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RESUMO 

 

O uso de agroquímicos tem determinado no aumento da produtividade 

agrícola. Entretanto, a preocupação a respeito dos prejuízos à saúde humana e 

ao meio ambiente, decorrentes do uso indiscriminado dos defensivos agrícolas, 

têm aumentado em todo o mundo. Assim, métodos alternativos para controle 

de pragas e doenças têm sido propostos para manutenção da produtividade e 

da qualidade de vida. Uma opção encontrada é o uso de compostos produzidos 

pelo metabolismo secundário de plantas, como os óleos essenciais. Algumas 

dessas substâncias apresentam atividade, seja inibitória ou estimulatória, sobre 

o desenvolvimento de outros organismos. Assim, estudos visando a elucidação 

do efeito de tais compostos é incentivada, e quando possível a indicação para 

aplicação dos mesmos em campo. Esses estudos podem ser realizados por 

meio de bioensaios vegetais. Plantas do gênero Eucalyptus têm sido 

estudadas, possuindo diferentes atividades biológicas. Assim o objetivo do 

presente estudo foi determinar o rendimento e identificar os compostos dos 

óleos essenciais de E. urophylla e do híbrido E. urocam (E. urophylla x E. 

camaldulensis), bem como, avaliar o potencial fito-cito-genotóxico e 

mutagênico desses óleos essenciais, por meio de bioensaios vegetais. Os 

resultados obtidos indicaram maior rendimento do óleo do híbrido. O composto 

majoritário de ambos os óleos foi o eucaliptol, representando mais de 85% em 

relação aos compostos presentes. Tanto o E. urophylla quanto o E. urocam 

apresentaram efeitos fito-cito-genotóxicos, mutagenicos e mecanismo de ação 

clastogênico e aneugênico, além de promoverem alterações epigenéticas nas 

células meristemáticas de alface. Dessa forma, os resultados apontam o 

potencial bioherbicida desses óleos. 

 

Palavras-Chave: aneugenicidade, bioherbicida, clastogenicidade, Lactuca 

sativa, Sorghum bicolor. 
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INTRODUÇÃO 

Os avanços tecnológicos e suas aplicabilidades têm determinado em 

alta produtividade agrícola, bem como, na diminuição dos custos de produção 

(SILVA et al., 2005; BRAIBANTE e ZAPPE, 2012; ALVES e TEDESCO, 2015). 

Entretanto, as tecnologias alcançadas têm gerado discussões a respeito de 

suas consequências para a saúde humana e para o meio ambiente 

(SOLOMONS, 1989; JAVARONI et al., 1991; ANDRÉA, 2004; WERF, 1996; 

BOLOGNESI, 2003; SILVA et al., 2005; SOARES, 2011). 

Muitos relatos têm sido efetuados em relação à contaminação de rios, 

lençóis freáticos, solos, culturas circunvizinhas, lagos e ar (RIGITANO e 

BARBOSA, 1994; MOREIRA e CRUZ, 1996). Associado a isso, encontra-se os 

problemas à fauna aquática e terrestre (WERF, 1996; FLORES et al., 2004; 

SOARES et al., 2011; SILVA et al., 2012). Casos de intoxicação e danos à 

saúde humana decorrente do contato com agroquímicos, seja por ingestão ou 

por contato pela pele tem alavancado os debates com o dilema dos benefícios 

e malefícios dessas substâncias (BRASIL, 2002; WAICHMAN et al., 2002 e 

2007; MOSS, 2008; CARSON, 2010; LONDRES, 2011; INCA, 2015). 

Para manter a qualidade da produção/produtividade e buscando mitigar 

os efeitos nocivos dos agroquímicos, produtos naturais com atividade biológica 

têm sido avaliados em estudos visando a produção de bioagroquímicos. Dentre 

os vários compostos/substâncias proeminentes nesse ramo de pesquisa estão 

os óleos essenciais de plantas com efeitos medicinais e/ou com uso alimentício 

(KORDALI et al., 2008; ARAGÃO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015). Além 

disso, resíduos vegetais de plantas cultivadas em monoculturas podem ser 

destinados para esse tipo de atividade, fazendo-se assim, maior 

aproveitamento da biomassa da planta. 

Espécies do gênero Eucalyptus, dentre elas E. urophylla e o híbrido E. 

urocam (E. urophylla x E. camaldulensis), são cultivadas em larga escala, 

visando, com seu caule, suprir a necessidade das industrias de celulose, 

carvão e madeireira (OLIVEIRA ,1997). Dessa forma, suas raízes e folhas são 

resíduos na produção, ou seja, são descartadas no processo produtivo. Muitas 

dessas espécies são descritas na literatura como medicinais, sendo utilizadas 
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como anti-inflamatórios, analgésicos e no tratamento de doenças respiratórias 

(SILVA et al., 2003; PEREIRA, 2010). Além disso, estudos confirmaram 

atividade antimicrobiana (DHALIWAL et al., 2004; OLUMA e GARBA, 2004; 

FALAHATI et al., 2005; MOREIRA et al., 2005), inseticida (TUNC¸ et al., 2000; 

PAPACHRISTOS e STAMOPOULOS, 2002; TINKEU et al., 2004; ERLER et 

al., 2006), antibactericida (RAMEZANI et. al., 2002), fitotóxica e citotóxica 

(ARAGÃO et al., 2015) de diferentes espécies de Eucalyptus, demonstrando a 

importância das pesquisas de possível atividade biológica de espécies 

pertencentes a esse gênero que ainda não tenham sido estudadas. 

