncia de recepcdo de
elétrons que o citronelal, que explicaria a maior atividade bioldgica dos alcoois (geraniol e
citronelol). Tais propriedades sugerem um possivel mecanismo de transferéncia de cargas
com o receptor bioldgico (membrana) (SANTOS ET 4L., 2009). A lipofilicidade ¢ uma
caracteristica importante dos terpenoides, pois permite sua passagem através da parede celular
e membrana citoplasmatica, rompendo a estrutura de diferentes camadas de polissacarideos,
acidos graxos e fosfolipidios. Esse processo altera a permeabilidade dessas organelas,
resultando na perda da funcdo e até morte celular (LORBER E MULLER, 1976; LAMBERT ET AL.,
2001; BURT, 2004; SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL., 2007; BAKKALI ET AL., 2008).

A reducdo da assimilacdo liquida de CO, (A) pode ser também consequéncia de
danos ao fotossistemas II e/ou I, impedindo a formacdo do gradiente eletroquimico entre o
estroma e o lume do cloroplasto, uma vez que houve CO, disponivel na cadmara subestomatica
para a carboxilacdo (Ci), e/ou a desestruturagdo da membrana, que também impediria a
formagdo do gradiente eletroquimico, impossibilitando a fixacdo de CO; por falta de NADPH
e ATP na fase bioquimica.

Mais uma vez a capacidade dos terpenoides de danificar a membrana celular
(LORBER E MULLER, 1976; SINGH ET AL., 2005; BATISH ET AL., 2007) pode explicar a redugdo
da transpiracdo (E) e da condutancia estomatica (gs). Uma vez danificada a membrana, as
células guardas poderiam ser incapazes de acumular K e outros solutos osmoticamente ativos
para reduzirem seu potencial hidrico, fazendo com que as células guardas continuem murchas.
Alguns estudos demonstraram que os monoterpenos constituintes do o6leo essencial de
Prinsepia utilis L. reduzem o poro estomatico, condutincia estomatica (gs) e também o
influxo de K' para as células guardas de Vicia faba L. (RAI ET 4L., 2003). Dessa forma,
podem-se relacionar os resultados obtidos no experimento de trocas gasosas (Figura 2) e de
fluorescéncia (Figura 3) com a inibicAo da germinagdo e crescimento de E. heterophylla
(Capitulo 2). Os provaveis danos na membrana do tilacoide reduzem a capacidade de
producao de NADPH e ATP pelo cloroplasto, que, consequentemente, reduzem a assimila¢ao

liquida de CO,. Assim como o dano na membrana mitocondrial causa desacoplamento,

106



redu¢do da fosforilacdo oxidativa e desfazimento do gradiente eletroquimico entre a matriz e
0 espago intermembrana, desfazendo a for¢a proton-motora necessaria para a sintese de ATP
pela ATP sintase (REIS, 2011), a redugdo do fornecimento de ATP, somados aos danos na
membrana plasmatica das células do embrido e meristemas, causaria a reducdo qualitativa e

quantitativa das variaveis de germinagao e crescimento.

4.3. Experimento de fluorescéncia (viabilidade celular)

O diacetato de fluoresceina vem sendo amplamente utizado em celular vegetais e
protoplasma para monitorar a viabilidade celular (HESLOP-HARRISON E HESLOP-HARRISON,
1970; WIDHOLM, 1972; LARKIN, 1976). O principio da coloragdo com diacetato de
fluoresceina consiste nas moléculas de diacetato de fluoresceina ndo polar atravessarem a
membrana plasmatica e serem hidrolizadas no citoplasma para emitir fluorescéncia. A
molécula resultante que emite fluorescéncia € polar e permanece no citoplasma por ser
incapaz de atravessar a membrana (ROTMAN E PAPERMASTER, 1966; HESLOP-HARRISON E
HESLOP-HARRISON, 1970). As células vivas podem ser distiguidas pelo brilho da
fluorescéncia quando iluminadas com luz azul.

O iodeto de propidio, entretanto, ndo ultrapassa a membrana plasmatica integra,
corando células danificas ao reagir com os fragmentos de DNA, emitando fluorescéncia da
cor vermelha ao ser exposta a luz verde, sendo assim, ¢ amplamente utilizado em métodos de
coloragdo para identificar células em apoptose e/ou danificadas (NICOLETTI ET 4L., 1991;
MOORE ET AL., 1998).

