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Resumo

Os 6leos essenciais (OEs), sdo compostos por substancias volateis com componentes quimicos ativos
que podem interagir com outras plantas, influenciando seu crescimento e inibindo a germinagéo de
sementes. A técnica de nanoemulsdo (NE) intensifica esses efeitos ao reduzir o tamanho das particulas
do dleo, facilitando a interagdo com as membranas celulares das plantas alvo. Este estudo investigou
0 6leo essencial de Syzygium aromaticum (cravo-da-india), rico em compostos fendlicos, para avaliar
seu potencial alelopatico em ervas daninhas. A NE, preparada com 1% de 6leo essencial e Tween 80,
foi aplicada em sementes de Allium cepa e Bidens pilosa em diferentes concentra¢des. Os resultados
mostraram inibicdo significativa na germinacdo e crescimento das plantulas, com destaque para a
concentracdo de 3000 pg mL™, que inibiu 92,8% da germinacdo de A. cepa e 100% de B. pilosa. A
analise fitoquimica identificou o eugenol, composto conhecido por sua fitotoxicidade, este foi associado
como responséavel pelos efeitos observados, ressaltando o potencial do OE de S. aromaticum em
formulagbes de NE para controle de plantas de forma sustentavel.

Palavras-chave: Alelopatia, bioherbicida; cravo-da-india.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas — Biologia Molecular.

Introducéo

A aplicacdo de herbicidas é uma pratica comum no setor agricola, e 0 uso intensivo desses
compostos resulta em um aumento na toleréncia de diversas plantas a varios produtos disponiveis no
mercado (BURNSIDE, 1992). Além disso, como um efeito colateral, o uso exagerado de substancias
quimicas pode prejudicar seriamente a salude humana e causar danos ao ambiente (ROCHA et al.,
2016). Sendo assim, surge uma urgente demanda por novas substancias para esse propésito, que
sejam menos nocivas para o ser humano e para o meio ambiente, além de serem eficientes, seguras
e seletivas.

Substancias naturais capazes de inibir o crescimento de ervas daninhas estdo sendo estudadas
em diversas pesquisa como uma alternativa de um bioherbicida, sendo inofensivos ao meio ambiente
e rapidamente biodegradaveis (LIMA et al.,, 2018). Os 0leos essenciais (OEs) s&o misturas de
substancias volateis, lipofilicas e geralmente odoriferas, liquidas, com aromas agradaveis e intensos.
Os OEs contém diversos compostos alelopaticos capazes de interagir bioquimicamente com outras
plantas, afetando o crescimento, desenvolvimento e até mesmo inibindo a germinagédo das sementes
de outras espécies vegetais (WEIR et al., 2004). Para potencializar o efeito dos OEs utiliza-se a técnica
das nanoemuls@es (NE), que consiste em reduzir o tamanho das particulas dos OEs. Essa reducao faz
com que os grupos hidrofilicos fiqguem mais expostos, facilitando a interagdo com a membrana celular
dos organismos (DONSI & FERRARI, 2016).

A familia Myrtaceae se destaca por suas espécies ricas em compostos naturais ativos. Entre
essas, o cravo-da-india (Syzygium aromaticum), nativo da Indonésia e cultivado em diversos paises,
incluindo o Brasil, é objeto de véarias pesquisas que destacam sua riqueza em compostos fendlicos.
Entre esses compostos estdo o eugenol, o acetato de eugenol e o 4cido galico, que sdo componentes
importantes de seus OEs (CORTES-ROJAS et al., 2014). Estudos indicam que esses OEs possuem
uma série de propriedades benéficas, incluindo atividades fungicida, anticancerigena, antidiabética,
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anti-inflamatéria, antiviral, antiparasitaria e antioxidante (HIWANDIKA et al., 2021). Também, estudos
realizados por Li et al. (2023) relata o efeito fitotoxico sobre a Echinochloa crus-galli afetando o
crescimento e desenvolvimento da erva daninhas.

Sendo assim, diante do rico histérico da agdo do OE de S. aromaticum, o presente trabalho
objetivou analisar esse 6leo essencial em nanoemulsdo, explorando sua composi¢cdo quimica e
avaliando seus efeitos fitotoxicos em Allium cepa L. (cebola) e Bidens pilosa L. (picéo), focando na
germinacao, indice de velocidade de germinagéo e crescimento radicular das plantulas.