Os bioensaios têm sido utilizados em pesquisas relacionadas a 

avaliação da atividade biológica, bem como, para elucidação de compostos 

bioativos (ARAGÃO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGÃO et al., 2017; 

ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018). Dentre os testes realizados para 

determinação de potencial herbicida de agentes testes estão as análises de 

fito-cito-genotoxicidade, mutagenicidade e determinação de mecanismos de 

ação do composto de interesse. Tais testes são utilizados, por apresentarem 

resultados claros e eficientes em curto período de tempo, utilizarem 

organismos modelo tanto mono quanto eudicotiledônea, serem de baixo custo, 

além de utilizarem como organismos teste vegetais que apresentam resultados 

correlatos com os encontrados em mamíferos (GRANT, 1994; ARAGÃO et al., 

2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGÃO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017). 

 

OBJETIVOS 

Objetivos gerais 

Avaliar o potencial alelopático, mutagênico e bioherbicida dos óleos 

essenciais de E. urophylla e seu hibrido E. urocam (E. urophylla x E. 

camaldulensis), a partir de testes realizados com o modelo vegetal Lactuca 

sativa e Sorghum bicolor, por meio de avaliações de fitotoxicidade e 

citotoxicidade, bem como avaliar a similaridade entre os parâmetros avaliados 

entre as duas espécies, por se tratar de um híbrido e seu progenitor. 
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Objetivos específicos 

 Comparar a composição química dos óleos essenciais de E. urophylla e 

seu híbrido E. urocam; 

 Avaliar a fitotoxicidade dos óleos essenciais de E. urophylla e seu 

híbrido E. urocam frente ao desenvolvimento inicial de L. Sativa e 

Sorghum bicolor, a partir das variáveis porcentagem final da germinação 

(G), índice de velocidade de germinação (IVG), oxidação (O), 

crescimento radicular (CR) e crescimento aéreo (CA); 

 Avaliar a citotoxicidade dos óleos essenciais de E. urophylla e seu 

híbrido E. urocam em células meristemáticas de L. sativa a partir das 

variáveis índice mitótico (IM), alterações cromossômicas (AC) e 

alterações nucleares (AN); 

 Comparar os parâmetros de fito e citotoxicidade de E. urophylla e seu 

híbrido E. urocam. 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Importância do desenvolvimento tecnológico agrícola 

Após a segunda guerra mundial teve início, nos Estados Unidos da 

América, a revolução verde. Esse movimento tinha como objetivo aumentar a 

produtividade agrícola. Para isso, a distribuição e aplicação de agroquímicos foi 

aumentada, as fronteiras agrícolas foram expandidas e a produção passou a 

ser de forma mecanizada (SILVA et al., 2005). Essas ações alcançaram o 

objetivo e foram difundas para outros países, principalmente para os menos 

desenvolvidos, por meio de novas práticas agrícolas (ALVES e TEDESCO, 

2015). 

Para suprir a demanda de produtos desse movimento, diversos 

agroquímicos, com finalidades variadas, foram desenvolvidos, os quais 

possuem mais de 300 princípios ativos, distribuídos em mais de 2000 

formulações (LARA e BATISTA, 1992). Como padrão para ordenação e 
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classificação dos defensivos agrícolas são considerados o seu modo de ação, 

sua função, sua origem química, seu nível de toxicidade e sobre qual 

organismo teste o mesmo atua (KRÜGER, 2009). 

De acordo com o organismo teste sobre o qual o agroquímico atua, ele é 

classificado em: fungicidas – atuam no controle de fungo e são os defensivos 

com maior aplicação em atividades agrícolas (ZAMBOLIM e JESUS, 2008); 

acaricidas – inibem o desenvolvimento de ácaros (CHENCK e LEHOTAY, 

2000); bactericidas – controlam a proliferação de bactérias, sendo aplicados, 

também, em tratamento de doenças em humanos (BIANCHINI e BEDENDO, 

1998; TOKESHI, 2000; MARINHO e ARAUJO, 2008); inseticidas – atuam no 

controle de insetos indesejados (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012); herbicidas – 

são aplicados para controle de plantas daninhas, sendo a classe mais 

comercializada no Brasil (IBAMA, 2018). 

 

Preocupação ambiental e com a saúde humana 

Apesar dos reconhecidos benefícios alcançados para a saúde humana 

(diminuição da quantidade de doenças e controle de vetores) e para a 

agricultura, a partir do uso das tecnologias obtidas após a revolução verde, 

discussões a respeito de suas consequências diretas e indiretas para a saúde 

humana e para o meio ambiente têm sido realizadas (SOLOMONS, 1989; 

JAVARONI et al., 1991; ANDRÉA, 2004; WERF, 1996; BOLOGNESI, 2003; 

SILVA et al., 2005; SOARES et al., 2011).  

Muitos relatos têm sido efetuados em relação à contaminação de rios, 

lençóis freáticos, solos, culturas circunvizinhas, lagos e ar (RIGITANO e 

BARBOSA, 1994; MOREIRA e CRUZ, 1996). Associado a isso, encontra-se os 

problemas à fauna aquática e terrestre (WERF, 1996; FLORES et al., 2004; 

SOARES et al., 2011; SILVA et al., 2012). Além de casos de intoxicação e 

danos à saúde humana decorrente do contato com agroquímicos, seja por 

ingestão ou por contato pela pele, têm alavancado os debates com o dilema 

dos benefícios e malefícios dessas substâncias (BRASIL, 2002; WAICHMAN et 

al., 2002 e 2007; MOSS, 2008; CARSON, 2010; LONDRES, 2011; INCA, 

2015). 
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Uso de substâncias naturais com atividade biológica 

Devido à importância do uso de agroquímicos para a manutenção da 

produtividade agrícola, bem como, para o controle de vetores transmissores de 

doenças humanas (BIANCHINI e BEDENDO, 1998; TOKESHI 2000; MARINHO 

e ARAUJO 2008; BRAIBANTE e ZAPPE, 2012), faz-se necessário a aplicação 

de métodos alternativos (SOUZA FILHO et al., 2006). 