Dessa forma, pode-se distinguir qualitativamente a diferenca entre o controle
(DMSO) e os tratamentes citronelal, citronelol, geraniol, E. cinerea e C. winterianus (Figura
4). Assim como os resultados de inibicdo do crescimento (Capitulo 2), o citronelol apresentou
o resultado mais marcante, sendo o tratamento com maior incidéncia de fluorescéncia
vermelha. Isto indica que grande parte das células do apice radicular de E. heterophylla foram

danificadas (Figura 4C).
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DMSO 20000 pL L Citronelal 1000 pL L

Citronelol 350 pL L Geraniol 450 pL L

E. cinerea 4400 pL L C. winterianus 1800 pL L

Figura 4: Apices de Euphorbia heterophylla analizadas por microscopia de fluorescéncia: (A)
controle — DMSO 2000 pL L™, (B) citronelal 1000 uL L™, (C) citronelol 350 uL L™, (D)

geraniol 450 uL L', (E) oleo essencial de Eucalyptus cinerea 4000 pL L' e 6leo essencial de
Cymbopogon winterianus 1800 uL L™
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O controle DMSO (Figura 4A) apresenta uma pequena regido avermelhada. Nota-se
que essa regido ¢é relativamente plana, ndo circundando totalmente o apice radicular, que
sugere que os danos podem ser causados pela manipulagdo e/ou contato do apice com papel
de germinacdo. Este fato parece ser verdade, uma vez que outras fotografias do controle ndo
apresentaram regioes danificadas.

O citronelal (Figura 4B) apresenta danos celulares semelhantes aos causados pelo
citronelol (Figura 4C), podendo ser identificado comprometimento tanto na regido
meristematica quanto na zona de alongamento celular. Os danos estendem-se ao redor dos
apices, indicando que estas alteracdes sao causadas pelos tratamentos devido a uniformidade
da coloracdo avermelhada.

O geraniol (Figura 4D) apresentou danos visiveis apenas na regido meristematica,
ndo aparentando ter causado danos significativos na regido de alongamento celular.

Os 6leos essenciais de E. cinerea e C. winterianus causaram danos aparentes apenas
na regicdo de alongamento celular, ndo sendo possivel verificar danos celulares na regido
meristematica dos apices de E. heterophylla.

Pode-se destacar aparente auséncia de pelos radiculares nos tratamentos, sendo
possivel identificar grande quantidade destes no controle DSMO (Figura 4A). A reducao da
incidéncia de pelos pode ser reflexo do dano celular superficial causado pelos tratamentos,

que acarretaria na auséncia destas estruturas delicadas nos demais apices.
4.4. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)
Os cortes de 4apices radiculares de E. heterophylla foram visualizados em

microscépio eletronico de transmissdo (MET), tendo a mitocdndria como foco deste estudo,

para visualizar possiveis alteragdes nas membranas mitocondriais.
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Tratamento

Tratamento

Tratamento
C

Figura 5: Microscopia eletronica de transmissao (MET) de &pices de Euphorbia heterophylia:
controle — DMSO 2000 pL L™ e tratamentos constituidos de citronelal 1000 pL L™, citronelol
350 uL L'e geraniol 450 pL L
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Podemos observar a forma ovoide do tratamento controle, que, quando comparado
com os tratamentos, diferem na forma irregular e eletrodensidade, caracterizada pela
coloracdo mais escura dos tratamentos. Resultados obtidos do efeito de diterpenos sobre a
mitocondria de larvas de Adedes aegypti (VALOTTO ET AL., 2011) identificaram alteragdes
semelhantes.

A aparente desorganizacdo das cristas mitocondriais e a reducdo da eletroluscéncia
da matriz, assim como o aparente “murchamento” mitocondrial, indicam lesdes na organela
(STIGGER ET AL.,2001).

Fica evidente a caracteristica fluida e perfeitamente lisa da membrana mitocondrial
do controle, que, sem apresentar invaginagdes proeminentes, representa a mitocondria integra
e funcional. Por outro lado, os tratamentos afetaram a integridade da membrana mitocondrial,
aparentando danos severos na membrana.

Deve-se ressaltar que foram utilizadas as DLsy dos terpenoides encontrados nos
testes de germinacdo (Capitulo 2), que sugere que a redugdo da atividade e/ou eficiéncia
mitocondrial reduziram a producdo de ATP, reduzindo, assim, a germinagdo de E.

heterophylla L.

5. CONCLUSOES

Os terpenoides reduziram a assimilagdo liquida de CO,, transpiragdo, condutancia
estomatica, carboxilacdo instantanea de CO,, eficiéncia do uso da agua, e aumentaram a
concentragdo interna de CO, e a relagdo transpiracdo/condutancia estomatica.

Todas as variaveis de fluorescéncia foram afetadas pelo citronelol e geraniol.

O citronelal afetou a fluorescéncia minima em estado adaptado a luz, fluorescéncia
maxima em estado adaptado a luz e a eficiéncia quantica efetiva do FSIL

Os épices radiculares de E. heterophylla apresentaram danos celulares superficiais
com a aplicac@o de citronelal, citronelol, geraniol, 6leo essencial de Eucalyptus cinerea e dleo
essencial de Cymbopogon winterianus.

Os terpenoides causaram danos na membrana mitocondrial.

O citronelal demonstrou-se menos efetivo para utilizagdo como bioherbicida que o

citronelol e geraniol.
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