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RESUMO

Plantas daninhas reduzem a produtividade e qualidade final de produtos agricolas. Os
herbicidas sintéticos sdo usados no seu controle, porém podem contaminar o ambiente. Como
alternativa, Oleos essenciais com acdo fitotoxica podem ser utilizados como bio-herbicida.
Entre estes, o 6leo essencial de laranja, Citrus sinensis, pode ser uma eficaz indicacdo como
ferramenta uma vez que o seu potencial de toxicidade ja foi utilizado para o controle de
beldroega, Portulaca oleracea, por exemplo. Todavia, a volatilidade desses 6leos dificulta sua
utilizacdo no campo. O encapsulamento do 6leo em polimero de poli &cido latico pode ser
uma solucdo, pois promove liberacdo controlada e impede a rapida degradacdo do OGleo
essencial. Assim, prop0s-se, analisar os efeitos fitotdxicos do dleo essencial de laranja livre e
encapsulado na germinacdo e crescimento inicial de plantulas de espécie modelo Lactuca
sativa, daninhas Cenchrus echinatus e Bidens pilosa e cultivadas Cucumis sativus e Triticum
aestivum. Para isso, dois experimentos foram realizados. No primeiro, diferentes
concentracfes do 6leo essencial de laranja livre foram aplicadas na pré-emergéncia de todas
as espécies. J& no segundo, diferentes concentracdes do Oleo livre e encapsulado foram
aplicadas nas sementes de espécies contrastantes B. pilosa e C. sativus. Avaliou-se a
porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e comprimento da raiz e do
caule. No experimento 1, os resultados mostraram que ha& reducdo de germinacdo e
crescimento de L. sativa conforme o aumento da concentracdo de Oleo. Ainda, ocorreu
inibicdo da germinacdo de B. pilosa em 6% de dleo e de C. echinatus a partir de 3% de 6leo,
ambas tiveram o crescimento reduzido. Nas cultivadas, T. aestivum teve reducdo de
germinacdo e crescimento e C. sativus ndo foi afetada na germinacdo, mas teve reducdo de
crescimento. No experimento 2, os resultados mostram que, diante do éleo encapsulado, B.
pilosa teve a germinacdo reduzida a menos de 40% nas concentracfes de 6 e 10% do 6leo,
com reducdo do crescimento; C. sativus ndo apresentou diferenca significativa para
germinacdo e crescimento. Em ambos os testes verificou-se a agdo fitotdxica do 6leo essencial
de Citrus sinensis. Comparando as formas de aplicacdo, apenas o 6leo livre gerou inibicdo de
germinacdo, superando o oOleo encapsulado nas condigdes testadas. O encapsulamento do
6leo, ainda assim, é uma técnica viavel no manejo de daninhas por gerar maior vantagem
competitiva & cultivada, ndo a afetando, em relacdo & daninha que tem reducdo nos

parametros germinativos e de crescimento.



Palavras-chave: Bio-herbicida; Fitotoxicidade; Polimero biodegradavel; Liberacéo
controlada; Germinagao



ABSTRACT

Weeds reduce the productivity and final quality of agricultural products. Synthetic herbicides
are used for their control, but they can harm the environment. As an alternative, essential oils
with phytotoxic action can be used as bioherbicides. Among these, orange (Citrus sinensis)
essential oil may be an effective choice, given its previously demonstrated toxicity against
purslane, Portulaca oleracea, for example. However, the volatility of these oils complicates
their field application. Encapsulation of the oil in polylactic acid polymer can be a solution, as
it allows controlled release and prevents rapid degradation of the essential oil. Thus, we
proposed to analyze the phytotoxic effects of both free and encapsulated orange essential oil
on the germination and initial growth of seedlings from the model species Lactuca sativa, the
weeds Cenchrus echinatus and Bidens pilosa, and the cultivated species Cucumis sativus and
Triticum aestivum. Two experiments were conducted: in the first, different concentrations of
free orange essential oil were applied pre-emergence to all species; in the second, different
concentrations of both free and encapsulated oil were applied to seeds of contrasting species
B. pilosa and C. sativus. We evaluated germination percentage, germination speed index, and
root and shoot length. In Experiment 1, the results showed reduced germination and growth of
L. sativa with increasing oil concentration. Additionally, B. pilosa germination was inhibited
at 6% oil concentration, and C. echinatus growth was reduced starting from 3% oil
concentration. Among the cultivated species, T. aestivum had reduced germination and
growth, while C. sativus was unaffected in germination but showed reduced growth. In
Experiment 2, encapsulated oil led to less than 40% germination in B. pilosa at 6% and 10%
oil concentrations, with reduced growth; C. sativus did not show significant differences in
germination and growth. Both tests confirmed the phytotoxic action of Citrus sinensis
essential oil for weed species studied. Comparing application methods, only free oil inhibited
germination, surpassing encapsulated oil under the tested conditions. Despite this, oil
encapsulation remains a viable technique for weed management, providing a competitive
advantage for cultivated species, without negatively affecting it, compared to weeds, which

experience reduced germination processes.

Keywords: Bio-herbicide; Phytotoxicity; Biodegradable Polymer; Controlled release;

Germination.
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1 INTRODUCAO

A produtividade agricola é diretamente influenciada pelo manejo das pragas e
doencas, levando a necessidade de inovac6es tecnoldgicas que auxiliem nesse manejo. Dentre
as pragas agricolas, as plantas daninhas sdo as mais agressivas, pois reduzem cerca de 35% do
rendimento das principais culturas globais (Oerke, 2006). Além disso, aumentam os custos de
producdo e interferem na qualidade final do produto agricola ao competir por agua e
nutrientes disponiveis (Oerke, 2006; Murphy; Dawson; Jones, 2008).

O controle das plantas daninhas é realizado por diversas técnicas, mas os herbicidas
sintéticos sdo os mais utilizados (Freitas et al., 2009; Monquero, 2014). Entretanto, esses
produtos liberam residuos toxicos no ambiente o0 que gera uma preocupacdo mundial, j& sendo
registrada a contaminacéo de rios e aguas superficiais que excedem o nivel maximo permitido
de contaminantes (Thurman, 1992; Cordeau et al., 2016). Além disso, um crescente nimero
de espécies de plantas daninhas vem se tornando resistentes aos herbicidas sintéticos (Perotti
et al., 2020).

Assim, o desenvolvimento de produtos seguros para o ambiente com diferentes modos
de acdo e especificidade para diferentes grupos de plantas € uma necessidade real para um
meio agricola mais sustentavel (Cordeau et al., 2016). Os bio-herbicidas sdo uma alternativa
nesse contexto, pois sdo produzidos a partir de organismos vivos ou de seus metabdlitos
secundarios. Por serem naturais sdo rapidamente degradados, logo ndo deixando residuos
toxicos no meio ambiente. Esses, podem atuar em diferentes alvos no metabolismo da planta
alvo, como danos ao DNA, modificacdo de processos bioquimicos, acréscimo na producao de
espécies reativas de oxigénio, supressdo do metabolismo antioxidante, reducdo na atividade
da a-amilase, mudancas na estrutura e mitose celular, redugdo da fotossintese, dentre outros
(Radhakrishnan; Algarawi; Abd_Allah, 2018).

Bio-herbicidas a base de 6leos essenciais sdo promissores, por possuirem metabolitos
secundarios como terpenos em sua composi¢cdo. Essa mistura de compostos, € responsavel
muitas vezes por gerar uma agdo alelopatica, que consiste na capacidade de uma planta afetar
ou inibir o crescimento de outros organismos por meio de liberacdo de substancias quimicas.
Assim, por possuir agdo alelopatica ja conhecida e possivel efeito fitotoxico, os o6leos
essenciais podem ser utilizados como ferramenta no manejo de plantas daninhas. (Tao et al.,
2009; Jabran et al, 2015; El Sawi et al, 2019).

Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranjeira) é uma planta que produz um 6éleo essencial

aromatico extraido da casca de seus frutos tendo altas concentragfes de Limoneno, um
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terpeno volatil com grande potencial alelopatico. O 6leo essencial de C. sinensis (OEC) tem
sido estudado para o controle de nematoides, insetos, fungos e bactérias (Sciortino et al.,
2021), bem como na supressdo da germinacgéo e crescimento de algumas daninhas (El Sawi et
al., 2019; Raveau et al., 2020). Além disso, a laranja doce é uma cultivar de laranjeira
difundida em diversas regides do mundo, incluindo o Brasil um dos maiores produtores
mundiais. Isso facilita a obtencdo da matéria prima e reduz os custos de producao deste 0leo,
uma vez ele € extraido das cascas do fruto que sdo um subproduto abundante a ser reutilizado.

Apesar de promissor, 0 OEC apresenta compostos hidrofobicos, com alta volatilidade
e baixa estabilidade, o que dificulta seu manuseio, formulacdo, armazenamento e utilizagédo
como um bio-herbicida (Mamusa et al., 2021). O encapsulamento desse dleo essencial em um
polimero biodegradavel pode ser feito para reduzir a velocidade de liberacdo do composto no
ambiente e aumentar sua eficiéncia (Froiio et al., 2019; Mendes et al., 2015). O polimero poli
acido latico (PLA) € um material biodegradavel e com capacidade de promover uma liberagéo
lenta de compostos encapsulados, sendo uma alternativa para o encapsulamento de 6leos
essenciais (Serna et al., 2003).

