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Fitotoxicidade do dleo essencial de Mikania Laevigata sobre o
desenvolvimento inicial de duas espécies invasoras

Produtos naturais tem se mostrado eficazes no controle de plantas invasoras em areas de produgdo agricola. Dentre esses, os 6leos essenciais
destacam-se por serem bons agentes alelopaticos. Objetivou-se avaliar a fitotoxicidade do 6leo essencial de Mikania laevigata no crescimento
inicial das plantas invasivas Bidens pilosa e digitaria insularis. O 6leo essencial foi extraido pelo método da hidrodestilagdo e seus componentes
foram analisados por CG-EM. A inibi¢do do crescimento inicial das duas espécies invasoras utilizadas neste estudo foi avaliada utilizando duas
concentragBes de 6leo essencial (0,5 e 1%). Os parametros analisados foram comprimentos das raizes e das partes aéreas das plantulas. Na
ocorréncia de efeitos significativos, os dados obtidos foram submetidos a anélise de médias, as quais foram comparadas pelo teste de Tukey,
com 5% de significancia. Germacreno D (41,6%) foi o principal constituinte quimico encontrado no d6leo essencial. Para as duas espécies
invasoras testadas, a concentragdo do éleo essencial a 1% foi a que apresentou melhores resultados para os parametros analisados.

Palavras-chave: Guaco; Alelopatia; Bidens Pilosa; Digitaria Insularis.

Phytoxicity of Mikania Laevigata essential oil on the initial
development of two invasive species

Natural products have been proven effective in controlling invasive plants in agricultural production areas. Among these, the essential oils
stand out as being good allelopathic agents. The aim of this study was to evaluate the essential oil phytotoxicity of M. laevigata on the initial
growth of the invasive plants Bidens pilosa and digitaria insularis. The essential oil was extracted by the hydrodistillation method and its
components were analyzed by GC-MS. The Inhibition of initial growth of the two invasive species used at this study was evaluated using two
concentration of the essential oil (0.5 and 1%). The following parameters were analyzed: lengths of the roots and aerial parts of the seedlings.
When the effects presents significants, the data were submitted to the analysis of the means, which were compared by the Tukey test, with
5% significance. Germacrene D (41.6%) was the main chemical constituent found in essential oil. For the two invasive species tested, the
concentration of essential oil at 1% was the one that presented the best results for the parameters analyzed.
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INTRODUGAO

O uso de herbicidas sintéticos para combater as plantas invasoras de areas cultivadas chega a 352,3
mil toneladas por safra no Brasil (CASSAL, 2014), e embora tenham sucesso no controle das plantas invasoras,
podem causar danos a saude humana e ao ambiente, além de promover o desenvolvimento de plantas
resistentes aos herbicidas. Foram identificados em todo o mundo 249 plantas invasoras resistentes aos
herbicidas (144 dicotiledéneas e 105 Monocotiledéneas) (HEAP 2014; ISMAIL et al., 2016).

Neste contexto, os produtos naturais estdao ganhando atencao devido ao controle eficaz das plantas
invasoras e suas propriedades ndo poluentes, como rdpida degradacdo no ambiente e baixa toxicidade para
os animais (DAYAN et al., 2012). Entre os diferentes produtos vegetais naturais, os 6leos essenciais se
destacam por serem poderosos inibidores da germinacdo de sementes e promoverem reducdo do
crescimento inicial de plantas invasoras (AYEB-ZAKHAMA et al., 2017; ISMAIL et al., 2016). Podendo causar
diversas alteragdes morfofisioldgicas, como a degrada¢do das membranas celulares e a desestruturagao dos
microtubulos (CHAIMOVITSH et al., 2017)

Os dleos essenciais, de maneira geral, sdo compostos por misturas complexas de substancias volateis,
caracterizados por um forte odor e sintetizados via metabolismo secundario das plantas. Seus principais
constituintes sdo os fenilpropanoides e terpenoides (ANDRADE et al., 2012). Mikania laevigata Schultz Bip.
ex Baker, conhecida como guaco, é nativa da Floresta Atlantica brasileira e suas folhas sdo amplamente
utilizadas em afeccGes do trato respiratério devido ao elevado teor de cumarina (1,2-benzopirona), incluida
na Farmacopeia Brasileira desde 2005 (BRANDAO et al., 2006). O 6leo essencial do género Mikania é rico em
sesquiterpenos e diterpenos (SILVA JUNIOR et al., 1994).

