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RESUMO

Efeito do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus Jowitt na
germinacao, respiracao e crescimento de plantulas de Glycine max L.

Merril, Ipomoea grandifolia e Euphorbia heterophylla L. Orientador:
Professor Dr. Osvaldo Ferrarese Filho. Co-orientador: Professor Dr. Carlos Moacir

Bonato.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito bioherbicida do 6leo essencial de
Cymbopogon winterianus Jowitt (citronela) sobre as variaveis de germinacao,
crescimento e respiracdo de Glycine max L. Merril (soja), e das plantas daninhas
Ipomoea grandifolia (corda-de-viola) e Euphorbia heterophylla (leiteiro). As sementes
das trés espécies foram submetidas a diferentes concentragdes (0, 0,03, 0,06, 0,12 e
0,25% com 2% de DMSO) do 6leo essencial de C. winterianus. As sementes foram
dispostas em placas de petri com as concentragdes correspondentes do 6leo essencial e
acondicionadas em BOD a 25°C com fotoperiodo de 12h por 7 dias. Foram
determinadas as seguintes variaveis: porcentagem de germinacdo (PGER), tempo médio
de germinacdo (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), razdo do comprimento da parte aérea/sistema
radicular (RPA/SR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR),
massa seca total (MST), conteldo de agua da parte aérea (CAPA), contetdo de agua da
raiz (CAR), conteudo de &gua total (CAT) e respiracdo de embribes pre-tratados com
oleo essencial. Determinou-se ainda o efeito direto do 6leo essencial sobre a respiragdo
mitocondrial de E. heterophylla (leiteiro). Os dados foram submetidos a ANOVA e as
variaveis quantitativas analisadas por regressdo polinomial a 5% de probabilidade. O
Oleo essencial de citronela inibiu a germinagdo sendo seu efeito diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo testada em todas as espécies estudadas. As
varidveis de germinacdo PGER, VMG, IVG, TMG foram drasticamente afetadas pela
presenca do Oleo essencial nas trés espécies testadas. O valores de CT, CPA, CSR e
RPA/SR também apresentaram resultados significativos tendendo a zero nas trés
especies. A presenca do dleo essencial reduziu acentuadamente os valores de MSPA,
MSR, MST, CAPA, CAR e CAT das trés especies estudadas. O consumo total de
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oxigénio (na auséncia de inibidor) e, o consumo de oxigénio, na presenca do inibidor
SHAM (respiracdo sensivel ao cianeto) foram afetados pelo pré-tratamento dos
embrides com o 0Oleo essencial nas trés espécies. O 6Oleo essencial de C. winterianus
reduziu significativamente a fosforilagcdo oxidativa mitocondrial em E. heterophylla
medida pelo consumo de O, durante o consumo do ADP (estado I1l) e a relagdo ADP/O
quando se utilizou o NADH ou L-malato como substrato respiratério. As outras
varidveis - estado basal, estado IV e controle respiratério ndo diferiram
significativamente do controle. Os resultados demonstram que o 0Oleo essencial afeta
drasticamente tanto a respiracdo total como a sensivel ao KCN. Esta interferéncia na
respiracdo acoplada a fosforilacdo oxidativa sugere que o 6leo essencial pode interfer no
complexo ATP sintase e/ou no suprimento de adenilatos, como por exemplo na
quantidade de ADP que chega até a matriz mitocondrial e que é capaz de ser
fosforilado, ou ainda, na quantidade de esqueletos carbénicos que chegam ao interior
mitocondrial (passagem pela membrana). Desta forma, o efeito do éleo essencial na
respiracdo explica, pelo menos em parte, sua influéncia, sempre negativa, nas variaveis
de germinacdo e crescimento das espeécies estudadas. Deve-se ressaltar ainda que a G.
max de forma geral foi menos afetada que as plantas daninhas. Assim, o 6leo essencial
de citronela possui grande potencial para ser utilizado como bioherbicida. Entretanto, ha
necessidade de estudos mais detalhados, em nivel metabdlico e em nivel de campo para

que conclusdes definitivas possam ser obtidas.

Palavras-chave: Mitocondria, Citronela, Alelopatia, Leiteiro, Corda-de-viola,

Cymbopogon nardus.
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ABSTRACT

Effect of the essential oil of Cymbopogon winterianus Jowitt on
germination, respiration and growth of seedlings the Glycine max L.

Merril, Ipomoea grandifolia and Euphorbia heterophylla L. Adviser: Dr.

Osvaldo Ferrarese Filho. Co-Adviser: Dr. Carlos Moacir Bonato.

The objective of this experiment was to study the bioherbicida effect of the
essential oil of Cymbopogon winterianus Jowitt on germination, growth and respiration
of Glycine max L. Merrill (soybean), and weed Ipomoea grandifolia (string-de-viola)
and Euphorbia heterophylla (dairy). The three species seeds were treated with different
concentrations (0, 0.03, 0.06, 0.12 and 0.25% with 2% DMSO) of essential oil of C.
winterianus. Seeds were placed on plates with the corresponding concentrations of
essential oil and placed in chamber at 25°C with a photoperiod of 12 h for 7 days. We
evaluated the following variables: germination percentage (PGER), germination
average time (TMG), germination average speed (VMG), germination speed index
(IVG), shoot length (CPA), length of root system (CSR), total length (CT), shoot / root
system ratio (RPA/SR), shoot dry mass (MSPA), root dry mass (MSR), total dry matter
(MST), shoot water content (CAPA), root water content (CAR), total water content
(CAT) and respiration of embryos pretreated with essential oil. It also determined the
direct effect of essential oil on mitochondrial respiration of E. heterophylla (dairy). The
data were analyzed by ANOVA and the significant variables analyzed by regression at
5% probability. Essential oil of citronella inhibited germination and this effect was
directly proportional to the concentration tested in all species studied. Germination
variables PGER, VMG, IVG, TMG were affected drastically by presence of essential oil
in the species tested. The values of CT, CPA, CSR and RPA/SR also showed significant
decreases tending to zero for all species. The presence of essential oil markedly reduced
the amounts of MSPA, MSR, MST, CAPA, CAR and CAT of the three species. The
values of total oxygen consumption, and the inhibitor SHAM (cyanide-sensitive
respiration) were affected by pretreatment of embryos with the essential oil of all
species. The essential oil of C. winterianus significantly reduced mitochondrial
oxidative phosphorylation measured by O, consumption during ADP phosphorylation

(state 111) and for ADP/O when using NADH or malate as respiratory substrate. The
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other variables - basal, state IV and respiratory control did not differ significantly from
control. The results demonstrate that the essential oil dramatically affects both the total
respiration and the sensitive to KCN one. Soybean was among the least affected, in
practically all variables when compared to the weeds. The fact of the essential oil
interfere with respiration coupled with oxidative phosphorylation suggests that the oil
may be interfering with the ATP synthase complex, and adenylate or supply, such as the
amount of ADP that reaches the mitochondrial matrix and that is capable of being
phosphorylated, as well as in the amount of carbon skeletons that come within the
mitochondria. Thus, the respiratory effect may explain, at least in part the influence of
essential oil on the germination variables and growth of three plants species. Thus, the
essential oil of citronella has great potential to be used as bioherbicide. However, it
remains to be done important detailed studies at metabolic level at the level of field so

that definitive conclusions can be reached.