Frente ao exposto, 0 primeiro passo no desenvolvimento de um novo produto consiste
na avaliagdo da atividade fitotoxica do Oleo essencial, traduzidas em pardmetros
morfofisioldgicos nas espécies-alvo (Puig et al., 2018). De acordo com as Regras para analise
de semente — RAS (Brasil, 2009) antes do teste direto com as plantas alvo do estudo que, no
caso de um possivel bio-herbicida, o alvo séo as plantas daninhas, é indicado, para teste de
guimicos e outros agentes externos, que o primeiro experimento seja realizado em uma planta
modelo com padrdo de germinacéo ja conhecido e alta sensibilidade a alteracdes no ambiente
para facilitar a comparacdo com outras pesquisas. A espécie Lactuca sativa L. é muito
utilizada como planta modelo de estudos com plantas daninhas e alelopatia, sendo assim é
indicada. Para mais, as espécies utilizadas sdo escolhidas com base na localidade onde a
pesquisa € realizada, de forma a ser relevante socioeconomicamente, e na lista de espécies
indicadas para testes de quimicos pela Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD/OCDE, 2022). As espécies-alvo, Cenchrus echinatus L. (capim-
carrapicho) e Bidens pilosa L. (picdo preto) sdo plantas daninhas que geram danos a culturas
de interesse, sendo amplamente distribuidas no Brasil. E as espécies ndo alvo, espécies
cultivadas, Cucumis sativus L. (pepino) e Triticum aestivum L. (trigo), eudicotileddnea e
monocotileddnea, respectivamente, sdo culturas de interesse no pais, presentes na lista
mencionada. A utilizacdo de espécies ndo-alvo é importante para identificacdo da presenca de

seletividade do 0leo essencial.
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Além disso, considerando ainda a avaliacdo da atividade fitotoxica do OEC livre é
necessario o uso de diferentes concentragcdes desse Oleo de forma a esclarecer qual a dose
minima para gerar efeito nas diferentes espécies e, também, a partir de qual quantidade o
efeito é estabilizado, ndo sendo mais indicado 0 aumento de concentracdo. Dito isso, para a
planta modelo, L. sativa, optou-se pelo uso de uma faixa ampla de concentrages como
primeira analise, 0,25; 0,50; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5 e 6%. A partir dessas selecionou-se as mais
contrastantes para serem utilizadas nas espécies alvo (daninhas) e ndo alvo (cultivadas), 0,25;
0,75; 1,5; 3 e 6%.

J& para a analise comparativa de atividade fitotoxica do dleo livre e encapsulado as
concentracdes escolhidas para utilizacdo foram 0,75; 6 e 10%. O encapsulamento de
concentracdes menores que 0,75% sao de dificil formulacéo e ndo gerariam o efeito desejado,
a maior concentracdo (6%) utilizada no teste apenas com 0leo livre foi mantida e ainda,
optou-se por extrapolar a dose com 0 uso da concentracdo de 10% de 6leo, uma vez que 0
encapsulamento faz uma liberagdo controlada do composto e poderia limitar a quantidade de
6leo essencial disponivel no meio.

Assim, propde-se testar as seguintes hipoteses: (i) o 6leo essencial de C. sinensis livre
apresenta potencial fitotéxico na pré-emergéncia de plantas daninhas (alvo); e (ii) a liberagéo
lenta do Gleo essencial de C. sinensis encapsulado aumenta sua eficiéncia na reducdo da
germinacdo e/ou crescimento das plantas alvo. Logo, objetivou-se com este trabalho avaliar o
potencial fitotoxico do Gleo essencial de laranja livre e encapsulado em PLA na pré-

emergéncia de plantas daninhas e cultivadas.

2 REFERENCIAL TEORICO

Os metabolitos secundarios das plantas sdo moléculas de estrutura quimica muito
variada, podendo ser divididas nos grupos terpenoides, compostos nitrogenados e fenolicos.
Estes podem ser utilizados na comunicacdo da planta com o meio externo e como forma de
protecdo as condicBes ambientais adversas, ataques de pragas e doencas (Buchanan et al.,
2015). Uma dessas formas de reagdo ao meio externo, é o fendmeno de alelopatia, que
consiste no efeito que uma planta exerce sobre outro individuo, a partir da liberacdo de
substancias (aleloquimicos) no meio, interferindo no crescimento e desenvolvimento do alvo.
Essa acdo ocorre a partir de plantas vivas, mas pode ser convertida em uma agao intencional
de fitotoxicidade, a partir da extracdo de compostos, como 0s Gleos essenciais usados com

intencionalidade ha séculos (Jabran et al., 2015).
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Os oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas constituidos
essencialmente de uma mistura de componentes secundarios do tipo terpenoides, em geral
volateis. S8o compostos majoritariamente por mono e sesquiterpenos, além de compostos
fenolicos dos tipos benzenoides e fenilpropanoides, os quais possuem diversas propriedades
bioldgicas, tais como farmacoldgica, citotoxica, bactericida, fungicida e inseticida (Baser;
Buchbauer, 2016). Trabalhos relatam que a atividade dos 6leos essenciais esté frequentemente
associada a acdo conjunta de misturas de compostos ao invés de um aleloguimico especifico,
fato que dificulta a descricdo do modo de acéo de cada composto (Puig et al., 2018). Os 6leos
essenciais sdo produzidos em diferentes 6rgdos como flores, ervas, brotos, folhas, frutas,
galhos, casca, sementes, madeira, rizoma e raizes. Sua extracdo ocorre por diferentes métodos
em geral baseados na natureza hidrofobica e densidade relativa a da agua, um fator facilitador
da extracdo (Asbahani et al., 2015).

Os oleos essenciais tém sido estudados no controle de pragas, patdgenos e plantas
daninhas pois apresentam um grande numero de aleloquimicos altamente fitotdxicos,
derivados da via dos terpenos. Neste contexto, diversas investigaces apontam que alguns
0leos essenciais sdo capazes de cessar 0 crescimento e desenvolvimento de plantas de diversas
espécies. Além disso, relata-se um menor risco de contaminacdo ambiental e a salde humana
quando estes sdo utilizados como bio-herbicidas (Dhifi et al., 2016). O uso desse efeito
fitotoxico, entdo, pode ser uma estratégia altamente benéfica em sistemas agro-florestais e
agricultura organica.

Entre os processos vegetais que podem ser influenciados por aleloquimicos, estdo os
relacionados diretamente com a germinagdo, crescimento e desenvolvimento de plantulas
(Radhakrishnan; Algarawi; Abd_Allah, 2018). Na germinacao, a capacidade de regulacdo dos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), por exemplo, durante a retomada do
metabolismo é essencial para seu sucesso germinativo (El-Maarouf-Bouteau; El-Maarouf-
Bouteau et al., 2013). Diversos aleloquimicos podem modificar o sistema redox das células
pela superproducdo de EROs decorrente da inibicdo do consumo de Oz mitocondrial,
resultando em perturbagdo nas membranas desta organela, aumento da peroxidacao lipidica e
supressdo do sistema antioxidante, impedindo o sucesso no estabelecimento do vegetal e
levando a deterioracdo de sementes (Pergo; Ishii-lwamoto, 2011).

Entre os 6leos com potencial de controle de plantas daninhas (EI Sawi et al., 2019;
Raveau et al., 2020), tém-se o 6leo essencial de Citrus sinensis (OEC), cujo componente
majoritario € o Limoneno, além de uma variedade de compostos, com propriedade fitotoxica.

Em estudo realizado para testar o potencial alelopatico, o0 OEC foi usado de forma que apenas
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0 vapor entrasse em contato, por cinco dias, com as plantulas de Euphorbia heterophylla L. e
Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell, ja previamente germinadas. Nesse, E. heterophylla
foi a mais afetada com reducdo de crescimento e morte de individuos. I. grandifolia teve
crescimento caulinar comprometido, mas sem morte de individuos (Ribeiro; Lima, 2012).
Outro estudo, ainda, comparando a aplicacdo de outros Oleos de citros, usou 0 OEC nas
concentragOes 1, 2 e 3% diretamente sobre as sementes de Helianthus annus, Portulaca
oleracea, Lupinus albus e Malva parviflora (pré emergente). Para o qual, H. annus e P.
oleracea apresentaram inibicdo de germinacdo na maior concentracdo de L. albus e M.
parviflora tiveram reducdo de germinagéo e crescimento, mas pouco acentuadas (El Sawi et
al., 2019). Ambos confirmam a bioatividade, ja documentada para varios fins, incluindo
atividade antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, inseticida e antioxidante (Favela-
Hernandez et al., 2016), do OEC, também com atividade herbicida diante de algumas das
espécies analisadas.

