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RESUMO

O uso de agroquimicos tem determinado no aumento da produtividade
agricola. Entretanto, a preocupacdao a respeito dos prejuizos a saude humana e
ao meio ambiente, decorrentes do uso indiscriminado dos defensivos agricolas,
tém aumentado em todo o mundo. Assim, métodos alternativos para controle
de pragas e doencas tém sido propostos para manutencao da produtividade e
da qualidade de vida. Uma opc¢éo encontrada € o uso de compostos produzidos
pelo metabolismo secundario de plantas, como os 6leos essenciais. Algumas
dessas substancias apresentam atividade, seja inibitoria ou estimulatoria, sobre
o desenvolvimento de outros organismos. Assim, estudos visando a elucidacéo
do efeito de tais compostos € incentivada, e quando possivel a indicacédo para
aplicacdo dos mesmos em campo. Esses estudos podem ser realizados por
meio de bioensaios vegetais. Plantas do género Eucalyptus tém sido
estudadas, possuindo diferentes atividades biologicas. Assim o objetivo do
presente estudo foi determinar o rendimento e identificar os compostos dos
Oleos essenciais de E. urophylla e do hibrido E. urocam (E. urophylla x E.
camaldulensis), bem como, avaliar o potencial fito-cito-genotoxico e
mutagénico desses 0Oleos essenciais, por meio de bioensaios vegetais. Os
resultados obtidos indicaram maior rendimento do 6leo do hibrido. O composto
majoritario de ambos os 6leos foi o eucaliptol, representando mais de 85% em
relacdo aos compostos presentes. Tanto o E. urophylla quanto o E. urocam
apresentaram efeitos fito-cito-genotdxicos, mutagenicos e mecanismo de acéo
clastogénico e aneugénico, além de promoverem alteracdes epigenéticas nas
células meristematicas de alface. Dessa forma, os resultados apontam o

potencial bioherbicida desses 6leos.

Palavras-Chave: aneugenicidade, bioherbicida, clastogenicidade, Lactuca

sativa, Sorghum bicolor.
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INTRODUCAO

Os avangos tecnologicos e suas aplicabilidades tém determinado em
alta produtividade agricola, bem como, na diminuicdo dos custos de producao
(SILVA et al., 2005; BRAIBANTE e ZAPPE, 2012; ALVES e TEDESCO, 2015).
Entretanto, as tecnologias alcancadas tém gerado discussbes a respeito de
suas consequéncias para a saude humana e para 0 meio ambiente
(SOLOMONS, 1989; JAVARONI et al., 1991; ANDREA, 2004; WERF, 1996;
BOLOGNESI, 2003; SILVA et al., 2005; SOARES, 2011).

Muitos relatos tém sido efetuados em relacdo a contaminacéo de rios,
lengbis fredticos, solos, culturas circunvizinhas, lagos e ar (RIGITANO e
BARBOSA, 1994; MOREIRA e CRUZ, 1996). Associado a isso, encontra-se 0s
problemas a fauna aquatica e terrestre (WERF, 1996; FLORES et al., 2004;
SOARES et al., 2011; SILVA et al., 2012). Casos de intoxicacdo e danos a
saude humana decorrente do contato com agroquimicos, seja por ingestao ou
por contato pela pele tem alavancado os debates com o dilema dos beneficios
e maleficios dessas substancias (BRASIL, 2002; WAICHMAN et al., 2002 e
2007; MOSS, 2008; CARSON, 2010; LONDRES, 2011; INCA, 2015).

Para manter a qualidade da producéao/produtividade e buscando mitigar
os efeitos nocivos dos agroquimicos, produtos naturais com atividade biologica
tém sido avaliados em estudos visando a producao de bioagroquimicos. Dentre
0s varios compostos/substancias proeminentes nesse ramo de pesquisa estao
os Oleos essenciais de plantas com efeitos medicinais e/ou com uso alimenticio
(KORDALI et al., 2008; ARAGAO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015). Além
disso, residuos 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 género Eucalyptus, dentre elas E. urophylla e o hibrido E.
urocam (E. urophylla x E. camaldulensis), sdo cultivadas em larga escala,
visando, com seu caule, suprir a necessidade das industrias de celulose,
carvao e madeireira (OLIVEIRA ,1997). Dessa forma, suas raizes e folhas séo
residuos na producgéo, ou seja, sdo descartadas no processo produtivo. Muitas

dessas espécies sdo descritas na literatura como medicinais, sendo utilizadas



como anti-inflamatérios, analgésicos e no tratamento de doencas respiratérias
(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), fitotoxica e citotoxica
(ARAGAO et al., 2015) de diferentes espécies de Eucalyptus, demonstrando a
importdncia das pesquisas de possivel atividade biolégica de espécies
pertencentes a esse género que ainda néo tenham sido estudadas.

Os bioensaios tém sido utilizados em pesquisas relacionadas a
avaliacdo da atividade bioldgica, bem como, para elucidacdo de compostos
bioativos (ARAGAO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGAO et al., 2017;
ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018). Dentre os testes realizados para
determinacdo de potencial herbicida de agentes testes estdo as analises de
fito-cito-genotoxicidade, mutagenicidade e determinacdo de mecanismos de
acao do composto de interesse. Tais testes sdo utilizados, por apresentarem
resultados claros e eficientes em curto periodo de tempo, utilizarem
organismos modelo tanto mono quanto eudicotiledénea, serem de baixo custo,
além de utilizarem como organismos teste vegetais que apresentam resultados
correlatos com os encontrados em mamiferos (GRANT, 1994; ARAGAO et al.,
2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGAO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017).