Key words: Mitochondria, Citronella, Allelopathy, Dairy, String-of-viola, Cymbopogon

nardus.



1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade 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, 2009). Em 1996 a
Sociedade Internacional de Alelopatia definiu o termo alelopatia como sendo “qualquer
processo envolvendo metabolitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e
fungos que influencie o crescimento e o desenvolvimento da agricultura e sistemas
bioldgicos” (REIGOSA, 2006).

Atualmente sabe-se que as plantas produzem grande variedade de compostos
organicos que aparentam ndo ter funcdo direta no crescimento e desenvolvimento,
conhecidos como metabdlitos secundarios. Geralmente estes metabolitos influenciam
diretamente os processos de respiracdo, fotossintese, transporte de solutos, sintese de
proteinas, assimilacdo de nutrientes, diferenciacdo ou sintese de carboidratos, proteinas
e lipideos. Os metabdlitos secundarios também se diferenciam dos metabdlitos
primarios por apresentarem distribuicao restrita dentre os vegetais, podendo restringir-se
a uma Unica especie, 0 que ndo ocorre com 0s metabolitos primarios que podem ser
encontrados em todo o reino vegetal. Os estudos sobre os metabdlitos 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 al., 1999; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Sugere-se que muitos metabodlitos secundarios possuam fungdes ecoldgicas
importantes para 0s vegetais, como protecdo contra herbivoros e infecgdes por
microrganismos patogénicos, atuacdo como atrativos para a polinizacao e dispersdo de
sementes, atuacdo na competicio planta-planta e simbiose planta-microrganismo. E
comum encontrar em plantas monoterpenos e sesquiterpenos volateis, mais conhecidos
como Oleos essenciais, que conferem aroma caracteristico as folhas de diversas
espeécies, 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 al., 1999; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Por outro lado, o uso rotineiro de herbicidas sintéticos tem gerado insatisfacGes
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 o0s
interesses da sociedade e os recursos naturais. (SOUZA FILHO, 2005).

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), Amaranthus palmeri S.
Watson (caruru). Os autores sugerem que 0s 6leos essenciais possuem potencial em
inibir a emergéncia de plantas daninhas, mas que ainda sdo necessarios estudos para
aplica-los na agricultura. Estes resultados ressaltam o potencial dos 6leos essenciais na
obtencéo de herbicidas biodegradaveis, que poderdo ser utilizados na agricultura.

Apesar dos estudos feitos, ndo se encontram na literatura informagdes mais
detalhadas sobre o efeito dos 0leos essenciais, em especial do Cymbopogon winterianus
(capim-citronela) em plantas daninhas de importancia agricola no Brasil. Desta forma, o
estudo do efeito do 0Oleo essencial de C. winterianus na germinacdo, no crescimento e
mesmo no metabolismo respiratorio pode auxiliar sobremaneira o entendimento da agéo
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 menor impacto ambiental. Por estas razdes, o objetivo deste trabalho foi
verificar a atividade bioherbicida do oOleo essencial de C. winterianus sobre a

germinacao, crescimento e respiracao de E. heterophylla, 1. grandifolia, e G. max.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Glycine max L. Merril

A cultura da soja é uma das mais importantes culturas produzidas no pais, sendo
o0 Brasil o segundo maior produtor mundial e responsavel por 57,1 milhdes de toneladas,
ocupando area de 21,7 milhGes de ha, representando significativa porcdo do
agronegocio brasileiro (BRASIL, 2009).

O Parana é o segundo maior produtor de soja, responsavel por 9,51 milhdes de
toneladas (16,65% da producao brasileira), ocupando area de 4,1 milhdes de ha, sendo o
Parand responsavel por 4,52% da producdo mundial de soja (BRASIL, 2009).

Dentre todos os fatores que reduzem a produtividade desta cultura, as plantas
daninhas certamente encontram-se entre as maiores causas de reducao 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
Parana encontra-se a Euphorbia heterophylla e Ipomoea grandifolia, principalmente
pelo dificil controle empregado e pelas perdas ocasionadas a cultura (VOLL et al.,
2002).

Os casos de resisténcia aliados a utilizacdo de um ou alguns herbicidas com o
mesmo mecanismo de acdo, dificultam cada vez mais o controle destas plantas
daninhas, o que pode acarretar um significativo aumento no custo de producdo da
cultura (EMBRAPA, 2010).

Outro fator determinante é relacionado ao monopo6lio imposto por grandes
corporagfes multinacionais apos o advento dos transgénicos resistentes ao glifosato; ao
comercializar as sementes e o herbicida, essas corporacgdes incentivam, de certa forma, a
utilizacdo de apenas um mecanismo de acdo, 0 que aumenta a pressdo de selecdo sobre
as populagdes de plantas daninhas, aumentando a chance de surgimento de populagdes
resistentes a este herbicida. Além disso, alguns herbicidas, como o glifosato podem
prejudicar o crescimento e mesmo a produtividade em plantas transgénicas. Zobiole et

al. (2010), testando doses crescentes de glifosato em plantas transgénicas de soja



resistentes ao glifosato, verificaram que este herbicida acarretou severa reducdo de

biomassa, absor¢do de agua e taxa fotossintética.

2.2. Euphorbia heterophylla L.

O amendoim-bravo, leiteira, flor-de-poetas, café-do-diabo ou Euphorbia
heterophylla L. é uma planta daninha pertencente a familia Euphorbiaceae possui ciclo
anual, é alégama, apresentando caracteristica lactescente com porte ereto de 30-80cm de
altura. Suas folhas sdo 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 & WINKLER, 2004; LORENZI, 2006; KERN et al., 2009).

Os casos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas vém sendo
documentados no Brasil desde 1996, sendo registrado em média, uma espécie a cada
ano. Atualmente no Brasil, a espécie mais preocupante € 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 esta 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 & WINKLER, 2004).

A E. heterophylla em competicdo com a cultura da soja causa diversos
problemas, como redugdo de 22% da produtividade da cultura, considerando uma
densidade populacional da planta daninha de 10 plantas por m? (VOLL et al., 2002).
Outros resultados mais preocupantes indicam que apenas uma ou duas plantas de E.
heterophylla por m? reduzem a quantidade de trifélios, o acimulo de matéria seca e o
teor de micronutrientes das plantas de soja, causando interferéncia devido ao estresse
causado as plantas, acarretando alteracbes morfofisioldgicas e reducdo na producdo da
cultura (CARVALHO et al., 2010).

De todos esses estudos, destaca-se a grande necessidade de novos métodos de
controle, incluindo novos mecanismos de ac¢do dos herbicidas utilizados para o efetivo
controle desta espécie tdo danosa para culturas com grande importancia econémica para

0 pais, como a cultura da soja. A E. heterophylla é resistente a principios ativos



largamente utilizados como o glifosato, a resisténcia a este principio ativo estd
relacionada a utilizacdo da soja transgénica resistente a glifosato, que, devido a pressdo
de selecdo gerada pela utilizagdo continua de uma Unica molécula seleciona populagdes

resistentes de diversas espécies ao redor do mundo (POWLES, 2008).

2.3. Ipomoea grandifolia

A Ipomoea grandifolia conhecida popularmente como corda-de-viola,
campainha, jetirana e corriola pertencente a familia Convolvuldcea. Raramente é
utilizada como planta ornamental e, por crescer sobre obstaculos, é utilizada para cobrir
caramanchdes. (AZANIA et al., 2003).