Os sesquiterpenos sdo descritos como possuidores de variada atividade bioldgica, como antialérgica
(GHELARDINI et al., 2001), anestésica local (COSTA et al., 2000), antifungica (ZHENG et al., 1992),
anticarcinogénica (CHINOU et al., 1996) e diminui¢do do crescimento de plantas invasoras de areas cultivadas
(AYEB-ZAKHAMA et al., 2017; VERDEGUER et al., 2011).

Bidens pilosa L. (Asteraceae), conhecida popularmente como picao, é originaria da América tropical,
sendo uma das plantas invasoras de maior dispersdo e dificuldade de controle em areas agricultaveis
(SANTOS et al., 2011). Digitaria insularis (L.) Mez. ex Ekman. (Poaceae), conhecida popularmente como
capim-amargoso, é considerada invasora em mais de 60 paises, ocorrendo em mais de 30 culturas de
importancia econdmica (MONDO et al., 2010). Objetivou-se avaliar a fitotoxiciade do éleo essencial de M.
laevigata sobre o crescimento inicial de B. pilosa e D. insularis, com vistas a propor a sua utilizacdo no

controle de plantas invasoras em areas de producdo agricola.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e extragao do éleo essencial

M. laevigata (guaco) foi cultivada no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras.
Amostra da espécie foi depositada no Herbario ESAL, sob o registro de numerag¢do 57818. Folhas frescas,
sadias e homogéneas no periodo da manha, sem precipitacdo pluvial, foram coletadas e secas a 40°C em
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estufa com circulagdo forcada de ar. Apds a secagem foram picadas (121,6g) e a hidrodestilagdo, em
triplicata, utilizando um aparelho de Clevenger modificado, por duas horas. Os 6leos foram separados por
decantagdo, armazenados em frascos ambar com capacidade de 2mL e mantidos sob refrigeracao (4°C), até
as analises quimicas. O teor do 6leo essencial foi determinado e expresso em g.100g-' de matéria seca das

folhas.

Andlises quimicas do dleo essencial

As analises quantitativas foram feitas por cromatografia em fase gasosa acoplado a um detector de
ionizacdo em chama de hidrogénio (CG-DIC) em um sistema Agilent® 7890A, equipado com coluna capilar
DB-WAX (30m x 250um x 0,25um), utilizou-se hélio como gas de arraste com fluxo de 1,0mL/min; as
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 250°C.

O dleo foi diluido em acetato de etila (1%, v/v) e injetado automaticamente no cromatdgrafo
empregando volume de injecdo de 1,0ulL, no modo split a uma razdo de injecdo de 50:1. A separagdo dos
constituintes volateis foi realizada em uma rampa de temperatura de 3°C/min de 60°C a 230°C, seguida de
uma rampa de temperatura de 10°C/min até 240°C, mantendo uma condicdo isotérmica por um minuto.

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos pela média da porcentagem de
area normalizada relativa dos picos cromatograficos + o desvio padrdo. A avaliacdo qualitativa do dleo
essencial foi realizada em Cromatdgrafo Agilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent®
MSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénicoa 70 e V,
em modo varredura, a uma velocidade de 1,0scan/s, com intervalo de aquisicdo de massas de 40-400m/z. As
condicBes operacionais foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparagao dos seus indices de retengao relativos
a coinjecdo de uma solugao padrao de n-alcanos (C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparagao
aos espectros de massa do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NATIONAL INSTITUTE OF
STANDARDS AND TECHNOLOGY - NIST, 2008) e da literatura (ADAMS, 2007). Os indices de reten¢do foram
calculados com base na equagdo de Van den Dool e Kratz e para as atribui¢cdes foram consultados indices de

retencdo citados em literatura (ADAMS, 2007).