As plantas, por necessitarem de se defender de predadores e de se 

adaptar a diferentes condições ambientais, desenvolveram mecanismo de 

defesa eficazes (RASCHER e HAY, 2014). Tais mecanismos além de 

propiciarem maior valor evolutivo, contribuindo para o estabelecimento desses 

organismos nos mais variados ecossistemas, também fazem parte da interação 

dos vegetais com outros organismos, podendo inibir, estimular ou não interferir 

no desenvolvimento desses (ALVES et al., 2004; BAIS et al., 2006; LARCHER, 

2006; RASCHER e HAY, 2014). 

Os metabólitos secundários, produzidos naturalmente pelos vegetais e 

dentre os quais encontram-se os óleos essenciais, são os responsáveis por 

sua interação com o ambiente, sendo dessa maneira, o alvo de estudos que 

visam a avaliação de atividade biológicas de plantas (SOUZA et al., 2002; 

IGANCI et al., 2006). 

Dessa forma, para manter a qualidade da produção/produtividade e 

buscando mitigar os efeitos nocivos dos agroquímicos, produtos naturais com 

atividade biológica têm sido avaliados em estudos visando a produção de 

bioagroquímicos. Dentre os vários compostos/substâncias proeminentes nesse 

ramo de pesquisa estão os óleos essenciais de plantas com efeitos medicinais 

e/ou com uso alimentício (KORDALI et al., 2008; ARAGÃO et al., 2015; 

PINHEIRO et al., 2015). Além disso, resíduos vegetais de plantas cultivadas 

em monoculturas podem ser destinados para esse tipo de atividade, fazendo-

se assim, maior aproveitamento da biomassa da planta. 
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O gênero Eucalyptus e sua potencialidade 

De origem Australiana o gênero Eucalyptus pertence à família das 

Myrtaceae. No Brasil seu plantio é feito em escala comercial, para atender 

principalmente aos seguimentos de celulose e energia.  De acordo com Pereira 

et al. (2000), as primeiras árvores desse gênero, no Brasil, foram plantadas no 

Jardim Botânico do Rio de Janeiro no século XIX. As pesquisas com eucalipto 

tiveram início em 1904 por Edmundo Navarro de Andrade para atender a 

demanda existente de madeira para construção de ferrovias (SAMPAIO,1961). 

Atualmente as espécies mais plantadas no Brasil são E. grandis, E. saligna, E. 

urophylla, híbridos de E. grandis x E. urophylla e o E. camadulensis 

(SBS,2008). 

Devido ao seu rápido crescimento e a plasticidade como se adaptam as 

condições edafoclimáticas do Brasil (STURION e BELLOTE, 2000; MARTINEZ 

et al., 2012), seu fuste é utilizado como uma estratégia para diminuir a pressão 

por matéria prima nas florestas nativas (CAMPINHO, 2001). O tronco fornece 

madeira para diferentes finalidades como energia, serraria e na produção de 

polpa de celulose (OLIVEIRA ,1997). Os resíduos da colheita florestal como 

galhos e folhas são deixados no solo na forma de ciclagem de nutrientes, 

retornando ao solo um teor aproximado de 65% de N, P, K, Ca e Mg 

(SANTANA et al., 2008). 

A composição química do eucalipto contribui positivamente para sua 

ação em diferentes atividades biológicas. Dessa maneira, já foram descritas as 

atividades fitotóxica e citotóxica dos óleos essências de  E. grandis e E. 

citriodora (ARAGÃO et al., 2015); a atividade inseticida de E. camaldulensis 

(TUNC¸ et al., 2000; ERLER et al., 2006), E. globulus (PAPACHRISTOS e 

STAMOPOULOS, 2002), E. citriodora (TINKEU et al., 2004); e a atividade 

antimicrobiana de E. camaldulensis (DHALIWAL et al., 2004; FALAHATI et al., 

2005), E. globulus (OLUMA e GARBA, 2004; MOREIRA et al., 2005), E. 

urograndis (LIU et al., 2008), E. saligna e E. robusta (SARTORELLI et al., 

2007); atividade antibacteriana de E. citriodora, E. globulus e E. tereticornis 

(RAMEZANI et. al., 2002). Além disso, os óleos essenciais de diferentes 

espécies de Eucalyptus têm atividades medicinais, sendo aplicados para 

tratamento de problemas da saúde humana, como em infecções pulmonares e 
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tuberculose (PEREIRA, 2010), bem como anti-inflamatório e analgésico (SILVA 

et al., 2003). 

 

Bioensaios vegetais  

Um importante modelo, dentre os organismos eucariotos, são os 

vegetais superiores, como a Lactuca sativa (alface - eudicotiledônea), Allium 

cepa (cebola – monocotiledônea) e Sorghum bicolor (sorgo – 

monocotiledônea). Esse grupo de seres vivos são sensíveis a substâncias 

tóxicas, possibilitando a identificação dos níveis de toxicidade de diferentes 

concentrações de compostos isolados, bem como, de efeitos sinérgicos entre 

moléculas (SOUZA et al., 2002; REIGOSA et al., 2013; PINHEIRO et al., 2015). 