OBJETIVOS

Objetivos gerais

Avaliar o potencial alelopéatico, mutagénico e bioherbicida dos oleos
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 avaliacbes de fitotoxicidade e
citotoxicidade, bem como avaliar a similaridade entre os parametros avaliados

entre as duas espécies, por se tratar de um hibrido e seu progenitor.



Objetivos especificos

e Comparar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de E. urophylla e

seu hibrido E. urocam;

e Avaliar a fitotoxicidade dos Oleos essenciais de E. urophylla e seu
hibrido E. urocam frente ao desenvolvimento inicial de L. Sativa e
Sorghum bicolor, a partir das variaveis porcentagem final da germinacao
(G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), oxidacao (O),

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

e Avaliar a citotoxicidade dos o6leos essenciais de E. urophylla e seu
hibrido E. urocam em células meristematicas de L. sativa a partir das
variaveis indice mitotico (IM), alteragbes cromossémicas (AC) e

alteragdes nucleares (AN);

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

hibrido E. urocam.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Importancia do desenvolvimento tecnolégico agricola

Apés a segunda guerra mundial teve inicio, nos Estados Unidos da
América, a revolucdo verde. Esse movimento tinha como objetivo aumentar a
produtividade agricola. Para isso, a distribuicdo e aplicacdo de agroquimicos foi
aumentada, as fronteiras agricolas foram expandidas e a producdo passou a
ser de forma mecanizada (SILVA et al., 2005). Essas acdes alcancaram o
objetivo e foram difundas para outros paises, principalmente para 0s menos
desenvolvidos, por meio de novas praticas agricolas (ALVES e TEDESCO,
2015).

Para suprir a demanda de produtos desse movimento, diversos
agroquimicos, com finalidades variadas, foram desenvolvidos, 0s quais
possuem mais de 300 principios ativos, distribuidos em mais de 2000

formulacbes (LARA e BATISTA, 1992). Como padrédo para ordenacao e



classificacdo dos defensivos agricolas sao considerados o seu modo de acéo,
sua funcdo, sua origem quimica, seu nivel de toxicidade e sobre qual

organismo teste o mesmo atua (KRUGER, 2009).

De acordo com o organismo teste sobre o qual o agroquimico atua, ele é
classificado em: fungicidas — atuam no controle de fungo e séo os defensivos
com maior aplicacdo em atividades agricolas (ZAMBOLIM e JESUS, 2008);
acaricidas — inibem o desenvolvimento de acaros (CHENCK e LEHOTAY,
2000); bactericidas — controlam a proliferacdo de bactérias, sendo aplicados,
também, em tratamento de doencas em humanos (BIANCHINI e BEDENDO,
1998; TOKESHI, 2000; MARINHO e ARAUJO, 2008); inseticidas — atuam no
controle de insetos indesejados (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012); herbicidas —
sdo aplicados para controle de plantas daninhas, sendo a classe mais
comercializada no Brasil (IBAMA, 2018).

Preocupacédo ambiental e com a saude humana

Apesar dos reconhecidos beneficios alcancados para a saude humana
(diminuicdo da quantidade de doencas e controle de vetores) e para a
agricultura, a partir do uso das tecnologias obtidas apés a revolugcéao verde,
discussdes a respeito de suas consequéncias diretas e indiretas para a saude
humana e para o meio ambiente tém sido realizadas (SOLOMONS, 1989;
JAVARONI et al., 1991; ANDREA, 2004; WERF, 1996; BOLOGNESI, 2003;
SILVA et al., 2005; SOARES et al., 2011).

Muitos relatos tém sido efetuados em relacdo a contaminacédo de rios,
lencois freaticos, solos, culturas circunvizinhas, lagos e ar (RIGITANO e
BARBOSA, 1994; MOREIRA e CRUZ, 1996). Associado a isso, encontra-se 0s
problemas a fauna aquatica e terrestre (WERF, 1996; FLORES et al., 2004;
SOARES et al., 2011; SILVA et al., 2012). Além de casos de intoxicacdo e
danos a saude humana decorrente do contato com agroquimicos, seja por
ingestdo ou por contato pela pele, tém alavancado os debates com o dilema
dos beneficios e maleficios dessas substancias (BRASIL, 2002; WAICHMAN et
al., 2002 e 2007; MOSS, 2008; CARSON, 2010; LONDRES, 2011; INCA,
2015).



Uso de substancias naturais com atividade biolégica

Devido a importancia do uso de agroquimicos para a manutencdo da
produtividade agricola, bem como, para o controle de vetores transmissores de
doencas humanas (BIANCHINI e BEDENDO, 1998; TOKESHI 2000; MARINHO
e ARAUJO 2008; BRAIBANTE e ZAPPE, 2012), faz-se necessério a aplicacao
de métodos alternativos (SOUZA FILHO et al., 2006).

