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RESUMO 

 

Dentre os diferentes compostos alelopáticos, de fácil obtenção, destaca-se o timol 

(fenol natural), que pode originar o seu respectivo derivado semissintético, o ácido 

timoxiacético. Essas moléculas têm sido estudadas, e ambas apresentam 

fitotoxicidade e genotoxicidade, inibem o desenvolvimento inicial de plântulas mono 

e eudicotiledôneas, e causam alterações no DNA dos indivíduos expostos a esses 

componentes testes. Assim, neste trabalho, objetivou-se dar continuidade aos 

estudos das moléculas timol e ácido timoxiacético como possíveis bio-herbicidas, 

avaliando o efeito desses dois compostos, na concentração de 3 mmol L-1 no 

período de pré e pós-emergência de cinco espécies, sendo três eudicotiledôneas 

(Amaranthus viridis L., Cucumis sativus L. e Lactuca sativa L. e duas 

monocotiledôneas (Eleusine indica L.  e Sorghum bicolor L.), no desenvolvimento 

inicial de plântulas e nas alterações no DNA. O timol e o ácido timoxiacético 

promovem atividades fitotóxica e genotóxica. No entanto, o efeito tóxico do ácido 

timoxiacético é efetivo em pré-emergência e do timol em pós-emergência. 

Observou-se redução nos parâmetros de fitotoxicidade – índice de velocidade de 

germinação e crescimento radicular com grande relação do aumento da lixiviação 

de potássio. Essas moléculas promovem também danos na raiz e parte aérea 

observados nas alterações em nível de DNA das monocotiledôneas e 

eudicotiledôneas. Há similaridade de fitotoxidez entre as alterações provocadas nas 

plantas tratadas com o herbicida glifosato e as moléculas teste timol e ácido 

timoxiacético. O efeito bio-herbicida das moléculas do timol e do ácido timoxiacético 

exacerba a redução de custos da produção agrícola, bem como a redução do 

impacto ambiental causado pelo uso desordenado e crescente de agrotóxicos. 

Palavras-chave: Bio-herbicidas, plantas daninhas, fitotoxicidade, ISSR. 
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ABSTRACT 

 

Among the different allelopathic compounds, easy to obtain, there is the thymol 

(natural phenol), which may originate its respective semisynthetic derivative, 

thyminoxyacetic acid. Both molecules studied, present phytotoxicity and genotoxicity, 

inhibiting the initial development of monocotyledons and eudyotyledonous seedlings, 

and causing changes in the DNA of individuals exposed to these test components. 

The aim of this work was to continue the studies of the thymol and thimoxyacetic 

acid molecules as possible herbicides, evaluating the effect of these two 

compounds, in the concentration of 3 mmol L-1 in the pre and post-emergence 

period of five species. three eudicots (Amaranthus viridis L., Cucumis sativus and 

Lactuca sativa L.) and two monocotyledons (Eleusine indica and Sorghum bicolor), 

on initial seedling development and on DNA changes. Thymol and thyminoxyacetic 

acid promote phytotoxic and genotoxic activities. However, the toxic effect of 

thimoxyacetic acid is effective in pre-emergence and post-emergence thymol. It was 

observed a reduction in the phytotoxicity parameters - rate of germination speed and 

root growth with a great relation of the increase of potassium leaching. These 

molecules also promote root and shoot damage observed in the DNA-level changes 

of monocotyledons and eudycotyledonous. There is similarity of phytotoxicity 

between the alterations provoked in the plants treated with the herbicide glyphosate 

and the molecules test thymol and thimoxyacetic acid. The bioherbicidal effect of 

thymol and thimoxyacetic acid molecules exacerbates the reduction of costs of 

agricultural production as well as the reduction of environmental impact caused by 

the disorderly and growing use of agrochemicals. 

Keywords: Bioherbicides, weeds, phytotoxicity, ISSR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Setor Agrícola no Brasil e uso dos Agrotóxicos  

Desde 2008, o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial de consumo 

de agrotóxicos. Enquanto, nos últimos dez anos o mercado mundial desse setor 

cresceu 93%, no Brasil, esse crescimento foi de 190%, tendo a venda de 

agrotóxicos no mercado interno um salto de US$ 2 bilhões para mais de US$ 7 

bilhões entre os anos de 2001 e 2008, alcançando valores recordes de US$ 10 

bilhões em 2013, ficando o Brasil na frente dos Estados Unidos (US$ 7,3 bilhões) e 

China (US$ 4,8 bilhões) (BOMBARDI, 2017). 

Ao longo dos anos, vem ocorrendo um aumento da demanda por alimentos e 

intenso crescimento das exportações de alguns produtos do agronegócio como a 

soja, elucidando o progresso no setor agrícola do Brasil (CASTILLO et al., 2016). 

Tal fato está diretamente relacionado com o aumento no consumo de agrotóxicos, e 

é devido principalmente, à transformação de produtos da agricultura como a cana, o 

milho e a soja em energia (BOMBARDI, 2012). Segundo BOMBARDI (2017), a 

maior parte da venda de agrotóxico está relacionada ao cultivo de soja (52%), cana 

(10%), milho (10%) e outros cultivos (28%). Existe ainda uma grande perspectiva do 

crescimento, tanto na produtividade quanto em áreas agrícolas cultivadas no Brasil, 

para os próximos anos e entre os principais fatores associados a essa expansão 

está o uso de fertilizantes e de agrotóxicos (FERREIRA, 2015). 

A partir da década de 40 iniciou-se o período do uso de herbicidas sintéticos, 

com a descoberta dos herbicidas auxínicos, ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), e 

o ácido 4- cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA), sendo esses agrotóxicos os mais 

utilizados no campo mundialmente. Esses herbicidas são seletivos e inovaram o 

comércio de agroquímicos, desde então inúmeras substâncias químicas passaram a 

ser utilizadas para o manejo de espécies daninhas, proporcionando um aumento na 

produtividade e redução de custos em áreas cultivadas (YANG; ZHU, 2013).  

No Brasil, a utilização dos agroquímicos expandiu-se na década de 70, e a 

partir de então o uso desses produtos químicos foi difundido em todo o país 

(ARAÚJO et al., 2007). Dentre os agrotóxicos comumente utilizados, os herbicidas 
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são os mais empregados no consumo interno e representam em média 45% dos 

custos com esses produtos em diversos cultivos (ANVISA, 2012). 

No ano de 2002, estavam disponíveis para o agricultor brasileiro 2.011 

agrotóxicos formulados com registro no Ministério da Agricultura, dentre eles 655 

eram herbicidas e 556 inseticidas, para o controle de plantas daninhas e pragas, 

respectivamente (SINDAG, 2005). Existem no comércio brasileiro pouco mais de 

200 marcas disponíveis de herbicidas (SILVA; SILVA, 2007). Enquanto diversos 

tipos de agrotóxicos foram abolidos de uso em alguns países, há mais de uma 

década, como é o caso da União Europeia, no Brasil o número de agrotóxicos de 

uso permitido só aumenta (BOMBARDI, 2017). 

Os componentes ativos mais utilizados na classe dos herbicidas no Brasil são 

o glifosato, que representa 63% do uso, o 2,4-D com 11%, a atrazina 

correspondente a 10% e outros herbicidas disponíveis totalizam 16% (OLIVEIRA, 

FAVARETO; ANTUNES, 2013). Esses herbicidas, somados a tecnologia no cultivo, 

a utilização de sementes de alta qualidade e vigor, mecanização e manejo da 

fertilização, têm o propósito de otimizar o setor agrícola e acentuar a produtividade 

(ALVES; TEDESCO, 2016). No entanto, podem apresentar um encadeamento de 

inúmeros problemas ambientais (CABRERA et al., 2008). 

 

1.2. Agrotóxicos e Impasses ambientais 

 

Os agrotóxicos são aplicados no campo, frequentemente, no período de pré e 

pós-colheita das lavouras, principalmente nas culturas de soja, milho e cana-de-

açúcar. Dentre esses produtos, os herbicidas utilizados para o controle de plantas 

espontâneas destacam-se por representar 61,2% do total dos agrotóxicos utilizados 

no Brasil (Figura 1) (BOMBARDI, 2017). 

Embora o objetivo seja proporcionar aumento na produtividade, os principais 

herbicidas aplicados no campo são compostos sintéticos com alta atividade 

biológica. Em sua grande maioria, são produtos tóxicos, podendo ocasionar câncer 

e mutações. Um dos piores problemas é que essas substâncias são aplicadas em 

quantidades excessivas e em extensas áreas, e o destino final de seus 

contaminantes é o meio ambiente (CABRERA et al., 2008). Essa degradação tem 

consequências em longo prazo e seus efeitos podem ser irreversíveis, com 

prejuízos à saúde humana e alterações significativas nos ecossistemas, uma vez 
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que utilizados na agricultura, as suas moléculas podem seguir diferentes rotas no 

ambiente (BOHNER et al., 2013). 

 

 

Figura 1. Uso de agrotóxicos por tipo no Brasil. Fonte: (BOMBARDI, 2017). 