Devido à universalidade do código genético, os resultados obtidos a 

partir de ensaios com vegetais, apontam os riscos que determinadas 

substâncias conferem a outros organismos (CARITÁ e MARIN-MORALES, 

2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009; FIRBAS e AMON, 2013; BRAGA e 

LOPES, 2015). Além disso, existe correlação entre as respostas encontradas 

em bioensaios vegetais com os encontrados em ensaios que utilizam outro 

sistema teste, incluindo mamíferos (BAGATINI et al., 2007; ARRAES e 

LONGHIN, 2012; TEDESCO et al., 2015). 

Outra vantagem da utilização de plantas superiores como organismos 

teste é a possibilidade de avaliar diferentes variáveis simultaneamente, como: 

fitotoxicidade - porcentagem de germinação, índice de velocidade de 

germinação, crescimento radicular e aéreo; citotoxicidade – alteração na 

proporção das fases do ciclo celular, alteração do índice mitótico; 

genotoxicidade – alteração cromossômicas estruturais e numéricas; 

mutagenicidade – alterações nucleares; além de elucidar o mecanismo de ação 

celular da substância teste (GRANT, 1994; LEME e MARIN MORALES, 2009). 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Material vegetal 

Folhas de clones adultos de E. urophylla (parental) e E. urocam (híbrido 

de E. urophylla com E. camaldulensis) foram coletadas no horto florestal do 

Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da Universidade Federal do 

Espírito Santo que está localizado na Rodovia ES 482, Km 43, sem número, 

tendo as coordenadas 20°47'43.7"S 41°24'20.9"W e seus respectivos óleos 

foram extraídos. Para análises do efeito biológico foram utilizadas sementes de 

L. sativa (eudicotiledônea) “Crespa Grand Rapids - TBR” (ISLA) e de S. bicolor 

(monocotiledônea) “AL precioso” (Br seeds). 

 

Extração do óleo 

Primeiramente as folhas foram pesadas, trituradas com água destilada e 

colocadas no aparelho Clevenger para extração do óleo. Posteriormente, 

pesou-se o óleo obtido e identificou-se os seus constituintes a partir de 

cromatografia gasosa com espectrômetro de massas (MENDES et al., 2018). 

Esse procedimento foi realizado isoladamente para ambas as espécies em 

estudo. 

O rendimento de cada óleo essencial é expresso em porcentagem, 

sendo calculado comparando a quantidade, em g, de folhas utilizadas para 

obtenção do óleo com a quantidade, em g, de óleo obtido. 

 

Ensaio fitotóxico 

Para realização do ensaio fitotóxico, utilizou-se cinco concentrações 

(3000, 1500, 750, 375 e 187,5 μg L-1) de cada óleo essencial obtido. Utilizou-se 

o delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 repetições por 

tratamento, sendo cada repetição constituído por 25 sementes. As análises 

foram realizadas com alface e sorgo, sendo aplicado como controles negativos 

(C-) água destilada e diclorometano (solvente usado na preparação dos 

concentrados) e como controle positivo (C+) foi utilizado o herbicida comercial 

glifosato, na concentração indicada pelo fabricante, 0,1%.  
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Avaliou-se o índice de velocidade de germinação (IVG) das sementes 

acompanhando o número de sementes germinadas por placa de 8 em 8h 

durante as primeiras 48h de exposição aos tratamentos. A porcentagem de 

germinação (G) e a porcentagem de raízes oxidadas (O) foram avaliadas a 

partir da contagem de sementes germinadas/raízes oxidadas por placa após 

48h de exposição aos tratamentos. Os crescimentos radiculares (CR) e aéreos 

(CA) foram aferidos após 48h e 120h de exposição aos tratamentos, 

respectivamente.  

 

Ensaio cito-genotóxico e mutagênico 

Foi realizado em raízes de alface após 48h de exposição aos 

tratamentos supracitados e com o mesmo delineamento experimental descrito. 

Para isso, raízes após 48h de exposição foram coletadas e fixadas em álcool 

etílico:ácido acético (3:1). Após 24h de fixação, preparou-se as lâminas 

utilizando como corante orceína acética 2%. Em cada lâmina foram avaliadas 

aproximadamente 1000 células, classificando-as de acordo com a fase do ciclo 

mitótico e em relação aos danos celulares apresentados.  

Para avaliação da citotoxicidade calculou-se o índice mitótico (IM) 

dividindo o número de células em divisão pelo número total de células 

avaliadas. O efeito genotóxico foi averiguado a partir da quantidade de 

alterações cromossômicas observadas (AC), a qual é calculada a partir da 

razão entre a quantidade de células com AC e o número total de células 

avaliadas, bem como, pelas frequências de cada AC observadas, as quais são 

calculadas pela razão entre a quantidade de cada AC pelo total de células em 

divisão observadas. O efeito mutagênico foi mensurado a partir das alterações 

nucleares (AN), calculada a partir da razão entre a quantidade de células com 

AN e o número total de células avaliadas, bem como, pelas frequências de 

cada AN observada, as quais são calculadas por meio da razão entre a 

quantidade de cada AN e o número total de células avaliadas. 
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Análises estatísticas 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância e as 

médias foram comparas entre si por meio do teste de Dunnett (p<0,05). Esse 

teste foi escolhido, por ser o mais indicado para comparação de tratamentos 

com controles (McHUGH, 2011). Todos os dados foram processados no 

programa estatístico GENES (CRUZ, 2013). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Óleo essencial 

O óleo essencial de E. urocam apresentou rendimento de 0,77%, 

enquanto o E. urophylla apresentou 0,20% por fração fresca de folha. Cimanga 

et al. (2002), estudou o óleo essencial de diferentes espécies de eucalipto e 

obteve um rendimento de 0,53% do óleo essencial de E. urophylla, utilizando o 

mesmo método de extração e comparando com o peso das folhas frescas. A 

variação encontrada pode ser decorrente das condições ambientais, idade da 

planta e da folha, fatores genéticos, bem como, método utilizado para extração 

e identificação do óleo (XAVIER, 1993). 

