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RESUMO

Estudos na area de alelopatia na agricultura tem aumentado devido buscas de métodos
alternativos no controle de plantas daninhas em relacdo aos herbicidas convencionais. Lippia
origanoides é uma planta nativa da América do Sul e Central que possui diversos quimiétipos
e que tem sido grande alvo de pesquisas devido suas propriedades medicinais. Sendo assim,
este trabalho teve como objetivo avaliar a composicdo quimica e a fitotoxidade do 6leo
essencial de Lippia origanoides em plantas daninhas das espécies Bidens subalternans,
Euphorbia heterophylla e Macroptilium lathyroides em condig¢Ges laboratoriais e casa de
vegetacdo. O oOleo essencial foi extraido das folhas de L. origanoides por meio de
hidrodestilacdo e diluido nas concentragdes de 0,01%; 0,05%; 0,1%; 0,5% e 1%. A composi¢ao
quimica foi determinada por cromatografo a gas acoplado a espectrébmetro de massas. A
atividade fitotdxica foi avaliada em pré e pds-emergéncia por meio de testes de germinacdo,
crescimento de plantulas, teor de clorofila e respiracdo celular. A anélise quimica demonstrou
um 6leo essencial rico em monoterpenos, principalmente oxigenados, com canfora, canfeno e
B-Bisaboleno como compostos majoritrios. Em geral, tanto a germinacdo como o
desenvolvimento de plantulas foram fortemente inibidos pelo 6leo essencial, diminuindo com
0 aumento das concentragdes. As concentragcfes 0,5 e 1,0% inibiram totalmente a germinagéo
de B. subalternans, mas ndo afetaram a germinacdo de M. lathyroides. O 0leo essencial
pulverizado sobre as folhas das plantas daninhas ndo apresentou efeito sobre o teor de clorofila,
mas foi capaz de induzir lesdes visiveis como necrose e clorose. Somente a respiracao celular
de E. heterophylla foi afetada pelo dleo essencial. Todos os efeitos fitotdxicos observados
devem-se ao grande teor de monoterpenos no 6leo essencial, principalmente os oxigenados, e
também a concentracéo utilizada.

Palavras-chave: Alelopatia; Fitotoxidade; Plantas daninhas; Bioherbicida.



ABSTRACT

Studies in the area of allelopathy in agriculture have increased due to searches of alternative
methods in weed control over conventional herbicides. Lippia origanoides is a plant native to
South and Central America that has several chemotypes and has been a major target for research
due to its medicinal properties. Thus, the objective of this work was to evaluate the chemical
composition and phytotoxicity of the essential oil of Lippia origanoides in weeds of the species
Bidens subalternans, Euphorbia heterophylla and Macroptilium lathyroides in laboratory
conditions and greenhouse. The essential oil was extracted from the leaves of L. origanoides
by hydrodistillation and diluted at concentrations of 0.01%; 0.05%; 0.1%; 0.5% and 1%. The
chemical composition was determined by gas chromatograph coupled to the mass spectrometer.
Phytotoxic activity was evaluated in pre and post-emergence by germination, seedling growth,
chlorophyll content and cellular respiration tests. The chemical analysis demonstrated an
essential oil rich in monoterpenes, mainly oxygenated, with camphor, camphene and -
Bisabolene as major compounds. In general, both germination and seedling development were
strongly inhibited by essential oil, decreasing with increasing concentrations. The
concentrations 0.5 and 1.0% totally inhibited the germination of B. subalternans, but did not
affect the germination of M. lathyroides. The essential oil sprayed on weed leaves had no effect
on chlorophyll content but was able to induce visible lesions such as necrosis and chlorosis.
Only the cellular respiration of E. heterophylla was affected by the essential oil. All phytotoxic
effects observed are due to the high concentration of monoterpenes in the essential oil, mainly
oxygenated, as well as the concentration used.

Keywords: Allelopathy; Phytotoxicity; Weeds; Bioherbicide.
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1. INTRODUCAO

Lippia origanoides Kunth é uma espécie da familia VVerbenaceae nativa da América
do Sul e de alguns paises América Central (VICUNA et al., 2010), comumente usada como
tempero culinario ou remédio para desordens gastrointestinais (PASCUAL et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2014). Seu 6leo essencial possui ampla variacdo na composicao quimica, e
atualmente € classificado em 5 quimi6tipos (A, B, C, D e E) de acordo com seus principais
constituintes (DOS SANTOS et al., 2004; SILVA et al., 2009; STASHENKO et al., 2010;
VEGA-VELA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014).

Os 6leos essenciais sdo compostos naturais, volateis e complexos que normalmente
sdo extraidos de plantas encontradas em paises dos tropicos e do mediterraneo, onde
representam parte fundamental dos fitoterapicos. Grande parte das plantas medicinais
produzem o6leos essenciais como resultado do metabolismo secundario das plantas. A principal
caracteristica dos 0leos essenciais é o forte odor (BAKKALI et al., 2008).

A utilizacdo de 6leos essenciais na agricultura é uma alternativa aos métodos
convencionais de controle de pragas, fitopatdgenos e plantas daninhas (OOTANI et al., 2013).
As plantas daninhas causam sérios danos econdmicos na agricultura, por meio da competicao
com as culturas pelos recursos disponiveis, incluindo a radiagdo solar, os nutrientes, a agua e o
espaco no solo. As plantas daninhas reduzem a producao e prejudicam a qualidade do produto
final (OLIVEIRA JR. etal., 2011; OOTANI et al., 2013).

O controle quimico das plantas daninhas feito por meio da aplicacéo de herbicidas
€ 0 método mais utilizado devido suas vantagens de eficiéncia, seletividade e custo beneficio
(OLIVEIRA JR. et al., 2011). No entanto, com a intensificacdo da utilizac&o de herbicidas tem
aumentado a resisténcia de plantas daninhas a estes produtos (OLIVEIRA JR. et al., 2011,
OOTANI et al., 2013).

No cenério atual da agricultura no Brasil, com o nimero crescente de espécies de
plantas daninhas resistentes a herbicidas, estudos relacionados a alelopatia tornam-se cada vez
mais necessarios. Segundo Ferreira e Aquila (2000), a atividade dos aleloquimicos tem sido
utilizada como método alternativo a alguns defensivos agricolas como, inseticidas, nematicidas
e herbicidas.

A alelopatia é o processo pelo qual produtos do metabolismo secundario de um
determinado vegetal sdo liberados, impedindo a germinacédo de sementes ou o desenvolvimento

de outras plantas (ALVES et al., 2004). Pesquisas na area da alelopatia sdo cada vez mais
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necessarias para que se compreenda melhor a acdo dos aleloquimicos, visto que investigar
plantas com atividade alelopatica podem ser Uteis na busca de compostos fitotdxicos com
potencial para compor novos defensivos agricolas (ROSADO et al., 2009; AMRI et al., 2013).
Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a composicao quimica do 6leo essencial
de Lippia origanoides e sua atividade fitotoxica em Bidens subalternans, Euphorbia

heterophylla e Macroptilium lathyroides em laboratorio e casa vegetagéo.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Lippia origanoides

L. origanoides € uma espécie da familia Verbenaceae e popularmente conhecida
como “orégano do monte” na Colémbia (VICUNA et al., 2010), e salva-de-Marajo6 ou alecrim-
d’Angola no Nordeste do Brasil (OLIVEIRA et al., 2007). E um arbusto aromatico que pode
chegar a 3 metros de altura, nativo da América do Sul e de alguns paises da América Central
(VICUNA et al., 2010).

O género Lippia é composto por arbustos, ervas e pequenas arvores, e possui cerca
de 200 espécies. Espécies desse género sdo comumente utilizadas no tratamento de disturbios
respiratorios, gripes, resfriados e tosses. L. origanoides, além do uso ja relatado anteriormente,
é usada como tempero culinario e como remédio para desordens gastrointestinais (PASCUAL
etal., 2001; OLIVEIRA et al., 2014).

Recentemente, L. origanoides foi relatada com 28 sindbnimos com base no conceito
filogenético de espécie (O’LEARY et al., 2012). Alguns desses sindnimos sdo: L. affinis
Schauer, L. glandulosa Schauer, L. graveolens Kunth, L. microphylla Cham, L. rigida Schauer,
L. schomburgkiana Schauer e L. sidoides Cham.

Devido a sua grande quantidade de sin6nimos, essa espécie também pode ser
conhecida vulgarmente como alecrim-pimenta, alecrim-bravo, alecrim-do-nordeste e estrepa-
cavalo no nordeste do Brasil (LORENZI; MATOS, 2008; SANTOS et al., 2015), e orégano
México (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014).