As plantas, por necessitarem de se defender de predadores e de se
adaptar a diferentes condicbes 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 interacéo
dos vegetais com outros organismos, podendo inibir, estimular ou néao interferir
no desenvolvimento desses (ALVES et al., 2004; BAIS et al., 2006; LARCHER,
2006; RASCHER e HAY, 2014).

Os metabdlitos secundarios, produzidos naturalmente pelos vegetais e
dentre 0s quais encontram-se 0s 0leos essenciais, S40 0S responsaveis por
sua interacdo com o ambiente, sendo dessa maneira, o alvo de estudos que
visam a avaliacdo de atividade biologicas de plantas (SOUZA et al., 2002;
IGANCI et al., 2006).

Dessa forma, para manter a qualidade da producao/produtividade e
buscando mitigar os efeitos nocivos dos agroquimicos, produtos naturais com
atividade biologica tém sido avaliados em estudos visando a producdo de
bioagroquimicos. Dentre os varios compostos/substancias proeminentes nesse
ramo de pesquisa estdo os 6leos essenciais de plantas com efeitos medicinais
elou com uso alimenticio (KORDALI et al., 2008; ARAGAO et al., 2015;
PINHEIRO et al., 2015). Além disso, residuos vegetais de plantas cultivadas
em monoculturas podem ser destinados para esse tipo de atividade, fazendo-

se assim, maior aproveitamento da biomassa da planta.



O género Eucalyptus e sua potencialidade

De origem Australiana o género Eucalyptus pertence a familia 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 arvores desse género, no Brasil, foram plantadas no
Jardim Botanico do Rio de Janeiro no século XIX. As pesquisas com eucalipto
tiveram inicio em 1904 por Edmundo Navarro de Andrade para atender a
demanda existente de madeira para construcao de ferrovias (SAMPAIO,1961).
Atualmente as espécies mais plantadas no Brasil sdo E. grandis, E. saligna, E.
urophylla, hibridos de E. grandis x E. urophylla e o E. camadulensis
(SBS,2008).

Devido ao seu rapido crescimento e a plasticidade como se adaptam as
condi¢cBes edafoclimaticas do Brasil (STURION e BELLOTE, 2000; MARTINEZ
et al., 2012), seu fuste é utilizado como uma estratégia para diminuir a presséo
por matéria prima nas florestas nativas (CAMPINHO, 2001). O tronco fornece
madeira para diferentes finalidades como energia, serraria e na producdo de
polpa de celulose (OLIVEIRA ,1997). Os residuos da colheita florestal como
galhos e folhas sdo 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 composicdo quimica do eucalipto contribui positivamente para sua
acao em diferentes atividades biologicas. Dessa maneira, ja foram descritas as
atividades fitotdxica e citotéxica dos Oleos esséncias de E. grandis e E.
citriodora (ARAGAO et al., 2015); a atividade inseticida de E. camaldulensis
(TUNC, et al., 2000; ERLER et al., 2006), E. globulus (PAPACHRISTOS e
STAMOPOULOQOS, 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, 0s Oleos essenciais de diferentes
espécies de Eucalyptus tém atividades medicinais, sendo aplicados para

tratamento de problemas da saude humana, como em infec¢des pulmonares e



tuberculose (PEREIRA, 2010), bem como anti-inflamatorio e analgésico (SILVA
et al., 2003).

Bioensaios vegetais

Um importante modelo, dentre os organismos eucariotos, Sd8o O0s
vegetais superiores, como a Lactuca sativa (alface - eudicotiledonea), Allium
cepa (cebola - monocotiledénea) e Sorghum bicolor (sorgo -
monocotiledénea). Esse grupo de seres vivos sdo sensiveis a substancias
toxicas, possibilitando a identificacdo dos niveis de toxicidade de diferentes
concentracbes de compostos isolados, bem como, de efeitos sinérgicos entre
moléculas (SOUZA et al., 2002; REIGOSA et al., 2013; PINHEIRO et al., 2015).

Devido a universalidade do codigo genético, os resultados obtidos a
partir de ensaios com vegetais, apontam o0s riscos que determinadas
substancias conferem a outros organismos (CARITA e MARIN-MORALES,
2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009; FIRBAS e AMON, 2013; BRAGA e
LOPES, 2015). Além disso, existe correlacdo entre as respostas encontradas
em bioensaios vegetais com 0s encontrados em ensaios que utilizam outro
sistema teste, incluindo mamiferos (BAGATINI et al.,, 2007; ARRAES e
LONGHIN, 2012; TEDESCO et al., 2015).

Outra vantagem da utilizacdo de plantas superiores como organismos
teste € a possibilidade de avaliar diferentes variaveis simultaneamente, como:
fitotoxicidade - porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de
germinacao, crescimento radicular e aéreo; citotoxicidade — alteracdo na
proporcdo das fases do ciclo celular, alteracdo do indice mitotico;
genotoxicidade — alteracdo cromossémicas estruturais e numeéricas;
mutagenicidade — alteracdes nucleares; além de elucidar o mecanismo de agao
celular da substancia teste (GRANT, 1994; LEME e MARIN MORALES, 2009).



MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Folhas de clones adultos de E. urophylla (parental) e E. urocam (hibrido
de E. urophylla com E. camaldulensis) foram coletadas no horto florestal do
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do
Espirito Santo que esta localizado na Rodovia ES 482, Km 43, sem numero,
tendo as coordenadas 20°47'43.7"S 41°24'20.9"W e seus respectivos 6leos
foram extraidos. Para analises do efeito biol6gico foram utilizadas sementes de
L. sativa (eudicotiledonea) “Crespa Grand Rapids - TBR” (ISLA) e de S. bicolor

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

Extracdo do oleo

Primeiramente as folhas foram pesadas, trituradas com agua destilada e
colocadas no aparelho Clevenger para extracdo do O6leo. Posteriormente,
pesou-se 0 Oleo obtido e identificou-se o0s seus constituintes a partir de
cromatografia gasosa com espectrometro de massas (MENDES et al., 2018).
Esse procedimento foi realizado isoladamente para ambas as espécies em

estudo.

O rendimento de cada Oleo essencial € expresso em porcentagem,
sendo calculado comparando a quantidade, em g, de folhas utilizadas para

obtencao do 6leo com a quantidade, em g, de 6leo obtido.

Ensaio fitotoxico

Para realizacdo do ensaio fitotoxico, utilizou-se cinco concentracfes
(3000, 1500, 750, 375 e 187,5 ug L'l) de cada 6leo essencial obtido. Utilizou-se
o delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 repeticbes por
tratamento, sendo cada repeticdo constituido por 25 sementes. As analises
foram realizadas com alface e sorgo, sendo aplicado como controles negativos
(C-) &gua destilada e diclorometano (solvente usado na preparacdo dos
concentrados) e como controle positivo (C+) foi utilizado o herbicida comercial

glifosato, na concentracéo indicada pelo fabricante, 0,1%.



Avaliou-se o indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes
acompanhando o numero de sementes germinadas por placa de 8 em 8h
durante as primeiras 48h de exposicdo aos tratamentos. A porcentagem de
germinacdo (G) e a porcentagem de raizes oxidadas (O) foram avaliadas a
partir da contagem de sementes germinadas/raizes oxidadas por placa apés
48h de exposicdo aos tratamentos. Os crescimentos radiculares (CR) e aéreos
(CA) foram aferidos ap6s 48h e 120h de exposicdo aos tratamentos,

respectivamente.

Ensaio cito-genotoxico e mutagénico

Foi realizado em raizes de alface apdés 48h de exposicdo aos
tratamentos supracitados e com 0 mesmo delineamento experimental descrito.
Para isso, raizes apos 48h de exposicédo foram coletadas e fixadas em alcool
etilico:acido acético (3:1). Apoés 24h de fixacdo, preparou-se as laminas
utilizando como corante orceina acética 2%. Em cada |amina foram avaliadas
aproximadamente 1000 células, classificando-as de acordo com a fase do ciclo

mitGtico e em relagéo aos danos celulares apresentados.

Para avaliacdo da citotoxicidade calculou-se o indice mitético (IM)
dividindo o numero de células em divisdo pelo numero total de células
avaliadas. O efeito genotoxico foi averiguado a partir da quantidade de
alteracdes cromossdmicas observadas (AC), a qual é calculada a partir da
razdo entre a quantidade de células com AC e o numero total de células
avaliadas, bem como, pelas frequéncias de cada AC observadas, as quais sao
calculadas pela razao entre a quantidade de cada AC pelo total de células em
divisdo observadas. O efeito mutagénico foi mensurado a partir das alteracdes
nucleares (AN), calculada a partir da razdo entre a quantidade de células com
AN e o numero total de células avaliadas, bem como, pelas frequéncias de
cada AN observada, as quais sdo calculadas por meio da razdo entre a

guantidade de cada AN e o numero total de células avaliadas.
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Anélises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia 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 comparacao de tratamentos
com controles (McHUGH, 2011). Todos os dados foram processados no
programa estatistico GENES (CRUZ, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Oleo essencial

O ¢6leo essencial de E. urocam apresentou rendimento de 0,77%,
enquanto o E. urophylla apresentou 0,20% por fracéo fresca de folha. Cimanga
et al. (2002), estudou o 6leo essencial de diferentes espécies de eucalipto e
obteve um rendimento de 0,53% do 0leo essencial de E. urophylla, utilizando o
mesmo método de extracdo e comparando com o peso das folhas frescas. A
variacdo encontrada pode ser decorrente das condicbes ambientais, idade da
planta e da folha, fatores genéticos, bem como, método utilizado para extracao
e identificacdo do Oleo (XAVIER, 1993).

Cimanga et al. (2002), também estudaram o Oleo essencial de E.
camaldulensis o outro progenitor do hibrido E. urocam. Os dados obtidos
demonstraram menor rendimento desse progenitor (0,30% de rendimento)
guando comparado com o E. urophylla o qual apresentou como ja relatado
0,53%. Uma vez que, a coleta dos individuos da atual pesquisa foi feita em
mesmo local (mesma condicdo ambiental) e seguiu o0 mesmo padrdo de
tamanho e idade dos individuos e das folhas (minimizando as diferencas
fisiol6gicas), pode se inferir que o rendimento do hibrido (0,77%), por ser
superior ao dos parentais, decorre do efeito aditivo da combinacdo dos genes

parentais, determinando em maior rendimento no 6leo do hibrido.