Cimanga et al. (2002), também estudaram o óleo essencial de E. 

camaldulensis o outro progenitor do híbrido E. urocam. Os dados obtidos 

demonstraram menor rendimento desse progenitor (0,30% de rendimento) 

quando comparado com o E. urophylla o qual apresentou como já relatado 

0,53%. Uma vez que, a coleta dos indivíduos da atual pesquisa foi feita em 

mesmo local (mesma condição ambiental) e seguiu o mesmo padrão de 

tamanho e idade dos indivíduos e das folhas (minimizando as diferenças 

fisiológicas), pode se inferir que o rendimento do híbrido (0,77%), por ser 

superior ao dos parentais, decorre do efeito aditivo da combinação dos genes 

parentais, determinando em maior rendimento no óleo do híbrido. 

Em relação à caracterização química dos óleos essenciais, observou-se 

quatro picos em cada óleo, permitindo a identificação de quatro compostos em 

cada (Figura 1). No óleo essencial de E. urophylla o composto majoritário foi o 

monoterperno oxigenado eucaliptol com 87,9%, seguido pelo sesquiterpeno 

oxigenado viridiflorol (5,1%), hidrocarboneto monoterperno α-pineno (4,3%) e 
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hidrocarboneto sesquiterpeno aromadendreno (2,6%) (Tabela 1). O composto 

majoritário do E. urocam também foi o eucaliptol, com 89,8%, seguido pelo 

monoterperno oxigenado terpineol (6,73%), α-pineno (1,9%) e monoterperno 

oxigenado linalol (1,4%) (Tabela 1). 

 

Figura 1 - Picos dos compostos presentes nos óleos essenciais de E. urophylla 

(a) e em E. urocam (b) obtidos por cromatografia gasosa com espectrômetro de 

massas. 

 

Tabela 1 - Compostos presentes nos óleos essenciais de E. urophylla e em E. 

urocam. Onde a coluna “nº do pico” relaciona os picos mostrados na figura 1 

com os compostos que os mesmos representam 

ESPÉCIE Nº DO 
PICO 

COMPOSTO TEMPO DE 
RETENÇÃO 

ÁREA DO 
PICO (%) 

Eucalyptus 
urophylla 

1 Alfa Pineno 8.3 4.3 

2 Eucaliptol 12.6 87.9* 

3 Aromadendreno 30.7 2.6 

4 Viridiflorol 27.1 5.1 

Eucalyptus 
urocam  

1 Alfa Pineno 8.3 1.9 

2 Eucaliptol 12.6 89.8* 

3 Linalol 19.9 1.4 

4 Terpineol 27.1 6.73 

*Composto majoritário. 
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O eucaliptol foi descrito na literatura como o componente majoritário 

tanto do óleo essencial de E. urophylla, quanto de E. camaldulensis (CIMANGA 

et al., 2002; PEREIRA, 2010). Fato também observado no óleo do híbrido E. 

urocam na presente pesquisa. Além disso, Cimanga et al. (2002) e Pereira 

(2010), descreveram a presença de α pineno, eucaliptol e terpineol em ambos 

os parentais, enquanto a presença do linalol foi descrita por Cimanga et al. 

(2002) em E. urophylla.  

  O α pineno é um hidrocarboneto monoterperno presente em ambos os 

parentais. Segundo Pereira (2010), esse composto representava 1,7% do óleo 

de E. camaldulensis e 5,0% do óleo do E. urophylla. Dessa forma, a 

porcentagem de α pineno encontrada em E. urophylla, no presente estudo, se 

assemelha à encontrada por aquele autor. A porcentagem de α pineno 

encontrada em E. urocam, no presente estudo, tem maior semelhança com a 

encontrada no parental E. camaldulensis por Pereira (2010).  

Já o linalol foi descrito por Cimanga et al. (2002), como parte da 

composição do óleo de E. urophylla, reprentando 2,5% da composição total do 

óleo. Dessa maneira, observa-se uma diminuição na proporção observada no 

híbrido E. urocam, quando comparado com o parental.  

Tanto Pereira (2010), quanto Cimanga et al. (2002), descreveram o 

terpineol como parte dos óleos essenciais das espécies parentais, entretanto 

em proporções inferiores à encontrada no híbrido, no presente estudo, 

indicando a presença de efeito aditivo em sua produção. 

 

Ensaio fitotóxico 

As análises de fitotoxicidade demonstraram o efeito tóxico de ambos os 

óleos testados. Todos os tratamentos apresentaram médias do IVG inferiores 

às dos C-, sendo que tal diferença foi demonstrada por meio da análise 

estatística nos tratamentos de E. urocam na concentração de 3000μg L-1 em 

alface e em sorgo, e na concentração de 1500 μg L-1 em alface (Figura 2). 

Segundo Iganci et al. (2006), esse é o parâmetro mais sensível dentre os 
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avaliados em ensaios de fitotoxicidade. De modo que, sua inibição indica a 

toxicidade do agente teste independentemente dos resultados observados nos 

demais parâmetros mensurados.  

 

 

Figura 2 - Fitotoxicidade dos óleos essenciais de E. urophylla e de E. urocam 

nas concentrações de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5μg L-1 em alface (a) e em 

sorgo (b). As médias seguidas pela letra a se igualaram ao C- água destilada, 

as seguidas pela letra b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as 

seguidas pela letra c se igualaram ao C+ glifosato, de acordo com o teste de 

Dunnett (p<0,05). Onde: G – representa a porcentagem de sementes 
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germinadas após 48h de exposição aos tratamentos; IVG – o índice de 

velocidade de germinação das sementes durante as primeiras 48h, avaliadas 

de 8 em 8h, após a exposição aos tratamentos; O – porcentagem de raízes 

oxidadas após 48h de exposição aos tratamentos; CR – tamanho das raízes 

em mm após 48h de exposição aos tratamentos; CA – tamanho da parte área 

da planta em mm após 120h de exposição aos tratamentos.  