O o6leo essencial de L. origanoides apresenta grande diversidade na sua composi¢do
quimica, e pode ser classificado em quimiotipos (ZAMORA et al., 2018). Atualmente sdo
relatados 5 quimiotipos diferentes para a espécie, classificadas pelas letras A, B, C, D e E com
base nos seus principais constituintes (DOS SANTOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007;
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SILVA et al., 2009; STASHENKO et al., 2010; VEGA-VELA et al., 2013; STASHENKO et
al., 2013; TELES et al., 2014b; RIBEIRO et al., 2014; SARRAZIN et al., 2015).

Os tipos quimicos mais relatados para L. origanoides na literatura sdo o0s
quimiotipos “B” composto principalmente por carvacrol que possui aroma de orégano (DOS
SANTOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007; TELES et al., 2014b; SARRAZIN et al., 2015),
e o tipo quimico “C”, composto por timol e possui aroma semelhante ao carvacrol (ROJAS et
al., 2006; STASHENKO et al., 2010; ARANGO-BEDOYA et al., 2013; VEGA-VELA et al.,
2013).

O quimidtipo “A”, relatado para a Coldémbia, possui aroma citrico forte. E
caracterizado por p-cimeno, a- ¢ B-felandreno, limoneno e 1,8 - cineol (STASHENKO et al.,
2010). O quimiotipo “D” foi relatado para o estado do Maranhdo, no Brasil, com aroma de
canfora tendo como composto principal 0 1,8 — cineol (SILVA et al., 2009). O quimiétipos “E”
foi citado recentemente, com ocorréncia para o estado do Para, Brasil, com odor frutado de
madeira, rico em (E) -metilcinamato e (E) -nerolidol (RIBEIRO et al., 2014).

A grande variacdo quimiotipica encontrada para os 6leos essenciais dessa espécie
pode ser devido a diversos fatores ambientais e genéticos como, por exemplo, em funcdo do
local, época do ano, idade da planta e horario de coleta (STASHENKO et al., 2010; TELES et
al., 2014b; RIBEIRO et al., 2014). Além disso, foram encontrados grandes niveis de diversidade
genética para essa espécie, comparando-as até a outras espécies do mesmo género (VEGA-
VELA etal., 2013).

Devido a todos esses fatores, o 6leo essencial de L. origanoides tem sido
amplamente pesquisado nas mais diversas areas, como, atividade antioxidante (TELES et al.,
2014ab; DAMASCENO et al., 2018), acaricida, inseticida e larvicida (MAR et al., 2018),
antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2007; BALDIM et al., 2019), antiparasitaria (SOARES et
al., 2017) e alelopatica (ALVES et al., 2004; MAGALHAES et al., 2013; ALVES et al., 2014).

2.2 Oleos essenciais

Desde os primdrdios da humanidade, as plantas com caracteristicas medicinais sao
utilizadas como fonte para o desenvolvimento de novos agentes fitoterapicos (TOMAZZONI
et al., 2006). As toxinas naturais e seus derivados tém sido amplamente utilizadas nas pesquisas
de farmacos e tém levado ao desenvolvimento de diversos agentes terapéuticos (VIEIRA et al.,

2008). A utilizacdo de produtos naturais tem apresentado resultados significativos, pois além
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de sua facilitada manipulag&o e disponibilidade, ndo causam impactos ao ambiente e também
possuem baixo custo de producdo (OOTANI et al., 2013).

Os oleos essenciais sao compostos de origem natural, volateis, caracterizados por
um aroma intenso, sintetizados pelo metabolismo secundario e comumente obtidos de plantas
localizadas em paises quentes, como dos tropicos e do mediterraneo, onde representam parte
fundamental da farmacopeia tradicional (BAKKALI et al., 2008). Eles também podem ser
chamados de Gleos etéreos, devido algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como,
normalmente serem substancias liquidas e de aspecto oleoso & temperatura ambiente (SIMOES
et al., 2007).

Os o6leos essenciais sdo biossintetizados e armazenados em estruturas vegetais
especializadas, como tricomas, ou no citoplasma de algumas ceélulas secretoras (EL
ASBAHANI et al., 2015). Estes distribuem-se de forma diferente na planta e podem estar
concentrados em o6rgdos especificos, como folhas (eucalipto), flores (rosa), ramos (alecrim),
rizomas (gengibre), entre outros (BAKKALI et al., 2008).

Os compostos quimicos produzidos pelos vegetais sdo agrupados em dois grupos:
0s metabolitos primérios (carboidratos, aminoacidos e lipideos) e os metabdlitos secundarios
que sdo compostos produzidos a partir da sintese dos metabdlitos primarios, tais como
compostos fendlicos, alcal6ides e 6leos essenciais (SIMOES et al., 2007).

Os 6leos essenciais sdo produtos obtidos tradicionalmente através de destilagdo por
arraste com vapor d’agua, também conhecida por hidrodestilagao (VITTI; BRITO, 2003). Esse
método apresenta a vantagem das moléculas terpénicas dos 0leos essenciais que sdo imisciveis
em agua, poderem ser removidas da agua por decantacdo (EL ASBAHANI et al., 2015).

Os componentes encontrados em 06leos essenciais possuem uma ampla variagéo de
compostos organicos. Na mistura desses compostos organicos, que se apresentam em diferentes
concentragfes, normalmente, o que possui maior quantidade na amostra € chamado de
composto majoritario (LUPE, 2007).

Os Oleos essenciais, em sua grande maioria, compreendem principalmente
hidrocarbonetos terpénicos (monoterpenos e sesquiterpenos) e terpenoides. Dentre estes, 0s
monoterpenos sdo encontrados em maior quantidade, chegando a representar mais de 80% da
composicdo (BAKKALI et al., 2008; EL ASBAHANI et al., 2015).

O numero de estudos relacionados a agdo dos terpenos tem ganhado destaque nas
ultimas décadas (VIEGAS JUNIOR, 2003). Varios trabalhos tém buscado e destacado as
diversas atividades bioldgicas dos terpenos como, atividade inseticida (HERRERA et al., 2017),
antimalarica (SAITO et al., 2016) e antifungica (XIE et al., 2017).
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2.3 Alelopatia

Em 1937 o pesquisador alemdo Hans Molisch criou o termo "alelopatia”, através
da reunido das palavras gregas "allélon” e "pathos™, que significam respectivamente, matuos e
prejuizo. Molisch define “alelopatia” como a capacidade das plantas produzirem substancias
quimicas que, liberadas no ambiente, influenciam de forma favoravel ou desfavoravel o
desenvolvimento de outras plantas” (SANTOS, 2012).

Para Severino et al. (2005) a alelopatia pode ser definida como um processo pelo
qual produtos do metabolismo secundario de um determinado vegetal sdo liberados, impedindo
a germinacdo ou o desenvolvimento de outras plantas. E esta difere-se de competicdo, que
consiste na disputa de recursos que estdo limitados no ambiente.

As substancias alelopaticas liberadas pelos organismos no ambiente podem ser
chamadas de aleloquimicos, produtos secundarios ou fitotoxinas. Essas substancias podem ser
liberadas tanto por plantas quanto por micro-organismos, podendo afetar plantas daninhas ou
plantas cultivadas. A principal funcdo desses compostos na planta é a defesa contra predadores,
doengas e a invasdo de outras plantas (OLIVEIRA JR et al., 2011).

Os aleloquimicos ou fitotoxinas podem ser liberados para o ambiente por diferentes
formas sendo estas: volatilizacdo, exsudacao radicular, lixiviacdo e decomposicéo de residuos.
A volatilizagdo ocorre quando compostos volateis sdo liberados de partes da planta, podendo
assim, ser absorvidos por outras. Na lixiviagdo, a remogéo de substancias quimicas das plantas
acontece através da agua da chuva, orvalho ou neblina (OLIVEIRA JR et al., 2011; FELIX,
2012; SANTOS, 2012).

Por outro lado, quando os compostos alelopaticos sdo liberados na rizosfera ocorre
a exsudacdo radicular, que pode atuar de forma direta ou indireta nas interacGes bioldgicas
planta/planta e acdo de micro-organismos. Na decomposicdo de residuos, as toxinas sdo
liberadas através da decomposicdo das partes aéreas ou subterraneas da planta, ou ainda por
substancias liberadas pelos proprios micro-organismos (OLIVEIRA JR et al., 2011; FELIX,
2012; SANTOS, 2012).

A alelopatia pode ser resultante de uma interacdo complexa que envolve fatores
genéticos e ambientais (BORELLA; PASTORINI, 2009). Os processos fisioldgicos da planta
como, por exemplo, a germinagéo das sementes e o0 crescimento das plantulas, a assimilacdo de
nutrientes, a fotossintese, a respiracao, a sintese de proteinas, a atividade de varias enzimas e a

perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana celular podem ser afetados
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pelos compostos aleloquimicos (MANO, 2006; KAUR et al., 2010, FAGODIA et al., 2017,
OOTANI et al., 2017).