Metodologia

O OE de S. aromaticum foi adquirido em um ponto de venda local em Alegre, ES. Para as analises
gualitativas dos constituintes do OE, utilizamos 30 pL do 6leo misturado com 970 pL de acetonitrila
como reagente, visando a identificacdo dos grupos de compostos secundarios, assim a amostra contida
foi avaliada por Cromatografia Gasosa com detector de lonizacdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-
2010 Plus) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS QP2010 SE,
Shimadzu, Japéo) de acordo com a metodologia de Mendes et al. (2017). Todos 0os componentes
presentes na amostra com area relativa acima de 2% foram identificados.

A NE foi preparada utilizando 1% (m/v-1) de OE, que corresponde a 10.000 ug mL?, além de 14%
(m v1) de Tween 80 em meio aquoso. Inicialmente o OE e o Tween foram pesados em tubo Falcon e
mantidos & 500 rpm em agitador magnético (Thermo Scientific, Cimarec, China) por 5 min. Em seguida,
a essa mistura foi adicionado 20 mL de &gua tipo 1 e posteriormente levado ao homogeneizador
ultrass6nico de alta poténcia (IKA T Ultra-Turrax) por 5 min a 7000 rpm, sob banho de gelo. A NE foi
preparada pelo método de alta energia, conforme metodologia adaptada de Azevedo et al. (2021).

Para avaliacdo do potencial alopatico da NE do OE de S. aromaticum sementes de picao foram
escolhidas em virtude a sua elevada competitividade como planta daninha nos campos agricolas, e a
cebola, pois é considerada um organismo modelo amplamente utilizado para investigar os impactos de
agentes agroquimicos, devido a varias caracteristicas vantajosas. Seu tecido vegetal é facilmente
danificado, sdo capazes de promover inibi¢do significativa do crescimento e do surgimento de raizes,
0 que facilita a observacéo das alteracdes causadas por esses agentes (FRANCO et al., 2021). Sendo
assim, as sementes foram expostas a cinco concentragdes (3000, 1500, 750, 375 e 187,5ug L 1) que
foram preparadas com a dissolucdo da NE em agua destilada. Como controle negativo foi utilizado
agua destilada e solvente Tween 80 (4,2%, v/v) e o herbicida glifosato (1 mL/L) como controle positivo.
Para os testes de germinagdo foram utilizadas placas de Petri com 9cm de didmetro contendo papel
filme. Para cada tratamento foram utilizadas 25 sementes de picdo e cebola, ambos com cinco
repeticdes. Com auxilio de uma pipeta descartavel, foi adicionado 2,5ml de cada tratamento sobe as
sementes, logo apos as placas de petri contendo as NE foram vedadas com plastico filme e colocadas
em camara de germinacdo (BOD) por aproximadamente 25 °C, onde permaneceram armazenadas
durante o experimento que durou 4 dias para cebola e 7 dias para picéo.

Ao final de cada experimento, foram determinados a taxa de germinacao, o indice de velocidade de
germinacao (IVG), e com auxilio de um paquimetro digital o comprimento da raiz (CR) e da parte aérea
(CA), conforme descrito por Singh et al. (2020). Especificamente para cebola a observagéo ocorreu a
cada 12h até alcancar um total de 96 horas. J4 para picéo, os intervalos de observacgédo foram definidos
em 24 horas, estendendo-se até 168h. Por fim, os dados coletados e tabelados, foram utilizados para
a comparacao das agdes dos tratamentos entre si, pelo teste de Tukey através do software R (R CORE
TEAM, 2021).

Resultados

Na analise quimica do OE de S. aromaticum foram identificados trés compostos principais,
correspondendo a 100% da amostra analisada. O composto majoritario identificado foi o acetato de
eugenila, representando 36,912% da amostra. O segundo composto mais abundante foi o $-cariofileno,
com uma concentracdo de 30,357%, seguido pelo eugenol, que constituiu 28,174% do total (Tabela 1).