   

O glifosato N-(fosfonometil) glicina (Figura 2), foi introduzido no mercado 

mundial em 1970, sendo um marco no setor agrícola e um dos herbicidas mais 

vendidos no mundo (KUDSK; STREIBIG, 2003). Esse produto é classificado como 

herbicida não-seletivo, aplicado no período de pós-emergência e possui mecanismo 

de ação sistêmico. É considerado muito eficiente, tendo como consequência, alto 

emprego no mundo inteiro (APPLEBY et al., 2005). No ano de 2013, o glifosato foi o 

herbicida mais vendido no Brasil, tendo mais de 185 mil toneladas comercializadas 

(BOMBARDI, 2017). 
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                            Figura 2. Estrutura química do composto glifosato.  

 

Os agrotóxicos são aplicados diretamente nas plantas ou no solo, e mesmo 

aqueles aplicados diretamente nas plantas têm como destino final o solo. Estima-se 

que menos de 10% do que é aplicado por pulverização atinge seu alvo (BOHNER et 

al., 2013). Sendo que os lençóis freáticos subterrâneos podem ser contaminados 

através da lixiviação da água e da erosão dos solos. Esta contaminação também 

pode ocorrer superficialmente, devido à intercomunicabilidade dos sistemas 

hídricos, atingindo áreas distantes do local de aplicação. Sendo assim, práticas 

agrícolas e a vulnerabilidade natural de aquíferos podem representar um alto nível 

de impactos negativos, tornando assim a água imprópria para o consumo (RIBEIRO 

et al., 2007; BELCHIOR et al., 2014). Frequentemente, a concentração residual de 

herbicidas em água destinada ao consumo humano é encontrada acima dos níveis 

permitidos (GIARDI et al., 2005). 

Além da contaminação das águas superficiais e subterrâneas, dos solos, a 

aplicação excessiva dos agrotóxicos desencadeia tanto desequilíbrios ecológicos 

como biológicos, promovendo pressão agrícola e reduzindo a biodiversidade local 

da flora e da fauna, levando a instabilidade dos ecossistemas (SILVA et al., 2012; 

BELCHIOR et al., 2014). Portanto, muitos agrotóxicos podem influenciar de forma 

direta ou indireta na população da macro e microfauna, como é o caso do herbicida 

glifosato (ZILLI et al., 2008). 

Os agrotóxicos também são considerados um premente problema de saúde 

pública, uma vez que a população quase na sua totalidade se encontra exposta aos 

seus efeitos negativos de diferentes formas e níveis, incluindo os produtores e 

consumidores finais dos alimentos contaminados (GERAGE, 2016). Devido a essas 

intoxicações humanas, no Brasil existe uma enorme preocupação das autoridades 

com relação ao contato direto ou indireto com os agrotóxicos. 

No período entre os anos de 2007 e 2015, foram notificados 84.206 casos de 

intoxicação por agrotóxicos no SINAN – (Sistema de Informação de Agravos de 
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Notificação), sendo que no ano de 2014 foi identificada a maior incidência de casos 

,saltando de 6,26 mil para 100 mil. Foi relatado o desenvolvimento de doenças 

agudas e crônicas associadas à toxidade dos agrotóxicos, entre elas: dores de 

cabeça, náuseas, vômitos, letargia, broncoespasmos, fraqueza, insônia, convulsões, 

efeitos mutagênicos, linfoma, mal de Parkinson, problemas neurológicos e 

cardíacos, alterações cromossômicas, interferência na gametogênese e alteração 

de personalidade (GERAGE, 2016). 

Além dos problemas citados, a intensa utilização dos agrotóxicos nas áreas 

agrícolas favorece ainda o aumento da pressão de seleção, contribuindo para a 

seleção de biótipos resistentes de algumas espécies espontâneas aos herbicidas 

convencionais, trazendo enormes prejuízos econômicos com seu manejo 

(MACDONALD et al., 2008). 

 

1.3. Herbicidas Convencionais e Resistência de plantas 

 

Desde a descoberta dos herbicidas, seu uso rotineiro e indevido no campo 

para o manejo de plantas espontâneas, vem acarretando o surgimento de 

resistência de biótipos por pressão de seleção a tais substâncias em algumas 

espécies. Essas plantas daninhas resistentes aos herbicidas são determinadas a 

partir de indivíduos que apresentam modificações genéticas dentro da mesma 

população.  Essa resistência é notada quando as plantas apresentam capacidade 

de sobrevivência e propagação após a exposição a doses letais dos herbicidas 

convencionais (LEAL et al., 2012).  Além da resistência por pressão de seleção dos 

herbicidas, existe a resistência oriunda de forma natural que ocorre 

espontaneamente nas populações (HRAC-BR, 2016). 

Consequentemente, o emprego habitual de um mesmo herbicida ou de um 

conjunto de herbicidas com o mesmo mecanismo de ação tem aumentado a 

manifestação de populações daninhas resistentes. Como exemplo, os herbicidas 

com mecanismo de ação que atuam como inibidores da acetolactato sintase (ALS) 

foram um dos maiores causadores do surgimento de plantas daninhas resistentes 

entre a década de 80 e os anos 2000 (TRANEL; WRIGHT, 2002). Atualmente, 

outros herbicidas têm levado algumas espécies de plantas daninhas a adquirir 

resistência e entre eles destaca-se o que possui o glifosato como princípio 

(AMARANTE JÚNIOR et al., 2012).  
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O glifosato é um dos herbicidas mais utilizados no mundo, no manejo de 

plantas daninhas anuais ou perenes em diversos sistemas de produção. O 

mecanismo de ação do glifosato age inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-

fosfato sintase (EPSPS), resultando no acúmulo de ácido chiquímico nas plantas e 

na redução da biossíntese de aminoácidos aromáticos (GEIGER; FUCHS, 2002). 

Com a inovação dos transgênicos, que são geneticamente modificados para tolerar 

as aplicações do glifosato, vem ocorrendo significativo aumento de seleção de 

biótipos resistentes em espécies de plantas daninhas (KOGER; REDDY, 2015). 

Recentemente, no mundo foram reveladas 480 ocorrências de biótipos de 

plantas daninhas resistentes a herbicidas, sendo 251 espécies resistentes a 163 

ingredientes ativos distintos, abrangendo 91 culturas distribuídas em 69 países 

(HEAP, 2017). Os primeiros casos de resistência a herbicidas no Brasil foram 

relatados com as espécies Bidens pilosa (picão-preto) e Euphorbia heterophylla 

(leiteiro), no ano de 1993, estes herbicidas apresentavam mecanismos de ação 

inibidores da enzima acetolactato-sintase - ALS (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014).  

Atualmente foram descritos 44 novos casos de resistência de plantas 

daninhas, abrangendo 22 espécies distintas e tolerantes a oito mecanismos de ação 

diferentes dos herbicidas comerciais. Entre essas espécies estão a Amaranthus 

viridis (Caruru de mancha), que no ano de 2011 apresentou resistência aos 

herbicidas com mecanismos de ação inibidores da ALS + Fotossistema II, e 

Eleusine indica (Capim pé-de-galinha), que no ano de 2016 apresentou esse 

mesmo comportamento para os produtos com glifosato e mecanismos de ação 

inibidores da EPSPS (Tabela 1) (HEAP, 2017). Esses novos casos de resistência de 

plantas daninhas apresentaram-se tolerantes a 23 dos 26 mecanismos de ação 

descritos dos herbicidas comercializados com o manejo., um total equivalente a 161 

produtos diferentes. 

  

Tabela 1. Histórico dos relatos da ocorrência de plantas daninhas resistentes a 

herbicidas no Brasil, segundo critérios da Sociedade Brasileira da Ciência das 

Plantas Daninhas. 
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Ano Nome científico  Nome comum Mecanismo de ação1

2014 Amaranthus retroflexus Caruru-gigante Inibidor Protox

2015 Cyperus iria Tiririca-do-brejo Inibidor da ALS

2015 Amaranthus palmeri Caruru palmeri Inibidor da EPSPs

2015 Echinochloa crus-galli Capim-arroz Inibidor ACCase+ALS+PSII

2016 Eleusine indica Capim pé-de-galinha Inibidor da EPSPs

2016 Digitaria insularis Capim-amargoso Inibidor da ACCase

2016 Bidens pilosa Picão-preto Inibidor da ALS+PSII

2016 Lolium multiflorum Azevém Inibidor da ACCase+ALS

2017 Lolium multiflorum Azevém Inibidor da EPSPs+ALS

2017 Conyza sumatrensis Buva Inibidor do PSI  
1ALS - inibidor da enzima acetolactato sintase; ACCase – inibidor da enzima acetil coenzima-

Acarboxilase; EPSPs – inibidor da enzima 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato; Protox – inibidor da 

enzima protoporfirinogênio oxidase; PSI – inibidor do fotossistema I, PSII- inibidor do fotossistema II. 

Fonte: HEAP, 2017. 

 

Em países da Europa e na Austrália, nas zonas produtoras de grãos, os 

custos com o manejo de espécies resistentes a herbicidas podem atingir o dobro em 

confronto com regiões livres de resistência (PANNELL et al., 2016). Os Estados 

Unidos têm hoje o maior registro de casos de plantas daninhas resistentes ao 

glifosato. De acordo com Livingston et al. (2015), o impacto econômico da 

resistência de plantas daninhas na agricultura americana aumentou os custos de 

manejo nas áreas com problemas de resistência ao glifosato, podendo chegar a 

perdas anuais entre 4 a 20%. Na Figura 4, o gráfico apresenta a evolução de casos 

de plantas daninhas resistentes a herbicidas no mundo (WEED SCIENCE, 2017). 