Ensaio fitotoxico

Uma solucdo ‘mae’ do éleo essencial foi preparada, a partir de 0,5g do dleo, utilizando Tween 80, na
proporc¢do 1:1 (v/v) e dissolvida em adgua destilada (qg.s.p. 100mL de solugdo). A partir desta preparam-se as
solugdes testes nas concentragdes finais 1 e 0,5%. Como controle foi utilizado uma solugdo de Tween 80 a
1,0% v/v e agua (SILVA et al., 2005). As solugbes testadas foram adicionadas apenas no inicio dos bioensaios,
e posteriormente, quando necessario, apenas agua destilada foi acrescentada.

Foram utilizadas 10 plantulas com trés dias de idade (72h) em cada caixa acrilica, tipo gerbox

(dimensGes 11x11x4cm), tendo como substrato duas folhas de papel mata-borrao esterilizadas a 120°C por
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30min. Quatro caixas por tratamento, totalizando 40 plantulas que foram mantidas em cdmara de
crescimento (BOD) a temperatura de 26 * 1°C e fotoperiodo de 8/16h.

Apds 10 dias de crescimento, os comprimentos das raizes e das partes aéreas das plantulas foram
realizados, com auxilio de um paquimetro digital. Os resultados foram expressos em milimetros. A
determinacdo da biomassa seca total das plantulas foi realizada em estufa a 70°C, em embalagens de papel
Kraft, até obtencdo das massas constantes. Depois desse periodo, efetuou-se a pesagem e determinagao das
médias por repeticdo, sendo os resultados expressos em miligramas. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2 (concentracGes do dleo essencial x espécies), com
guatro repeti¢des. Na ocorréncia de efeitos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey,

com 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor do dleo essencial de M. laevigata foi de 0,092%, superior quando comparado aos relatos de
Duarte et al. (2005), que obtiveram 0,05% de dleo essencial a partir de 40g de folhas frescas de M. laevigata.
O ¢dleo essencial de M. laevigata constituiu de 82,75% de sesquiterpenos, representados por cinco
constituintes quimicos (germacreno D, biciclogermacreno, espatulenol, B-cariofileno e éxido de cariofileno).
Cerca de 50% do teor de sesquiterpenos totais foi atribuido ao germacreno D (41,6%). Rehder et al. (2006)
também encontraram que o principal sesquiterpeno presente no dleo essencial extraido das folhas de M.

laevigata e M. glomerata foi o germacreno D, com 23,6% e 23,4% respectivamente.

Tabela 1: Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas secas de Mikania laevigata.

IR Constituintes Area (%)
1484 Germacreno D 41,6
1499 Biciclogermacreno 17,49
1580 Espatulenol 10,89
1421 B-cariofileno 9,02
1586 Oxido de cariofileno 3,75

Total (%) 82,75

Legenda: indice de retencdo relativo a série n-alcanos (C8 — C20) em coluna DB-WAX na ordem de eluigdo.

Na avaliacdo dos efeitos fitotdxicos, observou-se variacdo em func¢do da concentracdo e da planta
receptora (D. insularis e B. pilosa). O 6leo essencial de M. laevigata na concentragdo de 1% inibiu o
crescimento radicular (54,77%), do hipocétilo (43,36%), da biomassa seca total (21%) (Tabela 2) e da
expansdo da area foliar (47,4%) nas plantulas de D. insularis em relagdo a testemunha (Figura 1).

Enquanto a 0,5% do dleo a radicula de D. insularis ndo foi sensivel, mantendo-se com valores
similares aos observados no controle, somente o hipocétilo reduziu 24,22% do comprimento. Para B. pilosa
a concentracdo do dleo a 0,5% provocou redugdes de 23,19% na radicula, 27,86% no hipocétilo (Tabela 2) e
79,87% na area foliar, ilustrada na figura 1, entretanto a 1% as redugdes foram de 58,41 % da radicula, 54,34%
do hipocétilo, 18% da massa seca e 87,73% da area foliar, em relagdo a testemunha.