Em relacéo a caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais, observou-se
guatro picos em cada Oleo, permitindo a identificagdo de quatro compostos em
cada (Figura 1). No 6leo essencial de E. urophylla o composto majoritario foi o
monoterperno oxigenado eucaliptol com 87,9%, seguido pelo sesquiterpeno

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

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

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

oxigenado linalol (1,4%) (Tabela 1).
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Figura 1 - Picos dos compostos presentes nos 0leos essenciais de E. urophylla

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

massas.

Tabela 1 - Compostos presentes nos 6leos essenciais de E. urophylla e em E.

urocam. Onde a coluna “n° do pico” relaciona os picos mostrados na figura 1

COM 0S COMpPOStos que 0S Mesmos representam

ESPECIE N° DO COMPOSTO TEMPO DE AREA DO
PICO RETENCAO PICO (%)
1 Alfa Pineno 8.3 4.3
Eucalyptus 2 Eucaliptol 12.6 87.9*
urophylla 3 Aromadendreno 30.7 2.6
4 Viridiflorol 27.1 5.1
1 Alfa Pineno 8.3 1.9
Eucalyptus 2 Eucaliptol 12.6 89.8*
urocam 3 Linalol 19.9 1.4
4 Terpineol 27.1 6.73

*Composto majoritario.
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O eucaliptol foi descrito na literatura como o componente majoritario
tanto do 6leo essencial de E. urophylla, quanto de E. camaldulensis (CIMANGA
et al.,, 2002; PEREIRA, 2010). Fato também observado no 6leo do hibrido E.
urocam na presente pesquisa. Além disso, Cimanga et al. (2002) e Pereira
(2010), descreveram a presenga de a pineno, eucaliptol e terpineol em ambos
0s parentais, enquanto a presenca do linalol foi descrita por Cimanga et al.
(2002) em E. urophylla.

O a pineno é um hidrocarboneto monoterperno presente em ambos o0s
parentais. Segundo Pereira (2010), esse composto representava 1,7% do 0leo
de E. camaldulensis e 5,0% do 6leo do E. urophylla. Dessa forma, a
porcentagem de a pineno encontrada em E. urophylla, no presente estudo, se
assemelha a encontrada por aquele autor. A porcentagem de a pineno
encontrada em E. urocam, no presente estudo, tem maior semelhanca com a

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

Ja o linalol foi descrito por Cimanga et al. (2002), como parte da
composicao do 6leo de E. urophylla, reprentando 2,5% da composicéo total do
Oleo. Dessa maneira, observa-se uma diminuicdo na proporcao observada no

hibrido E. urocam, quando comparado com o parental.

Tanto Pereira (2010), quanto Cimanga et al. (2002), descreveram 0
terpineol como parte dos 6leos essenciais das espécies parentais, entretanto
em proporcdes inferiores a encontrada no hibrido, no presente estudo,

indicando a presenca de efeito aditivo em sua producao.

Ensaio fitotoxico

As analises de fitotoxicidade demonstraram o efeito toxico de ambos o0s
Oleos testados. Todos os tratamentos apresentaram médias do IVG inferiores
as dos C-, sendo que tal diferenca foi demonstrada por meio da analise
estatistica nos tratamentos de E. urocam na concentracdo de 3000ug L™ em
alface e em sorgo, e na concentracdo de 1500 pg L™* em alface (Figura 2).

Segundo Iganci et al. (2006), esse é o parametro mais sensivel dentre os
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avaliados em ensaios de fitotoxicidade. De modo que, sua inibicdo indica a
toxicidade do agente teste independentemente dos resultados observados nos

demais parametros mensurados.
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Figura 2 - Fitotoxicidade dos 6leos essenciais de E. urophylla e de E. urocam
nas concentracdes de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5ug L™ em alface (a) e em
sorgo (b). As médias seguidas pela letra a se igualaram ao C- agua destilada,
as seguidas pela letra b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as
seguidas pela letra ¢ 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 apds 48h de exposicdo aos tratamentos; IVG — o indice de
velocidade de germinacédo das sementes durante as primeiras 48h, avaliadas
de 8 em 8h, apds a exposi¢do aos tratamentos; O — porcentagem de raizes
oxidadas apds 48h de exposicado aos tratamentos; CR — tamanho das raizes
em mm apos 48h de exposicdo aos tratamentos; CA — tamanho da parte area
da planta em mm apdés 120h de exposi¢do aos tratamentos.

A G foi inibida significativamente nas sementes de alface tratadas com
E. urocam 3000ug L™, sendo tal inibicdo de 17% (Figura 2). Segundo Arag&o et
al. (2017), esse é o parametro menos sensivel, expressando a fitotoxicidade

aguda dos compostos teste.

Ambos os 6leos testados promoveram oxidacdo nas raizes de alface
(Figura 3), sendo tal efeito ndo observado em sorgo. Todos os tratamentos com
Oleos provocaram aumento da O em alface, sendo que tal aumento foi
significativo nos tratamentos com E. urophylla nas concentragdes 3000, 1500 e
750ug L™, sendo em 56, 29 e 33 vezes, respectivamente, quando comparados
com o controle (Figura 2). Esse fenbmeno oxidativo, expresso a partir do
escurecimento das raizes, tem sido relacionado com a producéo, oxidacao e
liberacdo de compostos fendlicos, o0s quais inibem o crescimento e
desenvolvimento do individuo (MELO et al., 2001).