Diante do exposto, a busca por herbicidas alternativos para o controle dos 

biótipos resistentes de plantas daninhas aos herbicidas comerciais é de suma   

importância, visto que essa resistência dificulta onerosamente o manejo das 

mesmas. O uso de compostos naturais na elaboração de novos herbicidas, os 

chamados bio-herbicidas, que apresentem novos mecanismos de ação é uma das 

alternativas para diminuir o número de plantas resistentes (DAYAN; DUKE, 2014). 
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Figura 3. Aumento global de casos de resistência de plantas daninhas a herbicidas. 

Fonte: WEED SCIENCE, 2016. 

 

1.4. Obtenção de Bio-herbicidas a partir de compostos naturais 

A aplicação de compostos semissintéticos, oriundos de compostos naturais 

com elevada atividade biológica é uma excelente alternativa para obtenção de bio-

herbicidas com diferentes mecanismos de ação no manejo de plantas daninhas. 

Para obtenção desses bio-herbicidas, é necessário que seus derivados sejam 

eficazes no controle de plantas e também que sejam facilmente obtidos a um baixo 

custo (SOUZA FILHO et al., 2006). Essas substâncias naturais têm que ser 

eficientes na sustentabilidade e na produtividade agrícola, sem ocasionar impactos 

à saúde e ao meio ambiente, diferentemente dos herbicidas sintéticos 

convencionais (RAJ et al., 2003; VILA-AIUB et al., 2005). 
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Muitos compostos derivados, como os metabólitos secundários, são 

utilizados como referência em programas de síntese na obtenção de novos 

herbicidas e permitem o estudo do seu modo de ação (COPPING; DUKE, 2007). 

Esses compostos são produzidos pelos vegetais naturalmente e possuem função na 

defesa da planta ao ataque de predadores e na competição por espaço, água e 

nutrientes com outras espécies (principalmente daninhas), podendo ser 

potencialmente utilizados como produtos fitotóxicos (SIMÕES et al., 2010). 

Existem alguns metabólitos secundários produzidos por espécies de plantas, 

que afetam diretamente a germinação e o desenvolvimento de outras espécies, que 

ocupam o mesmo ambiente. Esses compostos são determinados como alelopáticos 

ou aleloquímicos (WEIR et al., 2004). Algumas substâncias aleloquímicas provocam 

inibição total da germinação de sementes, aparecimento de problemas no sistema 

radicular, no desenvolvimento das plântulas e podem acarretar a morte das mesmas 

(TEIXEIRA et al., 2004). Tais compostos naturais são capazes de operar em 

diversos sítios de ação, diversificando-os dos herbicidas convencionais, que 

apresentam mecanismos de ação comum (DUKE et al., 2000). Apenas 20 

mecanismos de ação dos herbicidas são conhecidos e só dois desses provieram de 

produtos naturais e possuem ação distinta dos demais (DUKE; DAYAN, 2015). Tais 

fatos evidenciam as potencialidades dos aleloquímicos para modelos na obtenção 

de novos herbicidas semissintéticos (bio-herbicidas). 

Para obtenção de novos compostos análogos aos herbicidas fenoxiacéticos 

comerciais é indispensável avaliar o potencial fitotóxico desses fenóis naturais em 

laboratórios, casa de vegetação e no campo, tanto nas formas puras, como com a 

adição do grupo ácido que geram novas moléculas semissintéticas, com alta 

atividade biológica e propriedades diferentes dos produtos comerciais. Alguns óleos 

essenciais já foram descritos com função herbicida, ocasionando clorose de 

plântulas no período de emergência, impedindo a biossíntese de clorofilas e de 

carotenoides (LEI et al., 2016). Dessa forma, os óleos essenciais se tornaram uma 

importante alternativa para minimizar os problemas com resistência de plantas ao 

uso de compostos orgânicos, além de serem livres de resíduos e com atividades 

herbicidas. 

 

1.5. Timol e Ácido Timoxiacético 



 
 

10 
 

Inúmeros compostos fenólicos são constituintes voláteis de plantas e de fácil 

obtenção, sendo comercializados na forma pura, como, por exemplo, o timol (2-

isopropil-5-metilfenol). Essa substância fenólica é encontrada em óleos essenciais 

de tomilho (Thymus vulgaris), de orégano (Origanum vulgare) (DAL POZZO et al., 

2011), hortelã pimenta (Plectranthus amboinicus) e de outras plantas, apresentando 

ação antibacteriana, antifúngica, antioxidante e fitotóxica (PINHEIRO et al., 2015). 

Estudos comprovam que o timol inibiu a germinação de sementes e do crescimento 

de plântulas de Amaranthus retroflexus, uma espécie daninha, demonstrando seus 

efeitos bio-herbicidas (AHUJA et al., 2015).  

Foi relatado ainda por Zunino e Zygadlo (2004), que o timol teve ação 

inibitória também no crescimento de plantas de milho, espécie monocotiledônea que 

apresentaram modificação nos lipídios da membrana. Recentemente, o timol e seu 

derivado semissintético, o ácido timoxiacético (Figura 4) mostraram-se fitotóxicos 

em diferentes concentrações, na inibição da germinação e no desenvolvimento 

inicial de plântulas de monocotiledônea (sorgo) e eudicotiledônea (alface), sendo 

que em plântulas de alface a fitotoxicidade foi mais expressiva (DE ASSIS ALVES, 

et al., 2018). Isso é devido ao fato de que geralmente os monoterpenos têm mais 

ação sobre eudicotiledôneas quando comparados às monocotiledôneas (AMRI et 

al., 2013). 

 

 

Figura 4. Estrutura química do fenól natural timol e de seu derivado semissintético 

ácido timoxiciacético. 

Essa ação inibitória na germinação e no crescimento, provocada pelo 

monoterpeno timol, foi elucidada também em espécies de plantas daninhas. De 

acordo com KORDALI et al. (2008), essa inibição provocada pelo timol foi similar ao 

herbicida comercial 2,4-D, potencializando seu efeito como bio-herbicida. 
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Além dos efeitos fitotóxicos, o timol apresenta efeitos citotóxicos e 

mutagênicos, que foram verificados a partir do seu mecanismo de ação na redução 

do índice mitótico e provocaram alterações nucleares em células vegetais tratadas 

(DE ASSIS ALVES et al., 2018). Outro ensaio constatou que o timol provoca alta 

produção de radicais livres e notável efeito citotóxico, até mesmo em baixas 

concentrações (KASUGAI et al., 1991). 

O derivado semissintético do timol, ácido timoxiacético também possui efeitos 

fitotóxicos, citotóxicos, genotóxicos e mutagênico, sendo considerado um bio-

herbicida seletivo, similar ao herbicida comercial 2,4-D, que é classificado como 

ácidos fenoxiacéticos e são obtidos a partir de compostos fenólicos, se mostrando  

eficaz no controle de plantas daninhas de folhas largas (DE ASSIS ALVES et al., 

2018). 

1.6. Características das plantas usadas nos bioensaios 

Os organismos vegetais são sensíveis aos agentes tóxicos presentes no 

meio e vêm sendo utilizados em testes para avaliação de riscos toxicológicos de 

poluentes. No manejo de plantas daninhas nas culturas, esses vegetais são 

receptores diretos dos agrotóxicos e permitem análises simultâneas de diferentes 

mecanismos de ação do agente mutagênico, indicando assim a genotoxicidade e 

mutagenicidade dos compostos utilizados (GRANT, 1994; FERNANDES et al., 

2009; ARAS et al., 2012; PEREIRA et al., 2013). Abaixo segue uma descrição de 

características de espécies daninhas escolhidas para este trabalho, as quais foram 

utilizadas devido à importância econômica para o setor agrícola e pela aquisição 

das sementes, que foram obtidas de fonte comercial ou colhidas no IFES (Instituto 

Federal do Espírito Santo), Campus Alegre-ES (A. viridis e E. indica). 

1.6.1. Amaranthus viridis L. ou caruru 

O gênero Amaranthus contém cerca de 60 espécies, sendo algumas delas 

consideradas plantas daninhas por competir por luz, água, nutrientes, espaço físico, 

além de serem hospedeiras de pragas e doenças, que podem afetar as culturas de 

interesse econômico. Esta espécie é conhecida popularmente como caruru e no 

Brasil, ocorre em todas as regiões, principalmente no Nordeste onde existem os 

maiores territórios agrícolas (ZANATTA et al., 2008). Diferentes espécies desse 

gênero vêm apresentando problemas no seu controle, sendo importante estudar 
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seus biótipos, visto que, algumas vêm desenvolvendo resistência aos herbicidas 

comerciais, acarretando enormes prejuízos econômicos no seu manejo. No Brasil, 

três espécies desse gênero já apresentaram problemas de resistência ao glifosato, 

sendo elas: Amaranthus retroflexus, Amaranthus viridis e Amaranthus palmeri, que 

são responsáveis pelo aumento nos custos de controle em áreas cultivadas de soja 

entre R$ 249,60 a R$ 563,00 ha-1(ZHOU et al., 2015).  