O parametro biométrico mais sensivel para detectar a bioatividade do 6leo frente as duas espécies

invasoras testadas foi a reducdo da area foliar. Pode ser observado na figura 2, nas imagens b e ¢, que o éleo
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de M. laevigata também provocou em D. insularis clorose intensa. Esse fato pode estar relacionado a
presenca do B-cariofileno (9,02%) no dleo essencial. Segundo Sanchez-Mufioz et al., (2012), o 8-cariofileno
foi capaz de inibir a fitoeno desaturase em Physalis ixocarpa, uma enzima chave na biossintese dos
carotenoides. E sabido que os carotenoides protegem a clorofila da foto-oxidac3o, e sua caréncia resultaria
em perda da clorofila e clorose evidente, podendo levar a planta a morte. Vérios herbicidas que atuam no
FSIl, como o Paraquat, atua também induzindo a degradacdo da clorofila, bem como outros mecanismos de

acdo (SANTOS et al., 1999).

8
& b

0,5 1
ConcentracBes (v/v)

Area foliar (mm?)

>
)

Area foliar (mm?)
&

o 0.5 1

Concentragdes (v/v)

Figura 1. Area foliar de Digitaria insularis (A); e Bidens pilosa (B) submetidas a diferentes concentracdes do 6leo
essencial de Mikania laevigata. As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As radiculas das plantulas foram mais sensiveis se comparado ao hipocétilo (Figura 2), principalmente
na espécie B. pilosa, onde foi observado o encurvamento das raizes (1% v/v) e pontos de necrose, ou seja,
locais onde ocorreu morte do tecido. Zhu et al. (2016), ao testar o dleo essencial de Scutellaria strigillosa,
gue possui como componente majoritario o germacreno D, também verificaram inibicdo do crescimento da
radicula, no entanto de forma mais expressiva (86%). Segundo Scrivanti (2010), as raizes sdo mais sensiveis
aos metabdlitos secundarios, pois estdo em contato direto com o substrato.

Os resultados do presente estudo indicam que o 6leo essencial de M. laevigata possui atividade
bioherbicida, embora para melhor caracterizacdo da atividade fitotdxica seja necessario conduzir
experimentos adicionais em casa de vegetacdo e campo. Bem como determinar os principais modos de acao,

ou seja, quais sao os sitios de a¢do (alvo molecular) onde o dleo ira atuar na planta receptora.

Tabela 2: Comprimento do hipocétilo (mm); Comprimento da radicula (mm) e Massa seca (mg) das espécies Digitaria
insularis e Bidens pilosa, submetidas ao dleo essencial de Mikania laevigata nas concentragdes 0, 05 e 1% (v/v).
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Concentragdo do OE (v/v) | Radicula (mm) | Hipocétilo (mm) | Massa seca (mg)
Digitaria insularis

0 422 2,562 0,0055 2
0,5% 392 1,94° 0,0054°

1% 19° 1,45¢ 0,0043 °
CV% 20 18 14

Bidens pilosa

0 44 21,92 0,0053 2
0,5% 33,8° 15,8° 0,0052°

1% 18,3°¢ 10¢ 0,0043 °
C.V.(%) 22 19 7
Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |5
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Figura 2: Fitotoxicidade de plantulas de duas espécies invasoras de areas cultivadas submetidas ao 6leo de Mikania
laevigata. Digitaria insularis; (A) controle; (B) 0,5% do dleo essencial; (C) 1% do dleo essencial; Bidens pilosa; (D)
controle; (E) 0,5% do dleo essencial; (F) 1% do 6leo essencial.

CONCLUSAO

O ¢leo essencial de M. laevigata na concentracdo de 1% apresentou potencial herbicida in vitro,

afetando o crescimento inicial, principalmente radicula e area foliar de B. pilosa e D. insularis. E clorose, em

D. insularis.
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