A espécie C. sinensis, conhecida como laranja doce, é a mais cultivada entre o grupo
dos citros. Nativa da Asia, ela se espalhou por todo o Pacifico e regifes quentes em todo o
mundo. O OEC ¢ extraido da casca do fruto, que é globoso a oval do tipo baga, amadurecendo
para laranja ou amarelo. Anatomicamente, ele consiste em uma casca com glandulas de 6leo
aromatico e uma polpa interna contendo glandulas de suco ((Favela-Hernandez et al., 2016).
A composicdo quimica do OEC é principalmente de terpenos, mas pode variar ao apresentar
compostos de menor concentracdo dependendo da regido e forma como é cultivada (Tao et al.
2009). Em estudo de Neng-guo Tao, analise de cromatografia gasosa/espectrometria de massa
mostrou a presenca dos compostos limoneno (77,49%), seguido por mirceno (6,27%), a-
farneseno (3,64%), c-terpineno (3,34%), apineno (1,49%), sabineno (1,29%) e outros
componentes menores. Esses compostos em sua maioria tém caracteristica de ser altamente
volateis, motivo pelo qual o cheiro citrico da laranja se espalha com facilidade (Tao et al.
2009). Caracteristica essa que dificultaria o uso do 6leo essencial em lavouras, uma vez que,
na forma livre ele € degradado rapidamente. Além disso, muitas especies de daninhas
apresentam dorméncia em suas sementes, germinando ao longo do tempo, requerendo um
herbicida com principio ativo de maior duracdo no ambiente (Marchi; Marchi; Guimar&es,
2008).

Considerando a alta volatilidade dos o0leos essenciais, e buscando aumentar a
eficiéncia de seu uso na agricultura, uma estratégia é o encapsulamento do 6leo em polimeros
biodegradaveis que pode levar a um maior controle da sua liberacdo no ambiente (Froiio et

al., 2019; Mendes et al., 2019). A eficiéncia desta técnica foi descrita para o 6leo essencial de
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capim-liméo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) emulsionado e adicionado em filme a base
de amido de mandioca plastificado com glicerol que apresentou excelente resultado no
material formado, sem afetar as propriedades do 6leo (Mendes et al., 2019). Outro estudo com
resultados semelhantes mostrou a eficacia antifungica de 6leos essenciais de tomilho (Thymus
vulgaris L.) e orégano (Origanum compactum Benth.) encapsulados em filmes a base de
quitosana, além disso o encapsulamento proporcionou uma liberagdo lenta dos componentes
dos o6leos, durante todo o periodo de armazenamento (Hossain et al., 2019).

No caso do OEC, ainda pouco se sabe sobre a associacdo de encapsulamento por
polimero e o controle de plantas daninhas. Cita-se, estudo realizado com técnica de micro
encapsulamento de OEC utilizando, ndo polimeros, mas particulas de silica (SiO2) para
analise de efeito inseticida que mostrou ser altamente eficaz contra lagarta do algoddo
(Spodoptera littoralis) e progénie do pulgdo do algoddo (Aphis gossypii) e ndo afetou a acéo
do 6leo pelo encapsulamento (Sciortino et al., 2021). Outro estudo, testou técnica de
encapsulamento e emulsdo do OEC com quitosana eficientemente, mantendo as
caracteristicas esperadas, apontando ainda uma liberacéo continua do 6leo (Velmurugan et al.,
2017). Estes estudos indicam que o OEC pode manter suas propriedades ativas mesmo
encapsulado. Para mais, 0 uso de polimeros de degradacdo mais rapida é o mais indicado para
0 encapsulamento, uma vez que estudos ja apontam que o descarte incorreto de filmes de
plasticos convencionais € uma das principais causas de polui¢do por microplasticos (plasticos
fracionados, ndo biodegradaveis) no contexto agricola (Huang et al., 2020).

O material polimérico do tipo poliacido latico (PLA) apresenta boa biodegradabilidade
na presenca de microrganismos, oxigénio, umidade, temperaturas entre 20 a 60°C e pH entre
5-8, em condic¢Bes como de uma composteira (Serna et al. 2003). O PLA é um polimero que
poder advir de base bioldgica produzido a partir do acido latico, através da fermentacdo de
acucares, podendo vir de residuos de cana-de-acUcar e mandioca, por exemplo. Além de
promover lenta liberacdo de compostos encapsulados, ele também ¢é versatil, sendo capaz de
substituir o polipropileno, o poliestireno e o politereftalato de etileno e derivados de petréleo
na fabricacdo de diversos produtos, como forma de diminuir a producdo de residuos e
poluicdo. Considerando ainda o uso de 0Oleos essenciais, hd compatibilidade 6leo-polimero,
ndo sendo necessario o uso de tensoativos lipofilicos para formulagédo do filme, facilitando o
processo (Serna et al. 2003 e Mendonza; Riera, 2022).

Como tecnologia de aplicacdo o encapsulamento em polimero pode ser vantajoso, j&
gue apresenta baixo custo por se tratar de um composto organico, tem a capacidade de

armazenar alta carga de compostos ativos, ser uma membrana versatil e estavel, haver
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confiabilidade do processo, além de ser uma técnica relativamente simples (Razola-Diaz et
al., 2021). Ademais, os polimeros em filme ja sdo amplamente utilizados no contexto
agricola, sendo possivel indicar a substituicdo do material em um uso ja pré-existente e
conhecido, o que facilita a aceitacdo do produtor rural. A exemplo, os filmes do tipo
cobertura-morta, geralmente produzidos com polimeros convencionais derivados de petrdleo,
sdo muito utilizados em plantagdo de horticolas e outras visando controlar temperatura,
umidade do solo e emergéncia de daninhas (Anderson et al., 2008). A substituicdo desse, por
um filme de PLA, biodegradavel, com OEC encapsulado aumentaria a eficiéncia do manejo
de daninhas e ndo produziria residuos toxicos, agregando mais valor ao produto. Uma vez que
seria benéfico economicamente e diminuiria o trabalho com a remogdo mecanica, gestdo de
residuos sélidos do empreendimento, além de poder ser fonte de carbono para o solo apds a
degradacéo (Santos, 2020).

Sequencialmente, para avaliar e quantificar a fitotoxicidade dos dleos essenciais livres
e encapsulados é necesséria a utilizacdo de espécies de plantas sensiveis aos aleloquimicos.
Desta forma os 6leos essenciais sdo utilizados em bioensaios, onde uma variedade de espécies
deve ser empregada, inclusive espécies importantes para a agricultura (Brasil, 2009). Essas
sdo escolhidas levando em consideracdo as diretrizes para teste de produtos quimicos -
Terrestrial Plant Test: Seedling Emergence and Seedling Growth Test - da Organizagéo para a
Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico (OECD/OCDE, 2022). E importante ressaltar que
os aleloquimicos podem ser especificos para cada espécie e ainda podem ser atribuidos a
existéncia de receptores exclusivos nas diferentes espécies (Hosni et al., 2013).

Para iniciar os bioensaios utiliza-se de uma planta modelo indicada para verificar a
eficiéncia dos tratamentos e os efeitos gerados. A alface (Lactuca sativa L.) € frequentemente
usada como planta modelo em muitos estudos cientificos com plantas daninhas e de
alelopatia. Isso se deve ao fato de ser uma cultura que atende aos requisitos de alto grau de
sensibilidade de suas sementes as condi¢cdes externas, e germinacao rapida e uniforme o que
auxilia e facilita a andlise cientifica, permitindo expressar resultados relevantes mesmo em
baixas concentracOes. Adicionalmente, apesar da planta modelo ser uma cultivada de
interesse, ja é sabido que esta apresenta grande sensibilidade as condi¢des externas, por isso
quando h& reducdo de germinacdo e crescimento, isso € um ponto positivo na analise de um
novo produto quimico (Tur et al., 2012).

Dentre essas plantas alvo que séo foco de estudo para os bio-herbicidas — daninhas -
abundantes em todo Brasil e geram prejuizos econdmicos quando em meio a cultivadas,

temos:
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Cenchrus echinatus L.: Conhecida popularmente como capim carrapicho é uma planta
anual, herbacea da familia Poaceae. Possui folhas laminares planas com bainha e
forma espiga com espigueta e frutos secos espinhentos, possuindo reproducdo via
sementes (Lorenzi, 2014).
Bidens pilosa L.: Conhecida popularmente com picdo preto, € uma herbécea ereta e
perene da familia Asteraceae. Possui folhas verdes, inteiras ou lobadas, flores brancas
ou amarelas e fruto do tipo aquénio, sendo pretos, longos, estreitos e com projecoes
finais (Lorenzi, 2000).
Como plantas ndo alvo, espécies cultivadas de interesse comercial, presentes na lista
da OECD, cita-se uma eudicotileddnea e uma monocotiledénea, respectivamente:
Cucumis sativus L. O pepino é uma hortalica muito cultivada da familia
Curcubitaceae, com fruto de interesse para o consumo. E uma planta herbéacea de ciclo
curto, tem folhas recortadas e é monoica, tendo flores femininas e masculinas
(Goto,2003).
Triticum aestivum L: O trigo é uma planta pertencente a familia Poaceae, sendo
amplamente cultivada, j que seu grdo é um alimento basico em todo o mundo. Essa
planta possui espigas de espiguetas séssil, produz um fruto seco do tipo cariopse e tem
reproducado por sementes (Gregorio, 2023).
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3 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no campus sede da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
nos departamentos de Biologia e de Engenharias da universidade, localizada no municipio de

Lavras, estado de Minas Gerais.