1.6.2. Cucumis sativus L. ou pepino  

O pepino (Cucumis sativus), pertence à família das curcubitáceas e possui 

grande importância econômica e social no agronegócio de hortaliças nacional. A 

cultura do pepino exige clima tropical, sendo a região Sudeste responsável por mais 

de 50% do total da produção brasileira (AGRIANUAL, 2010). A  espécie apresenta 

enorme variação, porém no mercado interno existem apenas quatro tipos de pepino: 

“caipira”,  “conserva”, “aodai” e “japonês”, com características vegetativas diferentes 

(NERY et al., 2015). Além disso, essa espécie vegetal é listada pela EPA como 

importante modelo para estudos de prospecção de mutagênese ambiental (GRANT, 

1998). Um estudo realizado para averiguar a viabilidade da utilização do pepino 

como modelo em biotestes de fitotoxicidade observou que essa espécie é viável 

para indicar características macroscópicas como germinação e crescimento 

radicular (BARBOSA etal., 2013).   

1.6.3. Eleusine indica L. ou capim pé-de-galinha  

O capim pé-de-galinha, é uma planta capaz de se desenvolver em qualquer 

tipo de solo, sendo uma espécie daninha considerada comum, principalmente nas 

regiões no Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Essa espécie herbácea, pertence 

à família Gramineae e tem seu ciclo de vida anual. Seu centro de origem é 

indefinido, estando distribuída por todo mundo, devido à sua alta capacidade de 

reprodução e desenvolvimento em diversos locais, principalmente onde as   

temperaturas são mais elevadas e a umidade é alta. É de grande preocupação no 

manejo de plantas espontâneas visto que se adapta a condições adversas de solo 

compactado, com baixa fertilidade e elevada acidez, sendo hospedeira de agentes 

patogênicos que atacam diversas culturas de interesse econômico (EMBRAPA 

MILHO e SORGO, 2010). Já foram detectados, no Brasil, biótipos de E. indica 

resistentes aos herbicidas com os seguintes mecanismos de ação: inibidores de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
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ACCase – enzima acetil coenzima-Acarboxilase no ano de 2003, e inibidores de 

EPSPS–enzima 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato em 2016 (HEAP, 2017). 

1.6.4. Lactuca sativa L. ou Alface 

A Alface faz parte da Família das Asteraceae e pertence ao gênero Lactuca 

com cerca de 100 espécies descritas. É uma espécie eudicotiledônea, anual e 

autogâmica que está entre as folhosas mais consumidas no Brasil. Esta espécie 

vem sendo bastante pesquisada em programas de melhoramento por ser a hortícola 

mais produzida no mundo (PEREIRA et al., 2013). Por se tratar de um modelo 

vegetal muito sensível, a alface vem sendo utilizada em inúmeras pesquisas 

(PINHEIRO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2017). Banks e Schultz (2005) 

compararam diferentes espécies vegetais, em testes de germinação avaliando a 

toxicidade de solos contaminados com petróleo e concluíram que a Lactuca sativa 

L. é uma excelente indicadora. Devido a tal fato, tem sido amplamente utilizada para 

a realização de ensaios de toxicidade e genotoxidade de diferentes substâncias, 

pois é importante que o modelo vegetal tenha ciclo de vida curto, sendo a alface 

indicada para tais testes (SILVEIRA et al., 2017). 

1.6.5. Sorghum bicolor L. ou sorgo forrageiro   

Uma outra espécie vegetal utilizada como modelo em teste de toxicidade é a 

Sorghum bicolor (sorgo). Trata-se de uma planta monocotiledônea, autógama, típica 

de clima quente, com baixa exigência nutricional e tolerância ao estresse hídrico, à 

salinidade e à compactação do solo. Apresenta crescimento rápido, sendo utilizada 

em pastagens e silagem para alimentação, sendo necessário o manejo (dessecá-lo 

com herbicidas) pra posterior implantação de culturas convencionais (ARAUCÁRIA 

SEMENTES, 2010). Em função de suas propriedades fisiológicas, essa espécie vem 

sendo comumente utilizada em testes de fitotoxidade e citotoxidade (PINHEIRO et 

al., 2015). 

 

2.  OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 
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Estudar o efeito herbicida dos compostos alelopáticos timol e ácido 

timoxiacético sobre a germinação de sementes, o desenvolvimento inicial de 

plântulas e alterações no DNA de Amaranthus viridis L., Cucumis sativus L., Lactuca 

sativa L., Eleusine indica L. e Sorghum bicolor L. 

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar a germinação e desenvolvimento inicial de plântulas de 

Amaranthus viridis L., Cucumis sativus L., Lactuca sativa L., Eleusine indica 

L. e Sorghum bicolor L.; 

• Avaliar as alterações a partir de análises fitogenotóxicas dos 

efeitos das moléculas naturais timol e ácido timoxiacético; 

• Estabelecer a relação dos parâmetros de fitotoxicidade com 

observações nas alterações no DNA; 

• Capacitação técnica dos estudantes envolvidos na pesquisa, 

experiências com análises bioquímicas e moleculares, nos programas de 

análises genéticas;  

• Consolidar o aprendizado pela comparação de informações 

disponíveis na literatura com os resultados obtidos;  

• Publicar os resultados em congressos e revistas científicas 

relacionadas à área de interesse. 

 

3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Local do experimento 

 

O experimento foi instalado e conduzido no período de 21 de novembro ao 

dia 11 de dezembro de 2017 em casa de vegetação do Programa de  pós-

graduação de Genética e Melhoramento do Centro de Ciências Agrárias e 

Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo, localizado na área 



 
 

15 
 

experimental no distrito de Rive, município de Alegre, região sul do estado do 

Espírito Santo, posteriormente foram realizadas nos meses de dezembro de 2017 a 

junho de 2018 as análises fitogenotóxicas no Laboratório de Bioquímica e Biologia 

molecular (CCAE-UFES). 

 

3.2 Material Vegetal 

 

Foram utilizadas cinco espécies, sendo três eudicotiledôneas (Amaranthus 

viridis L, Cucumis sativus L. e Lactuca sativa L.) e duas monocotiledôneas (Eleusine 

indica L. e Sorghum bicolor L.). As sementes de Lactuca sativa L. var. Mônica da 

marca Feltrin (alface), Cucumis sativus L. var. Caipira da marca TOP seed (pepino) 

e S. bicolor L. da marca BR seeds (sorgo) foram adquiridas em comércio local, na 

cidade de Alegre-ES. Já as sementes das plantas daninhas Amaranthus viridis 

L. (Caruru) e Eleucine indica L. (capim pé-de-galinha) foram coletadas no Instituto 

Federal do Espírito Santo (IFES), Campus Alegre-ES. As sementes foram 

armazenadas em condições de laboratório (20 °C) até a montagem do experimento. 

 

 

3.3 Procedimentos Experimentais Gerais 

 

Foram semeadas seis sementes das espécies avaliadas, em tubetes de 115 

cm3, contendo 150 g de areia autoclavada, sendo três repetições para cada 

tratamento, água e solvente como controles negativo (C-), glifosato  como controle 

positivo (C+), timol e ácido timoxiacético na concentração de 3 mmol L-1,,tal 

concentração foi escolhida por apresentar melhores resultados em trabalhos 

anteriores DE ASIS ALVES et al. (2018).   

O timol usado nos testes foi adquirido da empresa Sigma Aldrich, assim como 

a acetona e o éter dietílico usados nas reações. Já, o ácido timoxiacético foi obtido 

seguindo a mesma metodologia proposta por DE ASIS ALVES et al. (2018). 

O solvente usado no preparo das soluções de timol e ácido timoxiacético (3 

mmol L-1) foi a mistura de: água destilada + acetona (2%, v v-1) + Tween (0,05%, v v-

1), que foi usado como controle negativo e como controle positivo foi utilizado o 

herbicida comercial glifosato (0,05%, v v-1) (DE ASIS ALVES et al., 2018). A forma 

de aplicação dos tratamentos para o teste de pré-emergência, foi a areia embebida 
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com 10 mL das soluções no momento da semeadura, baseado no trabalho de 

VALENTE (2010), com modificações, já para o teste de pós-emergência a aplicação 

foi via foliar, pulverizados no 18º dia após a emergência das plântulas, sendo essas 

expostas por 4 dias.  

A irrigação foi controlada diariamente e realizada com água destilada quando 

necessário. O experimento foi conduzido durante 21 dias, tomando-se medidas 

diárias do índice de velocidade de germinação (IVG) até estabelecer a germinação. 

Ao final do experimento foram aferidos o comprimento de raiz, comprimento de 

parte aérea e massa fresca e seca das mesmas. A coleta das amostras para 

realização das análises moleculares foi realizada separando raízes de parte aérea 

das plântulas, sendo imediatamente acondicionas em caixa de isopor com 

nitrogênio líquido, posteriormente armazenadas no freezer -30 ºC até etapa de 

extração de DNA. 

 

3.4 Avaliação da fitotoxicidade 

 

As variáveis avaliadas no teste de germinação foram o índice de velocidade 

de germinação (IVG), comprimento da raiz (CR) e comprimento da parte aérea 

(CPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da raiz (MSR), massa fresca da 

parte aérea (MFPA) e massa seca da parte aérea (MSPA) de plântulas.  

O IVG foi determinado de acordo com MAGUIRE (1962), utilizando-se a 

equação: 

 

 

 

Na qual G1, G2, Gn é igual ao número de sementes germinadas, e N1, N2, 

Nn corresponde ao número de dias após a semeadura. 