Os estudos para verificacdo da atividade de um determinado aleloguimico séo
realizados principalmente em condicGes laboratoriais através de analises de germinacao e
crescimento de plantulas. Nesse caso, os aleloquimicos podem afetar apenas um ou ambos 0s
processos, sendo que o desenvolvimento de plantulas é mais sensivel a agdo alelopética que a
germinacdo (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Nos ultimos anos tém-se intensificado os estudos da atividade dessas fitotoxinas em
condigdes de casa de vegetacdo (ALMARIE et al, 2016; GRICHI et al., 2016; HAZRATI et al.,
2017; OOTANI et al., 2017; LAOSINWATTANA et al., 2018), e as vezes campo (BATISH et
al., 2004), para verificacdo do efeito da aplicacdo dessas substancias como possiveis
bioherbicidas. Varios trabalhos tém verificado o poder herbicida que diversos 6leos essenciais
possuem para diferentes tipos de plantas, apresentando potencial de controle contra plantas
daninhas em agroecossistemas (ENS et al., 2009).

Os ensaios alelopaticos em condi¢cbes de laboratério costumavam ser realizados
principalmente com as espécies de Lactuca sativa (alface) e Lycopersicum esculentum (tomate),
devido serem facilmente encontrados e bastante sensiveis as substancias alelopaticas
((FERREIRA; AQUILA, 2000).

Recentemente, tem crescido o nimero de trabalhos que utilizam as préprias plantas
daninhas para verificar o potencial alelopatico de uma substancia (KAUR et al., 2010; ISMAIL
et al., 2012; ANESE et al., 2015; GRICHI et al., 2016; HAZRATI et al., 2017; FAGODIA et
al., 2017; OOTANI et al., 2017; SILVA et al., 2017; HAZRATI et al., 2018,
LAOSINWATTANA et al., 2018).

Varios autores ja relataram acao fitotoxica de compostos bioativos como possiveis
bioherbicidas. Fagodia et al. (2017) verificaram que o 6leo essencial de Citrus aurantiifolia
possui atividade herbicida contra Avena fatua, Echinochloa crus-galli e Phalaris minor. Ootani
etal. (2017) verificaram que os 6leos essenciais de Eucaliptus citriodora e Cymbopogon nardus

foram fitotoxicos para Digitaria horizontalis e Cenchrus echinatus.
2.4 Plantas daninhas
O termo planta daninha refere-se a qualquer planta que cresce em local indesejavel,

prejudicando a atividade humana (PITELLI, 2015). As plantas daninhas também séo

comumente citadas na literatura como “plantas invasoras” ou “ervas daninhas”, no entanto este
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altimo termo deve ser evitado pois entende-se que trata apenas de plantas herbéceas
(OLIVEIRA JR et al., 2011).

Na agricultura, as plantas daninhas afetam as culturas principalmente através da
competicdo por recursos limitados ao ambiente, como luz, espaco, agua e nutrientes (DEUBER,
2006; PITELLI, 1987). Essas plantas prejudicam as areas de producdo agricola e se expandem
cada vez mais, tornando-se diversificadas e especializadas na ocupagdo dos agrossistemas
(PITELLI, 2015).

Segundo Oliveira Jr. et al. (2011) os maiores prejuizos causados pelas plantas
daninhas séo na agricultura. As plantas daninhas causam sérios danos econémicos no campo,
prejudicando a qualidade da producdo final, diminuindo a produtividade, e tendo como
consequéncia a diminuicdo do valor da terra pela ocorréncia de plantas daninhas de dificil
controle (DEUBER, 2006).

Para minimizar os impactos causados pelas plantas daninhas, utilizam-se varios
métodos de controle: preventivo, cultural, mecénico, biolégico, fisico e quimico (DEUBER,
2006; FONTES et al., 2003). Dentre estes, o controle quimico é o mais utilizado, através da
utilizacdo de herbicidas (FOLONI et al., 2006). Esses produtos podem ser aplicados antes e
depois da semeadura e tem como vantagens a eficiéncia de controle, seletividade e melhor
relacdo custo/beneficio em algumas situacbes (FONTES et al., 2003). Entretanto, com a
intensificagdo da utilizacdo de herbicidas tém-se aumentado o nimero de plantas daninhas
resistentes a estes produtos. O emprego repetitivo de alguns herbicidas com o mesmo
mecanismo de acdo tem favorecido para a selecdo de populacdes resistentes a alguns grupos
quimicos (OLIVEIRA JR. et al., 2011)

2.4.1 Resisténcia a herbicidas

Com a intensificagdo da utilizacdo de herbicidas o nimero de plantas daninhas
resistentes também tem aumentado. Esse fenémeno ocorre quando uma populagdo de plantas
daninhas que é controlada por determinado herbicida desenvolve bidtipos resistentes a esses
produtos. Os bidtipos resistentes podem surgir em decorréncia da utilizacao recorrente de um
mesmo herbicida ou que apresentam 0 mesmo mecanismo de agdo em uma populagéo de plantas
daninhas (OLIVEIRA JR. et al., 2011; LORENZI et al., 2014).

Os mecanismos de a¢do dos herbicidas podem ser divididos em dois grupos: o
primeiro compreende os herbicidas que atuam no cloroplasto, como, por exemplo, os inibidores

das enzimas acetil Co-A carboxilase (ACCase), acetolactato sintase (ALS), etanol-piruvil-
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shiquimato-fosfato-sintase (EPSPs), glutamina sintetase (GS) e protoporfirinogen oxidase
(PROTOX); os inibidores do fluxo de elétrons dos Fotossistemas | e 1l e os inibidores da
biossintese de carotenoides. No segundo grupo, estdo aqueles que atuam fora dos cloroplatos
incluindo as auxinas sintéticas, os inibidores da formacdo de acidos graxos de cadeia longa e
os inibidores da polimerizagdo da tubulina (LORENZI et al., 2014).

No Brasil ja existem varias espécies resistentes, como Bidens pilosa, Bidens
subalternans, Euphorbia heterophylla, Eleusine indica, Conyza canandanses, Cyperus
difformis, entre outras (OLIVEIRA JR. et al., 2011). Sendo as trés primeiras espécies citadas
mais relatadas no Brasil para resisténcia ao ALS (LORENZI et al., 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Avaliar a composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides e seu efeito

fitotdxico em Bidens subalternans, Euphorbia heterophylla e Macroptilium lathyroides.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a caracterizacdo quimica do 6leo volatil de L. origanoides;

e Avaliar o efeito do 6leo essencial de Lippia origanoides na germinacdo das sementes
de Bidens subalternans, Euphorbia heterophylla e Macroptilium lathyroides;

e Verificar se 0 0leo essencial interfere no crescimento das plantulas;

e Avaliar o efeito fitotoxico do 6leo essencial aplicado em pds-emergéncia no teor de

clorofila e na respiracdo celular das espécies testadas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

Folhas frescas de L. origanoides Kunth (Figura 01) foram coletadas de plantas
adultas de ocorréncia natural no municipio de Montes Altos (5°50'06.7"S 47°16'06.0"W),
Maranhdo, Brasil. A coleta ocorreu das 8 as 10 horas da manhd, no periodo de novembro de
2017 a janeiro de 2018. Um espéecime foi identificado pela Prof®. Dra. Fatima Salimena, da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Um voucher da espécie foi depositado no
Herbério Leopoldo Krieger (CESJ) da UFJF, com o nimero de registro CESJ 71577.

Figura 01 — Lippia origanoides Kunth (exsicata)

As sementes B. subalternans, E. heterophylla foram coletadas em terrenos baldios
no municipio de Governador Edison Lobdo - MA e as de M. lathyroides no municipio de
Senador La Rocque — MA.

4.2 Extracao do 6leo essencial

As folhas frescas foram lavadas inicialmente em agua corrente, depois em agua
destilada, e posteriormente, foram cortadas para a extracdo. O 6leo essencial foi extraido
empregando o sistema Clevenger (Figura 02), por meio da técnica de hidrodestilacdo, por trés
horas a temperatura de 100 °C. Em cada extracdo foi utilizada uma massa de 100 g de amostras
frescas para 1000 mL de &gua na proporcao de 1:10. Ao final da extracdo, o volume do 6leo foi
filtrado em sulfato de sddio anidro (Na2SO4) e armazenado sob refrigeracdo para evitar perdas
por volatilizag&o.
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Figura 02 — Aparelho de Clevenger

4.3. Caracteristicas fisicas do 6leo essencial

Na identificacdo das caracteristicas fisicas do oOleo essencial foram avaliadas as
variaveis: densidade, cor, aparéncia, odor e rendimento. A densidade relativa foi determinada
através de um picnémetro de 2 mL, onde a diferenca entre a massa do picnémetro com a amostra
e do picndbmetro vazio é a massa da amostra. A cor e aparéncia foram determinados
visualmente. O odor foi determinado através do aroma sentido pela evaporacéo do 6leo volatil.