3.1  Material vegetal - Espécies alvo e ndo alvo

Foram utilizados no experimento a planta modelo Lactuca sativa, as espécies daninhas
(alvo) Cenchrus echinatus e Bidens pilosa e cultivadas (ndo alvo) Cucumis sativus e Triticum
aestivum. As sementes das espécies L. sativa e C. sativus foram adquiridas comercialmente
em casa agropecuaria do municipio de Lavras-MG. T. aestivum foi fornecida pelo
Departamento de Agronomia da UFLA. As sementes das espécies alvo C. echinatus
(carrapicho) e B. pilosa (picdo preto) foram coletadas em &reas urbanas e rurais de Lavras,
MG. Os Lotes de sementes utilizadas ndo foram os mesmos para os diferentes experimentos.

A espécie C. echinatus precisou passar por processo de beneficiamento dos frutos
secos para obtencdo das sementes. O fruto seco € rigido e espinhento, e é formado por duas ou
trés camaras ocas onde ficam as sementes, por isso o beneficiamento foi realizado com auxilio
de bisturi e pinga. Primeiro os espinhos sdo cortados e apds é cortado cuidadosamente entre as
camaras para liberar as sementes sem gerar prejuizos. As sementes que foram danificadas

nesse processo foram descartadas.

3.2 Oleo essencial de laranja livre

O OEC, extraido das cascas do fruto foi fornecido por uma industria de suco da regido
de Lavras, MG. O 6leo essencial bruto foi considerado 100% e diluido em solugdo aquosa
com Tween 80 (0,5%), emulsificante, até a obtencdo das concentracdes desejadas. Para a
analise do 6leo livre na planta modelo os tratamentos usados foram 0; Tween; 0,25; 0,50;
0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5 e 6%, totalizando 12 tratamentos. Adicionamos as concentragdes 1,5 e
6% apds analisar os resultados iniciais, essas foram entdo testados separadamente as outras
concentracdes. A partir desse primeiro teste, foram selecionadas as concentragdes 0,25; 0,75;
1,5; 3 e 6%, utilizadas nos testes com Gleo essencial livre seguintes com as espécies alvo e
ndo alvo. Foram utilizadas ainda 2 controles, 4gua deionizada e solucdo aquosa de Tween 80

(0,5%) em todos os testes mencionados.
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3.3 Oleo essencial de laranja livre e encapsulado

Para o teste com o Gleo livre e encapsulado, as concentracGes usadas em ambas as
formas de aplicacdo foram as mesmas (0,75; 6 e 10%). No caso do 6leo livre, a dilui¢do foi
feita como especificado no item 3.2 e foi utilizado também o controle de 4gua deionizada. No
caso do 6leo encapsulado, ndo é necessario a diluicdo previa do 0leo, é feita a adicdo das
diferentes concentracdes diretamente na solucdo de polimero para encapsulacdo. E para o

tratamento controle é utilizado apenas o filme de polimero (0% de 6leo).

3.4  Producao do filme de PLA com o éleo de laranja encapsulado

Para producéo dos filmes de material polimérico, foi realizada a diluicdo de 5% de
PLA em 30 mL de cloroférmio (m/v), mantido em agitador por 5 horas. A partir dessa
solucdo, por¢des que resultassem em 1,5 g de massa de filme, foram despejadas em diferentes
placas de Petri de vidro lenta e uniformemente, e foi deixado em temperatura ambiente até a
total secagem do material. Para adicionar o OEC, apés a diluicdo do PLA (de 5 horas), as
diferentes concentracfes foram adicionadas e a solugdo foi mantida em um agitador por mais
2 horas para tornar-se homogénea, e depois foi colocada em placas de Petri conforme descrito

acima.

3.5  Experimentos:

O primeiro experimento avaliou as concentracbes do OEC na germinacdo e
crescimento de plantulas nas espécies modelo, alvo e ndo alvo. No segundo experimento, foi
avaliado o potencial fitotoxico do OEC encapsulado frente ao OEC livre nas espécies alvo e

nédo alvo contrastantes.
3.5.1 Teste de germinacédo com o6leo essencial livre — Experimento 1
As sementes de todas as espécies foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de

sodio (NaClO) a 2,5% e detergente durante 15 minutos, e depois enxaguadas trés vezes em

agua deionizada. As sementes foram dispostas em placas de Petri contendo dois discos de
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papel filtro umedecidos com 4 mL de agua deionizada ou Tween 80 ou da concentracdo do
OEC. Todo o experimento foi conduzido em camara de germinagdo com temperatura e
fotoperiodo 6timos para germinacdo das espécies. Para L. sativa, C. sativus e B. pilosa foi
utilizado temperatura de 25 °C, para T. aestivum 20 °C e para C. echinatus 30 °C e fotoperiodo
de 12 horas de luz (40 pmol fotons m2 s) para todas as espécies. A germinacdo das
diferentes espécies foi contabilizada diariamente (a cada 24 horas), até que a germinacdo de
cada espécie fosse concluida e estabilizada (ou seja, 48 horas sem aumento na porcentagem de
germinacdo do controle). Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram
protrusdo da radicula (+ 2 mm). A porcentagem de germinacdo (PG) (Equacgdo 1) e o indice
de velocidade de germinagdo (IVG) (Equacgdo 2) foram calculados segundo os métodos de
Ranal et al., 2009 e Maguire, 1962, respectivamente. No ultimo dia de contagem, os tamanhos
da parte aérea e das raizes de cinco plantulas de cada parcela experimental foram medidos

(cm) com régua graduada e usados para célculo de valor médio de cada parcela.

Equacdo 1: Porcentagem de germinacéo

%G N2 de sementes germinadas no Ultimo dia de contagem 100
0 = *
N¢ de sementes total

Equacéo 2: Indice de velocidade de germinac&o

N2 de sementes germinadas no dia x

Ve =2 dia x

3.5.1.1 Analise estatistica

Foram realizados experimentos independentes para cada espécie-alvo e ndo alvo. Os
experimentos foram conduzidos com sete tratamentos em delineamento inteiramente
casualizado, cinco concentragdes do OEC e duas testemunhas. Cada tratamento teve cinco
repeticOes, totalizando assim 35 parcelas experimentais de 25 sementes cada, por especie. Os
dados foram submetidos, utilizando o software R, a teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
analise de variancia com teste Tukey e, quando significativos pelo teste F a 5% de

probabilidade, foram submetidos a andlise de regressdo. Para essa analise, 0 modelo usado foi
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0 quadratico e as informacbes sobre de R2, p.valor e equagdes para todas as andlises de

regressao feitas estdo em anexo.

3.5.2 Teste de germinacdo com 0leo essencial livre e encapsulado — Experimento 2

Foram realizados teste de germinacdo com OEC livre e encapsulado em polimero
biodegradavel do tipo PLA nas concentragdes 0; 0,75; 6 e 10%. Dentre as espécies alvo e nao-
alvo, foram selecionadas as espécies que se mostraram menos sensiveis ao 6leo livre, de
forma a determinar se o 6leo encapsulado manteria ou aumentaria o efeito fitotoxico do éleo.
As espécies utilizadas foram Bidens pilosa e Cucumis sativus, previamente desinfestadas
conforme especificado para o experimento 1.

Para o oleo livre, a montagem do teste de germinacdo seguiu conforme mencionado.
Para o Gleo encapsulado, foram verificadas a atuagdo do polimero com 6leo encapsulado nas
concentragdes mencionadas. Na montagem, o disco de filme de PLA puro ou com
concentracdes de 6leo encapsulado foi colocado entre dois discos de papel filtro umedecidos
com 4 mL de &gua deionizada na placa de Petri, onde as sementes foram semeadas. Todo o
experimento foi mantido em camara de germinacdo com temperatura e fotoperiodo ideal para
germinacao das espécies. Para C. sativus e B. pilosa foi utilizado a temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas. O teste foi acompanhado e a germinacdo foi contabilizada
diariamente, até que a germinacdo de cada espécie alvo fosse concluida. A porcentagem de
germinacdo (PG), indice de velocidade de germinacgdo (IVG), comprimento de caule e de raiz
foram determinados conforme especificado para o experimento 1. Todas essas varidveis

foram analisadas para 6leo livre e encapsulado de forma comparativa.

3.5.2.1 Analise Estatistica

Foram realizados experimentos independentes para a espécie-alvo, picdo preto -
Bidens pilosa, e ndo alvo, pepino - Cucumis sativus. O teste contou com 8 tratamentos em
esquema fatorial, sendo duas formas de aplicacdo do OEC (0leo livre e 6leo encapsulado em
PLA), trés concentracfes do 6leo (0,75; 6 e 10%) e testemunha sem 6leo adicionado (0%).
Todos com 5 repeticGes cada, totalizando 40 parcelas experimentais com 25 sementes cada,
por espécie. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado.

Os dados foram submetidos, utilizando o software R, a teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
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andlise de variancia e quando significativos pelo teste F a 5% de probabilidade, os dados
qualitativos foram submetidos a teste de médias com teste Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1  Teste de germinacao com oleo essencial livre — Experimento 1

Diante dos tratamentos controle, as plantulas de todas as espécies que receberam a
solucdo de Tween 0,5% tiveram resultado iguais significativamente as com apenas agua, logo,
0 Tween ndo afetou os parametros germinativos avaliados em nenhuma das plantulas testadas
nesse experimento.