E uma espécie nativa da América do Sul, ocorrendo na Argentina, Uruguai,
Paraguai e Brasil, onde é 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 voluveis que se emaranham em plantas vizinhas e
tem sido a espécie mais frequente em lavouras de soja, dificultando a colheita e
causando diminuicdo da produtividade pela competicdio (KISSMANN & GROTH,
1999).

Resultados obtidos por Voll et al. (2002) demonstram que apenas trés plantas de
Ipomoea grandifolia por m? reduzem cerca de 10% da produtividade de soja através da
competicdo entre especies, sem considerar as perdas ocasionadas na colheita, onde a
simples presenca desta espécie acarreta grandes prejuizos pelo aumento da dificuldade
na colheita da soja. Assim se faz necessario o controle desta espécie para evitar grandes

prejuizos para os produtores.

2.4. Cymbopogon winterianus Jowitt

A citronela, capim-citronela ou citronela-de-java (Cymbopogon winterianus

Jowitt, sinonimia Cymbopogon nardus Rendle) pertence a familia Poaceae e ao género



Cymbopogon; é cultivada em regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América,
tendo sido introduzida no Brasil em 1959 (SHASANY, 2000).

O principal produto desta cultura é o Oleo essencial, utilizado em industrias
farmacéuticas, de perfumaria e cosméticos. E principalmente utilizado em repelentes de
insetos e produtos sanitarios (SHASANY, 2000)

Entretanto, existem pesquisas comprovando ndo apenas o efeito repelente de 6leo
de citronela, como agéo inseticida (LABINAS & CROCOMO, 2002; GONCALVES et
al., 2007), acaricida (OLIVO, et al., 2008; CLEMENTE et al., 2010), antibacteriana
(COSTA et al., 2008; DIAS et al., 2010), antifungica (PEREIRA, 2009), indutora de
resisténcia (SILVA, 2007; MOREIRA et al., 2008;) e herbicida (BORGES et al., 2004;
CORREA et al., 2004; MARCO et al., 2004; OOTANI, 2010; VIEIRA et al., 2004).
Marques et al. (2008) realizaram experimentos com o 0leo essencial de C. winterianus
como preparado homeopatico, observando efeitos estimulantes sobre a porcentagem de
germinacéo, velocidade de germinagdo, massa fresca, comprimento radicular e da parte
aerea de Sida rhombifolia.

Em estudos sobre o efeito na germinacao de quiabo (Abelmoschus esculentus (L.)
Moench), VIEIRA et al. (2004) obtiveram resultados inibitorios significativos nas
concentracdes superiores a 0,5 mL L™ de 6leo de citronela, semelhantes aos resultados
do 6leo essencial de alecrim-pimenta.

Correa et al. (2004) ao estudar os efeitos alelopaticos do Oleo essencial de
citronela sobre a germinacéo de picdo-preto e milho em diferentes épocas de aplicagédo
concluiram que solugdes contendo 1% de 6leo essencial de citronela aplicados em pré-
plantio, plantio e pos-plantio afetaram significativamente a germinacao de picdo-preto.

Em outro experimento Marco et al. (2004) testaram diferentes concentracdes do
6leo essencial de citronela (0; 0,25; 0,5 e 1 mL L™) sobre a germinacdo de Chloris
barbata, Sw (capim-branco) e verificaram que em todas as concentragOes testadas
houve inibicao total da germinacdo desta espécie.

Ao testar as mesmas concentracdes acima citadas, Borges et al. (2004) testando
sementes de Emilia sonchifolia (falsa-serralha) observaram inibicdo total da germinacgéo
em concentrages iguais ou superiores a 0,5 mL L™, e 15,8% de inibicdo na germinacao
na concentracdo de 0,25 mL L™.

Ootani (2010) ao estudar o efeito alelopatico do éleo essencial de citronela, de
eucalipto citrodora e do composto secundario citronelal sobre Digitaria horizontalis

com 4 folhas em vasos, observaram que as plantas apresentaram sintomas de
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fitotoxicidade nas folhas 24 horas apds a aplicagdo em todos os tratamentos. Os
principais sintomas apresentados foram pontos com aspecto encharcado, caracterizando
perda da permeabilidade da membrana. As plantulas apresentaram também clorose, e
reducdo de 50% no acumulo de matéria seca da parte aérea e do sistema radicular. Os
autores comentam que a severidade e a velocidade dos sintomas de fitotoxicidade se
assemelham aos provocados pela aplicacdo de herbicidas inibidores do fotossistema I,
concluindo que o 6leo de citronela e de eucalipto citrodora apresentam potencial
herbicida.

Entre as substancias contidas no 6leo essencial analisado por Pereira (2009)
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)
encontram-se como principais constituintes: Citronelal (23,6%), Geraniol (18,8%),
Citronelol (11,8%), Eugenol (10,3%), Elemol (6,7%), B-elemeno (6,4%) e Citronelil
acetato (5,3%).

Resultados semelhantes foram encontrados por Chiaradia et al. (2009),
identificando os seguintes constituintes: Citronelal (35,3%), Geraniol (16%), Citronelol
(12,3%), Elemol (4,6%) e Citronelil acetato (4,5%). Outros autores apresentaram
resultados semelhantes (CASSEL & VARGAS, 2006; KOFFI et al., 2009 e CASTRO et
al., 2010), concluindo que os principais constituintes do dleo essencial de citronela séo
o Citronelal, Geraniol, Citronelol e Elemol.

Ao se analisarem os experimentos realizados conclui-se que os resultados obtidos
sdo muito significativos, merecendo estudos aprofundados, na tentativa de identificar
um ou alguns mecanismos de agdo das substancias contidas no 6leo essencial de C.

winterianus.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material biolégico

As sementes de Euphorbia heterophylla L. (amendoim bravo) e Ipomoea
grandifolia L. (corda-de-viola) foram obtidas da empresa Cosmos de S&o Paulo,
armazenadas em dessecador 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 foram realizados no laboratorio de homeopatia e
fisiologia vegetal; ja os experimentos de respiracdo e extracdo de mitocondria foram
realizados no laboratdrio de oxidacgdes bioldgicas da Universidade Estadual de Maringa
— PR durante o ano de 2010.

3.3. Método geral de germinacéo

As sementes de E. heterophylla L., I. grandifolia L. e G. max (L.) Merril. foram
lavadas em agua corrente, esterilizadas superficialmente com solucéo de hipoclorito de
sodio contendo 0,25% (v/v) de cloro ativo por 10 minutos e lavadas com agua destilada
por 6 vezes. Foram dispostas 50 sementes em cada placa de Petri para as espécies E.
heterophylla e 1. 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
solugdes 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 concentracfes de 6leo essencial de
C. winterianus (0,03, 0,06, 0,12 e 0,25% (v/v)) diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO)
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(2%, v/v). Os controles foram constituidos de agua destilada pura e agua destilada com
DMSO (2%, v/v). Como ndo houve diferenga entre a 4gua destilada e a solugdo DMSO
2% optou-se por colocar nos resultados apenas os dados do controle da solugdo DMSO
2%.

As placas foram dispostas de forma aleatoria em camara de germinacdo tipo
Biological Oxygen Demand (BOD), com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro a 25 °C por 7 dias.

3.4. Determinagéo das variaveis de germinagéo

As variaveis de germinacdo foram determinadas de 12 em 12h (0 a 132h) apos a
semeadura. Contaram-se as sementes germinadas para os calculos das variaveis 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 papel milimetrado.