 

A G foi inibida significativamente nas sementes de alface tratadas com 

E. urocam 3000μg L-1, sendo tal inibição de 17% (Figura 2). Segundo Aragão et 

al. (2017), esse é o parâmetro menos sensível, expressando a fitotoxicidade 

aguda dos compostos teste. 

Ambos os óleos testados promoveram oxidação nas raízes de alface 

(Figura 3), sendo tal efeito não observado em sorgo. Todos os tratamentos com 

óleos provocaram aumento da O em alface, sendo que tal aumento foi 

significativo nos tratamentos com E. urophylla nas concentrações 3000, 1500 e 

750μg L-1, sendo em 56, 29 e 33 vezes, respectivamente, quando comparados 

com o controle (Figura 2). Esse fenômeno oxidativo, expresso a partir do 

escurecimento das raízes, tem sido relacionado com a produção, oxidação e 

liberação de compostos fenólicos, os quais inibem o crescimento e 

desenvolvimento do indivíduo (MELO et al., 2001). 

 

Figura 3 - Ilustração de raízes de alface oxidadas após 48h de exposição aos 

óleos essenciais de E. urophylla e de E. urocam nas concentrações de 3000, 

1500, 750, 375 e 187,5μg L-1. 
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O óleo de E. urocam 3000μg L-1 provocou inibição significativa no CR de 

ambas as espécies modelo, sendo tal inibição de 48% na alface e 60% no 

sorgo, quando comparado com o C- (Figura 2 e 4). Já o óleo de E. urophylla 

nas concentrações de 3000 e 1500μg L-1 inibiram o desenvolvimento radicular 

de sorgo em 60% e 50%, respectivamente, quando comparados com o C- 

(Figura 2). Tal resultado pode estar associado ao efeito tóxico oxidativo acima 

descrito, o que promoveu diminuição no CR das plântulas. Além disso, Aragão 

et al. (2017), descreveram essa variável como a mais sensível dentre as 

referente à crescimento. 

 

Figura 4 – Ilustração dos efeitos das diferentes concentraçoes dos oleos 

essenciais de E. urophylla (a e c) e com o hibrido E. urocam (b e d) no 

crescimento radicular das plântulas de alface (a e b) e sorgo (c e d). 

 

O óleo de E. urocam não promoveu inibição significativa no CA das 

plantas modelo, enquanto que o de E. urophylla na concentração de 3000 μg L-

1 inibiu em 60% o CA da alface (Figura 2). Tal resultado, provavelmente está 

relacionado com a composição química dos óleos essenciais, bem como pelo 

efeito sinérgico entre as moléculas. Aragão et al. (2015), estudando a atividade 

alelopática de E. grandis e de E. citriodora, relataram que o efeito sinérgico do 

óleo essencial de E. grandis, o qual possui α pineno como componente 

majoritário, foi mais evidente, propiciando maior efeito fitotóxico. Comparando 
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esses resultados com o da presente pesquisa, conclui-se que o α pineno, mais 

abundante em E. urophylla do que em E. urocam, proporciona maior 

fitotoxidade, quando em sinergismo com os demais componentes do óleo, 

propiciando maior inibição no CA das plântulas tratadas com E. urophylla, do 

que com o seu híbrido E. urocam.   

 

Ensaio cito-genotóxico e mutagênico 

O óleo de E. urophylla nas concentrações de 3000 e 187,5μg L-1 

promoveram um incremento significativo de 1,5 e 3%, respectivamente, na 

frequência de células em intérfase (Figura 5). O aumento de células em 

intérfase indica a ocorrência de um bloqueio da mitose (ARAGÃO et al., 2015 e 

2017), podendo estar relacionado com a inibição da síntese de DNA devido ao 

aumento de danos a essa molécula, visado minimizar os prejuízos ao tecido 

(KORDALI et al., 2008). Esse resultado também foi observado por Aragão et al. 

(2015), em tratamentos com óleo essencial de E. grandis e E. citriodora.  

 

 

Figura 5 – Porcentagem de cada fase do ciclo celular de meristemas 

radiculares de alface tratados com os óleos essenciais de E. urophylla e de E. 

urocam nas concentrações de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5μg L-1, onde as 

médias seguidas pela letra a se igualaram ao C- água destilada, as seguidas 
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pela letra b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as seguidas pela letra c 

se igualaram ao C+ glifosato, de acordo com o teste de Dunnett (p<0,05). 

 

O óleo de E. urophylla na menor concentração (187,5μg L-1) provocou o 

decréscimo na porcentagem de prófase e metáfase em 31% e 21%, 

respectivamente. Esse resultado reforça o resultado anterior e pode estar 

relacionado com o aumento de oxidação das raízes tratadas com esse óleo, 

anteriormente relatado. Uma vez, que tal fenômeno está relacionado com a 

liberação de compostos fenólicos, os quais são tóxicos para a planta (ARAGÃO 

et al., 2017).  

Além disso, o óleo de E. urophylla na concentração de 750μg L-1 

resultou em aumento de 24% na frequência de metáfases (Figura 5). Esse 

resultado pode estar relacionado ao aumento da aderência cromossômica, o 

que altera o padrão das fases da divisão mitótica e determina na permanência 

da célula em metáfase (ARAGÃO et al., 2017; ALVES et al., 2018; SANTOS et 

al., 2018). 