O rendimento do 6leo essencial foi determinado em % (m/m) que corresponde a
relagdo massa/massa pela medida da densidade, observando o volume obtido no proprio sistema
de extracdo, utilizando a equacdo: R% = V x d x 100 / m, onde: R% = rendimento em
porcentagem; V = volume de 6leo em mL; D (densidade) = massa de um mL de 6leo em g; M

= massa de folhas secas em g.

4.4 Caracterizacao quimica do 6leo essencial

A anélise quimica foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ. A analise qualitativa foi realizada em
cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) usando um cromatografo
QP2010 Plus da marca Shimadzu, com hélio (He) como gas carreador. Foi utilizada uma coluna
capilar Factor Four/VF-5 ms, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25
mm de espessura de filme. O fluxo do gas carreador foi de 1 mL/min. A temperatura inicial do

forno foi de 60° C, que ap6s aquecimento constante por 2 minutos, foi aumentando a uma razédo
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constante de 2 °C por minuto até 110 °C, em seguida a uma razdo de 3 °C por minuto até 150
°C, entdo a 15 °C por minuto até 290 °C, com uma isoterma final de 290 °C por 17 minutos. As
temperaturas do injetor e detector foram respectivamente 250 °C e 310 °C. O modo de injecéo
foi split e o volume de injecdo foi de 1 pL. Os espectros de massas foram produzidos por
impacto de elétrons (70 eV).

A andlise quantitativa da composicdo quimica do 6leo essencial foi feita em
cromatdgrafo a gas acoplado a um detector de ionizacdo de chamas (CG - DIC) HP5890 Série
I1, usando as mesmas condic¢Bes operacionais do mesmo tipo de coluna como na analise em
CG-EM com excegéo das temperaturas do injetor e do detector que foram de 220 °C e 250 °C,
respectivamente.

Todos os constituintes do 6leo essencial foram identificados por comparacéo visual
de seus espectros de massa com aqueles da literatura (ADAMS, 2007) e com os padrdes
existentes na biblioteca Nist08 do computador no aparelho, bem como por comparacédo dos
indices de retencdo com aqueles da literatura (ADAMS, 2007). Uma solucdo padrdo de n-
alcanos (C8-C20) foi injetada sob as mesmas condi¢Ges cromatograficas da amostra e usadas
para obter os indices de retencdo, conforme descrito por Van Den Dol e Kratz (1963). A
porcentagem de cada constituinte quimico foi calculada pela integral da area dos respectivos

picos em relacdo a &rea total de todos os constituintes da amostra.

4.5 Diluigéo do 6leo essencial

O dbleo essencial foi emulsionado utilizando uma solugédo solvente com o surfactante
ndo i6nico mono-oleato de sorbitam (nome comercial Tween 80) na proporcdo 1:1 (v/v),
diluindo-se em &gua destilada até obter-se a concentracdo pretendida. A solucdo controle
utilizada foi o Tween 80 a 1% (ALVES et al., 2004; ABD EL-GAWAD, 2016). O 6leo foi
diluido nas concentracdes 0,01%; 0,05%; 0,1%; 0,5% e 1%, e as solugdes foram armazenadas
em frascos de vidro envolvidos com papel aluminio e mantidas refrigeradas até 0 momento das

analises.
4.6 Bioensaios
Antes do inicio das analises, as sementes passaram por processo de quebra de

dorméncia e desinfeccdo, de acordo com as Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009).

A quebra da dorméncia de E. heterophylla ocorreu mediante fornecimento de luz por 8 horas,
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e M. lathyroides pela imersdo em acido sulfdrico concentrado por 20 min. Sementes da espécie
B. subalternans ndo apresentaram dorméncia. Todas as sementes passaram por um processo de
desinfeccdo em hipoclorito de sddio (NaClO) a 1% por 5 minutos e logo ap6s foram lavadas
em agua destilada e armazenadas a temperatura ambiente até o0 momento das analises.

Em todos os bioensaios o delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado, com seis tratamentos representados pelas seis concentragdes do 6leo essencial
(0,0%; 0,01%; 0,05%; 0,1%; 0,5% e 1,0%), com quatro repeticdes.

4.6.1 Efeito fitotoxico do 6leo essencial sobre a germinagao

A avaliacdo do efeito do 6leo essencial de L. origanoides sobre a germinacao de B.
subalternans, E. heterophylla e M. lathyroides foi realizada em placas de Petri esterilizadas,
contendo 2 papeis filtro por placa. Foram utilizadas 25 sementes por placa. Cada placa recebeu
3 mL das concentragdes testadas.

As placas de Petri com as sementes foram mantidas em camara de germinacéo tipo
Mangelsdorf (MA4000) com temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodo de 12 horas (Figura 03). O
experimento foi mantido por um periodo de 10 dias com contagens diarias, retirando-se as

sementes germinadas.

Figura 03 — Camara de germinacdo (Mangelsdorf, MA4000)

As variaveis analisadas foram porcentagem e indice de velocidade de germinacao.

A porcentagem de emergéncia (PG) foi obtida por meio da contagem das sementes germinadas
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pelo total. O indice de velocidade de geminacdo (IVG) foi calculado pela formula: IVG =
G1/N1 + G2/N2 + ... Gn/Nn, onde: G1, G2, ... Gn = numero de sementes germinadas nas
observacOes diarias; N1, N2, ... Nn = namero de dias ap6s a semeadura. Foram consideradas
sementes germinadas, as que produziram radicula com aproximadamente 2 mm de

comprimento.

4.6.2 Efeito fitotdxico do 6leo essencial sobre o desenvolvimento das plantulas

As sementes foram colocadas para germinar em &gua destilada durante 3 dias e
depois foram transferidas para as placas de Petri com os tratamentos. Cada placa de Petri
recebeu 4 mL das concentracdes testadas, onde foram colocadas 5 sementes pré-germinadas,
exceto para E. heterophylla onde foram colocadas 4 sementes. As placas foram envolvidas em
rolos de filme PVC e colocadas em cadmara de germinacdo tipo Mangelsdorf (MA4000) nas
mesmas condicdes utilizadas no teste de germinacdo. Apds 10 dias foram medidos os
comprimentos de raiz e do hipocétilo, a area foliar e determinado o peso seco das plantulas
(ABD EL-GAWAD, 2016).

4.6.3 Efeito fitotdxico do 6leo essencial aplicado em pds-emergéncia

Os ensaios sobre o efeito fitotdxico do 6leo essencial aplicado em pds-emergéncia
foram realizados em casa de vegetacdo. As sementes das espécies em estudo foram semeadas
em bandejas plasticas para mudas preenchidas com substrato comercial Basaplant (Turfa,
corretivos, vermiculita, carvdo vegetal e cascas de Pinus). Quando as plantas se encontravam
no estagio de 2 folhas foram transferidas para vasos plasticos preenchidos com o mesmo

substrato e com capacidade de 1 L cada (Figura 04).

Figura 04 — Plantas daninhas no estagio de duas folhas em casa de vegetacéo
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A aplicacdo dos tratamentos foi realizada quando as plantas se encontravam no
estagio de quatro folhas, por meio de pulverizador manual cobrindo-se toda a parte aérea das
plantas (KAUR et al., 2010; OOTANI et al., 2017). O experimento foi mantido por 10 dias para

determinacéo do teor de clorofila e da respiragéo celular.

4.6.3.1 Efeito no teor de clorofila

O teor de clorofila presente nas plantas daninhas foi analisado através de medidor
portéatil de clorofila SPAD 502 PLUS (Minolta, Japdo) (ALMARIE et al., 2016; GRICHI et al.,
2016), no periodo das 7:30 as 9:00 horas da manha. Em cada planta foram amostradas 3 folhas,
com 3 medicdes por folha. As medicdes foram realizadas antes da pulverizacdo com 6leo

essencial no dia 0, e apds pulverizacédo, nos dias 1, 3, 5, 7 e 10.

4.6.3.2 Efeito na respiracéo celular

A andlise de respiragéo celular das folhas foi feita de acordo com o método descrito
por Steponkus e Lanphear (1967), através da reducédo do cloridrato de trifenil tetrazélio— TTC
(C19H15CINa4) a formazan (CHaNa).

Foram retirados 6 discos foliares de 5 cm de diametro de cada planta e transferidos
para tubos de ensaio contendo 3 mL da solucéo de TTC com 0,6% (p/v) em tampao fosfato 0,05
M (pH 7,0). Os tubos foram colocados em dessecadores a vacuo por 2 horas, e apos colocados
em banho-maria a 30 °C por 15 horas.