Para avaliação das demais variáveis, ao vigésimo primeiro dia após a 

semeadura, foram retiradas amostras de plântulas consideradas normais (formaram 

raiz e parte aérea). Mediu-se o comprimento de raiz e parte aérea, em centímetros, 

com auxílio de régua. As plântulas foram separadas em parte aérea e a raiz e em 

seguida pesou-se a massa fresca e foram colocadas em sacolas de papel tipo kraft, 
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secas em estufa a 72 °C por 72 horas para a quantificação da biomassa seca, feita 

em balança analítica (0,0001 g).  

 

3.4.1 Condutividade Elétrica e Lixiviação de Potássio 

 

Para determinar a condutividade elétrica (CE) e a lixiviação de potássio (LK) 

nas sementes, antes e após o tratamento com os compostos timol e ácido 

timoxiacético, seguiu-se a metodologia proposta por Prete (1992), com adaptações. 

Para cada espécie de planta foram separadas quatro amostras de 50 sementes e as 

massas foram aferidas (precisão de 0,001 g). Em seguida, estas amostras foram 

embebidas em 75 mL de água destilada, cada tratamento (no interior de copos 

plásticos de 180 mL de capacidade) e colocadas em estufa ventilada a 25 °C por 5 

horas, as soluções sem as sementes foram vertidas para outro recipiente, sendo 

realizada a leitura da condutividade elétrica em condutivímetro e os resultados 

expressos em µS cm-1 g-1 de amostra. Imediatamente após a leitura da 

condutividade elétrica, realizou-se a leitura do potássio lixiviado na solução em 

fotômetro de chama. Os resultados da quantidade de potássio lixiviado foram 

expressos em ppm, esses dados foram transformados para √x+1. 

 

3.5  Avaliação da genotoxicidade 

 

As análises moleculares utilizadas para avaliar a genotoxicidade e 

mutagenicidade dos compostos testados foram feitas utilizando marcadores ISSR.   

A extração dos DNAs foi realizada utilizando o protocolo de DOYLE e DOYLE 

(1990) com as modificações propostas pelo IAC: tampão de extração para cada 

amostra: 0,28 mL de NaCl 5 mol L-1; 0,1 mL de Tris-HCl pH 8,0 1 mol L-1; 0,03 mL 

de EDTA pH 8,0 500 mmol L-1; 10 mg de PVP; 0,4 mL de CTAB 5%; 4 µL de β-

mercaptoetanol e  água ultrapura para atingir o volume de 1 mL. Em seguida foram 

armazenados a 4 bºC e suas concentrações quantificadas pelo aparelho 

NanodropTM (Thermo Fisher Scientific). 

Após quantificação e análise da qualidade do DNA, as amostras foram 

diluídas para a concentração de 25 ng µL-1. As PCR foram realizadas utilizando 

primers ISSR “UBC primer set 100/9” – 809; 810; 812; 827; 836; 842; 864; 868 e 

884, previamente selecionados, para avaliar os danos induzidos pelos tratamentos 
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no DNA da raiz e parte aérea das espécies. Essas PCR foram feitas com um 

volume final de 20 µL, contendo para cada amostra: 2 µL de tampão 10X; 1 µL de 

MgCl 50 mM; 2 µL de dNTP 10 mM; 0,2 µL de Taq 5 U µL-1; 2 µL de primer 2 µM; 1 

µL de BSA; 3 µL de DNA e 8,8 µL de água ultrapura. As reações de amplificação 

dos primers ISSR foram feitas em termociclador, seguindo as seguintes condições 

de amplificação: desnaturação inicial de 94 ºC por 5 min; 35 ciclos de 94 ºC – 45 

segundos, 50 ºC – 45 Segundos e 72 ºC – 1 min e 30 Segundos; e extensão final 72 

ºC por 7 min. Os produtos da PCR foram analisados em géis de agarose 2%, 

corados com brometo de etídeo e fotografados sob luz UV, utilizando-se o 

fotodocumentador (Bio-Rad®, Molecular Imager® Gel Doc™ XR System)  

 

3.6  Análise estatística 

 

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com três 

repetições com seis sementes cada, e parcelas compostas por dezoito sementes, 

em esquema fatorial simples 5x5, dispostos da seguinte forma: Fator 1- Espécies; 

Fator 2- Tratamentos. Os dados obtidos com as análises de fitotoxicidade foram 

submetidos à análise de variância e com as médias foram realizadas análises de 

regressão e teste de Dunnett em nível de 5% de significância. 

Os efeitos provocados pela exposição dos tratamentos foram analisados pela 

presença e/ou ausência de bandas nos géis, em comparação com os controles 

negativos, seguindo a codificação 1 para a presença de banda e 0 para a ausência 

de banda. Com os dados moleculares codificados para os primers ISSR foram 

obtidos o índice de dissimilaridade de coincidência simples entre os diferentes 

tratamentos. Em seguida, foi realizada a análise de agrupamento UPGMA (Ligação 

Média Entre Grupo), sendo que os pontos de corte dos cladogramas gerados foram 

estimados a partir do coeficiente de Mojema. Todas as análises foram realizadas no 

programa estatístico GENES (CRUZ, 2013). 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Fitotoxicidade 
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Com base nos resultados encontrados dos ensaios macroscópicos realizados 

(Tabela 2), observou-se fitotoxicidade significativa do timol e do ácido timoxiacético 

sobre as sementes e plântulas das cinco espécies testadas. As sementes de 

Lactuta sativa (alface) expostas ao timol e ao ácido timoxiacético na concentração 

de 3 mmol L-1 apresentaram redução no índice de velocidade de germinação, 

comprimento de raiz, e no comprimento de parte aérea. Já para as demais 

características analisadas como a massa fresca da raiz, massa fresca da parte 

aérea, massa seca da raiz, massa seca da parte aérea, condutividade elétrica  e 

lixiviação de potássio  apresentaram efeitos inibitórios similares ou superiores ao 

herbicida comercial glifosato. 

 

Tabela 2 – Fitotoxicidade do timol e do ácido timoxiacético (3 mmol L-1) no 

desenvolvimento inicial de plântulas de Alface nos experimentos de pré e pós- 

emergência.  

IVG MFR MFPA MSR MSPA CR CPA CE LK

(Sm -1 g-1 ) (mg dm3)

Ácido Timoxiacético  0,50 c 1,20 bc 1,48 bc 1,57 bc 1,60 bc 0,86 0,70 bc 5,93 38,97

Timol 1,50 c 1,42 bc 1,55 bc 1,60 bc 1,61 bc 0,43 0,26 b 4,66 ab 38,51

Água Destilada 4,66 a 1,71 a  1,65 a 1,62 a 1,62 a 11,46 a 1,33 a 4,67 a 2,08 a

Solvente 3,11 b 1,33 b 1,52 b 1,59 b 1,61 a 9,96 b 0,50 b 4,85 b 27,65 b

Glifosato 1,72 c 1,34 c 1,53 c 1,59 c 1,61 a 7,43 c 0,80 c 3,29 c 25,82 c

MFR MFPA MSR MSPA CR CPA

Ácido Timoxiacético  1,07 b 1,15 b 1,02 abc 1,02 abc 12,20 abc 1,50 abc

Timol 1,06 bc 1,1 1,01 ac 1,02 abc 1,0333 0,6

Água Destilada 1,30 a 1,19 a 1,01 a 1,02 a 13,56 a 1,80 a

Solvente 1,05 b 1,15 b 1,02 b 1,02 b 12,43 b 1,63 b

Glifosato 1,04 c 1,18 c 1,01 c 1,03 c 10,96 c 1,23 c 

Tratamento
Pré-emergente

Tratamento
Pós-emergente

­­­­­­­­­(g plântulas-1) ­­­­­­­­­ ­­(cm plântula-1)­­

 

Em que: IVG- representa o índice de velocidade de germinação, MFR- massa fresca da raiz, MFA- 

massa fresca da parte aérea, MSR- massa seca da raiz, MSA- massa seca parte aérea, CR- 

crescimento radicular, CA – crescimento da parte aérea, CE - condutividade elétrica, LK – lixiviação 

de potássio. 

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhança significativa e as médias 

seguidas por letras diferentes representam diferença significativa, de acordo com o teste de Dunnett 

(p>0,05).  

 

O ácido timoxiacético proporcionou a diminuição do IVG em 30% nas 

sementes de alface, quando comparado ao controle positivo (C+) glifosato, essa 

redução chega a 50% com relação ao solvente e a 79% ao controle negativo (C-) 
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água, tornando-se mais eficaz na inibição dessa variável. De acordo com Valerio et 

al. (2007), esse efeito de retardo na germinação é um critério eficiente e sensível na 

análise de fitotoxicidade, evidenciando o ácido timoxiacético como potencial 

herbicida pré-emergente. Entretanto, para as plântulas de alface, o timol se 

destacou elucidando seus efeitos tóxicos no desenvolvimento inicial das plântulas, 

inibindo o CR e o CA, sugerindo maior eficácia como bio-herbicida de ação pós-

emergente (Tabela 2). Os resultados encontrados estão de acordo com aqueles 

encontrados por De Assis Alves et al. (2018), que avaliaram os efeitos do timol e do 

ácido timoxiacético sobre a germinação e o crescimento inicial de Lactuca sativa L., 

e Sorghum bicolor  e verificaram que nas concentrações de 3 mmol L-1; 1,5 mmol L-

1; 0,75 mmol L-1; 0,375mmol L-1, esses compostos foram capazes de reduzir a 

porcentagem de germinação e, quanto maior a concentração deles, maiores foram 

os efeitos inibitórios da germinação.  