Tabela 1- Identificagdo dos compostos presentes no 6leo essencial de S. aromaticum.
n Com posto? tretenco Arelativa (0/0)c IRcalculado® IRtabelado®
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(min.)°
1 eugenol 28,174 95,6 1363 1356
2 B-cariofileno 30,357 2,0 1414 1417
3 acetato de 36,912 2.4 1552 1524
eugenila
Total identificado 100,0

Fonte: Produgéo do proprio autor
aCompostos majoritarios listados na ordem de eluigéo utilizando coluna Rtx®-5MS.
bTempo de retencdo. “Compostos com area relativa=1% foram identificados. %indice
de retencéo calculado. ¢indice de retengfo tabelado.

Como resultado da taxa de germinac¢éo utilizando a NE de S. aromaticum, a germinacéo do picéo
foi de 0% nas concentra¢Ges de 3000 e 1500 pg mL™. Nas concentracdes de 750, 375 e 187,5 ug mL™,
os valores obtidos foram de 5,6%, 70,4% e 75,2%. Em relac@o a taxa de germinagéo das sementes de
cebola, nas trés doses mais elevadas, os valores adquiridos foram de 7,2%, 9,6% e 14,4%. Ademais,
nas concentrag@es de 375 e 187,5 pg mL™, a germinacao foi de 20% e 28,8%, respectivamente (Figura
1-A).

Figura 1. A) Efeito fitotoxico da nanoemulséo do OE de S. aromaticum sobre a germinacéo (a), indice de
velocidade de germinacéo (b), crescimento radicular (c) e crescimento aéreo de cebola e picdo.
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Fonte: Producéo do préprio autor. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

Adicionalmente, ao calcular o indice de velocidade de germinacgéo (IVG), o picdo apresentou valores
significativos. Nas concentragBes de 3000 e 1500 pg mL™, ndo houve crescimento, pois, a taxa de
germinacao foi de 0%. Nas concentracdes de 750, 375 e 187,5 ug mL™, o IVG foi de 0,26%, 3,37% e
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3,48%. Quanto a cebola, nas concentracfes de 3000, 1500 e 750 ug mL™, os valores de IVG foram de
0,3%, 0,39% e 0,65%, e nas menores concentracdes de 375 e 187,5 ug mL™, os valores foram de
0,65% e 0,94% (Figura 1-B).

Também, foi avaliado o crescimento radicular (CR) das diferentes plantulas. Para o picdo, nas
maiores concentragfes de 3000 e 1500 pg mL™%, ndo houve nenhum desenvolvimento, com a taxa
permanecendo em 0%. Nas concentra¢gBes de 750, 375 e 187,5 ug mL™, os valores obtidos foram de
2,67%, 13,37% e 19,6%. Quanto ao CR da cebola, nas duas maiores concentracdes, as taxas foram de
3,39% e 3,55%, e nas concentracdes de 750, 375 e 187,5 ug mL™, os resultados foram de 5,09%, 5,21%
e 6,97% (Figura 1-C)

Ademais, foi realizada a avaliacdo do crescimento aéreo (CA) do picdo, em que, nas concentracdes
de 3000 e 1500 pg mL™1, ndo houve germinacdo. Nas proporcdes de 750, 375 e 187,5 ug mL™, o CA
das plantulas foi de 1,094%, 10,612% e 12,932%. Os controles negativos resultaram em 20,63% para
agua e 17,24% para o solvente, enquanto o controle positivo, apresentou um valor de 4,484% (Figura 1-
D).

Discusséao

A analise quimica do OE de S. Aromaticum mostrou que o composto majoritario identificado foi o
acetato de eugenila, representando 36,912% da amostra examinada. Estudos realizados por Barros et
al. (2018) destacam a presenca de compostos quimicos similares no OE de S. aromaticum, porém em
concentragdes consideravelmente significativas, o eugenol com 52,53%, acetato de eugenila com
4,05% e B-cariofileno com 37,25%. A variacdo de componentes e porcentagem pode ocorrer devido a
fatores climaticos, sazonais, estadio de desenvolvimento, nutricdo, dgua, genética e método de
extracao e caracterizagdo (DE MORAIS et al., 2009). Além disso, pesquisas realizadas por Rabélo et
al. (2010) mostrou que o constituinte quimico eugenol é o componente majoritario do OE de S.
aromaticum com potencial de atividade inseticida, antiviral, bactericida e fungicida. De maneira
complementar, pesquisa por Ascencéo et al. (2013) também identifica compostos analogos ao presente
trabalho, enriqguecendo o entendimento sobre sua composicao.