Figura 3 - llustracdo de raizes de alface oxidadas apds 48h de exposi¢cdo aos
Oleos essenciais de E. urophylla e de E. urocam nas concentra¢des de 3000,
1500, 750, 375 e 187,5ug L™



15

O 6leo de E. urocam 3000ug L™ provocou inibic&o significativa no CR de
ambas as espécies modelo, sendo tal inibicdo de 48% na alface e 60% no
sorgo, quando comparado com o C- (Figura 2 e 4). J4 o 6leo de E. urophylla
nas concentracdes de 3000 e 1500ug L™ 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 toxico oxidativo acima
descrito, o que promoveu diminuicdo no CR das plantulas. Além disso, Aragao
et al. (2017), descreveram essa variavel como a mais sensivel dentre as

referente a crescimento.
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\ 3000PMM; 1500PPM750PPM, 375PPM; 187,5PPM; Agua; DCM; Glifosato
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Figura 4 — llustracdo dos efeitos das diferentes concentracoes dos oleos
essenciais de E. urophylla (a e ¢) e com o hibrido E. urocam (b e d) no

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

O Oleo de E. urocam ndo promoveu inibicdo significativa no CA das
plantas modelo, enquanto que o de E. urophylla na concentracédo de 3000 ug L
! inibiu em 60% o CA da alface (Figura 2). Tal resultado, provavelmente esta
relacionado com a composicao quimica dos 6leos essenciais, bem como pelo
efeito sinérgico entre as moléculas. Aragao et al. (2015), estudando a atividade
alelopatica de E. grandis e de E. citriodora, relataram que o efeito sinérgico do
0leo essencial de E. grandis, o qual possui a pineno como componente

majoritario, foi mais evidente, propiciando maior efeito fitotoxico. Comparando
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esses resultados com o da presente pesquisa, conclui-se que o a pineno, mais
abundante em E. urophylla do que em E. urocam, proporciona maior
fitotoxidade, quando em sinergismo com 0s demais componentes do Oleo,
propiciando maior inibicdo no CA das plantulas tratadas com E. urophylla, do

gue com o seu hibrido E. urocam.

Ensaio cito-genotdxico e mutagénico

O 6leo de E. urophylla nas concentracdes de 3000 e 187,5ug L™
promoveram um incremento significativo de 1,5 e 3%, respectivamente, na
frequéncia de células em intérfase (Figura 5). O aumento de células em
intérfase indica a ocorréncia de um bloqueio da mitose (ARAGAO et al., 2015 e
2017), podendo estar relacionado com a inibicdo da sintese de DNA devido ao
aumento de danos a essa molécula, visado minimizar os prejuizos ao tecido
(KORDALI et al., 2008). Esse resultado também foi observado por Aragéo et al.

(2015), em tratamentos com 6leo essencial de E. grandis e E. citriodora.
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Figura 5 — Porcentagem de cada fase do ciclo celular de meristemas
radiculares de alface tratados com os 6leos essenciais de E. urophylla e de E.
urocam nas concentracdes de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5ug L™, onde as

médias seguidas pela letra a se igualaram ao C- 4gua 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 6leo de E. urophylla na menor concentracgdo (187,5ug L™) provocou o
decréscimo na porcentagem de profase e metafase em 31% e 21%,
respectivamente. Esse resultado reforca o resultado anterior e pode estar
relacionado com o aumento de oxidacdo das raizes tratadas com esse 0leo,
anteriormente relatado. Uma vez, que tal fenbmeno esta relacionado com a
liberac&o de compostos fendlicos, os quais s&o toxicos para a planta (ARAGAO
et al., 2017).

Além disso, o 6leo de E. urophylla na concentracdo de 750ug L™
resultou em aumento de 24% na frequéncia de metafases (Figura 5). Esse
resultado pode estar relacionado ao aumento da aderéncia cromossdmica, 0
gue altera o padréo das fases da divisdo mitotica e determina na permanéncia
da célula em metafase (ARAGAO et al., 2017; ALVES et al., 2018; SANTOS et
al., 2018).

Os tratamentos mais citotoxicos foram o do oOleo de E. urophylla nas
concentracdes de 3000 e 187,5ug L™, os quais inibiram significativamente o IM
em 13 e 23%, respectivamente (Figura 6). Esse parametro é um endpoint bem
estabelecido como um indicador de agentes tOxicos, uma vez que, em
condicdo de estresse as células sofrerdo reducao na quantidade de células em
divisdo, visando minimizar o contato com a substancia téxica (LEME e MARIN-
MORALES, 2009; ARAGAO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGAO et
al., 2017; COSTA et al., 2017; ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018).
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Figura 6 — AlteragcOes celulares e cromossomais em meristemas radiculares de
alface tratadas com os 6leos essenciais de E. urophylla e de E. urocam nas
concentracdes de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5ug L™, onde as médias
seguidas pela letra a se igualaram ao C- agua destilada, as seguidas pela letra
b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as seguidas pela letra ¢ se
igualaram ao C+ glifosato, de acordo com o teste de Dunnett (p<0,05). Onde as
abreviacbes representam: IM — indice mitético, AC — alteracdes
cromossomicas, AN — alteracdes nucleares, MNC — micronudcleo, NC — nucleo

condensado.

