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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do odleo essencial de Achillea
millefolium L (mil-folhas) na germina¢do de sementes de alface cv. Kaiser. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 5x2, sendo cinco
diluicoes (0; 25; 50, 100 e 200%) e dois tempos de imersdo 2 e 30°, com 4 repetig¢oes de 100
sementes cada. O controle utilizado foi agua deionizada acrescida de polissorbato 80 a 2%.
Obteve-se o oleo essencial através das folhas frescas pela técnica de hidrodestilagdo por trés
horas em aparelho de Clevenger. O bioensaio foi realizado em incubadora BOD, a 20°C
durante sete dias. Foi avaliada a porcentagem de plantulas normais e anormais, sementes
mortas, duras e dormentes, comprimento de plantula e radicula. As porcentagens foram
crescentes de 0 a 100% para plantulas normais, mas declinou em 200% no tratamento de 2.
Entretanto, concentragoes de 25 e 200% aumentaram a porcentagem de plantulas anormais
em 30°. Os pardmetros, comprimento de plantulas e radicula foram influenciados pelo fator
tempo, quanto maior a concentra¢do, maior o comprimento da radicula. O tempo de imersdo
de 30’ superou o de 2’ no crescimento das plantulas e comprimento de radicula.

PALAVRAS-CHAVE: alelopatia, Lactuca sativa L., mil-folhas.

GERMINATION OF LETTING SEEDS TREATED WITH ESSENTIAL OIL OF
Achillea millefolium

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the effects of the essential oil of Achillea
millefolium L (mil-leaves) on germination of lettuce seeds cv. Kaiser. The experimental design
was used in a completely randomized 5x2 factorial arrangement, with five dilutions (0, 25, 50,
100 and 200%) and two immersion times 2 and 30 ', with 4 replicates of 100 seeds each. The
control utilized was deionized water plus polysorbate 80 at 2%. The essential oil was
obtained through the fresh leaves by the hydrodistillation technique for two hours in the
Clevenger apparatus. The bioassay was performed in a BOD incubator at 20 ° C for seven
days. The percentage of normal and abnormal seedlings, dead, hard and dormant seeds,
seedling length and radicle were evaluated. As percentages were increasing from 0 to 100%
for normal seedlings, but declined by 200% in 2 'treatment. However, concentrations of 25
and 200% increased the percentage of seedlings by 30 ' The wavelength and radiation
parameters were influenced by the time factor, the higher the concentration, the greater the
radicle length. The immersion time of 30 'exceeded the 2' non-seedling growth and radicle
length.

KEYWORDS: allelopathy, Lactuca sativa L., mil-leaves.
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INTRODUCAO

A germinacdo da semente ¢ uma sequéncia de processos fisioldogicos que favorece a
retomada do crescimento do eixo embriondrio, podendo sofrer interferéncias de fatores
internos (dorméncia, inibidores) e externos (do ambiente). Dentre os principais fatores que
afetam a germinagdo cita-se a temperatura, disponibilidade de dgua, luz e o oxigénio, podendo
cada um deles atuar sozinho ou sofrer influéncia dos demais (Oliveira et al. 2011; Nunes et al.
2014).

Segundo Martins et al. (1999) quanto mais acelerado ocorrer o processo de
germinagdo das sementes e o imediato crescimento das plantulas, menos tempo as mesmas
ficardo sob condic¢des adversas, passando pelos estadios iniciais de desenvolvimento de forma
mais rapida, por sua vez, evitando perdas de produtividade.

Os compostos quimicos ou metabolitos, por exemplo, os 6leos essenciais produzidos
pelas plantas e liberados no ambiente podem agir bloqueando ou originando alguns eventos
fisiologicos ou bioquimicos em outras plantas de forma danosa ou benéfica, sendo este
acontecimento denominado alelopatia (Ferreira e Aquila, 2000; Silva, 2012; Simioni et al.
2016).