Além dos efeitos inibitórios, tanto nas variáveis germinativas quanto nas de 

crescimento vegetativo, o crescimento de plântulas de alface é mais sensível aos 

tratamentos com ácido timoxiacético e timol, principalmente se relacionado ao 

crescimento da parte aérea, quando comparado ao C- (Tabela 2). Tal fato pode 

afetar a velocidade e o tempo de germinação, podendo acarretar em raízes 

necrosadas, plântulas anormais ou morte das plântulas, conforme observado neste 

estudo em  pós-emergência nas plântulas de alface (Figura 5).  
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Figura 5. Plântula de alface sadia e normal no controle com água (A) e (B) plântula 

anormal com indícios de morte provocada pelo ácido timoxiacético após 2 dias de 

exposição. 

Embora neste estudo tenham sido verificadas diferenças significativas no 

índice de velocidade de germinação, no crescimento radicular e no crescimento da 

parte aérea, FERREIRA e AQUILA (2000) destacam que o efeito fitotóxico ocorre, 

geralmente, sobre a velocidade de germinação, promovendo redução nessa 

variável. Isso é devido à germinação ser menos sensível aos compostos 

aleloquímicos do que o crescimento da plântula, sendo mais eficiente na verificação 

de tais efeitos (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). 

Os efeitos fitotóxicos do ácido timoxiacético foram observados em sementes 

e plântulas de Amaranthus viridis L. (Caruru), constatados na redução superior do 

IVG e CR, tendo inibição semelhante à do herbicida comercial glifosato para todos 

os paramentos avaliados. O timol também inibiu significativamente (p≤0,05) na 

concentração 3 mmol L-1 afetando a germinação e o crescimento inicial de plântulas 

de caruru, quando comparado ao C+ (Tabela 3). Esse fato pode ser atribuído ao 

efeito direto do composto, ou como consequência da redução do crescimento das 

raízes (OLIVEIRA et al., 2004). A redução do crescimento radicular pode estar 

relacionada à inibição da síntese de proteínas e ao rearranjamento das membranas 

celulares (SETH et al., 2007).  

Observa-se na Tabela 3 que de acordo com o aumento da LK, o IVG das 

sementes de caruru diminuiu, sugerindo que o ácido timoxiacético e o timol afetaram 

negativamente a velocidade de rearranjamento das membranas celulares, 

permitindo a lixiviação de sais minerais, açúcares, proteínas e outros componentes 

da semente. 

Tabela 3 – Fitotoxicidade do timol e do ácido timoxiacético (3 mmol L-1) no 
desenvolvimento inicial de plântulas de Caruru., nos experimentos de pré e pós- 
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emergência. 

IVG MFR MFPA MSR MSPA CR CPA CE LK

(Sm -1 g-1 ) (mg dm3)

Ácido Timoxiacético  0,17 1,41 ac 1,55 ac 1,60 ac 1,61 ac 0,46 bc 0,40 bc 7,34 abc 8,61

Timol 0,63 abc 1,23 bc 1,49 bc 1,58 bc 1,60 c 0,63 bc 0,43 bc 6,64 abc 8,62

Água Destilada 0,65 a 1,44 a 1,56 a 1,60 a 1,61 a 8,00  a 1,00 a 6,47 a 2,18 a

Solvente 0,58 b 1,14 b 1,46 b 1,56 b 1,6 b 0,63 b 0,33 b 6,52 b 6,78 b

Glifosato 0,67 c 1,35 c 1,53 c 1,59 c 1,61 c 2,16 c 0,90 c 6,50 c 6,03 c

MFR MFPA MSR MSPA CR CPA

Ácido Timoxiacético  1,01 b 1,03 bc 1,10 abc 1,01 abc 3,86 abc 1,70 ab

Timol 1 ,00 b 1,01 ab 1,01 abc 1,00 abc 2,50 abc 1,56 ab

Água Destilada 1,06 a 1,02 a 1,05 a 1,02 a 6,10 a 2,00 a

Solvente 1,02 b 1,02 b 1,01 b 1,01 b 4,70 b 1,33 b

Glifosato 1,06 c 1,01 c 1,02 c 1,00 c 1,17 c 0,50 c

Tratamento
Pré-emergente

Tratamento
Pós-emergente

­­­­­­­­­(g plântulas-1) ­­­­­­­­­ ­­(cm plântula-1)­­

 

Em que: IVG- representa o índice de velocidade de germinação, MFR- massa fresca da raiz, MFA- 

massa fresca da parte  aérea, MSR- massa seca da raiz, MSA- massa seca da parte aérea, CR- 

crescimento radicular, CA – crescimento da parte  aérea, CE - condutividade elétrica, LK – lixiviação 

de potássio. 

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhança significativa e as médias 

seguidas por letras diferentes representam diferença significativa, de acordo com o teste de Dunnett 

(p>0,05).  

 

O timol e o ácido timoxiacético interferiram negativamente e de forma 

bastante acentuada, na concentração de 3 mmol L-1, sobre a germinação e o 

crescimento das plântulas de Cucumis sativus (pepino). Pode- se observar também 

redução na massa fresca e na massa seca das plântulas de pepino tratadas com 

ácido timoxiacético em pré-emergência e para o timol em pós-emergência . O 

comprimento total dessas plântulas foi reduzido significativamente (p≤0,05) e o  CR  

das plântulas tratadas com ácido timoxiacético  apresentou os menores valores em 

casa de vegetação, sendo seu CR 11,32 vezes menor, quando comparado com o C- 

e 8,95 vezes menor que o  C+ (Tabela 4).  

Tabela 4 – Fitotoxicidade do timol e do ácido timoxiacético (3 mmol L-1) no 
desenvolvimento inicial de plântulas de Pepino nos experimentos de pré e pós- 
emergência.  
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IVG MFR MFPA MSR MSPA CR CPA CE LK

(Sm -1 g-1 ) (mg dm3)

Ácido Timoxiacético  0.41 1.79 1.67 1.63 1.62 2.91 2.46 c 2.07 3.29

Timol 1.67 c 2.06 abc 1.75 abc 1.65 abc 1.62 abc 15.70 ab 3.16 ac 2.72 abc 3.11

Água Destilada 3.72 a 2.29 a 1.51 a 1.67 a 1.70 a 14.23 a 3.93 a 2.70 a 1.47 a

Solvente 3.26 b 2.28 b 1.71 b 1.64 b 1.63 b 13.56 b 3.63 b 2.73 b 1.61 b

Glifosato 2.03 c 2.30 c 1.81 c 1.61 c 1.60 c 11.86 c 2.53 c 2.74 c 2.12 c

MFR MFPA MSR MSPA CR CPA

Ácido Timoxiacético  1.16 a 1.26 1.06 1.04 11.93 abc 2.70 abc

Timol 1.11 1.15 1.05 b 1.03 11.90 abc 2.33 abc

Água Destilada 1.12 a 1.23 a 1.10 a 1.05 a 11.94  a 2.10 a

Solvente 1.34 b 1.53 b 1.07 b 1.09 b 14.26 b 2.93 b

Glifosato 1.28 c 1.32 c 1.11 c 1.06 c 14.00 c 1.93 c

Tratamento
Pré-emergente

Tratamento
Pós-emergente

­­­­­­­­­(g plântulas-1) ­­­­­­­­­ ­­(cm plântula-1)­­

 

Em que: IVG- representa o índice de velocidade de germinação, MFR- massa fresca da raiz, MFA- 

massa fresca da parte  aérea, MSR- massa seca da raiz, MSA- massa seca da parte aérea, CR- 

crescimento radicular, CA – crescimento da parte aérea, CE - condutividade elétrica, LK – lixiviação 

de potássio. 

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhança significativa e as médias 

seguidas por letras diferentes representam diferença significativa, de acordo com o teste de Dunnett 

(p>0,05).  

 

O ácido timoxiacético afetou o desenvolvimento normal das plântulas de 

pepino em pré-emergência. As alterações observadas foram redução na raiz, 

queima das folhas, necrose da radícula, ausência de pelos absorventes e parte 

aérea pouco desenvolvida (Figura 6). Esse fato pode ser atribuído ao efeito direto 

do composto, ou uma consequência da redução do crescimento das raízes 

(OLIVEIRA et al., 2004). Plântulas anormais geralmente não completam o seu 

desenvolvimento, e a diminuição dos pelos radiculares pode dificultar a absorção de 

nutrientes pela raiz, acarretando deficiências no desenvolvimento (FERREIRA e 

AQUILA, 2000). De acordo com AIRES et al. (2005) e MARASCHIN-SILVA e 

AQUILA (2006), os compostos aleloquímicos afetam o crescimento inicial, refletindo 

em atrofiamento das partes da plântula, sendo o escurecimento evidência de 

alterações morfológicas e anatômicas causadas por fitotoxinas.  
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Figura 6. Plântula de pepino sadia e normal no controle com água (A) e (B) plântula 

anormal com redução na raiz, queima na folha, necrose da radícula, ausência de 

pelos absorventes e parte aérea pouco desenvolvida, provocada pelo ácido 

timoxiacético após 21 dias de exposição. 