As variadveis determinadas foram: porcentagem de germinacdo (PGER [%]),
tempo médio de germinacdo (TMG [h]), velocidade média de germinagdo (VMG (h)),
indice de velocidade de germinacdo (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 da raiz (MFR [mg]), massa fresca total (MFT [mg]), massa
seca da parte aérea (MSPA [mg]), massa seca da raiz (MSR [mg]), massa seca total
(MST [mg]), contetido de agua da parte aérea (CAPA [mg]), contetdo de agua da raiz
(CAR[mg] e contetdo de agua total (CAT [mg] ) (FERREIRA & BORGHETT]I, 2004).

3.4.1. Porcentagem de germinacao (PGER)

PGER = (Yn;.N™). 100
em que Y'n; € 0 numero total de sementes germinadas em relacdo ao nimero de

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



3.4.2. Tempo Médio de Germinacéao (TMG)
™G = Zni . ti / Zni

em que n; é o numero de sementes germinadas dentro de determinado intervalo

de tempo t;.; e tj, expresso em horas.

3.4.3. Velocidade Média de Germinagédo (VMG)

E o inverso de TMG, expresso em horas.
VMG =>n;/ .t

3.4.4. Indice de Velocidade de Germinag&o (IVG)

IVG=G1/N1+G2/N2+..Gn/Nn
Em que G1, G2.... Gn é 0 numero de sementes germinadas e N1, N2...Nn é o

numero de horas ap0s a semeadura.

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

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

radicular.

3.4.6. Conteudo de agua da parte aerea (CAPA)

CAPA = MFPA - MSPA

10



Onde MFPA ¢é massa fresca da parte aérea e MSPA ¢é massa seca da parte aerea,
expressas em mg.

3.4.7. Conteudo de agua da raiz (CAR)

CAR = MFR - MSR

Onde MFR é massa fresca da raiz e MSR é massa seca da raiz, expressa em
miligrama.

3.4.8. Conteudo de agua total (CAT)

CAT = MFT - MST

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

3.4.9. Massa seca (MS)

A massa seca foi obtida ap6s a secagem (massa constante) das partes das

plantulas em estufa a 70°C com auxilio de balanca analitica.

3.5. Determinagéo da atividade respiratdria de embrides

Os embrides foram obtidos de sementes submetidas a mesma metodologia
utilizada nos experimentos de germinacdo. Os embrides tiveram sua atividade
respiratoria determinada 24h apOs a semeadura, utilizando eletrodo de oxigénio tipo

Clark, inserido na camara de acrilico e conectado a um polarografo.
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Trinta miligramas de embrides seccionados foram removidos das sementes
utilizando tesoura e pincga cirdrgica e inseridos imediatamente na camara de acrilico
contendo 2mL de solugdo nutritiva (COPELAND & LIMA, 1992), (pH 5,8). A
velocidade de consumo de oxigénio foi expressa em nmoles de oxigénio consumidos
por minuto relacionada a massa fresca de embrides (g), inserida na cdmara de acrilico.
A concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de incubacao foi de 240 uM, a 25°C.

Na determinag&o da respiragdo mitocondrial via citocromo-oxidase, da respiragéo
via oxidase alternativa e respiracdo devida a oxidases extramitocondriais utilizou-se o
cianeto de potassio (KCN) (250 puM) como inibidor do complexo IV e como inibidor da

oxidase alternativa utilizou-se o acido salicilhidroxamico (SHAM).

3.6. Isolamento de mitocondria

O isolamento das mitocondrias foi realizado de raizes primarias de E.
heterophylla crescidas por 48h apds a semeadura, em gerbox de coloracdo preta
mantidos no escuro em BOD.

Vinte gramas de raizes (aproximadamente 4000 plantulas) das plantulas foram
lavadas em agua destilada e tiveram sua raiz primaria seccionada em segmentos de 1 cm
e entdo colocadas em 60 ml de meio de extragcdo contendo manitol 0,4 M, Tris-HCI (pH
7,2) 50mM, EDTA 1,0 mM, MgCl, 1,0 mM, cisteina 0,1% (p/v) e albumina bovina
(BSA) livre de acidos graxos 0,5% (p/v). O material obtido foi homogeneizado por 10s,
com auxilio de desintegrador (modelo van Potter-Elvehjem) e filtrado atraves de varias
camadas de gaze. A solucdo teve seu pH ajustado para 7,2 com adigdo de KOH e entéo
centrifugado a 1000 x g por 10 min. O sobrenadante contendo as mitocondrias foi
centrifugado novamente a 15.000 x g por 10 minutos. O sedimento resultante deste
processo foi suspenso em 2 mL de meio constituido de manitol 0,3 M, EDTA 1,0 mM,
HEPES (pH 7,2) 20 mM e albumina bovina (BSA) livre de &cidos graxos 0,2% (p/v).
Os procedimentos citados acima foram todos realizados em temperatura de 0-4 °C
(KERN et al., 2009).
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3.7. Determinacdo da atividade respiratéria de mitocondrias isolada de

Euphorbia heterophylla L.

O consumo de oxigénio das mitocondrias isoladas foi medido
polarograficamente, a 25°C, como foi descrito para a respiracdo de embrides. O meio
de reacdo contendo manitol 0,4M, KH,PO, 5,0mM, MgCl, 5,0mM, albumina bovina
livre (BSA) de &cidos graxos 1,0% (p/v), Tris-HCI (pH 7,2) 10mM, DMSO 2% e bleo
essencial de C. winterianus (0, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03 e 0,06% (v/v)) foi adicionado a
camara de acrilico de acordo com o tratamento a ser avaliado. Adicionaram-se
quantidades de mitocondria de modo a se obter de 1,4 a 1,6 mg de proteina
mitocondrial. As avaliagdes relacionadas ao consumo de oxigénio iniciaram-se pela
adicio de L-malato 10 mM + NAD® 50 mM ou NADH 1,0 mM. Monitorou-se o
consumo de oxigénio por aproximadamente 5 minutos, representando a respiragdo
basal. Adicionou-se entdo 160 pM de ADP iniciando a respiracdo do estado Ill. O
estado IV da respiracdo foi considerado como o consumo de oxigénio apds a exaustao
do ADP adicionado. A razdo ADP/O e o controle respiratorio foram calculados de
acordo com Chance & Williams (1955). Para a discriminacdo da respiracdo via
citocromo-oxidase (COX) e respiracdo via oxidase alternativa utilizou-se o inibidor
KCN 1 mM (KERN et al., 2009).

3.7.1. Determinagéo do teor de proteinas

Na determinacdo do teor de proteinas foram utilizados o reativo A (30 mg de
Na,COs3, 4 g de NaOH em 1000 mL de H,O destilada), o reativo B ( CuSQOy. 5H,0 a
2%), o reativo C (tartarato de sodio a 4%) e o reativo D (reagente de Folin Ciocalteau 1
N).