A alelopatia tem se tornado uma opcdo de interesse devido as suas aplicacdes
favoraveis na agricultura, uma vez que, a atividade dos aleloquimicos ¢ considerada
alternativa ao uso de defensivos agricolas como herbicidas, inseticidas e nematicidas (Ferreira
e Aquila, 2000; Haida et al. 2010; Silva, 2012; Tessarollo et al. 2013).

Dentre os compostos resultantes do metabolismo secunddrio das plantas, destacam-se
os Oleos essenciais, que sdo encontrados principalmente em plantas medicinais, as quais
representam rica fonte de compostos naturais a serem descobertos como novos principios de
defesa (Castro, 2004; Tessarollo et al. 2013). Diante dessas informagdes, estudos com o6leos
essenciais (OEs) tém apresentado grande importancia nas pesquisas cientificas, devido ao seu
potencial no controle de fitopatdogenos e a presenca de componentes bioativos. Assim, os OEs
podem também ser utilizados como alternativa para substituir os produtos convencionais
(Stangarlin et al. 1999; Castro et. al. 2004; Santos et al. 2013)

Achillea millefolium L. (Asteraceae) conhecida popularmente como mil-folhas ¢ uma
espécie de planta medicinal oriunda da Europa e amplamente cultivada no Brasil. Seu cultivo
¢ favoravel em clima subtropical, se desenvolve bem no calor e ainda resiste a seca. Conforme
analises quimicas, o dleo essencial ¢ composto de terpenos, como cineol, borneol, derivados

terpénicos e sesquiterpénicos, entre outros. Foram também detectados compostos do tipo
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lactonas e flavonoides (Castro, 2004; Haida et al. 2010; Nascimento e Vieira, 2013;
Tessarollo et al. 2013; Simioni et al. 2016).

Alguns estudos sugerem o controle de fitopatogenos (Fiori et al. 2000; Castro, 2004;
Carlos et al. 2010;) e a indugdo de resisténcia das plantas contra doencas através dos
componentes do 6leo essencial de mil folhas (Tessarollo et. al. 2013). Entretanto, ¢ importante
ressaltar que todas as plantas produzem metabolitos secundarios, variando a qualidade e
quantidade que cada espécie produz. A resisténcia ou tolerancia aos metabolitos secundarios
que funcionam como aleloquimicos ¢ de certa forma especifica, existindo espécies mais
sensiveis que outras, como € o caso da Lactuca sativa L. (alface), sendo desta maneira, muito
utilizada em biotestes de laboratdrio (Tessarollo et al. 2013).

A alface, principal hortalica folhosa cultivada no Brasil ¢ fonte de vitaminas e sais
minerais, com destaque ao elevado teor de vitamina A. E originaria do sul da Europa e da
Asia Ocidental e de ampla importancia econdmica no Sul do Brasil, sendo cultivada em quase
todas as regides do pais, com grande relevancia para a agricultura familiar. (Mogharbel e
Masson, 2005; Silva, et al. 2008; Brandao, et al. 2009; Junior et al. 2012).

Segundo Sousa e Viccini (2011), L. sativa ¢ uma espécie rapida e sensivel para
detectar toxicidade e mutacdes em ensaios envolvendo extratos de plantas medicinais. A
presenga de anormalidade em raizes demonstra ser um bom parametro para registro de
plantulas anormais, pois este 6rgdo ¢ mais sensivel a agdo alelopatica que a parte aérea (Gatti
et al. 2004).

Diante da escassez de pesquisas e visando a necessidade de novos estudos sobre a
potencialidade de 6leos essenciais nas areas agricolas, o objetivo do trabalho foi avaliar os

efeitos do 6leo essencial de mil-folhas sobre a germinag¢ao de sementes de alface.
MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Paranaense - UNIPAR, Campus III, no municipio de Umuarama - PR, no més de agosto de
2016, em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 5x2, sendo cinco
dilui¢des e dois tempos de imersdo, com quatro repeticdes, de 100 sementes cada, conforme
Regras para Analise de Sementes — RAS (Brasil, 2009). A espécie escolhida para o estudo foi
a A. millefolium (mil-folhas) e sementes de alface da espécie L. sativa cv. Kaiser.