Todos os tratamentos foram genotéxicos, 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 concentracées 3000, 1500, 750, 375 e 187,5ug Lt respectivamente
(Figura 6). Nos tratamentos com o 6leo de E. urocam nas concentraces 3000,
1500, 750, 375 e 187,5ug Ll esse aumento foi de 7,8; 8; 7,96; 6,27 e 7,15,
respectivamente (Figura 6). As ACs sdo provocadas pela interacdo entre o
material genético da célula com o composto quimico presente no ambiente,
sendo um endpoint de genotoxicidade (BERNARDES et al., 2015).

O dleo de E. urophylla tem maior potencial mutagénico do que o de E.

urocam, uma vez que ambos promoveram aumento na frequéncia de AN,
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porém o 6leo de E. urophylla nas concentragdes de 3000, 1500, 750, e 187,5ug
L™, promoveram aumento significativo de 15,7; 8,5; 8,5 e 6,71 vezes,
respectivamente. Enquanto o d6leo de E. urocam nas concentragfes de 3000,
1500ug L™, propiciou o aumento significatvo de 55 e 11 vezes,
respectivamente, quando comparados com o C- (Figura 6). As ANs sao
alteracbes morfolégicas, que ocorrem em decorréncia de mudancas
bioguimicas no nucleo da célula, como mecanismo de defesa de possiveis
“erros” nucleares provenientes da interagdo com o ambiente (FERNANDES et
al., 2009; ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ALVES et al., 2018; SANTOS et al.,
2018).

As AN observadas foram micronucleo (MNC) e nucleo 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 sao “perdidos” durante a divisdo celular (n&o incorporados
corretamente ao nucleo da célula filha) ou ainda sdo formados por fragmentos
de cromossomos acéntricos (também néo incorporados no nucleo das células

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

porcdes 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 — Alteracdes nucleares, em (a) micronucleo e em (b) ndcleo
condensado; e cromossOmicas, em (c) c-metafase, (d) aderente, (e) ponte em
teléfase, (f) ponte em anafase com cromossomo perdido, observadas nas
células meristematicas de alface tratadas com os Oleos essenciais de E.
urophylla e de E. urocam nas concentragdes de 3000, 1500, 750, 375 e
187,5ug L™

As células tratadas com o 6leo de E. urophylla nas concentracdes de
3000, 1500 e 750ug L™, apresentaram frequéncia de NC significativamente
superior a frequéncia do C- de 14,71, 7,57 e 7,14 vezes, respectivamente.
Enquanto que, o 6leo de E. urocam nas concentracdes de 3000 e 1500ug L™,
promoveu aumento significativo de 12,8 e 10,4 vezes, respectivamente (Figura
6). O NC é a expressao citoldgica da ocorréncia da morte celular (ANDRADE-
VIEIRA et al., 2011 e 2012). Tal mecanismo tem como principal funcdo a
manutencao da homeostase tecidual, além de eliminar as células que poderiam
desencadear processos malignos ao organismo, por conterem alteracées no
DNA (SILVA et al., 2017). Dessa maneira, essa variavel sofre incremento de

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

As AC observadas foram: cromossomo perdido, multipolaridade,
aderéncia cromossdmica, c-metafase, ponte cromossémica, atraso dos
cromossomos na teléfase e fragmento cromossémico (Figura 7). Essas
frequéncias de cada AC elucida o mecanismo de acéo do 6leo, o qual pode ser
clastogénico ou aneugénico (FERNANDES et al., 2009; ARAGAO et al., 2015;
BERNARDES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015; ARAGAO et al., 2017;
ALVES et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

O mecanismo de acdo aneugénico € promovido em decorréncia de
alteracdes na maquinaria mitética da célula, promovendo mudancas no fuso
mitético, envolvendo a polimerizacdo e despolimerizacdo dos microtubulos.
Enquanto, os agentes clastogénicos 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 frequéncia de cromossomo perdido em todos os
tratamentos analisados, sendo significativo nos tratamentos com o6leo E.
urophylla nas trés maiores concentragdes, tais aumentos foram de 13,9, 10,94
e 13,6 vezes, respectivamente (Figura 8).
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abc
20,00 B X B B anc
apnc
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15,00 I n I I I
§ e |

10,00 l c
abc abc €
500 abc c ac abc ac )
' c C ® abc  abc  abe abe A gpe y 2 b
0.00 abc _abc abc  gpc abc  abc  @me =
’ 3000 | 1500 | 750 | 375 | 187.5 | 3000 | 1500 | 750 | 375 | 187.5
E. urophylla E. urocam agua C- C+
Fragmento| 0,00 1,70 0,78 0,60 0,41 0,60 0,28 0,00 0,62 0,32 0,00 0,00 0,00
Atraso 5,49 5,32 4,04 3,55 2,80 3,80 3,90 4,94 3,79 1,56 0,62 0,30 2,02
m Ponte 3,78 5,02 3,27 3,28 2,02 4,07 3,35 2,16 3,43 4,69 0,31 0,30 1,19
m C-Met 5,16 4,96 4,36 1,75 2,34 6,45 1,41 3,08 1,58 3,10 0,00 0,00 18,20
Aderente 9,62 10,35 | 11,35 9,01 7,44 4,39 11,48 9,28 7,22 9,06 1,49 0,90 4,52
Multipolar 0,00 0,65 0,00 0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Perdido 8,23 6,46 8,07 2,30 1,18 3,57 1,97 4,93 2,79 4,36 0,59 0,30 517
Perdido Multipolar Aderente u C-Met = Ponte Atraso Fragmento