Para a monocotiledônea Eleusine indica (pé-de-galinha), o ácido 

timoxiacético inibiu totalmente a germinação das sementes em pré-emergência em 

casa de vegetação, isso pode ser explicado devido ao aumento significativo na 

condutividade elétrica e lixiviação de potássio. Os altos valores obtidos na análise 

de CE e LK indicam que o ácido timoxiacético e o timol afetaram negativamente as 

membranas celulares e o IVG, estando esses parâmetros correlacionados (Tabela 5 

e Figura 7.D).  
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Outra característica observada para as plântulas de capim pé-de-galinha foi a 

redução no acúmulo de matéria fresca da raiz e da parte aérea para todos os 

tratamentos, quando comparados ao C-. Essa diferença significativa observada na 

massa fresca das plântulas, provavelmente deve-se às diferenças no conteúdo de 

água absorvida e retida nos tecidos verdes, que pode ser influenciada pelos demais 

tratamentos. Esses resultados indicaram a existência de uma fitotoxicidade 

acentuada do timol e do ácido timoxiacético sobre a qualidade fisiológica de 

sementes e plântulas dessa espécie (Tabela 5). AZIRAK e KARAMAN (2008) 

constataram esse efeito inibitório da germinação e no crescimento provocado pelo 

timol, em outras espécies de plantas daninhas como a B. decumbens, 

demonstrando seu potencial para aplicação em pré e pós-emergência como bio-

herbicida. 

Tabela 5 – Fitotoxicidade do fenol Timol e seu derivado ácido timoxiacético na 
concentração de 3 mmol L-1 no desenvolvimento inicial de plântulas de Capim pé-
de-galinha, nos experimentos de pré e pós- emergência.  

IVG MFR MFPA MSR MSPA CR CPA CE LK

(Sm -1 g-1 ) (mg dm3)

Ácido Timoxiacético  0 0 0 0 0 0 0 12,28 15,25

Timol 0,19 abc 1,06 bc 1,43 bc 1,56 bc 1,5 abc 0,83 abc 0,70 ac 8,71 abc 13,97

Água Destilada 0,31 a 1,15 a 1,56 a 1,57 a 1,7 a 1,53 a 0,70 a 8,61 a 8,11 a

Solvente 0,18 b 1,09 b 1,44 b 1,56 b 1,6 b 2,23 b 0,26 b 9,00 b 12,46 b

Glifosato 0,18 c 1,09 c 1,44 c 1,56 c 1,5 c 1,03 c 0,73 c 8,33 c 9,56 c 

MFR MFPA MSR MSPA CR CPA

Ácido Timoxiacético  1,02 bc 1,02 bc 1,03 bc 1,03 bc 0,66 c 0,93 c

Timol 1,01 bc 1,01 bc 1,01 bc 1,02 bc 0,60 c 0,56 c

Água Destilada 1,3 a 1,5 a 1,80 a 1,50 a 2,37 a 1,60 a

Solvente 1,05 b 1,01 b 1,28 b 1,02 b 1,56 b 1,63 b

Glifosato 1,01 c 1,01 c 1,01 c 1,03 c 0,56 c 0,80 c

Tratamento
Pré-emergente

Tratamento
Pós-emergente

­­­­­­­­­(g plântulas-1) ­­­­­­­­­ ­­(cm plântula-1)­­

 

Em que: IVG- representa o índice de velocidade de germinação, MFR- massa fresca da raiz, MFA- 

massa fresca da parte  aérea, MSR- massa seca da raiz, MSA- massa seca da parte aérea, CR- 

crescimento radicular, CA – crescimento da parte  aérea, CE - condutividade elétrica, LK – lixiviação 

de potássio. 

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhança significativa e as médias 

seguidas por letras diferentes representam diferença significativa, de acordo com o teste de Dunnett 

(p>0,05).  

 

Embora neste trabalho o timol e o ácido timoxiacético tenham apresentado 

efeitos inibitórios tanto nas variáveis germinativas quanto nas de crescimento 
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vegetativo em monocotiledôneas e eudicotiledôneas, tais resultados foram mais 

expressivos para espécies eudicotiledôneas alface (Tabela 2), caruru (Tabela 3) e 

pepino (tabela 4). Para as monocotiledôneas pé-de-galinha (Tabela 5) e sorgo 

(Tabela 6) apesar das variáveis significativas (p≤0,05), são menos representativas 

nos efeitos dos compostos naturais testados. AMRI et al. (2013) relataram que, 

geralmente, eudicotiledôneas são mais sensíveis a monoterpenos como o timol do 

que monocotiledôneas.  

Na Tabela 6 observa-se que o ácido timoxiacético foi o tratamento que mais 

afetou o IVG e o crescimento radicular em pré-emergência, esses efeitos foram 

mais acentuados no crescimento inicial de plântulas de sorgo quando comparado ao 

C+. Essas alterações drásticas no crescimento radicular evidenciam forte 

fitotoxicidade do composto (OLIVEIRA et al., 2011).  

Tabela 6 – Fitotoxicidade do timol e do ácido timoxiacético (3 mmol L-1) no 
desenvolvimento inicial de plântulas de Sorgo, nos experimentos de pré e pós-
emergência.  

IVG MFR MFPA MSR MSPA CR CPA CE LK

(Sm -1 g-1 ) (mg dm3)

Ácido Timoxiacético  1,61 c 2,07 1,75 1,66 1,63 4,81 1,90 abc 2,36 2,48

Timol 2,78 abc 2,37 c 1,83 c 1,68 c 1,64 bc 10,70 c 1,53 bc 2,78 abc 2,17

Água Destilada 3,86 a 3,41 a 2,10 a 1,76 a 1,66 a 15,06 a 3,60 a 2,69 a 1,47 a

Solvente 3,61 b 3,12 b 2,02 b 1,74 b 1,65 b 15,40 b 2,73 b 2,72 b 1,49 b

Glifosato 1,34 c 2,82 c 1,95 c 1,72 c 1,65 c 11,00 c 2,56 c 2,68 c 1,42 c

MFR MFPA MSR MSPA CR CPA

Ácido Timoxiacético  1,54 b 1,26 c 1,12 abc 1,06 ac 15,00 abc 3,60 bc

Timol 1,50 b 1,24 ab 1,10 abc 1,06 ac 14,83 abc 3,16 abc

Água Destilada 1,89 a 1,25 a 1,14 a 1,07 a 16,23 a 4,73a

Solvente 1,49 b 1,26 b 1,08 b 1,08 b 15,26 b 3,83 b

Glifosato 1,81 c 1,24 c 1,16 c 1,07 c 14,23 c 3,50 c

Tratamento
Pré-emergente

Tratamento
Pós-emergente

­­­­­­­­­(g plântulas-1) ­­­­­­­­­ ­­(cm plântula-1)­­

 

Em que: IVG- representa o índice de velocidade de germinação, MFR- massa fresca da raiz, MFA- 

massa fresca da parte  aérea, MSR- massa seca da raiz, MSA- massa seca da parte aérea, CR- 

crescimento radicular, CA – crescimento da parte  aérea, CE - condutividade elétrica, LK – lixiviação 

de potássio. 

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhança significativa e as médias 

seguidas por letras diferentes representam diferença significativa, de acordo com o teste de Dunnett 

(p>0,05).  

 

Para os resultados de pós-emergência de plântulas de sorgo, o ácido 

timoxiacético apresentou efeitos semelhantes ao do C+, como queima das folhas e 

redução do sistema radicular e parte aérea (Figura 7). Desse modo, houve 
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decréscimo em todas as  variáveis analisadas nos tratamentos, quando comparados 

com o C-. No entanto, a redução do CR, CPA e do IVG foram superiores à inibição 

ocasionada pelo glifosato (Tabela 6).  

 

Figura 7. Plântulas de sorgo sob efeitos semelhantes provocados pelo herbicida 

comercial glifosato (A) e (B) ácido timoxiacético com 4 dias de exposição.  

 

PINHEIRO et al. (2015), estudando o efeito do óleo essencial de P. 

amboinicus e de seus componentes majoritários carvacrol e timol, concluíram que 

os componentes testados apresentaram efeito na germinação tanto da alface 

quanto do sorgo, porém, os resultados na alface, assim como no presente estudo, 
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foram mais expressivos. No entanto, De ASSIS ALVES et al. (2018), estudando a 

ação do ácido timoxiacético, constataram que da mesma forma que o 2,4-D, ele 

possui caráter seletivo, pois apresentou efeito apenas em eudicotiledônea, 

divergindo-se dos resultados obtidos nesse estudo com efeitos também sobre 

monocotiledôneas (Figura 7).  

ZUNINO e ZYGADLO (2004) estudando o efeito do timol verificaram que ele 

também inibiu o crescimento do milho (monocotiledônea), sendo esta inibição 

decorrente da produção de espécies reativas de oxigênio, com a consequente 

modificação nos lipídios da membrana. De acordo com FERREIRA e AQUILA 

(2000), a alteração na germinação das sementes pode afetar a permeabilidade das 

membranas, a transcrição do DNA e tradução das proteínas, o funcionamento dos 

mensageiros secundários, a respiração, o sequestro de oxigênio, a conformação 

das enzimas e receptores. Sendo assim, o timol e o ácido timoxiacético, na 

concentração de 3 mmol L-1 interferiram negativamente sobre o crescimento das 

duas espécies de monocotiledôneas e nas três espécies de eudicotiledôneas 

estudadas. O índice de velocidade de germinação foi reduzido para todas as 

espécies e está diretamente relacionado ao aumento de lixiviação de potássio 

dessas sementes tratadas (Figura 8). 