Para a extragdo do 6leo essencial (OE) foram colhidas folhas frescas de mil folhas

entre sete € nove horas da manha no horto medicinal da UNIPAR, campus II. O OE foi obtido

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.6,n.2, p.78-92, 2017.



81

pela técnica de hidrodestilagdo por trés horas (Santos et al., 2013) em aparelho de Clevenger,
no Laboratério de Produtos Naturais II, UNIPAR, campus sede. Apos pesadas (250 g) e
trituradas em agua, foram acondicionadas em baldo volumétrico acoplado ao Clevenger.
Posterior a obtengdo do OE este foi seco com sulfato de sodio anidro (Na,SO4) como
preconiza a Farmacopeia Brasileira (1988) e acondicionada em frascos ambar, mantido sob-
refrigeracdo a 0°C.

Para a realizacdo do trabalho, foram preparadas dilui¢des de 0 (dgua deionizada); 25;
50; 100 e 200% do OE bem como (polissorbato 80 a 2%) como emulsionante do 6leo. O teste
foi realizado sobre papel (SP), utilizando caixas transparentes “gerbox” como unidades
experimentais, forradas com duas folhas de papel "germiteste" e umedecidas com dgua na
propor¢ao 2,5. As sementes foram imersas durante dois minutos nas emulsdes diluidas das
quatro concentragdes obtidas e na segunda o tempo de imersdo foi de 30 minutos.

O bioensaio foi conduzido em camara de germinagdo (incubadora BOD), com
temperatura de 20°C durante sete dias, com duas contagens, aos quatro e sete dias. As
variaveis analisadas foram, a porcentagem de plantulas normais e anormais, sementes mortas,
duras e dormentes. Além disso, na primeira contagem avaliou-se também o comprimento de

plantula e sistema radicular de 20 plantulas normais coletadas ao acaso. Os resultados

originais foram transformados por vx + 1 e submetidos a andlise de varidncia a 5% de
probabilidade. Quando significativo para dilui¢des, aplicou-se regressio a 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As varidveis sementes mortas, duras e dormentes ndo apresentaram diferengas
significativas.

Para a variavel plantulas normais, os resultados demonstraram interagdo entre os
fatores diluicdo e tempo de tratamento. Para o primeiro fator, houve regressdo quadratica no
desdobramento das dilui¢cdes no tempo de dois minutos, como pode ser verificado na figura 1.
Nela ¢ possivel observar que a porcentagem de plantulas normais foi crescente, conforme

aumento das dilui¢des, a partir da dilui¢do de 100% declinou.
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Figura 1 - Porcentagem de plantulas normais de alface tratadas por dois minutos com diferentes

diluigdes do 6leo de mil folhas. Dados originais transformados por Vx + 1.Coeficiente de variagdo
(CV) =4%. FRegressio quadratica — 10:2*

E importante mencionar que pesquisas envolvendo a aplicagio de dleos essenciais de
A. millefolium no tratamento de sementes de alface ainda sdo escassas, todavia, existem
alguns trabalhos com extratos, demonstrando resultados.

Resultados semelhantes foram apresentados por Simioni et al. (2016) quando
observaram interagdo significativa entre extrato verde e seco de plantas de A. millefolium e
concentragdo 0; 2,5; 5; 10 e 15% na germinacao de alface. No estudo, o extrato verde, apesar
de provocar reducdo na capacidade germinativa de alface a medida que a concentracio era
aumentada, ndo foi tdo intenso, se comparado com o ocorrido com o extrato seco. A
germinagdo das sementes de alface, neste extrato, foi reduzida em 10%. J& o extrato seco
promoveu redugdo na germinagdo das sementes, que atingiu 71% em comparacdo a
testemunha, na maior concentragao estudada.