O OEC reduziu e atrasou a germinacéo de L. sativa com 0 aumento das concentracdes.
A partir da figura 1 observou-se ainda que concentracdes préximas tinham efeitos
semelhantes conforme o aumento de concentracdo do 6leo. As maiores concentracdes (4, 5 e

6%) geraram reducéo abaixo de 20% de germinacao (Figura 1).

Figura 1 — Germinagdo acumulada de Lactuca sativa sob efeito de diferentes concentragdes de
0leo essencial de Citrus sinensis. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%. Os dados sdo médias + erros padréo (n = 5).

Concentragdes:

—e— 0
—@— Tween
—v— 0,25
—A— 0,50
—m— 0,75

Ty —— |

& —— 1,5

2 —— 2

g —A— 3

£ —v— 4

g —— 5

3 -6

Dias

Por meio da analise de regressdo, observa-se reducdo significativa do percentual de
germinacdo, indice de velocidade de germinagdo e comprimento de raiz e caule. O
crescimento inicial foi reduzido drasticamente conforme o aumento de concentracdo. (Figura
2).
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Figura 2 — a) Porcentual de germinacdo, b) indice de velocidade de germinacio c)
Comprimento de raiz e d) Comprimento de caule de plantulas de Lactuca sativa
submetida a diferentes concentracdes do 6leo essencial de Citrus. sinensis. Os
dados sdo médias + erros padrdo (n = 5).
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N&o foi observada injdria ou necrose nos tecidos das plantulas de L. sativa sob as
diferentes concentracdes do OEC (Figura 3).

Figura 3 - Plantulas de Lactuca sativa sob efeito de diferentes concentra¢des de dleo essencial
de Citrus sinensis.
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J& para espécies de plantas daninhas, o0 OEC na pré emergéncia de C. echinatus
reduziu e atrasou a germinagdo conforme o aumento da concentragdo. A germinacdo foi
inferior a 5% para 3% de 0leo e, para 6% de 6leo ocorreu inibicdo total da germinacdo. No
entanto, ambas concentracbes do OEC foram igualmente significativas na reducdo de

germinacéo (Figura 5).

Figura 4 - Germinacdo acumulada de Cenchrus echinatus sob efeito de diferentes
concentragdes do Oleo essencial de Citrus sinensis. Letras iguais ndo diferem
entre sim pelo teste de Tukey a 5%. Os dados sdo médias * erros padrdo (n = 5).
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Pela analise de regressao, houve diminuicdo significativa para todas as variaveis PG,

IVG, comprimento de raiz e caule (Figura 6 e Anexo).



28

Figura 5 - Porcentual de germinagdo (a), Indice de velocidade de germinacdo (b)
Comprimento da raiz (c) e do caule de plantulas de Cenchrus echinatus

submetida a diferentes concentracfes de dleo essencial de Citrus sinensis. Os
dados sdo médias + erros padrdo (n = 5).
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Né&o foi observada injuria ou necrose em C. echinatus sob as diferentes concentracdes
do OEC apesar da evidente reducdo no crescimento inicial (Figura 7).
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Figura 6 - Plantulas de Cenchrus echinatus sobre efeito de diferentes concentracdes de 6leo

essencial de Citrus sinensis.

O OEC na pré emergéncia de B. pilosa reduziu a germinacdo conforme o aumento da
concentracdo, porém a reducdo foi contida até a concentracdo de 3%, podendo indicar uma
menor sensibilidade dessa erva daninha. A germinacdo final dos tratamentos controle, além
das concentracfes 0,25; 0,75 e 1,5% foram iguais significativamente, mantendo a média de
84,4%. Para a concentracdo de 3% de 6leo a germinacéo foi de 62% e para a de 6% foi menor
que 5% (Figura 8).
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Figura 7 - Germinacdo acumulada de Bidens pilosa, sob diferentes concentracdes de 6leo
essencial de Citrus sinensis. Letras iguais ndo diferem entre sim pelo teste de
Tukey a 5% (Barra de erro; n=5)
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De acordo com a analise de regressdo, houve reducdo significativa para as variaveis

analisadas (Figura 9 e Anexo).
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Figura 8 - Porcentual de germinacdo (a), indice de velocidade de germinacéo (b)
Comprimento da raiz (c) e do caule (d) de plantulas de Bidens pilosa submetida a
diferentes concentragdes de 6leo essencial de Citrus sinensis. Os dados sdo medias
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Para mais, ndo foi observada injaria ou necrose em B. pilosa sob as diferentes

concentracdes de OEC (Figura 10).
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Figura 9 - Plantulas de Bidens pilosa sob efeito de diferentes concentracBes de 6leo essencial
de Citrus sinensis.
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Diante das espécies de plantas cultivadas, o OEC na pré emergéncia de C. sativus ndo
gerou diferenca significativa para a germinacdo em nenhuma das concentragdes utilizadas, ou
seja, a dose de Oleo ndo interferiu na germinacdo dessas sementes como mostra o gréfico
(Figura 11).

Figura 10 - Germinacdo acumulada de Cucumis sativus, sob diferentes concentracfes de 0leo
essencial de Citrus sinensis. Os dados sdo médias + erros padrdo (n = 5). ns= ndo
significativo)
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Os resultados demonstram que as varidveis PG e IVG ndo foram afetados pelos

tratamentos. Para as variaveis de comprimento de raiz e caule foi observado pela anélise de

regressao, reducéo significativa, sendo mais evidente para raiz. (Figura 12 e Anexo).

Figura 11 - Porcentual de germinacdo (a), Indice de velocidade de germinagdo (b),
Comprimento da raiz (c) e do caule (d) de pléntulas de Cucumis sativus
submetida a diferentes concentra¢fes do dleo essencial de Citrus sinensis. Os
dados sédo médias + erros padrao (n = 5).
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C. sativus ndo foi acometida por injaria ou necrose. Aponta-se que as plantulas

submetidas a concentracdes maiores que 1,5% de 6leo apresentaram entumecimento na regido

do colo, indicando um crescimento celular lateralizado (Figura 13).
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Figura 12 - Plantulas de Cucumis sativus sobre efeito de diferentes concentracdes de 6leo
essencial de Citrus sinensis.
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O OEC reduziu e atrasou a germinagdo de T. aestivum com o0 aumento das
concentracdes. A germinacao final reduziu para 48,8 e 27,2% nas concentracdes de 3 e 6% de

oleo (Figura 14).
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Figura 13 - Germinagdo acumulada de Triticum aestivum, sob diferentes concentracdes de

oleo essencial de Citrus sinensis. Letras iguais ndo diferem entre sim pelo teste
de Tukey a 5%. Os dados sdo médias * erros padrao (n = 5).
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Os resultados por analise de regressdo mostram uma reducdo gradativa para 0S
parametros avaliados (Anexo). A linha de tendéncia para os comprimentos de raiz e caule
chegou a valores negativos, indicando o comprometimento do crescimento inicial quando

submetido a maiores concentragdes de 6leo (Figura 15).
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Figura 14 - Porcentual de germinacdo (a), Indice de velocidade de germinagdo (b),
Comprimento da raiz (c) e do caule (d) de plantulas de Triticum aestivum
submetida a diferentes concentra¢fes do 6leo essencial de Citrus sinensis. Os
dados sdo médias + erros padrao (n = 5).
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N&o foi observada injaria ou necrose em T. aestivum, mas o crescimento inicial foi
comprometido. (Figura 16).
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Figura 15 - Plantulas de Triticum aestivum sobre efeito de diferentes concentragdes de 6leo
essencial de Citrus sinensis.

ween Q.25 0, 1= 1%

4.2  Teste de germinacgdo com 0leo essencial livre e encapsulado — Experimento 2

O OEC na pré emergéncia de B. pilosa reduziu a germinacdo conforme o aumento da
concentracdo para as duas formas de aplicacdo. Os tratamentos controle, 6leo livre (0%) e
encapsulado (PLA 0%), ndo apresentaram diferenca significativa entre eles. O 6leo livre
causou inibicdo de germinagdo nas concentracbes de 6 e 10%. Ja o 6leo encapsulado
ocasionou diminuigdo da germinacdo em todas as concentracdes, tendo a menor germinagao
final sob 10% de 6leo (Figura 17).
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Figura 16 - Germinacdo acumulada de Bidens pilosa, sob diferentes concentragfes e formas
de aplicagdo do oOleo essencial de Citrus sinensis. (Barra de erro; n=5)
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O 6leo encapsulado, na concentracao de 0,75%, causou menor germinacgéo (56%) que
0 Oleo livre (78,4%) e nas concentracdes de 6 e 10% o 6leo livre inibiu a germinacgdo (0%) e 0
6leo encapsulado reduziu a PG (55,2 e 36,8% de germinacdo, respectivamente). Seguindo
padrdo semelhante na comparacdo entre formas de aplicacdo, o IVG foi mais reduzido em
0,75% de oleo pelo encapsulado e em 6 e 10% foi mais reduzido pelo 6leo livre (Figura 18).
O comprimento de raiz foi reduzido nas concentracdes de 6 e 10% para 0 encapsulado
enguanto que o oOleo livre inibiu totalmente esse parametro. O comprimento do caule nédo foi
afetado significativamente pelo 6leo encapsulado; ja pelo 6leo livre houve redugdo do

crescimento nas concentragdes de 6 e 10% ndo diferindo entre si (Figura 18).
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Figura 17 - Porcentual de germinacdo (a), Indice de velocidade de germinagdo (b),
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Legenda: As letras mindsculas comparam as concentrag@es (0; 0,75; 6 e 10%) dentro de cada tipo de
aplicacdo, as letras mailsculas comparam as formas de aplicacdo (Livre e PLA) em cada
concentragao.