As solucdes de TTC foram drenadas dos tubos de ensaio e as amostras foliares
lavadas uma vez em agua destilada. As amostras foliares foram extraidas adicionando-se 7 mL
de etanol 95% (v/v) em cada tubo e colocadas em banho-maria (x 100 °C), durante 5 minutos.
As solugdes de etanol foram transferidas para outros tubos e resfriadas a temperatura ambiente
onde adicionou-se 10 mL de etanol 95% (v/v) a cada solucdo para leitura em espectrofotémetro

(Spectro 590) no comprimento de onda de 530 nm.

4.7 Analise estatistica

O delineamento experimental adotado em todos os experimentos foi o inteiramente

casualizado. Os resultados obtidos em cada bioensaio foram submetidos a analise de variancia
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(ANOVA) seguidos de regressdo (linear ou quadratica), sendo o coeficiente de determinacéo
calculado com base na soma do quadrado do tratamento. Os dados foram analisados através do
software SisVar 5.6 (FERREIRA, 2011).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagao fisica e quimica do 6leo essencial

O 6leo essencial de L. origanoides apresentou cor amarelo claro de aparéncia
limpida e odor suave refrescante. O rendimento médio do 6leo foi de 2,44% (m/m) com base

no peso seco das folhas, e densidade de 1,28 g/mL a temperatura de 25 °C (Tabela 01).

Tabela 01 - Caracteristicas fisicas do 0leo essencial de Lippia origanoides.

Caracteristicas Lippia origanoides
Aparéncia Limpida

Cor Amarelo claro
Odor Suave (Céanfora)
Densidade (g/mL) 1,28
Rendimento (%) 2,44

A andlise quimica por CG-MS identificou 37 componentes no 6leo essencial, que
representam 91,58% do total identificado (Tabela 02). O éleo é composto na sua maioria por
monoterpenos (58,7%), seguido de sesquiterpenos (32,63%) e outros compostos (0,25%).

Entre os monoterpenos, 0s compostos oxigenados apresentaram maior percentual
(40%) do que os hidrocarbonados (18,7%). A canfora foi responsavel por 34% do total dos
compostos oxigenados e também foi 0 composto majoritario do 6leo essencial, seguida pelo
canfeno (hidrocarbonado) com 10,99% (Tabela 02).

Os sesquiterpenos hidrocarbonados representaram 24,71% da composic¢ao quimica
do oleo, sendo o B-bisaboleno (10,8%) um dos principais compostos encontrados no 6leo
essencial. Os sesquiterpenos oxigenados constituiram 7,92%, e 0s outros compostos, apenas
0,25% (Tabela 02).

Os principais compostos encontrados no 6leo essencial, com composicao superior
a 1%, em ordem decrescente foram: canfora (34,04%), canfeno (10,99%), B-bisaboleno
(10,8%), p-cariofileno (4,01%), borneol (3,54%), 6xido de cariofileno (2,81%), limoneno
(2,6%), a-E-bergamoteno (2,4%), pogostol (2,13%), a-pineno (1,68%), hedicariol (1,46%),
germacreno-D (1,39%), p-elemeno (1,31%), B-pineno, (1,25%), carvona (1,22%), shyobunol
(1,12%), 6-cadineno (1,06%), (E,E)-a-farneseno (1,02%) (Tabela 02).



Tabela 02 - Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de L. origanoides.
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Compostos organicos Constituintes I.LR.c LRI %
Monoterpeno hidrocarbonado  Tricicleno 932 926 0,06
a-Pineno 944 939 1,68
Canfeno ? 961 954 10,99
Sabineno 982 975 0,1
B-Pineno 986 979 1,25
Mirceno 996 990 0,96
p-Cimeno 1033 1024 0,11
Limoneno 1039 1029 2,6
y-Terpineno 1067 1059 0,05
Terpinoleno 1095 1088 0,9
Total 18,7
Monoterpeno oxigenado 1,8-Cineol 1041 1031 0,41
Linalol 1107 1096 0,03
E-Tagetono 1141 1144 0,06
Canfora? 1162 1146 34,04
Borneol 1179 1169 3,54
Verbenona 1219 1205 0,29
E-Carveol 1230 1216 0,41
Carvona 1255 1243 1,22
Total 40
Sesquiterpeno B-Elemeno 1388 1376 1,31
hidrocarbonado a-Copaeno 1402 1390 0,7
B-Cariofileno 1436 1419 4,01
B-Copaeno 1439 1432 0,18
a-E-Bergamoteno 1448 1434 2,4
a-Humuleno 1465 1454 0,81
E-B-Farneceno 1476 1456 0,39
Germacreno-D 1495 1485 1,39
Viridifloreno 1502 1496 0,69
(E,E)-a-Farneseno 1513 1505 1,02
B-Bisaboleno 3 1523 1505 10,75
3-Cadineno 1538 1523 1,06
Total 24,71
Sesquiterpeno oxigenado Hedicariol 1566 1548 1,46
Oxido de cariofileno 1601 1583 2,81
Pogostol 1674 1653 2,13
Epi-B-Bisabolol 1690 1671 0,4
Shyobunol 1713 1689 1,12
Total 7,92
Outros Acetofenona 1075 1065 0,12
(2E,6E)-Acetato de farnesila 1848 1846 0,13
Total 0,25
Total identificado 91,58

I.R.c: indice de retencéo calculado;

I.R.I: Indice de retencéo da literatura;
%: porcentagem de cada constituinte quimico.

Nameros 1, 2 e 3: ordem dos principais compostos.
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5.2 Efeito fitotoxico sobre a germinacéo

Em geral, tanto a germinacéo quanto o indice de velocidade de germinacéo (IVG)

das plantas daninhas foram reduzidos com aumento da concentracdo do 6leo essencial de L.

origanoides (Figura 05 A e B), com excecao da germinacdo de M. lathyroides que ndo houve

efeito em relagdo a concentragéo (Figura 05 A).
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Figura 05 - Efeito do 6leo essencial de L. origanoides sobre a germinacdo (A) e o indice de velocidade de
germinacdo (B) em B. subalternans (BS), E. heterophylla (EH) e M. lathyroides (ML). Para p < 0,05 (*), p < 0,01

(**) e ndo significativo (NS).
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A espécie B. subalternans foi a que apresentou maior reducédo na porcentagem de
sementes germinadas (r> = 0,924) e de IVG (r? = 0,985) em funcao do aumento da concentracio
de Oleo essencial. As duas variaveis analisadas tiveram comportamento quadratico e
apresentaram melhores efeitos inibitérios nas maiores concentracdes (0,5 e 1,0%) para as ambas
as variaveis analisadas. A concentracdo de 0,5% de 6leo essencial de L. origanoides reduziu
significativamente a germinacdo e o IVG em relacdo ao controle em 96,10% e 93,75%
respectivamente. Na concentracdo de 1,0 % a reducdo chegou a 100% (Figura 05 A e B).

Para E. heterophylla, as duas variaveis analisadas tiveram comportamento linear
negativo em funco da concentragio de 6leo essencial (r> = 0,864 e 0,815). A inibi¢do maxima
da germinacéo foi verificada na maior concentracdo (1,0%), assim como no IVG, resultando
em uma diminuicao de 52,94% e 61,15%, respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 05
Ae B).

Por outro lado, o 6leo essencial de L. origanoides apresentou efeito somente para a
variavel IVG na espécie M. lathyroides (r* = 0,959). As concentracdes mais altas (0,5% e 1,0%)
apresentaram menor VG, assim como em B. subalternans, reduzindo significativamente em

41,22% e 59,7%, respectivamente.

5.3 Efeito sobre o desenvolvimento de plantulas

O efeito do oleo essencial L. origanoides apresentou efeito inibitorio sobre o
desenvolvimento de todas as plantulas em funcéo do aumento da concentracdo de éleo essencial
para as varidveis analisadas (Figura 06 e 07).

O comprimento radicular foi afetado em todas as plantas daninhas testadas, mas
somente B. subalternans se ajustou ao modelo quadratico (r? = 0,890), as demais apresentaram
significancia estatistica, mas nenhum modelo se ajustou. Em B. subalternans, a concentracdo
de 0,5% foi a mais eficiente, reduzindo o crescimento radicular em 52,02% em relagdo ao
controle. A concentracdo 1,0 % reduziu em 50% o crescimento da raiz (figura 06 A).