Ritter et al. (2014) relataram que quando utilizaram extrato de p6 de nim (4zadirachta
indica A. Juss) em maior concentracdo (20%) sobre sementes de alface houve redugdo
germinativa entre 14 e 24%. Tais resultados corroboram com testes realizados por Silva et al.
(2011), onde avaliaram o potencial alelopatico de extratos aquosos das folhas frescas de
Camelina sativa Boiss (falso-linho) nas concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100%, bem como o
seu efeito sobre a germinagdo e o desenvolvimento inicial de plantulas de alface como espécie

bioindicadora. Com os resultados concluiram que o extrato aquoso de C. sativa apresentou
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efeito inibitorio sobre a germinacgdo e o comprimento médio de raiz da alface, principalmente
a partir da concentragao de 40%.

Para o desdobramento do fator tempo, os resultados foram estatisticamente
significativos para as sementes tratadas pelas diluicdes de 0% e 200% por 30 minutos
resultaram em maiores porcentagens de plantulas normais (Tabela 1).

Segundo Rodrigues et al (2012), a velocidade de germinacdo corresponde a
porcentagem de teor de agua absorvida pela semente, essa pode ser a causa de sementes

imersas por 30 minutos apresentarem maior porcentagem de germinagao.

Tabela 1 — Resultados do desdobramento dos tempos dentro de cada nivel de diluicdo do 6leo

essencial de A. millefolium e seu efeito na porcentagem de plantulas normais

---Porcentagem de plintulas normais---
Diluicio (%)

2 minutos 30 minutos F
0 86 93 6,4*
25 89 94 3,3"
50 94 92 0,4™
100 90 93 0,9™
200 84 94 15,1*
CV (%) 2

Dados originais transformados por Vx + 1 e submetidos ao teste F, a 5% de significancia. CV =
Coeficiente de variagdo. *significativo a 5% de probabilidade. "no significativo.

Para a variavel plantulas anormais, os resultados também demonstraram interagdo
entre os fatores diluicdo e tempo. Para o primeiro fator, o modelo de regressdo significativo
foi o de quarto grau, no tempo de dois minutos, como pode ser verificado na figura 2. E
possivel verificar que na diluicdo de 200% ocorreu o aparecimento de maior porcentagem de

plantulas anormais.
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Figura 2 - Porcentagem de plantulas anormais de alface tratadas por dois minutos com diferentes

diluigdes do 6leo de mil folhas. Dados originais transformados por Vx + 1. Coeficiente de variagdo

(CV) =24 %. FRegresséo de 4° grau — 6,4%.

De acordo com Ferreira e Aquila (2000), a germinagdo é menos sensivel aos
aleloquimicos do que o crescimento da plantula, pois as substancias alelopaticas interferem na
divisdo celular, permeabilidade de membranas e na ativacdo de enzimas, podendo induzir o
aparecimento de plantulas anormais. Em diversos casos, nota-se que uma substancia pode
estimular o crescimento vegetal em baixas concentragdes e inibir em concentragdes mais altas
(Souza et. al., 2005). Isso pode ser observado nos resultados do presente trabalho, quando as
concentragdes de Oleo esséncia de A. millefolium abaixo de 100% proporcionaram um
estimulo para o crescimento de plantulas, e ainda, concentragdes maiores demonstraram uma
acao fitotdxica para sementes de alface.

Conforme Souza et al. (2005) o aumento da concentragdo do extrato leva a uma
dréstica diminui¢cdo do indice mitdtico, que ocasiona a paralisagdo do crescimento radicular
em sementes, afetando a morfologia e a anatomia de plantulas causando endurecimento e
escurecimento. Esse evento acaba corroborando com os resultados verificados em sua
pesquisa com sementes de ricula tratadas com extratos de capim cidreira, onde as sementes
sofreram um maior efeito alelopatico e citotoxico conforme o aumento da concentracdo do
extrato.