A aplicacdo do OEC encapsulado ndo afetou a germinacdo em nenhuma concentragdo

diante da espécie C. sativus, durante o periodo observado. Para a aplicacdo do oleo livre,

porém, ocorreu reducdo da germinacao principalmente nas concentracdes de 6 e 10% (Figura

19).
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Figura 18 - Germinacdo acumulada de Cucumis sativus, sob diferentes concentrages e
formas de aplicacdo do 6leo essencial de Citrus sinensis. (Barra de erro; n=5)
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Para o OEC encapsulado também ndo houve diferencas significativas para as variaveis
PG, IVG comprimento de raiz e caule. Diante do dleo livre, a geminacgdo reduziu para 30%
nos tratamentos 6 e 10% de 6leo, e o crescimento inicial diminuiu significativamente, tendo
maior reducdo na raiz (de 8,5 cm no controle para menos de 0,5 cm nas duas maiores

concentragdes) que no caule (de 2,9 cm no controle para menos de 1 cm) (Figura 20).
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Figura 19 - Porcentual de germinacdo (a), Indice de velocidade de germinacdo (b),
Comprimento da raiz (c) e do caule (d) de pléntulas de Cucumis sativus
submetida a diferentes concentracdes e formas de aplicacdo do 6leo essencial

de Citrus sinensis. Os dados s@o medias + erros padréo (n = 5).
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Legenda: As letras minusculas comparam as diferentes concentragdes (0; 0,75; 6 e 10%) dentro de

cada tipo de aplicacdo, as letras maitsculas comparam as diferentes formas de aplicacéo (Livre e PLA)
em cada concentragao.

As caracteristicas morfoldgicas observadas entre as diferentes aplicacdes apresentaram
discrepancias. Para OEC encapsulado, as plantulas mantiveram o padrdo estrutural
semelhante ao controle e ao que foi observado no experimento 1, com uma Unica raiz
principal alongada. Para OEC livre, as plantulas do controle e 0,75% apresentaram formacéo
incomum de Vvarias raizes secundarias bem alongadas, podendo ser devido a caracteristicas do
lote de sementes e o crescimento foi interrompido nas concentracdes de 6 e 10% do 6leo. N&o

ocorreu injuria e necrose de tecidos nas plantulas em nenhuma das formas de aplicacéo
(Figura 21).
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Figura 20 - Plantulas de Cucumis sativus sobre efeito de diferentes concentracdes de 6leo
essencial de Citrus sinensis — Forma de aplicacao Livre (a) e Encapsulado (b).
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5 DISCUSSAO

Esse trabalho traz, pela primeira vez, a avaliacdo do efeito fitotoxico do OEC com
diferentes formas de aplicacdo, livre e encapsulado, na pré-emergéncia de espécies daninhas
C. echinatus e B. pilosa, e de cultivadas C. sativus e T. aestivum para avaliar seletividade. O
OEC encapsulado em filme de PLA biodegradavel foi um diferencial, com avaliacdo de sua
eficacia em manter o efeito do 6leo como técnica de aplicacdo inovadora, propondo comecar a
superar os desafios que até entdo impediram o desenvolvimento e uso do 6leo em larga escala.

Os resultados mostraram que o OEC apresenta efeito fitotoxico na germinagdo e
crescimento inicial das plantas daninhas analisadas, sendo provavelmente devido & mistura de
compostos presente em sua composicao, principalmente monoterpenos que podem atuar como
aleloguimicos. Apesar de se ter conhecimento sobre terpenos gerarem estresse oxidativo e
influenciar a geracdo de ERO, o efeito na reducdo dos parametros germinativos induzido por
aleloquimicos é considerado secundario. Desencadeado por diversas interferéncias que podem
ser causadas ao metabolismo vegetal, como inibicdo de atividade e divisdo celular,
modificacdo na permeabilidade da membrana celular, aumento na producdo de ERO e,
consequentemente, do estresse oxidativo (Radhakrishnan; Algarawi; Abd_Allah, 2018;
Verzera et al., 2004).

Foi observado que o efeito fitotoxico do OEC aumenta conforme o aumento da
concentracdo. Para Lactuca sativa (alface), o efeito fitotoxico seguiu esse padrdo de aumento
conforme a concentracdo. Apesar de a planta modelo ser uma cultivada de interesse, ja é
sabido que esta apresenta grande sensibilidade a condigfes externas, por isso a reducéo de
germinacao e crescimento € um ponto positivo na analise de um novo produto quimico, nesse
caso um potencial bio-herbicida. Considerando as plantas daninhas, as duas maiores
concentracdes geraram maior reducdo de germinacgdo e de crescimento inicial. A germinacgédo
de C. echinatus teve reducdo a partir da menor concentracdo de OEC aplicada, e sob as
maiores concentragdes houve inibicdo completa de germinacéo. Porém, a B. pilosa apresentou
maior resisténcia ao efeito do OEC, sua germinacdo ndo foi alterada nas menores
concentragOes aplicadas e ocorreu inibi¢do apenas sob a maior concentracdo, ja sendo sabido
que essa especie tem caracteristicas especificas que lhe conferem vantagem competitiva
diante de varias culturas e resisténcia a alguns herbicidas, sendo fatores que podem ter
contribuido para os resultados encontrados (Santos; Cury, 2011). Apesar dessa resisténcia de
B. pilosa, o crescimento inicial de ambas foi comprometido em todas as concentragcfes de

oleo aplicadas, causando atraso no desenvolvimento e, portanto, diminui¢do da vantagem
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competitiva dessas daninhas. Considerando o manejo de plantas daninhas, tanto a inibicdo da
germinacdo, como o retardamento no crescimento inicial séo fatores positivos. No campo,
esse atraso no crescimento das daninhas possibilita que as espécies cultivadas na primeira
etapa da vida crescam sem competicdo por recursos, possibilitando assim, maior incremento
de matéria seca na fase vegetativa e, dependendo do tempo sem interferéncias, pode ter
relevancia no desempenho na fase reprodutiva (Pitelli, 1987; Agostinetto, 2008), conferindo
as cultivadas, vantagem na relacao interespecifica.

As espécies ndo alvo se mostraram menos sensiveis que as daninhas, ndo apresentando
inibicdo de germinacdo. A espécie T. aestivum apresentou reducdo de germinacdo e
crescimento pouco acentuados, contendo a germinagdo acima da média, exceto pelas duas
maiores concentracGes aplicadas, isso pode indicar certa seletividade do OEC, como ja foi
apontado para algumas espécies de daninhas por El Sawi et al. (2019). C. sativus, se mostrou
a espécie menos sensivel ao efeito do dleo, isto €, mesmo sob altas concentra¢fes ndo teve
reducdo da germinacdo, apenas atraso no crescimento. Os resultados ndo significativos para
germinacdo diante do OEC podem indicar que essa espécie tenha algum mecanismo de
protecdo antioxidante que foi capaz de retardar ou reverter os danos gerados, porém como a
acdo do OEC no metabolismo ainda ndo esta esclarecida, ndo € possivel afirmar (Herrera,
1996). Ainda assim, essa resposta pode ser um ponto benéfico a ser explorado. A aplicacdo de
um possivel bio-herbicida a base do OEC seria eficiente contra daninhas e sem causar
diminuicdo de germinacdo na plantacdo de interesse, podendo ser utilizado proximo a essa
cultura e outras horticolas da mesma familia ou que tivessem resisténcia semelhante, sendo
necessario mais estudos. De forma negativa, porém, a redugdo no crescimento inicial,
principalmente o radicular, poderia impactar no desenvolvimento de C. sativus se essa
passasse por algum estresse externo adicional, precisando de maior ateng¢do no cultivo caso o
uso do OEC livre fosse indicado para um manejo integrado de daninhas.

Cita-se ainda que a espécie C. sativus apresentou modificacdo morfoldgica inesperada
na regido do colo das plantulas quando submetidas as concentracdes elevadas, sendo
observado crescimento lateralizado e entumecimento da regido. Esse efeito se assemelha ao
provocado pelo fito horménio etileno que é capaz de promover expansao lateral e causar
engrossamento no hipocétilo ou epicotilo (Pierik et al., 2006). A biossintese desse hormonio
pode ser induzida em condigdes de alguns tipos de estresses fisiologicos, incluindo estresse
por quimicos (Vieira et al., 2010), porém ndo é possivel afirmar que haja relacdo do efeito
causado pelo OEC com o horménio. Esse entumecimento também pode ter sido gerado em

reacdo a alta concentracdo do 6leo como um tipo de malformacdo. Considerando ainda o
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aspecto morfoldgico, ndo foi observado nesse trabalho aparecimento de necrose ou injuria de
tecidos nas plantulas testadas sob qualquer concentracdo de 6leo, sendo diferente do que foi
demonstrado para as espécies de Euphorbia heterophylla (amendoim-bravo) e Ipomoea
grandifolia (corda de viola) que tiveram malformac6es sendo submetidas ao vapor de OEC
(Ribeiro; Lima, 2012).