O comprimento de hipocotilo foi significativamente afetado em todas as plantulas,
mas E. heterophylla n4o se ajustou a nenhum modelo. As espécies B. subalternans (r?> = 0,773)
e M. lathyroides (r? = 0,779) apresentaram maiores reducdes nas concentragdes 0,5 e 1,0%. B.
subalternans reduziu em 65,15% e 70,91%, e M. lathyroides, 91,46% e 91,56%, de acordo com

as respectivas concentragdes (Figura 06 B).
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Figura 06 - Efeito do 6leo essencial de L. origanoides sobre o comprimento de raiz (A) e hipocdtilo (B) em B.

subalternans (BS), E. heterophylla (EH) e M. lathyroides (ML). Para p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e ndo significativo
(NS).
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Figura 07 - Efeito do dleo essencial de L. origanoides sobre a area foliar (A) e peso seco (B) em B. subalternans
(BS), E. heterophylla (EH) e M. lathyroides (ML). Para p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e ndo significativo (NS).

A érea foliar de todas as plantulas testadas se ajustaram ao modelo quadratico. As
concentracdes 0,5% e 1,0% foram as que apresentaram maiores efeitos inibitorios para todas as
espécies testadas, com reducdes de 52,32% e 57,59% para B. subalternans (r2 = 0,719), 70,87%
para E. heterophylla (manteve-se praticamente constante a partir de 0,5%) (r? = 0,812), e 93%
e 92,87% para M. lathyroides (r> = 938). M. lathyroides foi a que apresentou maior taxa de

reducdo da area foliar em funcdo do aumento da concentracao de 6leo essencial (Figura 07 A).
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Os pesos secos das espécies testadas, assim como as demais variaveis analisadas,
apresentaram comportamento quadratico (r> = 0,893 e 0,911), com excec¢io de E. heterophylla
gue ndo se ajustou a nenhum modelo. Assim como nas outras variaveis, as maiores
concentracOes apresentaram maiores reducdes no peso seco, com diminuicdo de 52,14% e
57,69% para B. subalternans e 86,91% e 85,69% para M. lathyroides, nas concentragdes 0,5 e
1,0%, respectivamente (figura 07 B).

Mesmo E. heterophylla ndo se adequando a nenhum modelo para as variaveis
comprimento de raiz, parte aérea e peso seco, e comprimento de raiz para M. lathyroides,
apresentaram valores importantes de reducdo, principalmente nas maiores concentracoes
(Tabela 03).

Tabela 03 - Valores médios do efeito do 6leo essencial de L. origanoides sobre E. heterophylla
e M. lathyroides.

Concentragéo (%0) E. heterophylla M. lathyroides

Raiz (mm) Parte aérea (mm) Peso seco (mg) Raiz (mm)

0 52,2167 48,4583 12,05 13,6375

0,01 31,375 25,5833 7,1 11,525

0,05 30,375 24,6708 6,6 9,4375

0,1 20,275 20,7083 3,325 8,6125

0,5 20,7775 15,1417 2,15 7,75

1 22,5 14,8417 2,1 8,0375

Apesar de ainda ter sido observado algum crescimento das plantulas em estudo nas
maiores concentracdes testadas, as dosagens de 0,5 e 1,0% do 6leo essencial mataram todas as
plantulas de B. subalternans e M. lathyroides. Efeito semelhante foi observado para E.
heterophylla a partir da concentracdo 0,1%. As plantulas apresentaram caracteristicas

morfologicamente frageis e raizes escurecidas (Figura 08).
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Figura 08 - Plantulas ndo desenvolvidas nas maiores concentragdes de 6leo essencial de L. origanoides. Plantulas
de B. subalternans nas concentragdes 0,5% (A) e 1,0 % (B). Plantulas de E. heterophylla nas concentrag@es 0,1
(C), 0,5% (D) e 1,0 % (E). Plantulas de M. lathyroides nas concentragdes 0,5% (F) e 1,0 % (G).

5.4 Estimativa do teor de clorofila

O oleo essencial ndo apresentou efeito sobre o teor de clorofila em nenhuma das
plantas daninhas analisadas. Nenhum modelo se ajustou aos dados analisados. Entretanto,
mesmo nao apresentando significancia estatistica da concentragdo de 6leo essencial em relacao
ao teor de clorofila, observou-se que o indice de SPAD aumentou do dia O (antes da
pulverizacdo) ao 10 (apds pulverizacdo) em todas as plantas analisadas (Figura 09). E.
heterophylla apresentou diferenca estatistica entre as concentragcfes nos dias 0, 3 e 5, mas nédo
apresentou nos demais dias (Figura 09 B).

Apesar de ndo afetar o teor de clorofila nas plantas testadas, foi possivel observar
diferentes niveis de lesdo para E. heterophylla e M. lathyroides, incluindo principalmente
necrose nas bordas das folhas e pontuag6es de clorose no limbo foliar, nas primeiras 24 horas
apos aplicacao, principalmente para as concentracdes 0,5 e 1,0 % (Figura 10). B. subalternans

néo apresentou lesdes em nenhuma das concentracgdes testadas.
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Figura 09 - Valores médios do teor de clorofila (indice SPAD) dos dias 0 a 10 apds pulverizagio em funcio do
aumento da concentracdo de Oleo essencial de L. origanoides em B. subalternans (A), E. heterophylla (B) e M.

lathyroides (C). Para p < 0,05 (*), p < 0,01 (**).
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Figura 10 - Lesdes visiveis 24 horas ap6s pulverizagdo com o 6leo essencial de L. origanoides. Necrose na
margem das folhas de E. heterophylla nas concentragdes 0,5% (A) e 1,0 % (B). Necrose nas margens das folhas e

pontuacdes clordticas nas folhas de M. lathyroides nas concentragdes 0,5% (C) e 1,0 % (D).

5.5 Efeito sobre a respiracao celular

A respiracdo celular das plantas daninhas testadas em fungdo da concentracéo do
6leo essencial de L. origanoides foi afetada somente para E. heterophylla (r> = 0,996) (Figura
11). A relacéo entre a respiragdo celular e a concentracdo do 6leo essencial apresentou maior
inibicdo nas maiores concentracdes, 0,5 e 1,0%, onde a reducdo chegou a 27,69% e 28,4% em

relagdo ao controle, respectivamente.
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Figura 11 - Efeito do 6leo essencial de L. origanoides sobre a respiracdo celular em B. subalternans (BS), E.
heterophylla (EH) e M. lathyroides (ML). Para p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e ndo significativo (NS).
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6. DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo fisica e quimica do 6leo essencial

O rendimento dos 6leos essenciais de L. origanoides normalmente variam entre 1 e
4,6%, sempre com rendimentos superiores a 1% para 6leos obtidos com base na massa seca das
plantas (SILVA et al., 2009; STASHENKO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2014; SARRAZIN et
al., 2015). O rendimento pode ser influenciado por varios fatores como altitude, radiacao solar,
temperatura e umidade relativa do ar (STASHENKO et al., 2010; SARRAZIN et al., 2015).
Neste estudo, o rendimento de 2,44% foi considerado bom, pois valores acima de 1,0% sé&o
considerados bons em escala industrial (RIBEIRO et al., 2014).

Os 6leos essenciais de L. origanoides possuem ampla variacdo na sua composi¢ao
quimica, sendo objeto de varios estudos (DOS SANTOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007;
SILVA et al., 2009; STASHENKO et al., 2010; VEGA-VELA et al., 2013; STASHENKO et
al., 2013; TELES et al., 2014b; RIBEIRO et al., 2014; SARRAZIN et al., 2015). No presente
estudo, os principais compostos encontrados presentes no 6leo essencial diferem dos resultados
ja relatados para a espécie. Os principais componentes quimicos encontrados na literatura para
L. origanoides sdo dois monoterpenos oxigenados, timol e carvacrol (DOS SANTOS et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2007; VEGA-VELA et al., 2013; SARRAZIN et al., 2015).

Vaérios trabalhos relataram a existéncia de novos quimio6tipos com base nos seus
principais constituintes, como, quimiotipo A caracterizado por p-cimeno, a- ¢ B-felandreno,
limoneno e 1,8- cineol (STASHENKO et al., 2010), quimiotipo B por carvacrol (DOS
SANTOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007; TELES et al., 2014b; SARRAZIN et al., 2015),
quimiétipo C por timol (ROJAS et al., 2006; STASHENKO et al., 2010; ARANGO-BEDOYA
et al., 2013; VEGA-VELA et al., 2013), quimidtipo D por 1,8-cineol (SILVA et al., 2009) e
quimidtipo E por (E) -metilcinamato e (E) -nerolidol (RIBEIRO et al., 2014).

Os compostos majoritarios encontrados nesse trabalho discordam dos tipos
quimicos ja descritos na literatura. Além disso é importante notar a inexisténcia dos compostos
timol e carvacrol, que mesmo em pequenas quantidades, ao menos um deles, se encontra
presente em todos 0s quimiotipos.