As suspensdes foram diluidas 20 vezes; as solucBes foram misturadas no dia do
experimento na ordem e volume de 0,2 mL de reativo B, 0,2 mL de reativo C e 20 mL
de reativo A. Os tubos de ensaio foram rotulados em triplicata, adicionando-se 0,1 mL
da suspensdo e 1 mL da mistura dos reativos. Os controles sdo constituidos de um
branco, com a adi¢do de 0,1 mL de 4gua e um padrdo, com a adicdo de solucdo de

albumina a 20 % (m/v).
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Os tubos foram agitados vigorosamente e ap0s 10 minutos em temperatura
ambiente adicionou-se 0,1 mL do reativo D. Apds 10 minutos as amostras foram lidas
em espectrofotdmetro a 700 nm contra o branco.

A concentracdo de proteina foi calculada com base na absorbancia encontrada no

padrédo de albumina 20 % (m/v) de acordo com Lowry et al. (1951).

3.8. Delineamento estatistico

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado variando de 5 a
6 concentracbes do Oleo essencial de C. winterianus e trés espécies testadas (E.
heterophylla, 1. grandifolia e G. max). Foram utilizadas 4 repeticdes para as espécies E.
heterophylla e 1. grandifolia e 8 repeti¢cGes para G. max. Os dados foram submetidos a
ANOVA e as variaveis significativas analisadas por regressdo polinomial com nivel de
significancia de 5% pelo programa SISVAR (5.1). Os efeitos do 6leo essencial nas trés
especies foram analisados separadamente. Os graficos foram feitos pelo programa
GRAPHPAD PRISM (verséo 5.0).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito do 0Oleo essencial nas variaveis de germinagao

Observa-se pelos resultados que o Oleo de C. winterianus influenciou
significativamente a germinacao e as outras variaveis quantitativas da germinacao das
trés espécies estudadas (Figuras 1, 2 e 3). A porcentagem de germinacdo (PGER) das
trés espécies foi inversamente proporcional ao aumento da concentragdo do Oleo
essencial.

A concentracdo do 6leo essencial para a inibicdo de 50% da germinacao (DL50)
foi diferente para as trés espécies, quando comparado com o controle (DMSO, 2%)
(Figura 1A, 2A e 3A). As DL50 encontradas para E. heterophylla, 1. Grandifolia e G.
max foram de 0,06, 0,08 e 0,105%, respectivamente, indicando forte efeito inibitdrio
e/ou alelopatico na germinacdo das espécies estudadas, em especial para o E.
heterophylla (Figuras 1A, 2A e 3A). A DL50 maior para a soja sugere que no caso da
aplicacdo do 6leo em nivel de campo, com finalidade herbicida, essa acdo pode afetar
menos a soja do que o leiteiro e a corda-de-viola. Obviamente outros testes devem ser
feitos, especialmente no solo, para que se obtenham dados mais confiaveis e de maior
aplicabilidade. Marco et al. (2004) verificaram que a dose de 0,25% do 6leo de citronela
foi capaz de inibir 100% a germinacdo em Chloris barbata (capim-branco). Ja Borges et
al. (2004) e Vieira et al. (2004) obtiveram 100% de inibi¢do da germinacdo de Emilia
sonchifolia (falsa-serrralha) e de Abelmoschus esculentus (quiabo), respectivamente em

concentracédo de 0,5% ou superiores.
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Figura 1 — Regressdo polinomial do efeito do éleo essencial de C. winterianus na porcentagem de
germinacdo (PGER), no tempo médio de germinacdo (TMG), na velocidade média de germinacdo (VMG)
e no indice de velocidade de germinagdo (IVG) de E. heterophylla, UEM, Maringa — PR, 2010.

O tempo médio de germinacdo (TMG) observado representa o tempo que as
sementes levaram para germinar em funcéo da concentracdo do 6leo essencial (Figuras
1B, 2B e 3B). Observa-se que o TMG foi crescente, em todas as espécies até a
concentracdo de 0,12%. Acima desta concentracdo, especialmente na concentracdo de
0,25% as sementes ndo germinaram 0 que explica a auséncia do ponto na Figura 1B
referente a concentragéo.

O TMG observado nas trés espécies estudadas aumentou mais de 50%, alterando
0 tempo médio de germinacdo de 50h para mais de 100h (Figuras 1B, 2B e 3B).
Resultados significativos foram encontrados por Marco et al. (2004) em relacdo ao
TMG utilizando 6leo essencial de citronela sobre capim-branco.

Os dados de TMG fornecem ndo apenas dados quantitativos, mas também

qualitativos, pois o aumento em TMG denuncia problemas metabdlicos no processo
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germinativo. Estes resultados demonstram que o 0leo essencial pode estar interferindo
em alguns processos metabolicos bem como na respiracdo. Sob o ponto de vista
agronémico, o aumento do TMG reduz a viabilidade das sementes de se desenvolverem
até a fase adulta, pois ficam mais tempo expostas aos microrganismos patogénicos
presentes no solo, além de reduzir substancialmente a capacidade competitiva por agua
e posteriormente minerais destas plantulas em relagéo a plantulas sem este tratamento,
indicando vigor reduzido quando comparado ao controle (FERREIRA & BORGUETTI,
2004).

A velocidade média de germinacdo (VMG) indica a velocidade de germinacgéo
das sementes estudadas. Novamente aqui observa-se que 0 aumento na concentragdo do
6leo essencial reduziu drasticamente a VMG. Este comportamento foi semelhante nas
trés especies estudadas; entretanto, percebe-se que o coeficiente angular da regresséo
polinomial para a soja foi menor quando comparado com as duas invasoras. Na pratica
significa que a soja teve a VMG menos afetada do que as outras espécies. E possivel
que a soja seja mais tolerante a presenca do 6leo essencial ou, ainda, que tenha absorcao

do 6leo essencial menos acentuada.
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Figura 2 - Regressdo polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus na porcentagem de
germinacao (PGER), no tempo médio de germinacao (TMG), na velocidade média de germinagdo (VMG)
e no indice de velocidade de germinacédo (IVG) de I. grandifolia, UEM, Maringa — PR, 2010.

O indice de velocidade de germinacéo (IVG) também a semelhanca do VMG foi
influenciado pelo 6leo essencial. Nas espécies daninhas os valores de VG tendem a
zero em concentragcdo mais baixa (0,14%) do 6leo essencial, enquanto que para a soja o
IVG tendeu a zero em concentracdo maior (0,18%) do 6leo essencial. Estes resultados
indicam que as sementes de soja podem suportar concentracdes maiores do Oleo

essencial quando comparada as espécies de plantas daninhas estudadas.
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Figura 3 - Regressdo polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus na porcentagem de
germinacao (PGER), no tempo médio de germinacao (TMG), na velocidade média de germinagdo (VMG)
e no indice de velocidade de germinacao (IVG) de G. max, UEM, Maringa — PR, 2010.

De acordo com as variaveis analisadas anteriormente pode-se verificar que o
oleo essencial influencia tanto o processo germinativo em termos absolutos (numero
total de sementes germinadas) quanto & cinética do processo germinativo (efeito
qualitativo). Disso decorre que algum ou alguns dos componentes (efeito isolado ou
efeito sinérgico) do Oleo essencial podem estar interferindo em alguns processos
embrionarios de forma letal, como por exemplo no processo respiratorio (LORBER &
MULLER, 1976), impedindo a germinacdo das sementes, com maior énfase nas duas
invasoras, mesmo em baixas concentragdes. Ou também, estes componentes poderiam
retardar a degradacdo e/ou mobilizacdo de reservas do endosperma para o embrido
tornando a germinacdo um processo mais moroso e em termos praticos até letal para as

sementes.
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Segundo Singh et al. (2005) a severidade dos sintomas ocasionados pelo 6leo de
E. citriodora, que tem como composto majoritario o citronelal, pode estar associada a
capacidade dos 6leos em romper a integridade da membrana, resultando no aumento da
permeabilidade da membrana e vazamento de solutos. Assim, 0 aumento na
permeabilidade da membrana pode acarretar injarias celulares inviabilizando a
germinacdo das sementes. Além disso, Lorber & Muller (1976) verificaram que
terpenos volateis podem danificar mitocondrias e assim prejudicar negativamente a
respiracdo e o metabolismo energético, o que também pode ter contribuido aqui para a

baixa percentagem de germinacgédo e aumento nos valores de TMG.