Demonstrou-se a atuacdo do OEC com padrdo semelhante para C. echinatus, B. pilosa
e também para T. aestivum, apesar de menos pronunciado. Em C. sativus, foi observado o
efeito fitotoxico no crescimento, mas ndo na germinacgdo. N&o foi possivel determinar relacdo
de resposta entre espécies de monocotiledéneas e dicotileddneas ou daquelas da mesma
familia boténica sendo sugerido, futuramente, a ampliacdo desses testes utilizando mais
espécies para maior compreensdo da seletividade do dleo.

De forma complementar e independente, o experimento 2 analisou os efeitos do OEC
encapsulado em filme de PLA, visando menor volatilizagdo e maior eficiéncia do 6leo. A
partir desse, foi observado que a liberacdo controlada parece ter ocorrido fazendo os
processos germinativos de B. pilosa diminuirem gradualmente, tendo menor germinacgdo e
crescimento diante da maior concentracdo. Essa liberacdo continua do 6leo promove o efeito
fitotoxico desejado e faz com que o efeito possa ser mantido por um maior tempo, enquanto
houver compostos ativos (Mendes et al., 2015), sendo um fator de interesse no contexto
proposto, ja& que muitas daninhas apresentam mecanismo de germinacdo descontinua. O
encapsulamento e micro encapsulamento do OEC com uso de outros materiais auxiliares ja
foi testado de forma eficiente, e assim como no presente trabalho, propde-se que 0 OEC néo
teve suas propriedades ativas alteradas, confirmando a viabilidade da técnica (Sciortino et al.,
2021; Froiio et al., 2019; Velmurugan et al., 2017). Como fator atrativo da técnica cita-se
ainda que a espécie de interesse C. sativus ndo apresentou reducdo de germinacdo e também
ndo teve reducdo do crescimento inicial, podendo ser devido a liberacdo de doses menores do
composto ativo, de forma que a planta sofresse menos prejuizos. Considerando o uso da
técnica como um potencial bio-herbicida, o crescimento inicial da cultura de interesse néo ser
afetado é um ponto de grande importancia, garantindo o sucesso do estabelecimento no meio.

Na analise comparativa entre as formas de aplicacdo, para B. pilosa, o 0Oleo livre foi
capaz de inibir a germinacdo, enquanto o 6leo encapsulado apenas reduziu a porcentagem e
velocidade da germinagdo. Assim, ao contrario da segunda hipoOtese proposta, 0 OEC
encapsulado em PLA ndo se mostrou ser mais eficiente que o OEC livre em laboratério e pelo
periodo analisado. Isso se deve provavelmente ao OEC livre ter maior quantidade do

composto disponivel e ter sido mantido em condig¢fes fechadas durante todo o experimento,
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exceto nos momentos de analise, e assim 0s compostos volatilizados se mantiveram em
contato com as sementes, potencializando o efeito fitotoxico. Apenas o vapor advindo de
monoterpenos, ja testado para OEC, causam prejuizos a germinacao e ao crescimento vegetal,
além de gerar mudancas fisioldgicas em plantulas (Poser et al. 1996; Ribeiro; Lima, 2012).
Ademais, mesmo que o Oleo encapsulado ndo tenha superado o 6leo livre em condicGes
fechadas, ele é eficiente ao gerar efeito fitotdxico com reducdo de germinacdo e de
crescimento da daninha, observado para B. pilosa, de forma que pode permitir o
desenvolvimento de culturas, como ocorre para C. sativus ndo afetando parametros de
germinagdo e crescimento. Nesse processo entdo, o 6leo encapsulado seria benéfico no
manejo de daninhas reduzindo a competicdo e dando maior vantagem para a cultivada, como
ja discutido anteriormente.

Sugere-se fortemente que novos experimentos sejam feitos, com base nos resultados
aqui apresentados, em casas de vegetacdo (ambiente aberto) por um maior periodo de tempo e
que a forma de aplicacdo seja comparada com materiais convencionais, para que assim o
resultado seja congruente com a realidade no campo, visando demonstrar que o desempenho

dos biodegradaveis pode ser tdo eficiente quanto.
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6 CONCLUSAO

O estudo com o 0leo essencial de Citrus sinensis, tanto livre quanto encapsulado em
PLA, possui efeito fitotoxico que pode ser utilizado no controle de plantas daninhas,
confirmando a primeira hipdtese levantada. A segunda hipotese, porém, nao foi aceita, ja que
OEC encapsulado ndo aumentou a eficiéncia e fitotoxicidade do 6leo em laboratério. Diante
dos resultados ainda, propBe-se que as maiores concentracdes seriam as mais indicadas para
estudos futuros, para o OEC livre 3 e 6% e para o encapsulado 6 e 10%.

Ainda ha& limitagdes e lacunas de conhecimento para serem ultrapassadas
principalmente relacionada ao modo de agdo do 6leo e de seus compostos bioativos. Assim, é
esperado que nossos resultados possam estimular pesquisas adicionais, auxiliando no
desenvolvimento de produtos mais sustentaveis e tecnoldgicos. O incentivo a pesquisa e uso
desses materiais € de extrema importancia, podendo se adequar a pequenos produtores, na
substituicdo dos herbicidas sintéticos e em sistemas agroflorestais, e assim contribuir para

uma maior seguranca alimentar e beneficiar a questdo ecoldgica e ambiental.



48

REFERENCIAS

AGOSTINETTO, D. et al. Periodo Critico De Competi¢do De Plantas Daninhas Com A
Cultura Do Trigo. Planta Daninha, v. 26, n. 2, p. 271-278, Vigosa-MG, 2008.

ANDERSON, D. F. et al. Evaluation of a Paper Mulch Made from Recycled Materials as
an Alternative to Plastic Film Mulch for Vegetables. Journal of Sustainable Agriculture,
7:1, 39-61, 2008.

ASBAHANI, A. E. et al. Essential oils: From extraction to encapsulation. International
Journal of Pharmaceutics, v.483, n.1, p.220-243, 2015.

BASER, K. H. C.; BUCHBAUER, G. Essential Oils of Science, Technology, and
Applications. 2 ed. CRS Press, 2016.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para andlise de
sementes. Brasilia, 20009.

BUCHANAN, B. B.; GRUISSEM, W.; JONES, R. L. Biochemistry and Molecular Biology
of Plants. Molecular biology plants. 2ed. 1264p. Hoboken: John Wiley e Sons, 2015.

CORDEAU et al. Bioherbicides: Dead in the water? A review of the existing products for
integrated weed management. Crop Protection 87, p. 44 — 49, 2016.

DHIFI, W. et al. Essential Oils’ Chemical characterization and investigation of some
biological activities: A critical review. Medicines, v.3, n.25, p.1-16, 2016.

EL SAWI, S. A. et al. Allelopathic potential of essential oils isolated from peels of three
citrus species. Annals of Agricultural Sciences 64 89-94, 20109.

EL-MAAROUF-BOUTEAU, H. et al. Role of protein and mRNA oxidation in seed
dormancy and germination. Frontiers in Plant Science, v. 4, p.1-5, 2013.

FAVELA-HERNANDEZ, J. M. J et al. Review Chemistry and Pharmacology of Citrus
sinensis. Molecules (MDPI), 21, 247, 2016.

FREITAS, F.C.L. et al. Manejo de plantas daninhas na cultura do feijao-caupi. In: Il
Congresso Nacional de Feijao-caupi. Belém, 2009.

FROIIO, F. et al. Edible Polymers for Essential Oils Encapsulation: Application in Food
Preservation. Industrial & Engineering Chemistry Research, ACS Publications, 2019.

GOTO, R. Programa Brasileiro para a Modernizacdo da Horticultura Normas de
Classificacdo do Pepino. Centro de Qualidade em Horticultura — CQH/CEAGESP. S&o
Paulo, 2003.

GREGORIO, D. F. S. Controlo de infestantes em pré e pds-emergéncia na cultura do
trigo mole (Triticum aestivum L.). Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Agrondmica) -
Universidade de Evora - Escola de Ciéncias e Tecnologia, 2023.



49

HERRERA, R. S. Alelopatia. Ciéncia & Educacéo, Bauru, v. 02, p. 84-90, 1996.

HOSNI, K. et al. Secondary metabolites from Chrysanthemum coronarium (Garland)
flowerheads: Chemical composition and biological activities. Industrial Crops and
Products, v.44, p. 26ky3-271, 2013.

HOSSAIN, F. et al. Antifungal activities of combined treatments of irradiation and
essential oils (EOs) encapsulated chitosan nanocomposite films in in vitro and in situ
conditions. International Journal of Food Microbiology 295, 33-40, 2019.