Observagdes realizadas por Alves et al. (2004) sugere que o monoterpeno timol, por
ser o componente predominante do 6leo de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), seja o

responsavel pelos efeitos fitotoxicos nas sementes e no crescimento inicial das plantulas de
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alface, sendo estes composto encontrados também na composi¢do do OE de mil-folhas. Além
disso, o monoterpeno pode causar efeito inibitério de germinacdo e crescimento de raiz, e
ainda, mudancas anatomicas e fisiologicas em plantulas.

Para o desdobramento do fator tempo, os dados demonstraram estatisticamente que as
sementes tratadas pelas diluigdes de 25 e 200% por dois minutos resultaram em maiores

porcentagens de plantulas anormais (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados do desdobramento dos tempos dentro de cada nivel de diluicdo do dleo

essencial de A. millefoluim e seu efeito na porcentagem de plantulas anormais

Diluicio (%)

2 minutos 30 minutos F
0 10 5 2,6™
25 10 3 9,8%
50 4 7 2,5™
100 9 4 3,9™
200 12 4 10,6*
CV (%) 24

Dados originais transformados por vx + 1 e submetidos ao teste F, a 5% de significancia. CV =

Coeficiente de variagdo. *significativo a 5% de probabilidade. "néo significativo.

No que se refere a varidvel comprimento de radicula, os resultados demonstraram
interagdo entre os fatores diluicdo e tempo de tratamento. Para o primeiro fator, houve
regressao linear no desdobramento das diluicdes no tempo de dois minutos, como pode ser
verificado na figura 3. Assim, é possivel observar que a medida em que se utilizou maiores
concentragdes do OE, houve um acréscimo no comprimento da radicula, quando as sementes

foram imersas por dois minutos.
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Figura 3 — Comprimento de radicula de plantulas normais de alface submetidas a tratamento de
sementes em dilui¢des do 6leo de mil folhas. Dados originais transformados por vx + 1. Coeficiente

de Variagio (CV) = 12,46 %. FRegresséo linear — 1593*

Considerando ainda o estudo de Alves et al. (2004), as concentragdes de 0,1% e 1% do
OE de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume.) inibiram tanto a germina¢ao das sementes
como o crescimento das raizes de alface, possivelmente esse efeito pode ser influenciado pelo
acido cinadmico, componente majoritdrio do OE testado. Também Belinelo et al. (2008)
encontraram menor taxa de crescimento da radicula de sorgo e pepino a partir de sementes
tratadas com extrato etandlico (100,0 mgL™") de Arctium Minus (Hill) Bernh.

Resultados similares também foram observados por Magieroet al. (2009); Magalhaes
et al. (2013); Debastiani (2015) e Miranda et al. (2015) analisando o comprimento da parte
aérea, radicula e plantulas anormais de alface evidenciando anormalidade nas sementes
testadas conforme o aumento das concentragdes utilizadas.

Para o desdobramento do fator tempo, os dados demonstraram estatisticamente que as
sementes tratadas pelas diluigdes de 0,25 e 100% por 30 minutos resultaram em maiores
comprimentos de radicula (Tabela 3).

O alongamento da radicula, assim como da parte aérea, depende das divisdes
celulares, formag¢do dos vasos xilematicos e do cambio vascular, essas estruturas sao
dependentes da participagdo de nutrientes pela plantula. (Azambuja et al. 2010). Assim, no
presente estudo, a utilizagdo do OE contribui para desenvolvimento da radicula, influenciando

diretamente estruturas citadas.
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Tabela 3 — Resultados do desdobramento dos tempos dentro de cada nivel de diluicdo do dleo

essencial de 4. millefolium e seu efeito no comprimento de radicula

Comprimento (cm) F
Diluicio (%)
2 minutos 30 minutos
0 1,0 1,4 16,3*
25 1,1 1,6 13,6%*
50 1,1 1,3 2,3"
100 1,1 1,6 18,6*
200 1,4 1,5 0,2™
CV (%) 12

Dados originais transformados por Vx + 1 e submetidos ao teste F, a 5% de significancia. CV =

Coeficiente de variagdo. *significativo a 5% de probabilidade. "néo significativo.