O unico relato encontrado que cita canfora como um composto majoritario para
essa espécie foi encontrado no trabalho de Souza (2015), que ao observar a composi¢do quimica
de uma populacéo natural de L. origanoides nas esta¢oes seca e chuvosa verificou que 4 plantas
diferiram das 30 analisadas, apresentando canfora como composto majoritario. Destas 4

plantas, 3 apresentaram canfora e canfeno como majoritarios, além da auséncia total de timol e
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carvacrol. As plantas citadas no estudo anterior possuem composi¢do quimica semelhante as
encontradas nesse trabalho.

No entanto, sabe-se também que os 6leos essenciais podem sofrer variacdo na sua
composicdo quimica em funcédo do local, época do ano, idade da planta, horério de coleta. Teles
et al. (2014b) verificam para o quimiétipo de carvacrol que o periodo chuvoso e o crescimento
das plantas de L. origanoides reduziram significativamente os teores de timol e carvacrol. Neste
mesmo trabalho, os conteudos de canfora e canfeno aumentaram com a idade da planta (dados
apenas tabelados, ndo discutidos), 0s mesmos constituintes quimicos encontrados no presente
estudo como majoritarios. Ribeiro et al. (2014) também verificaram grande variacdo nos
constituintes quimicos do quimiotipo E de acordo com tempo/més de coleta, e descobriram a
possibilidade de programacao da coleta de acordo com o interesse quimico desejado.

Outro o6leo essencial de L. origanoides com aroma de canfora, e coletado no estado
do Maranhdo, Brasil, ja foi relatado por Silva et al. (2009), mas tendo como componente
principal, o 1,8 cineol, seguido do a-terpinol. Neste trabalho a espécie em estudo também
apresentou odor semelhante ao estudo citado, mas tendo a cénfora, canfeno e B-Bisaboleno
como compostos majoritarios. Alguns trabalhos também ja relataram composicdo quimica
diferente para Oleos dessa espécie com o mesmo aroma. Os 6leos dos quimidtipos B e C
apresentam aroma de orégano, mas seus principais constituintes quimicos sao carvacrol e timol,
respectivamente (DOS SANTOS et al., 2004; ROJAS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007,
STASHENKO et al., 2010; TELES et al., 2014b; SARRAZIN et al., 2015).

A variacgdo encontrada no 6leo essencial do presente estudo deve-se provavelmente
aos grandes niveis de diversidade genética encontrada para L. origanoides, podendo ser
comparadas até a outras espécies do mesmo género (VEGA-VELA et al., 2013) e também as
alteracdes da sua composicdo quimica em funcao dos fatores ambientais, circadianos, local de
coleta e idade da planta (STASHENKO et al., 2010; VEGA-VELA et al, 2013; RIBEIRO et
al., 2014; TELES et al., 2014b).

6.2 Efeito sobre a germinagéo

Vaérios trabalhos ja comprovaram a eficacia dos éleos essenciais como inibidores
da germinacdo de plantas daninhas, principalmente com o aumento da concentragdo. Por
exemplo, o oleo de Citrus aurantifolia (0,10 - 1,50 mg / mL) reduz a germinagdo de Avena
fatua, Echinochloa crus-galli e Phalaris minor (FAGODIA et al., 2017). O 6leo essencial de
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Eucalyptus citriodora (1%) e Cymbopogon nardus (1%) reduziram significativamente a
germinacao de Cenchrus echinatus e Digitaria horizontalis em relacdo ao controle (OOTANI
etal., 2017). O o6leo essencial de Artemisia scoparia (0 — 50 pg /g) impregnado em areia reduziu
significativamente a germinacdo de Achyranthes aspera, Cassia occidentalis, Parthenium
hysterophorus, Echinochloa crus-galli e Ageratum conyzoides (KAUR et al., 2010).

A atividade alelopatica dos 6leos essenciais de L. origanoides sobre a germinacao
de varias sementes também ja foi testada. Alves et al. (2014) observaram que a germinacéo de
B. pilosa diminui com o0 aumento da concentracgéo, e verificaram que a concentracdo 0,01% foi
suficiente para inibir mais que 50% da germinacdo das sementes, e 0,08% inibiu 84% em
relacdo ao controle. Alves et al. (2004) verificaram que na concentragdo de 0,01% praticamente
ndo houve efeito sobre a germinacao de sementes de alface, mas nas concentracdes 0,1% e 1,0%
nenhuma semente germinou. Magalh&es et al. (2013) constataram que tanto a porcentagem de
germinacdo quando os indices de velocidade de germinacgdo de aquénios de alface diminuiram
com 0 aumento da concentracdo do 6leo essencial.

O potencial alelopatico de cada Oleo essencial pode ser explicado por sua
composicdo quimica. Oleos com maior teor de monoterpenos oxigenados sio mais eficientes
para inibir a germinacdo em relacdo aos que contém maior quantidade de monoterpenos
hidrocarbonados (VOKOU et al., 2003; KORDALI et al., 2007; DE MARTINO et al., 2010).
Neste estudo foi encontrado maior teor de monoterpenos oxigenados, com uma cetona (canfora)
como composto majoritario. Vokou et al. (2003) observaram que as cetonas foram o grupo
funcional com maior taxa de inibicdo da germinacdo em Lactuca sativa, individualmente,
alguns alcoois se destacaram. De Martino et al. (2010) obtiveram resultados semelhantes para
as sementes de agrido e rabanete, em que o grupo das cetonas foram superadas somente pelos
alcoois. Kordali et al. (2007) verificaram que os monoterpenos oxigenados apresentaram
atividade inibitoria maior que o herbicida 2,4 D (&cido 2,4 — diclorofenoxiacético) para as
plantas daninhas das espécies Amaranthus retroflexus, Chenopodium album e Rumex crispus.

Em muitos trabalhos, o efeito alelopatico dos 6leos essenciais puros sao atribuidos
aos compostos organicos (monoterpenos ou sesquiterpenos) presentes em maiores quantidades
(ISMAIL etal., 2012; LAOSINWATTANA et al., 2018), ou ao composto majoritario (ALVES
et al., 2004; ABD EL GAWAD, 2016). No entanto, é importante observar que as interacdoes
entre os componentes quimicos encontrados no éleo essencial podem agir de maneira sinérgica
ou antagonica (VOKOU et al., 2003; SOUZA FILHO et al., 2010; FAGODIA et al., 2017).
Logo, a atividade inibitdria do 6leo essencial sobre as espécies testadas pode ser atribuida ao

composto majoritario (canfora) ou da interacdo entre 0s compostos presentes.
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6.3 Efeito sobre o desenvolvimento de plantulas

No presente estudo, todas as plantulas foram afetadas pelo Oleo essencial,
diferentemente da germinacdo. Isso pode ser explicado pelo fato do desenvolvimento das
plantulas serem mais sensiveis a acdo dos aleloquimicos em relacdo a germinacéo (FERREIRA,;
AQUILA, 2000; TIGRE et al., 2012; LAOSINWATTANA et al., 2018). Este fato se deve
porque a germinacdo utiliza as reservas da propria semente, e alguns aleloquimicos podem ficar
retidos apenas no tegumento (TIGRE et al., 2012).

Em geral, 6leo volétil de L. origanoides apresentou efeito tanto na geminacao
qguanto no desenvolvimento das plantulas. Outros trabalhos também relataram resultados
semelhantes (SINGH et al., 2002; ISMAIL et al., 2012; MAGALHAES et al., 2013;
SYNOWIEC et al., 2016; LAOSINWATTANA et al., 2018). Assim como na germinacdo, a
acao fitotoxica no crescimento de plantulas depende da composi¢do quimica nos 6leos volateis
e da concentracdo utilizada. O efeito fitotoxico observado no crescimento de todas as plantulas
se deve provavelmente pela maior concentracdo de monoterpenos oxigenados presentes no 6leo
essencial devido ao seu alto poder herbicida (VOKOU et al., 2003; KORDALI et al., 2007; DE
MARTINO et al., 2010). Almarie et al. (2016) verificaram que os 0leos esséncias das plantas
com maior teor de monoterpenos apresentavam maior fitotoxidade e relagéo as outras.

Alguns trabalhos também ja relataram o grande potencial fitotoxico da canfora no
crescimento de plantulas. Compostos pertencentes ao grupo das cetonas e alcoois sao
conhecidos por sua capacidade de inibir tanto a germinagédo quanto o crescimento de plantulas
(VOKOU et al., 2003; DE MARTINO et al., 2010). De Martino et al. (2010) observaram que
uma concentragdo 10M de canfora causou uma inibicdo de 44% no crescimento de plantulas
de rabanete, e de 42% na radicula do agrido.

Algumas substancias alelopaticas estimulam o crescimento de plantulas em
pequenas dosagens ou apenas causam reducdes parciais, e inibem apenas nas concentragdes
mais altas (VOKOU et al., 2003; TIGRE et al., 2012; MAGALHAES et al., 2013; CAKIR et
al., 2016; LAOSINWATTANA et al, 2018). Isso provavelmente explica o0 motivo pelo qual as
menores concentracfes do Oleo essencial de L. origanoides utilizadas no presente estudo, em
geral, apresentaram poucas reducdes no crescimento das plantulas, causando inibicdo maxima
apenas nas maiores concentragoes.