Figura 8 — Frequéncia das AC observadas nas células meristematicas de alface
tratadas com os Oleos essenciais de E. urophylla e de E. urocam nas
concentracdes de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5ug L™, onde as médias
seguidas pela letra a se igualaram ao C- agua destilada, as seguidas pela letra
b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as seguidas pela letra ¢ se

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

A multipolaridade, alteracdo aneugénica, foi observada nas células
tratadas com 6leo E. urophylla nas concentracdes de 1500 e 375ug L™, ndo
apresentando aumento significativo (Figura 8). Essa AC tem relacdo com a
acao aneugénica, uma vez que resulta da formacdo de mdaltiplos sitios de
nucleacdo, o que pode ser provocado pelo desequilibrio genético da célula,
ocorrendo em células poliploides (FERNANDES et al., 2009).

A aderéncia cromossémica foi a alteracdo 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 concentracdes de 3000, 1500, 750 e 375ug L™, bem como, de 7,7; 6,22 e
6,08 vezes nas células tratadas com o 6leo de E. urocam nas concentracdes
de 1500, 750 e 187,5ug L™, respectivamente (Figura 8). A aderéncia
cromossOmica é decorrente de alteracfes citologicas, genéticas e epigenéticas,
sendo essa Ultima indicada uma vez que tal alteracdo advém de mudancas no
padrao de fosforilagdo das histonas, indicando tanto acdo aneugénica, quanto
acao clastogénica (FREITAS et al., 2016; SILVEIRA et al., 2017; SANTOS et
al., 2018).

Embora muito frequente e tendo aumento em todos os tratamentos, a c-
metafase ndo apresentou diferenca estatistica dos C-, por conta do baixo
numero de células em divisdo do C+, fazendo com que a frequéncia de c-
metafases (que é obtida pela razdo do numero de células com c-metafase
observada pelo total de células em divisdo) ficasse alta nesse tratamento
(Figura 8). As c-metafases demonstram acdo aneugénica do agente teste, ja
gue, expressa a inativacdo completa dos microtubulos e consequentemente da

formacé&o do fuso mitotico (COSTA et al., 2017; SANTOS et al., 2018).

Outra alteracdo que apresentou aumento, nao significativo, em todos os
tratamentos foi o atraso dos cromossomos na teléfase (Figura 8). Essa
alteracao esta relacionada com a interferéncia dos 0leos essenciais testados
na despolimerizacdo dos microtubulos, determinando em um arrastamento
desigual dos cromossomos. Tal alteracdo faz com que a célula tenha a
reconstituicdo de um envoltério nuclear com deformacéo, visando envolver todo
0 material genético cabivel a ele e posteriormente essa deformacéo é desfeita
(FERNANDES et al., 2009).

A frequéncia de ponte cromossbmica aumentou em todos o0s
tratamentos, sendo esse significativo e de 16 vezes, quando comparado ao C-,
nas células tratadas com o 6leo de E. urophylla na concentragdo de 1500ug L™.
Fato semelhante foi observado na fragmentacdo cromossdmica, a qual teve
aumento significativo nesse mesmo tratamento (Figura 8). O aumento da
frequéncia de ponte e fragmentos cromossdmicos indica a a¢do clastogénica
do agente teste (FERNANDES et al., 2009). Além disso, tal resultado sugere a

ocorréncia do ciclo quebra-fusdo-quebra, onde ocorre a fragmentagdo
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cromossomica deixando extremidades coesivas livres nos cromossomos, 0 que
provoca a fuséo (ponte) de cromossomos. Quando esses Cromossomos Sao
arrastados pelos seus centrdmeros para o0s polos celulares, por meio da
despolimerizacdo dos filamentos de alfa e beta tubulina, ocorre novamente a
guebra de cromossomos formando novos fragmentos cromossomicos,

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

Experimentos elucidativos englobando a fito-cito-genotoxicidade,
mutagenicidade e o mecanismo de acdo de compostos naturais € importante
para melhor aproveitamento do material/residuo vegetal, bem como, para

minimizag&o dos prejuizos ambientais.

CONCLUSAO

O rendimento e a caracterizacdo dos Oleos essenciais de E. urophylla e
de seu hibrido E. urocam indicaram efeito aditivo dos genes herdados para tais
caracteristicas, sendo o rendimento do 6leo essencial do hibrido superior ao

dos parentais.

Tanto o E. urophylla quanto o E. urocam apresentaram efeitos fito-cito-
genotodxicos, mutagénicos e mecanismo de acdo clastogénico e aneugénico,
além de promoverem alteracdes epigenéticas nas células meristematicas de

alface, identificadas a partir do aumento de aderéncia cromossémica.

Os resultados apontam o potencial bioherbicida desses 6leos,
levantando dessa forma, a possibilidade de os residuos foliares dessas
espécies serem destinadas para a extracdo de 6leo essencial, visando sua

aplicacdo no controle de plantas daninhas
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