Mata e Zonetti (2007) testaram o efeito alelopatico do extrato aquoso de Solanum
americanum Mill (Maria-pretinha) na germinagdo de sementes e no crescimento da raiz e
parte aérea de plantulas de alface, onde observaram que a concentragdo 25% estimulou o
crescimento da parte aérea, enquanto a concentragdo 50% apresentou efeito inibitdrio as
mesmas.

Entretanto, estudo realizado por Azambuja et al. (2010) ao analisar desempenho
fisiologico de sementes de L. sativa tratadas com extratos aquosos de infusdo de folhas secas
de Plectranthus barbatus Andrews (boldo brasileiro), nas concentragdes de 0, 25, 50, 75 ¢
100%, observaram que o extrato aquoso de P. barbatus, na concentragdo de 25% reduziu o
comprimento da raiz das plantulas.

Quanto ao comprimento de plantula, os resultados demonstraram efeitos
estatisticamente significativos das diluicdes e dos periodos de tratamento, ndo havendo
interagdo entre eles. Quanto maior a concentragdo de 6leo essencial de mil folhas utilizada nos
tratamentos, maior o comprimento de plantula, até pontos maximos, onde havera dois picos,
j& que no infinito a fungdo se comporta como parabola (Figura 4). Quanto ao tempo, o
comprimento de plantulas foi estatisticamente maior quando as sementes foram submetidas a
imersdo por 30 minutos (354 mm), quando comparado a dois minutos (149 mm) (Dados nao

apresentados).
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Figura 4 — Comprimento de plantula de alface submetidas a tratamento de sementes em dilui¢des do
6leo de mil folhas. Dados originais transformados por Vx + 1. Coeficiente de variagdo (CV) = 9,4%.

FRegresséode 4° grau — 898 *,

Comparando metodologias, Haida et. al. (2010) pesquisando efeitos alelopaticos da
parte aérea de A. millefolium sobre L. sativa, porém utilizando extratos aquosos infusdo e
triturado preparados nas concentragdes de 50, 40, 30, 20, 10 e 0%, verificaram decréscimo no
comprimento da raiz e no comprimento da parte aérea, a medida que se aumentou a
concentragdo dos extratos, com excegdes apenas na concentracao de 10% do extrato triturado.
Este fato se justificaria pela presenga de algum aleloquimico inibindo o crescimento,
caracterizando efeito alelopatico.

Dessa forma espécies com tais efeitos podem ser utilizadas como alternativa ao uso de
agroquimicos, pois apresentam vantagens contra agdo de microrganismos, virus, insetos entre
outros patdgenos ou até predadores, seja inibindo a agdo deste ou estimulando e
potencializando o desenvolvimento de plantas para a agricultura como novos principios de
defesa (Ferreira e Aquila, 2000; Castro, 2004; Haida et al. 2010; Silva, 2012;).

Diante da constatacdo da existéncia de substancias alelopaticas em mil-folhas indica-
se a necessidade de pesquisas complementares para identificagdo dos compostos presentes no

6leo que favorecem o desenvolvimento das plantulas.
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CONCLUSOES

O oleo essencial de A. millefolium apresentou maior nimero de plantulas normais nas
dilui¢des de 50, 100 ¢ 200%.

Para o tempo de dois minutos, as porcentagens de plantulas normais foram crescentes
nas dilui¢gdes de 0 a 100% declinando, na sequéncia.

As diluigdes de 25 e 200% apresentaram maior porcentagem de plantulas anormais em
30 minutos.

Os comprimentos de plantulas e radiculas foram maiores no tempo de 30 minutos.
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