Os tratamentos mais citotóxicos foram o do óleo de E. urophylla nas 

concentrações de 3000 e 187,5μg L-1, os quais inibiram significativamente o IM 

em 13 e 23%, respectivamente (Figura 6). Esse parâmetro é um endpoint bem 

estabelecido como um indicador de agentes tóxicos, uma vez que, em 

condição de estresse as células sofrerão redução na quantidade de células em 

divisão, visando minimizar o contato com a substância tóxica (LEME e MARIN-

MORALES, 2009; ARAGÃO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGÃO et 

al., 2017; COSTA et al., 2017; ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018). 
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Figura 6 – Alterações celulares e cromossomais em meristemas radiculares de 

alface tratadas com os óleos essenciais de E. urophylla e de E. urocam nas 

concentrações de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5μg L-1, onde as médias 

seguidas pela letra a se igualaram ao C- água destilada, as seguidas pela letra 

b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as seguidas pela letra c se 

igualaram ao C+ glifosato, de acordo com o teste de Dunnett (p<0,05). Onde as 

abreviações representam: IM – índice mitótico, AC – alterações 

cromossômicas, AN – alterações nucleares, MNC – micronúcleo, NC – núcleo 

condensado. 

 

Todos os tratamentos foram genotóxicos, promovendo aumento 

significativo nas AC, quando comparados com os C- e o C+, sendo esse 

aumento de 9,4; 10,3; 11; 7,96; 4,15 vezes, nos tratamentos com E. urophylla 

nas concentrações 3000, 1500, 750, 375 e 187,5μg L-1, respectivamente 

(Figura 6). Nos tratamentos com o óleo de E. urocam nas concentrações 3000, 

1500, 750, 375 e 187,5μg L-1 esse aumento foi de 7,8; 8; 7,96; 6,27 e 7,15, 

respectivamente (Figura 6). As ACs são provocadas pela interação entre o 

material genético da célula com o composto químico presente no ambiente, 

sendo um endpoint de genotoxicidade (BERNARDES et al., 2015). 

O óleo de E. urophylla tem maior potencial mutagênico do que o de E. 

urocam, uma vez que ambos promoveram aumento na frequência de AN, 
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porém o óleo de E. urophylla nas concentrações de 3000, 1500, 750, e 187,5μg 

L-1, promoveram aumento significativo de 15,7; 8,5; 8,5 e 6,71 vezes, 

respectivamente. Enquanto o óleo de E. urocam nas concentrações de 3000, 

1500μg L-1, propiciou o aumento significativo de 5,5 e 11 vezes, 

respectivamente, quando comparados com o C- (Figura 6). As ANs são 

alterações morfológicas, que ocorrem em decorrência de mudanças 

bioquímicas no núcleo da célula, como mecanismo de defesa de possíveis 

“erros” nucleares provenientes da interação com o ambiente (FERNANDES et 

al., 2009; ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 

2018). 

As AN observadas foram micronúcleo (MNC) e núcleo condensado (NC) 

(Figura 7a e 7b), sendo que NC foi mais frequente de forma a contribuir em 

maior escala na quantidade total de AN (Figura 6). O MNC provém de 

cromossomos que são “perdidos” durante a divisão celular (não incorporados 

corretamente ao núcleo da célula filha) ou ainda são formados por fragmentos 

de cromossomos acêntricos (também não incorporados no núcleo das células 

filhas). Dessa forma, esses MNC tem a função de envolver e eliminar essas 

porções extras/soltas de DNA do citoplasma da célula (DIETZ et al., 2000; 

FERNANDES et al., 2009; SANTOS et al., 2018). 
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Figura 7 – Alterações nucleares, em (a) micronúcleo e em (b) núcleo 

condensado; e cromossômicas, em (c) c-metáfase, (d) aderente, (e) ponte em 

telófase, (f) ponte em anáfase com cromossomo perdido, observadas nas 

células meristemáticas de alface tratadas com os óleos essenciais de E. 

urophylla e de E. urocam nas concentrações de 3000, 1500, 750, 375 e 

187,5μg L-1. 

 

As células tratadas com o óleo de E. urophylla nas concentrações de 

3000, 1500 e 750μg L-1, apresentaram frequência de NC significativamente 

superior a frequência do C- de 14,71, 7,57 e 7,14 vezes, respectivamente. 

Enquanto que, o óleo de E. urocam nas concentrações de 3000 e 1500μg L-1, 

promoveu aumento significativo de 12,8 e 10,4 vezes, respectivamente (Figura 

6). O NC é a expressão citológica da ocorrência da morte celular (ANDRADE-

VIEIRA et al., 2011 e 2012). Tal mecanismo tem como principal função a 

manutenção da homeostase tecidual, além de eliminar as células que poderiam 

desencadear processos malignos ao organismo, por conterem alterações no 

DNA (SILVA et al., 2017). Dessa maneira, essa variável sofre incremento de 

acordo com que os danos genéticos aumentam (KORDALI et al., 2008). 

As AC observadas foram: cromossomo perdido, multipolaridade, 

aderência cromossômica, c-metáfase, ponte cromossômica, atraso dos 

cromossomos na telófase e fragmento cromossômico (Figura 7). Essas 

frequências de cada AC elucida o mecanismo de ação do óleo, o qual pode ser 

clastogênico ou aneugênico (FERNANDES et al., 2009; ARAGÃO et al., 2015; 

BERNARDES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGÃO et al., 2017; 

ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018).  

O mecanismo de ação aneugênico é promovido em decorrência de 

alterações na maquinaria mitótica da célula, promovendo mudanças no fuso 

mitótico, envolvendo a polimerização e despolimerização dos microtúbulos. 