HUANG, Y. et al. Agricultural plastic mulching as a source of microplastics in the
terrestrial environment. Environ Pollut, 260, 114096, 2020.

JABRAN, K. et al. Allelopathy for weed control in agricultural systems. Crop Protection,
72 (2015) 57e65, 2015.

LORENZI H. Manual de identificacdo e controle de plantas daninhas: plantio direto e
convencional. 72.ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 383p., 2014.

LORENZI, H. Plantas daninhas do Brasil: terrestres, aquaticas, parasitas, toxicas e
medicinais. 3.ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 608 p., 2000.

MAGUIRE, J.D. Speed of germination aid in selection and evaluation for seedling
emergence and vigor. Crop Science, Madison, v.2, n.2, p.176-177, 1962.

MAMUSA, M. et al. Encapsulation of volatile compounds in liquid media: Fragrances,
flavors, and essential oils in commercial formulations. Advances in Colloid and Interface
Science, VVolume 298, December 2021, 102544, 2021.

MARCHI, G.; MARCHI, E. C. S.; GUIMARAES, T. G. Herbicidas: Mecanismos de a¢o e
uso. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2008.

MENDES, J.F. et al. Biodegradable Polymer Blends Based On Cornstarch And
Thermoplastic Chitosan Processed By Extrusione. Carbohydrate Polymers, 2015.

MENDES, J.F. et al. Correlating emulsion characteristics with the properties of active
starch films loaded with lemongrass essential oil. Food Hydrocolloids, 2019.

MENDONZA, I. R. C.: RIERA, M. A. Acido polil4ctico: una revision de los métodos de
produccién y sus aplicaciones. Polylactic acid: a review of production methods and their
applications. Publicaciones en Ciencias y Tecnologia, v.16., n.1, p. 42-53, 2022.

MONQUERO, P. A. Aspectos da Biologia e Manejo das Plantas Daninhas, Embrapa
Amazonia Oriental (CPATU), p. 129-144, Sao Carlos, 2014.

MURPHY, K. M.; DAWSON, J. C.; JONES, S. S. Relationship among phenotypic growth
traits, yield and weed suppression in spring wheat landraces and modern cultivars. Field
Crops Research 105, 107-115, Washington State University, 2008.



50

OERKE, E.-C. Centenary Review Crop losses to pests. Journal of Agricultural Science
144, 31-43, Cambridge University Press, 2006.

PERGO, E. M.; ISHII-IWAMOTO, E. L. Changes in energy metabolism and antioxidant
defense systems during seed germination of the weed species Ipomoea triloba L. and the
Responses to Allelochemicals. Journal of Chemical Ecology, v.37, n.5, p.500-513, 2011.

PEROTTI, V. E. et al. Herbicide resistant weeds: A call to integrate conventional
agricultural practices, molecular biology knowledge and new technologies. Plant Science
290, Argentina, 2020.

PIERIK, R. et al. The Janus face of ethylene: growth inhibition and stimulation.
TRENDS in Plant Science Vol.11 No.4, abril, 2006.

PITELLI, R. A. Competi¢do E Controle Das Plantas Daninhas Em Areas Agricolas. Série
Técnica IPEF, v.4, n.12, p.1 — 24, Piracicaba, 1987.

POSER, G.L. et al. Aromatic plants from Brazil: 4. Essential oil composition and
allelopathic effect of the Brazilian Lamiaceae Hesperozygis ringens (Benth.) Epling and
Hesperozygis rhododon Epling. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.44, p.1829-
1832, 1996.

PUIG, C. G. et al. Unravelling the bioherbicide potential of Eucalyptus globulus Labill:
Biochemistry and effects of its aqueous extract. Plos one, v.13, n.2, p.1-16, 2018.

RADHAKRISHNAN, R.; ALQARAWI, A. A.; ABD ALLAH, E. F. Bioherbicides:
Current knowledge on weed control mechanism. Ecotoxicology and Environmental Safety,
v.158, p.131-138, 2018.

RANAL, M. A. et al. Calculating 483 germination measurements and organizing
spreadsheets. Revista Brasileira de Botanica, 484 32(4), 849-855, 2009.

RAVEAU, R. et al. Essential Oils as Potential Alternative Biocontrol Products against
Plant Pathogens and Weeds: A Review. Foods, 9, 365, 2020.

RAZOLA-DIAZ, M. del C. et al. Recent developments in extraction and encapsulation
techniques of Orange essential oil. Food Chemistry 354 (2021) 129575, 2021.

RIBEIRO, J. P. N.; LIMA, M. I. S. Allelopathic eff ects of orange (Citrus sinensis L.) peel
essential oil. Acta Botanica Brasilica 26(1): 256-259, 2012.

SANTOS, E. S. Polimeros biodegradaveis de fonte renovavel de maior relevancia
industrial: situacdo atual de mercado e perspectivas futuras. Monografia (Engenharia
Quimica), UNIVERSIDADE DE SAO PAULO ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA
— EEL/USP. Lorena, SP, 2020.

SANTOS, J. B.; CURY, J. P. Picdo-Preto: Uma planta daninha especial em solos
tropicais. Planta Daninha, Vigosa-MG, v. 29, p. 1159-1171, 2011.

SCIORTINO, M. et al. Silica-Microencapsulated Orange Oil for Sustainable Pest
Control. Advenced Sustainable Syst. 2021, 5, 2000280, 2021.



51

SERNA C. L; RODRIGUEZ DE S. A; ALBAN A. F. Acido Polilactico (PLA): Propiedades
y Aplicaciones. Ingenieria y Competitividad, ;5(1):16-2, 2023.

TAO, N.; LIU, Y.; ZHANG, M. Chemical composition and antimicrobial activities of
essential oil from the peel of bingtang sweet orange (Citrus sinensis Osbeck). International
Journal of Food Science and Technology, 44, 1281-1285, 2009.

THURMAN, E. M. et al. A reconnaissance study of herbicides and their metabolites in
surface water of the midwestern United States using immunoassay and gas
chromatography/mass spectrometry. American Chemical Society. Environ. Sci. Technoi.,
26, 2440-2447, Estados Unidos, 1992.

TUR. C. M.; MARTINAZZO, E. G.; AUMONDE, T. Z.; VILLELA, F. A. Efeito alelopatico
de extratos aquosos foliares de Lonchocarpus campestris na germinacgéo e no crescimento
inicial de picdo-preto. Revista de Ciéncias Agrarias, v. 55, n. 4, p. 277-281, 2012.

VELMURUGAN, P. et al. Encapsulation of orange and lavender essential oils in chitosan
nanospherical particles and its application in leather for aroma enrichment. Surfaces and
Interfaces, 9, 124-132, 2017.

VERZERA, A. et al. Biological lemon and sweet orange essential oil composition. Flavour
And Fragrance Journal. Flavour Fragr. J. 2004; 19: 544-548, 2004.

VIEIRA, E. L. et al. Manual de fisiologia vegetal. EDUFMA, 230 p, 2010.



Material complementar

ANEXO

Tabela 1 - Dados da analise estatistica de regressdo do Experimento 1
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Espécies

Percentual de

indice de Velocidade

Germinacs S Raiz Caule
erminacéo de Germinacgéo
L. sativa f=106.615 - 35.743x ~ f=16.897 - 8.436x + f=1.685-0.514x + f=1.121-0.435x +
+3.198x? 0.999x? 0.041x? 0.042x2
valor.p= valor.p= valor.p= valor.p=
R2=0.96 R?=0.89 R2=0.93 R2=0.93
CV=19.89% CV=22.06 % CV=29.47% CV=23.93 %
C. echinatus f=4.643 - 2.423x + f=6.524 - 3.6x + f=4.567 - 2.159x +
f=67.72 - 31.98x 0.277x2 0.426x2 0.233x2
+3.457x? _ _ _
valor.p= valor.p= valor.p= valor.p=
R2= 0.99 R2=0.92 R?=0.92 R2=0.97
CV=23.93 % CV=28.24% CV=40.72 % CV=26.11%
B. pilosa f=87.413 - 2.95x - f=4.906 - 1.264x + f=4.518 - 1.25x + f=1.817 - 0.238x -
1.849x2 0.078x? 0.087x? 0.009x2
valor.p= valor.p= valor.p= valor.p=
R2=0.99 R2=0.98 R2=0.94 R2=0.99
CV=15.95% CV=23.29 % CVv=19.33% CVv=132%
C.sativus  *ns *ns f=4.868x -1.698x+  f=1.493 - 0.258x -
Média = 97.60 Média = 19.17 0.163x2 0.028x2
valor.p= valor.p= valor.p= valor.p=
CV=2.89% CV=9.03% R2=10.98 R2=0.97
CV=22.14% CV=12.33%
T. aestivum  f=95.784 - 18.10x + f=14.788- 2.144x + f=4.906 - 1.83x + f=3.346 - 1.378x +

1.10x2
valor.p=
R2=0.99
CV=13.81%

0.11x?
valor.p=
R2=0.96
CV=18.56 %

0.167x?
valor.p=
R2=0.97
CV=24.24%

0.136x2
valor.p=
R2=0.97
CV=38.78 %
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