4.2. Efeito do 6leo essencial sobre as variaveis de crescimento

As variaveis biométricas de crescimento foram influenciadas pela presenca do
6leo essencial de citronela e a inibi¢do ocorreu nas trés espécies estudadas (Figuras 4, 5
e 6). Novamente neste caso, as duas plantas daninhas estudadas apresentaram maior
inibicdo nos valores do comprimento da parte aérea (CPA) e do sistema radicular
(CSR), observados pelos valores mais negativos do coeficiente angular quando
comparado com os valores da soja (Figuras 4A, 4B, 5A e 5B). Para a soja a inibigéo
total dos valores de CPA e CSR pode ser observado em concentragcbes proximas a
0,25% (Figura 6A e 6B), enquanto para as plantas daninhas esta inibi¢do foi observada
em concentragfes proximas a 0,15% do o6leo essencial (Figuras 4A, 4B, 5A e 5B). O
comprimento total (CT) que reflete a soma das varidveis CPA e CSR teve

comportamento semelhante ao descrito anteriormente.
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Figura 4 - Regressao polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus no comprimento da parte
aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR), na relacdo parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) e no
comprimento total (CT) das plantulas de E. heterophylla, UEM, Maringa — PR, 2010.

O crescimento de uma planta é o resultado da divisao celular e do alongamento
celular (FERREIRA & BORGUETTI, 2004). Assim, qualquer interferéncia em um ou
em ambos 0s processos compromete o crescimento das plantas. Neste caso, 0 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
(componente importante do 6leo essencial de citronela) observou a inibicdo das
variaveis biométricas - didmetro do xilema do caule e cdmbio vascular - e no teor de
amido. Estes mesmos autores (GUSMAN et al., 1990) verificaram também o efeito
inibitdrio do citronelol volatilizado na mitose (30,5%) de E. heterophylla. Apesar de 0s
resultados indicarem que um tal efeito possa ter ocorrido no presente estudo, ndo se

pode afirmar com absoluta seguranca, pois ndo foram obtidas evidéncias diretas nos
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experimentos conduzidos. Experimentos envolvendo estas variaveis serdo objetivos de

futuros estudos.
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Figura 5 - Regressao polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus no comprimento da parte
aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR), na relacdo parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) e no
comprimento total (CT) das plantulas de I. grandifolia, UEM, Maringa — PR, 2010.

Os menores valores encontrados de CPA, CSR e CT e mesmo da relacdo
RPA/SR podem ser o reflexo do retardamento no processo germinativo causado pelo
6leo essencial, conforme descrito anteriormente (Figuras 1, 2 e 3). Também nédo se pode
descartar o fato de o dleo essencial estar interferindo tanto no processo germinativo
guanto em eventos pos-germinativos. Ootani (2010) observou efeito bioherbicida apds
aplicacdo do dleo essencial de citronela em plantas de Digitaria horizontalis (capim-

colch&o), sendo os resultados significativos 24h apds a aplicagdo. Tais resultados
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indicam a existéncia de efeitos também no metabolismo das plantas adultas, e nao
apenas no processo de germinacdo. Desta forma, outros estudos ja estdo sendo
programados para dirimir e esclarecer mais precisamente o efeito deste 6leo essencial

em plantas invasoras e de culturas de lavouras.
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Figura 6 - Regressao polinomial do efeito do dleo essencial de C. winterianus no comprimento da parte
aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR), na relacdo parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) e no
comprimento total (CT) das plantulas de G. max, UEM, Maringa — PR, 2010.

A relacéo parte aérea/sistema radicular (RPA/SR) decresceu e tendeu a zero com
0 aumento da concentragdo do Oleo essencial nas trés espécies estudadas (Figuras 4C,
5C e 6C). Além disso, o crescimento da parte aérea foi mais inibido do que o do sistema
radicular. O contato das raizes com o 6leo essencial deve ter acarretado injuria celular.

Estas injurias podem diminuir a absorcdo de agua e/ou de elementos minerais e, em
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consequéncia, o transporte destes componentes para a parte aérea. A limitagdo de agua e
elementos minerais proporciona menor crescimento da parte aérea.

Os valores de biomassa seca, melhor do os valores de biomassa fresca, explicam
os efeitos alelopaticos inibitérios do Oleo essencial. A biomassa fresca, embora neste
caso tenha demonstrado a mesma tendéncia no acimulo da biomassa seca (dados nédo
mostrados), é uma variavel que esta sujeita a interferéncias por fatores abioéticos que
influenciam significativamente na transpiragdo e, por conseguinte, nos valores de
biomassa fresca. Por outro lado, a avaliacdo do efeito fitotoxico da citronela pelo
acumulo de biomassa é mais confidvel e representa melhor o que ocorreu no
metabolismo das plantulas.

A variacdo de biomassa foi profundamente afetada pelo aumento da porcentagem
de 6leo essencial de citronela em todas as espécies estudadas (Figuras 7, 8 e 9). A massa
seca da parte aérea (MSPA), do sistema radicular (MSR) e total (MST) foi reduzida ja
em concentragdes relativamente baixas. Nesta variavel observa-se que a E. heterophylla
foi mais sensivel em relacdo a outras espécies, apresentando valor estimado igual a zero
na concentracdo de 0,14%, enquanto para I. grandifolia e G. max os valores obtidos
foram de 0,25% (Figuras 7C, 8C e 9C). Fica aqui patente que a E. heterophylla é mais
afetada pelo 6leo essencial quanto ao acumulo de massa seca da raiz em relagdo as
outras espécies. Gusman et al. (1994) utilizando o citronelol (principal constituinte do
capim-citronela), verificaram acentuada reducéo de matéria seca, area foliar especifica e
crescimento de hipocotilo de plantas de E. heterophylla a nivel de campo. Os autores
relatam ainda que os danos causados as plantas de E. heterophylla submetidas ao

tratamento foram irreversiveis.
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Figura 7 - Regressdo polinomial do efeito do éleo essencial de C. winterianus na massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST) de E. heterophylla, UEM, Maringa —
PR, 2010.

Ootani (2010) observou que a utilizacdo do 6leo essencial de citronela reduziu
significativamente os valores de MSPA e de MSR de plantas de Digitaria horizontalis
(capim-colch&@o) e Cenchrus echinatus L. (capim-carrapicho) em relagdo ao controle.
Neste caso, 0 uso do 6leo essencial apresentou efeitos mais significativos do que
aqueles do principal constituinte, o citronelal. Assim, a interagdo entre 0s compostos
presentes no Oleo essencial pode apresentar sinergismo. Observou-se a morte das
plantas 24h apos a aplicacdo de solugdes contendo 20% de citronelal ou 6leo essencial
de citronela. Os sintomas de fitotoxicidade iniciaram em menos de 1h apds a aplicacéo
dos tratamentos, evidenciando a potencialidade bioherbicida destes compostos.
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Figura 8 - Regressdo polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus na massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST) de 1. grandifolia, UEM, Maringa —
PR, 2010.