Enquanto, os agentes clastogênicos interagem com o material genético da 

célula, provocando danos ao DNA (FERNANDES et al., 2009; BERNARDES et 

al., 2015; SANTOS et al., 2018). 
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Houve aumento na frequência de cromossomo perdido em todos os 

tratamentos analisados, sendo significativo nos tratamentos com óleo E. 

urophylla nas três maiores concentrações, tais aumentos foram de 13,9, 10,94 

e 13,6 vezes, respectivamente (Figura 8).  

 

Figura 8 – Frequência das AC observadas nas células meristemáticas de alface 

tratadas com os óleos essenciais de E. urophylla e de E. urocam nas 

concentrações de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5μg L-1, onde as médias 

seguidas pela letra a se igualaram ao C- água destilada, as seguidas pela letra 

b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as seguidas pela letra c se 

igualaram ao C+ glifosato, de acordo com o teste de Dunnett (p<0,05). 

 

A multipolaridade, alteração aneugênica, foi observada nas células 

tratadas com óleo E. urophylla nas concentrações de 1500 e 375μg L-1, não 

apresentando aumento significativo (Figura 8). Essa AC tem relação com a 

ação aneugênica, uma vez que resulta da formação de múltiplos sítios de 

nucleação, o que pode ser provocado pelo desequilíbrio genético da célula, 

ocorrendo em células poliploides (FERNANDES et al., 2009). 

A aderência cromossômica foi a alteração mais frequentemente 

observada apresentando incremento em todos os tratamentos, tendo aumento 
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significativo de 6,45; 6,94; 7,61 e 6,04 vezes nos tratamentos de E. urophylla 

nas concentrações de 3000, 1500, 750 e 375μg L-1, bem como, de 7,7; 6,22 e 

6,08 vezes nas células tratadas com o óleo de E. urocam nas concentrações 

de 1500, 750 e 187,5μg L-1, respectivamente (Figura 8). A aderência 

cromossômica é decorrente de alterações citológicas, genéticas e epigenéticas, 

sendo essa última indicada uma vez que tal alteração advém de mudanças no 

padrão de fosforilação das histonas, indicando tanto ação aneugênica, quanto 

ação clastogênica (FREITAS et al., 2016; SILVEIRA et al., 2017; SANTOS et 

al., 2018).  

Embora muito frequente e tendo aumento em todos os tratamentos, a c-

metáfase não apresentou diferença estatística dos C-, por conta do baixo 

número de células em divisão do C+, fazendo com que a frequência de c-

metáfases (que é obtida pela razão do número de células com c-metáfase 

observada pelo total de células em divisão) ficasse alta nesse tratamento 

(Figura 8). As c-metáfases demonstram ação aneugênica do agente teste, já 

que, expressa a inativação completa dos microtúbulos e consequentemente da 

formação do fuso mitótico (COSTA et al., 2017; SANTOS et al., 2018). 

Outra alteração que apresentou aumento, não significativo, em todos os 

tratamentos foi o atraso dos cromossomos na telófase (Figura 8). Essa 

alteração está relacionada com a interferência dos óleos essenciais testados 

na despolimerização dos microtúbulos, determinando em um arrastamento 

desigual dos cromossomos. Tal alteração faz com que a célula tenha a 

reconstituição de um envoltório nuclear com deformação, visando envolver todo 

o material genético cabível a ele e posteriormente essa deformação é desfeita 

(FERNANDES et al., 2009). 

A frequência de ponte cromossômica aumentou em todos os 

tratamentos, sendo esse significativo e de 16 vezes, quando comparado ao C-, 

nas células tratadas com o óleo de E. urophylla na concentração de 1500μg L-1. 

Fato semelhante foi observado na fragmentação cromossômica, a qual teve 

aumento significativo nesse mesmo tratamento (Figura 8). O aumento da 

frequência de ponte e fragmentos cromossômicos indica a ação clastogênica 

do agente teste (FERNANDES et al., 2009). Além disso, tal resultado sugere a 

ocorrência do ciclo quebra-fusão-quebra, onde ocorre a fragmentação 
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cromossômica deixando extremidades coesivas livres nos cromossomos, o que 

provoca a fusão (ponte) de cromossomos. Quando esses cromossomos são 

arrastados pelos seus centrômeros para os polos celulares, por meio da 

despolimerização dos filamentos de alfa e beta tubulina, ocorre novamente a 

quebra de cromossomos formando novos fragmentos cromossômicos, 

possibilitando nova fusão e futuras quebras (SILVEIRA et al., 2017). 

Experimentos elucidativos englobando a fito-cito-genotoxicidade, 

mutagenicidade e o mecanismo de ação de compostos naturais é importante 

para melhor aproveitamento do material/resíduo vegetal, bem como, para 

minimização dos prejuízos ambientais.  

 

CONCLUSÃO 

O rendimento e a caracterização dos óleos essenciais de E. urophylla e 

de seu híbrido E. urocam indicaram efeito aditivo dos genes herdados para tais 

características, sendo o rendimento do óleo essencial do híbrido superior ao 

dos parentais.  

Tanto o E. urophylla quanto o E. urocam apresentaram efeitos fito-cito-

genotóxicos, mutagênicos e mecanismo de ação clastogênico e aneugênico, 

além de promoverem alterações epigenéticas nas células meristemáticas de 

alface, identificadas a partir do aumento de aderência cromossômica. 

Os resultados apontam o potencial bioherbicida desses óleos, 

levantando dessa forma, a possibilidade de os resíduos foliares dessas 

espécies serem destinadas para a extração de óleo essencial, visando sua 

aplicação no controle de plantas daninhas 
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