Com os resultados obtidos da porcentagem de germinacgédo, a NE de S. aromaticum comprovou sua
acao alelopética ao inibir totalmente a germinagcéo do picdo nas concentracfes mais altas. Seu efeito
no desenvolvimento inicial da cebola resultou em uma reducéo significativa nas doses mais elevadas,
com 92,8%, 90,4% e 85,6% de inibicdo, demonstrando a acéo fitotoxica da NE no desenvolvimento
inicial de ambas as plantulas. Adicionalmente, ao calcular o IVG, observamos que, no picao, as taxas
de germinacdo em todas as concentracbes testadas diferiram significativamente dos valores
observados nos controles, até mesmo nas concentracdes mais baixas. Quanto a cebola, as
concentracbes de 750 e 375 pg mL™ se destacaram, apresentando valores semelhantes aos do
controle positivo. Estudos realizados por Li et al. (2023) sobre o0 OE de S. aromaticum também
revelaram seu efeito fitotéxico no crescimento inicial e desenvolvimento de véarias espécies de plantas
daninhas.

Os resultados obtidos para o CR de ambas as sementes testadas revelaram efeitos significativos
da NE. No caso do picdo, observou-se que nenhuma das concentracfGes testadas apresentou
resultados comparaveis ao controle negativo, indicando uma resposta distinta induzida pela NE. Em
contrapartida, para a cebola, as duas maiores concentragdes apresentaram respostas equivalentes ao
controle positivo, 0 que sugere que a NE, nessas concentragfes, possui efeitos similares aos do
glifosato. Também, obtivemos resultados significativos para o CR de ambas sementes testadas, o qual
os resultados obtidos demontram ter sido foi afetados pela NE. Os resultados do picdo mostra que em
nenhuma concetracado foi similar ao controle negativo. E em cebola, as duas maiores concetracdoes
foram iguais ao controle positivo, ou seja, os resultados encontrados foram similares aos do glifosato.
Ademais, ao analisar o CA do picdo, observou-se que, nas maiores concentracdes, ndo houve
germinacao, resultando em valores equivalentes ao controle positivo, o que demonstra a eficiéncia da
NE. Além disso, embora a concentracdo de 375 pug mL™! seja considerada baixa, houve uma restricao
de 89,388% no CA, ou seja, o crescimento foi de apenas 10,612%. Comparando esse valor com o
controle negativo, verificou-se que o desenvolvimento da parte aérea foi quase o dobro.

Posto isso, estudo realizado por Cortés-Rojas et al. (2014) destaca o eugenol como o principal
composto quimico volatil encontrado no cravo-da-india. Esse metabolito secundario possui efeito
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alelopético, capaz de inibir a germinacdo de diversas plantas ou retardar seu crescimento. Sendo
assim, os compostos encontrados no OE de S. aromaticum podem ter influenciado os resultados sob
a capacidade da NE em interromper ou desacelerar o desenvolvimento inicial de plantas invasoras,
influenciando na germinacao, CR, CA e IVG. Esses achados reforcam a potencialidade da NE em
mimetizar a acao de herbicidas convencionais, dependendo da concentracao utilizada.

Conclusao

No presente estudo, o composto quimico eugenol encontrado no OE pode apresentar potencial para
o controle de ervas daninhas. Usando a NE pode facilitar a absorcéo pelos tecidos vegetais, dado que
essas particulas menores tendem a ser mais facilmente absorvidas pelos tecidos. Também, como
resultado das andlises realizadas, conclui-se que a NE de S. aromaticum demonstra potencial para ser
utilizada como bioherbicida visto as altera¢ées fitotoxicas significativas sobre a reducéo da germinacéo,
CR, CA e IVG observadas em A. cepa e na planta invasora B. pilosa.
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