A reducéo no acumulo de biomassa em todas as espécies e em todas as partes das
plantas sugere que o 6leo essencial pode estar envolvido em injarias celulares e/ou
metabolicas (LORBER & MULLER, 1976; SINGH, 1995).

26



Z

(B)

81 y =6.498—47.03x +82.43x? 2.0 y=1.687 —3.54x —12.29x2
L ]
R2=95.28% R2=92.82%
= 61 — 1.5
£ = .
= é °
E 4 o 101
) [9))]
= 24 = 0.54
0- . 0.0-
) T T T T 1 ) T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Oleo essencial (%) Oleo essencial (%)
(©)
10+ y =8.186 —50.57x + 70.13x2
o R2 = 98.53%
=)
é 6 Q
o
= D
2
0- °
I T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Oleo essencial (%)

Figura 9 - Regressdo polinomial do efeito do éleo essencial de C. winterianus na massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST) de G. max, UEM, Maringad — PR,

2010.

Através das equacdes polinomiais para o conteudo de &gua da parte aérea

(CAPA), da raiz (CAR) e total (CAT), é possivel perceber que o conteudo de agua

atingiu valores proximos a zero em concentragdo bem baixas do 6leo essencial (Figuras

10, 11 e 12). Aparentemente, a E. heterophylla foi a espécie mais afetada (Figura 10) e

a soja a mais tolerante (Figura 12). No caso do leiteiro, o contelido de agua da raiz

(CAR - Figura 10B) foi mais reduzido do que o da parte aérea (CAPA - Figura 10A).

No caso das outras duas espécies o comportamento foi o contréario (Figuras 11A, 11B,

12A ¢ 12B).
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Figura 10 - Regressdo polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus no contetdo de agua da
parte aérea (CAPA), contelido de agua da raiz (CAR) e contelido de agua total (CAT) de E. heterophylla,
UEM, Maringa - PR, 2010.

O fato do conteudo de a4gua, em ambas as partes da planta, ser menor a medida
que se adicionou maior percentagem de 6leo essencial pode indiretamente sugerir que o
6leo pode estar interferindo no metabolismo celular. Sabe-se que a agua é de
fundamental importancia nas rea¢fes enzimaticas, na integridade de membrana e em
outros processos metabdlicos. Assim, a reducdo no conteudo de agua poderia estar
afetando principalmente o metabolismo primario das plantas, como por exemplo a
respiragdo (Figuras 13, 14 e 15). Entretanto, estes dados ndo sdo suficientes para

concluir se a absorc¢éo foi verdadeiramente afetada.
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Figura 11 - Regressdo polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus no contelido de agua da
parte aérea (CAPA), contetdo de agua da raiz (CAR) e contetdo de agua total (CAT) de I. grandifolia,
UEM, Maringa - PR, 2010.
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Figura 12 - Regressdo polinomial do efeito do 6leo essencial de C. winterianus no contetdo de agua da
parte aérea (CAPA), teor de agua da raiz (CAR) e teor de agua total (CAT) de G. max, UEM, Maringa —
PR, 2010.

4.3. Efeito do 6leo essencial na respiracao

As Figuras 13 A, B e C apresentam a respiracdo de embrides das trés espécies
estudadas. A taxa de consumo de oxigénio total (TOTAL), medida na auséncia dos
inibidores SHAM e KCN no meio de reacéo, representa a taxa de respiracao total dos
embrides analisados (BINGHAM & FARRAR, 1987). A respiragcdo na presenca do
SHAM representa 0 consumo de O, pela cadeia transportadora de elétrons normal
(oxidase normal) e pelas peroxidases extra-mitocondriais (baixa atividade). A respiracao
na presenca de KCN representa o consumo de O, da cadeia transportadora alternativa

(oxidase alternativa).
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Figura 13 - Equacdo de regressdo da respiracdo total, respiracdo na presenca de SHAM e a respiracdo
insensivel ao KCN em fungdo do aumento na concentragdo do 6leo essencial de C. winterianus em
embrides de E. heterophylla (A), I. grandifolia (B) e G. max (C) embebidos durante 24h, UEM, Maringa
- PR, 2010.
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Tanto a respiracdo total quanto a respiracdo na presenca do inibidor SHAM
(respiracdo sensivel ao cianeto) foram afetadas pelo 6leo essencial da citronela (Figuras
13A, B e C) em todas as espécies estudadas. Deve-se ressaltar que os efeitos aqui
descritos representam as injurias cronicas causadas pelo Oleo essencial, que € o
resultado da exposicdo dos embrides por 24h a concentracdes crescentes do Gleo
essencial.

Pelas equacdes percebe-se nitidamente que a taxa de respiracdo dos embrides foi
inibida e esta inibicdo foi diretamente proporcional a concentracdo de 6leo essencial
aplicada nas trés espécies estudadas (Figuras 13 A, B e C). A taxa de respiracao residual
na presenca de KCN foi irrelevante nas trés espécies, ndo apresentando diferenca
significativa em nenhuma espécie estudada. A baixa taxa de consumo de O, na presenca
do inibidor KCN indica que a respiracéo total é representada basicamente pelo consumo
de O, da cadeia transportadora de elétrons normal (oxidase normal) e pela cadeia
transportadora de elétrons alternativa (oxidase alternativa).

Os resultados aqui apresentados se assemelham aos obtidos para as variaveis de
germinacdo e de crescimento. Sabe-se que a respiracdo € um processo metabdlico
fundamental para as plantas sendo a principal via de oxi-reducdo para disponibilizar
esqueletos carbdnicos e energia para o metabolismo celular, transporte e assimilagdo de
ions necessarios aos processos de manutencdo e de crescimento (TAIZ & ZERINGER,
2009). Desta forma, é possivel que o 6leo de citronela tenha afetado direta ou
indiretamente a producdo de energia e/ou de esqueletos carbOnicos das espécies
estudadas. Obviamente, 0 menor suprimento energético e de esqueletos carbdnicos
comprometem todo o metabolismo podendo interferir, como descrito anteriormente, nos
processos germinativos e pdés-germinativos. Além disso, a baixa taxa respiratoria pode
afetar sobremaneira a divisao e o alongamento celular o que explicaria, pelo menos em
parte, os resultados obtidos com respeito ao efeito do Oleo essencial nas variaveis
biométricas das espécies estudadas.

O fluxo de elétrons pela rota citocromo possibilita a formagdo do gradiente
eletroquimico requerido para a producao de ATP a partir do ADP + Pi pelo complexo
ATP sintase. A interferéncia progressiva do oleo essencial no fluxo de elétrons desta
rota sugere que este elemento esteja reduzindo o suprimento energético (ATP)
(CUMMING et al., 1992) ou, ainda, reduzindo o consumo de ATP do sistema radicular.
Além disso, percebe-se que estes terpenos tiveram também efeito na rota oxidase

alternativa, o que pode ser visualizado pela area entre a respiracdo total e a respiragdo
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sensivel ao SHAM (valor da respiracdo total subtraido do valor da respiragdo na
presenca do SHAM) (Figuras 13 e 14). Neste caso, as injdrias causadas na oxidase
alternativa poderiam, de alguma forma, prejudicar a funcdo termogénica desta rota e
contribuir significativamente para 0 aumento no estresse oxidativo celular das espécies
estudadas. Entretanto, ¢ provavel que a inibicdo do consumo de oxigénio pela rota
alternativa possa ser decorrente da a¢do do 6leo essencial no fluxo de elétrons da rota
citocromo. Todavia, 0 menor fluxo tanto para a rota citocromo quanto para a rota
alternativa sugere influéncia do 0leo essencial na rota propriamente dita ou em uma
etapa comum para ambas as vias como a producédo de substratos, ou ainda na oxidagéo
desses substratos.