A acdo dos aleloquimicos no crescimento das plantulas costuma apresentar maior
taxa de inibicdo no desenvolvimento da raiz em relacdo a parte area (KAUR et al., 2010; ABD
EL GAWAD, 2016; FAGODIA et al., 2017; HAZRATI et al., 2017). Neste estudo observou-
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se resultados contrarios, com a parte area mais inibida do que a raiz. Grichi et al. (2016)
encontraram resultados semelhantes ao estudar o 6leo essencial de E. lemanium (25-100 uL /
mL) e verificaram que, em geral, o crescimento da parte aérea das plantas daninhas testadas foi
mais inibido que as raizes. Synowiec et al. (2016) verificaram que o0 6leo essencial de C. sativa
inibia preferencialmente o hipocétilo de Echinochloa crus-galli.

O efeito que os Oleos essenciais causam na redugdo do crescimento se deve
provavelmente a diminuicdo da atividade mitotica nos meristemas apicais (PINHEIRO et al.,
2015; FAGODIA et al., 2017). Fagodia et al. (2017) verificaram que os o 6leo essencial de C.
aurantifolia reduziram o indice mit6tico e provocaram o aparecimento de celulas com
alteracGes cromossdmicas em raizes de A. cepa com o aumento da concentragdo, e que estas
podem ser responsaveis pela reducdo do crescimento das plantas daninhas. Pinheiro et al.
(2015) também observaram alteracdes no indice mitético e cromossdmicas em células
meristematicas de L. sativa na presenca do 6leo essencial de P. amboinicus, timol e carvacrol.
Além disso, 0os monoterpenos, principalmente os oxigenados, inibem a divisdo celular e a
sintese de DNA no meristema radicular (NISHIDA et al., 2005).

Os oOleos essenciais possuem a capacidade de causar perda da integridade da
membrana celular, provocando o vazamento de solutos (KAUR et al., 2010; AMRI et al., 2013)
e alterando os processos bioquimicos e fisiologicos (KAUR et al., 2010). A ruptura da
membrana, que causa 0 vazamento de solutos, pode ser um dos principais fatores para a
ocorréncia de morte celular (SINGH et al., 2006). Logo, a morte das plantulas verificadas no
presente estudo pode ter ocorrido em funcdo do aumento do vazamento de solutos devido
alteracBes na permeabilidade da membrana ocasionado pelo 6leo essencial de L. origanoides.
Além disso, esse fendbmeno também esta envolvido na inibi¢do do crescimento radicular, visto
que ambos sdo significativamente correlacionados (ISMAIL et al., 2012).

Variaveis como area foliar e massa seca de plantulas ndo costumam ser muito
relatadas em estudos de alelopatia, visto que as principais interferéncias ocorrem
principalmente no crescimento da raiz e parte aérea. Entretanto, alguns estudos citam e
demostram que os aleloquimicos também afetam essas variaveis. O éleo essencial de A. indica
reduz o peso seco de B. pilosa, C. occidentalis, A. viridis e E. crus-galli (BATISH et al., 2012).
Miranda et al. (2015) também verificaram reducdo da massa seca das plantulas de alface em
funcdo do aumento da concentracdo de 6leo essencial de C. citratus, O. gratissimum, e O.
basilicum. Tigre et al. (2012) verificaram que os extratos linquénicos de C. verticillaris
reduziram a area foliar e até 65,42%. No presente estudo, as reducdes que ocorreram tanto no

sistema radicular quanto parte aérea e area foliar em funcdo do aumento das doses de 6leo
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essencial influenciaram diretamente no peso seco das plantulas, assim como relatado por
Miranda et al. (2015).

6.4 Teor de clorofila e lesdo visivel

A andlise do teor de clorofila é uma varidvel muito importante na avaliagdo da
atividade fitotoxica, visto que a quantidade de clorofila presente nas folhas esta diretamente
relacionada com a capacidade fotossintética da planta (TAIZ; ZEIGER, 2009). Varios estudos
foram realizados para verificar a atividade fitotoxica de 6leos essenciais sobre o teor de
clorofila, como, em condicdes laboratoriais (SETIA et al., 2007; SINGH et al., 2008; KAUR et
al., 2010; BALI et al., 2016; ALIPOUR et al., 2019), estufas (ALMARIE et al., 2016; GRICHI
etal., 2016; HAZRATI et al., 2017; OOTANI et al., 2017; LAOSINWATTANA et al., 2018),
ou campo (BATISH et al., 2004). Em alguns estudos séo realizados em mais de uma condicéo
experimental.

No presente estudo, em condicBes de casa de vegetacdo, o 6leo essencial de L.
origanoides ndo interferiu no contetdo de clorofilas das plantas testadas. Neste trabalho, foram
utilizadas as mesmas concentragdes de 6leo essencial tanto em condicgdes laboratoriais quanto
em estufa. Apesar do 6leo ter apresentado fortes efeitos fitotdxicos nas plantulas em condicdes
laboratoriais, principalmente, nas maiores dosagens, eles causaram apenas pequenas lesdes
visiveis quando aplicados em pds-emergéncia na superficie foliar das plantas daninhas.

Alguns trabalhos verificaram diminuicdo no conteddo de clorofila para
concentracBes mais elevadas de 6leo essencial que as utilizadas no presente estudo, que
variaram de 1,25 — 5 uL/mL (ALMARIE et al., 2016), 25-100 pL / mL (GRICHI et al., 2016),
1000 - 5000 uL/L (HAZRATI et al., 2017), 10 e 20% (OOTANI et al., 2017); 10-80 mL/L
(LAOSINWATTANA et al., 2018), e de 2 — 6 % (KAUR et al., 2010).

Os sintomas observados como necrose e clorose nas folhas pulverizadas se deve a
propriedade herbicida dos Oleos essenciais em causar danos ou lesdes por contato
(TWORKOSKI et al., 2002; KAUR et al., 2010; OOTANI et al., 2017). Isso explica porque no
presente estudo somente as folhas pulverizadas apresentaram os sintomas de necrose e clorose.
Kaur et al. (2010) verificaram que em concentra¢cdes maiores que 4% do oOleo de artemisia
(Artemisia scoparia Waldst. & Kit.) os principais sintomas visiveis em plantas daninhas foram
necrose, clorose e murchamento das folhas, principalmente nas margens.

A necrose causada nas folhas se deve provavelmente a perda de integridade da

membrana celular causada pelo 6leo essencial. Kaur et al., (2010) concluiram que o
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murchamento das plantas daninhas ap6s aplicacao foliar do 6leo essencial de A. scoparia pode

ter ocorrido devido ao vazamento eletrolitico.

6.5 Respiracao celular

A atividade respiratdria pode ser afetada tanto pela composi¢do quimica do 6leo
essencial guanto pelo tempo de exposicao das plantas aos aleloquimicos (KAUR et al., 2010).
Além disso, ja foi relatado que os monoterpenos afetam a respiracdo celular atuando como
desacopladores na fosforilagdo oxidativa (ABRAHIM et al., 2000). Consequentemente, 0S
6leos essenciais e seus compostos reduzem a respiracdo celular das plantas daninhas,
interferindo no metabolismo energético da planta e prejudicando seu crescimento (SINGH et
al., 2009).

Logo, a reducdo da atividade respiratdria de E. heterophylla se deve principalmente

ao teor de monoterpenos presente no dleo essencial de L. origanoides e a concentracdo utilizada.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O dleo essencial de L. origanoides encontrado nesse estudo apresentou um bom
rendimento com odor suave de canfora e tendo como compostos principais a canfora, canfeno
¢ B-Bisaboleno. A atividade fitotdxica do 6leo essencial apresentou melhores resultados em
condicdes de laboratorio em relagdo aos estudos de estufa para as concentracdes testadas. Tanto
a germinacdo quanto as plantulas foram afetadas pelo 6leo essencial, sendo as plantulas mais
sensiveis aos aleloquimicos.

Em aplicacdo em pos-emergéncia, o 6leo essencial afetou somente a respiragéo celular
de E. heterophylla, ndo afetou o teor de clorofila das espécies testadas, mas foi capaz de induzir
lesGes visiveis como clorose e necrose para as maiores concentracdes, com excecdo de B.
subalternans. Novos testes, utilizando concentragdes maiores que as utilizadas no presente
estudo devem ser realizados em aplicacGes pos-emergéncia para verificar o potencial herbicida
real do Oleo essencial. Todos os efeitos fitotoxicos observados devem-se ao grande teor de
monoterpenos no 6leo essencial, principalmente os oxigenados, e também a concentracdo

utilizada.
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