Acredita-se que os valores quase sempre menos inibitdrios na soja em relacdo as
plantas daninhas possam ser parcialmente explicados pelo fato de essa espécie poder
manter niveis mais elevados de producdo de energia e de esqueletos carbbnicos para
manter 0 crescimento em maiores taxas e/ou ter maior capacidade de alocar a energia
metabolica para o processo de crescimento do que as invasoras. Neste caso, a soja
poderia também direcionar parte de seu suprimento metabdlico de crescimento para o
processo de manutencdo e manter o custo energético causado pelo efeito fitotoxico do
6leo essencial.

Ao contrario do experimento anterior em que as sementes foram pré-tratadas com
0 Oleo essencial, neste experimento, o Oleo foi adicionado diretamente a mistura de
reacdo contendo mitocondrias isoladas de raizes provenientes de plantulas de E.
heterophylla na presenca do substrato NADH (Figuras 14 A) ou de L-malato (Figura 14
B). A anélise da atividade respiratdria de mitocondriais isoladas foi feita apenas para a
planta daninha E. heterophylla, que pelos dados anteriores apresentou maior

sensibilidade ao 6leo essencial (Figura 13 A).
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Figura 14 — Equacdo de regressdo do consumo de O, no estado basal, estado Il e estado IV de
mitocdndrias isoladas de E. heterophylla na presenca de NADH (A) e L-malato (B), em funcéo do
aumento na concentracdo do 6leo essencial de C. winterianus no meio de reacdo, UEM, Maringa — PR,
2010.

Observa-se que a respiracdo acoplada a fosforilagdo do ADP (estado IlI) foi

drasticamente inibida com o aumento da concentracdo do Oleo essencial no meio de
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reacao independentemente do substrato utilizado (Figura 14 A e B). Da mesma forma, a
relagdo ADP/O reduziu drasticamente independentemente do substrato utilizado (Figura
15). J& o estado basal e o estado IV (Figura 14 A e B) ndo variaram significativamente
com o aumento na concentracdo do 6leo essencial. Neste caso, o 6leo essencial parece
ndo estar afetando diretamente a cadeia transportadora de elétrons, uma vez que a
oxidagéo dos substratos durante a respiracdo no estado 4 (com L-malato ou NADH) néo
foram inibidas significativamente (Figural4 A e B). Aparentemente, o 0leo interfere, de
algum modo, na respiracdo acoplada a fosforilacdo oxidativa propriamente dita,
podendo ser, dentre outros fatores, sobre o complexo ATP sintase e/ou no suprimento
de adenilatos, como por exemplo na quantidade de ADP (PFEFFER et al., 1986;
CUMMING et al., 1992) que chega até a matriz mitocondrial e é capaz de ser
fosforilado ou, ainda, na quantidade de esqueletos carbénicos que chegam ao interior
mitocondrial (COLLIER et al., 1983).

-%- ADP/O NADH* y =1.946 —119.2x + 1460x2 - R2 = 88.92%
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Figura 15 — Equacédo de regressdo da relacdo ADP/O de mitocdndrias isoladas de E. heterophylla na
presenca de NADH ou L-malato, em funcdo do aumento na concentracdo do 6leo essencial de C.
winterianus no meio de reagdo, UEM, Maringa — PR, 2010.

Dos resultados apresentados até aqui, algumas consideragdes podem ser feitas no
sentido e elucidar e compreender algumas questdes. O fato de o 6leo essencial alterar o
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metabolismo respiratério geral, bem como o mitocondrial no caso da E. heterophylla, o
que provavelmente é verdadeiro também nas outras duas espécies, sugere que boa parte
das inibicBGes ocasionadas nas variaveis estudadas se deve a interferéncia do 6leo (ou de
seus constituintes) no metabolismo energético e talvez em nivel de membrana (pelo
menos para microrganismos). Isto parece ser verdade uma vez que tanto a germinacao
guanto o crescimento (alongamento e/ou divisdo celular) foram afetados.

Quanto aos mecanismos de acdo do Oleo essencial podem-se fazer algumas
considerac@es. Alguns dos efeitos do 6leo essencial parecem atuar na permeabilidade da
membrana embora 0s experimentos aqui executados ndo permitam maior precisao no
comentario. Entretanto, alguns autores (KNOBLOCH et al., 1989; DI PASQUA et al.,
2007) descrevem que os componentes majoritarios de C. nardus e E. citriodora como o
citronelal, geraniol e citronelol pertencem a um dos grupos de constituintes comumente
presentes em 0leos essenciais (terpenos) que, conhecidamente agem principalmente na
permeabilidade e estrutura da membrana citoplasmética. Assim, a acdo do 6leo na
descompartimentacdo da membrana poderia ser a causa da baixa taxa de germinacéo de
sementes e também dos danos causados na cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria, o qual reduziu a taxa de consumo de oxigénio durante a fosforilacdo do
ADP (estado IIl1) bem como da respiracdo na presenca do inibidor SHAM. Sendo
assim, efeitos como perturbacdo da membrana citoplasmaética, ruptura do fluxo de
elétrons, alteracdo no transporte de moléculas atraves da membrana, inibicdo de
atividade de certas enzimas e contetido citoplasmatico podem ser alguns mecanismos

envolvidos na agdo do 6leo essencial nas plantas estudadas.
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5. CONCLUSOES

O Oleo essencial de C. winterianus afetou negativamente a percentagem de
germinacdo (PGER), a velocidade média de germinacdo (VMG), o tempo médio de
germinacdo (TMG) e o indice de velocidade de germinacédo (IVG) das plantas daninhas
e da soja.

As equacdes polinomiais das variaveis de comprimento (CPA, CSR e CT), de
biomassa (MSPA, MSR e MST) e contetudo de agua (CAPA, CAR e CAT) em funcgéo
da concentracdo do Oleo essencial demonstraram que o aumento do Oleo essencial
reduziu todos os valores das varidveis supracitadas nas trés espécies.

Os valores do consumo total de oxigénio e de consumo na presenca do inibidor
SHAM (respiracdo sensivel ao cianeto) foram afetados pelo pré-tratamento dos
embrides com o 6leo essencial nas trés espécies. Neste caso, o 6leo essencial de C.
winterianus reduziu significativamente a fosforilagdo oxidativa mitocondrial de E.
heterophylla medida pelo consumo de O, durante a fosforilacdo do ADP (estado I1l) e a
relagdo ADP/O quando se utilizou o NADH ou L-malato como substrato respiratorio.
As outras varidveis - estado basal, estado 1V e controle respiratério - ndo diferiram
significativamente do controle.

A soja mostrou-se menos sensivel ao 6leo essencial de citronela em praticamente

todas as variaveis avaliadas.
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