Portanto, esses resultados expostos na Figura 8 estão relacionados com a 

capacidade que os aleloquímicos testados apresentam de fragilizar a integridade da 

membrana celular e provocar mudanças a partir da condutividade elétrica e 

incremento na lixiviação de potássio. Os monoterpenos atuam nos fosfolipídios da 

membrana, alterando a composição destes fosfolipídios, como mecanismo de 

resposta quando essas plantas são submetidas aos estresses hídrico e oxidativo, 

causando vários distúrbios em processos fisiológicos e bioquímicos (ZUNINO e 

ZYGADLO, 2004, AMRI et al., 2013). Um dos resultados da perda da integridade da 

membrana é o vazamento de eletrólitos e perda da seletividade da membrana. De 

acordo com ANAZETTI e MELO (2007), o vazamento de eletrólitos e as trocas 

iônicas, determinam o desbalanceamento do pH celular e reduzem a concentração 

dos íons. Essa variação pode inibir a síntese de ATP e aumentar a produção de 

espécies reativas de oxigênio, o que pode ocasionar a ruptura de membranas 

determinando na necrose celular e redução na germinação verificadas a partir do 

teste de correlação de Pearson nesse estudo (Tabela 7). 
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Tabela 7. Coeficientes de correlação de Pearson entre o índice de velocidade de 

germinação (IVG), condutividade elétrica (CE) e lixiviação de potássio (LK) dos 

tratamentos e germinação das sementes em casa de vegetação. 

Alface Caruru Pepino Pé de Galinha Sorgo

IVG -LK -0,80* -0,85* -0,60ns -0,84* -0,84*

IVG- CE 0,50ns -0,84* -0,79* -0,75* -0,63ns

CE-LK -0,08ns 0,96* 0,93* 0,96* 0,38ns
 

nsNão significativo. * Significativo em nível de 5% de probabilidade, pelo teste t. 

 

O teste da condutividade elétrica determina todos os aspectos de vigor das 

sementes que podem influenciar no estabelecimento das plântulas em condições de 

campo. Este teste é baseado no vigor das sementes testadas estando intimamente 

relacionado à integridade do sistema de membranas celulares. Desse modo, 

quando as sementes são imersas nos tratamentos durante o processo de 

embebição, ocorre a liberação de solutos citoplasmáticos no meio líquido, em 

intensidade proporcional ao estado de desorganização em que se encontram as 

membranas (MARCHI; CÍCERO, 2002). Os resultados do presente estudo indicaram 

a existência de uma fitotoxicidade do timol e do ácido timoxiacético sobre a 

qualidade fisiológica das cinco espécies testadas (Tabela 7).  
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Figura 8. Redução do IVG das 5 espécies estudadas e sua relação com o aumento 

da condutividade elétrica e da lixiviação de potássio dessas sementes. Em que :A- 

representa a espécie Alface, B- Caruru, C- Pepino, D- Pé-de-Galinha, E- Sorgo, AC- 

Ácido timoxiacético, TI- Timol, AD- Àgua destilada, SV- Solvente e GF- Glifosato. 
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A elevação nos valores de condutividade elétrica pode manter relação com a 

redução de valores do índice de velocidade de germinação e o aumento da 

lixiviação de potássio, uma vez que estes atributos do vigor das sementes estão 

relacionados com alterações na fluidez e permeabilidade das membranas celulares 

(ABU-ROMMAN et al., 2010, HUSSAIN; REIGOSA 2011). A emergência de 

plântulas em casa de vegetação foi reduzida para todas as espécies, devido ao 

aumento da lixiviação de potássio (Figura 8). Tais resultados podem ser atribuídos a 

ação dos aleloquímicos, que atuam diretamente nos processos de degradação 

celular e na produção de espécies reativas de oxigênio (QIAN et al., 2009), afetando 

o vigor das sementes (SILVA et al., 2011). 

O tratamento com água destilada reduziu a condutividade elétrica e a 

lixiviação de potássio na solução, e contribuiu com o acréscimo do índice de 

velocidade de germinação de plântulas das espécies avaliadas. Tal efeito é 

justificado pela correlação que existe entre essas variáveis, visto que em sementes 

tratadas com as soluções herbicidas houve aumento da condutividade elétrica, da 

lixiviação de potássio e como consequência a redução do IVG (Tabela 7 e Figura 8). 

O potássio é um nutriente de alto requerimento pelas plantas. A nutrição 

potássica é substancial ao crescimento e desenvolvimento vegetativo, atuando em 

diversas funções metabólicas como fotossíntese, estabilização do pH, regulação 

osmótica, absorção iônica e síntese proteica. No entanto, o excesso deste mineral 

no solo ou substrato resulta em redução da absorção de água pelas raízes das 

plantas, bem como prejudica a absorção de cálcio e magnésio por inibição 

competitiva (FAQUIN, 2005).  

 

4.2 Genotoxicidade 

As análises moleculares reforçam e complementam o observado na 

fitotoxicidade, elucidando os efeitos mutagênicos dos princípios ativos do timol e do 

ácido timoxiacético e modificações provocadas no DNA, verificado pelos valores de 

dissimilaridade encontrados entre essas moléculas em relação aos controles 

negativos e a similaridade entre o controle positivo.  
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Os marcadores ISSR permitiram observar que a aplicação dos princípios 

ativos promoveu alterações no DNA, que podem ter relação com o aumento da 

lixiviação de potássio na solução e inibição da germinação e crescimento inicial das 

cinco espécies estudadas. 

No teste molecular, os compostos timol e ácido timoxiacético apresentaram 

caráter tóxico semelhante ou superior ao herbicida glifosato, visto que provocaram 

alterações no DNA de raízes e parte aérea das plântulas. As proximidades dos 

indivíduos tratados com tais moléculas se diferenciaram dos grupos dos indivíduos 

tratados com os controles negativos água e solvente, tanto para eudicotiledôneas 

como para as monocotiledôneas (Figura 9 e 10), reforçando os efeitos 

anteriormente descritos nas análises de fitotoxidade. 

Na análise molecular, verificou-se que o timol foi mais efetivo em 

eudicotiledôneas, evidenciada pelos maiores valores de dissimilaridade entre DNA 

de raiz e parte aérea, em relação aos controles negativos, assim como observados 

nas análises macroscópicas em pós-emergência. O mesmo foi verificado para ácido 

timoxiacético, porém as diferenças no DNA entre parte aérea e raiz para esse 

composto foram menores, permanecendo no mesmo grupo (Figura 9 e 10). 

Ao avaliar os DNAs de raiz e parte aérea de alface tanto em pré (Figura 9, A) 

quanto em pós-emergência (Figura 9, B), observou-se que o tratamento com água 

agrupou tanto parte aérea quanto raiz, enquanto o glifosato promoveu uma elevada 

alteração na raiz e formou um grupo isolado e mais dissimilar entre todos os 

compostos testados. Outro composto que promoveu alteração significativa na raiz 

foi o timol, que também foi agrupado em outro grupo isolado. Entretanto, ao analisar 

parte aérea em relação ao timol, o mesmo não provocou muitas alterações 

moleculares, pois ficou agrupado com o tratado com solvente (controle negativo) 

(Figura 9, A-B).  

Para a espécie Caruru em pré-emergência não foi observada diferença entre 

os tratamentos com ácido timoxiacético, água, glifosato, timol e solvente para as 

raízes, enquanto a parte aérea dos controles negativos água e solvente formou 

grupos isolados (Figura 9, C). Essa menor separação de grupos pode ser devido à 

baixa amplificação dos marcadores observada para a espécie. Para o tratamento 

pós-emergente, o timol e o glifosato quando avaliada a parte aérea, formaram um 

único grupo com 100% de similaridade entre os tratamentos, o mesmo foi 

observado para utilização dos compostos nas raízes, as quais formaram um grupo 
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conjunto mas com uma dissimilaridade de 20% entre os compostos, com distância 

genética de, aproximadamente, 0,04. Os solventes não diferiram nos tratamentos de 

raízes, formando um grupo com 100% de similaridade, dentro desse mesmo grupo 

ficaram agrupados também os tratamentos com solvente para parte aérea. O ácido 

timoxiacético formou um grupo isolado com parte aérea e raiz (Figura 9, D). 

Ao avaliar pepino em pré-emergência foi observada a formação de três 

grandes grupos, nos quais,  no primeiro grupo há a presença apenas do composto 

ácido timoxiacético, com 100% de similaridade entre os DNAs de raiz e parte aérea, 

sugerindo  que a atuação do princípio ativo para essa espécie seja similar  em 

ambas as partes da planta, evidenciando seu efeito tóxico, quando comparada com 

os resultados macroscópicos, no qual o desenvolvimento normal das plântulas de 

pepino foi afetado. No segundo grupo ficou evidenciada a similaridade entre os 

tratamentos com água e solvente, tanto para parte aérea, quanto para raiz. Ainda 

nesse grupo foi observada a presença da raiz tratada com timol, o que pode sugerir 

que o efeito mutagênico do timol em raiz em pré-emergência é quase nulo para 

essa espécie, devido à proximidade com os controles negativos, entretanto, seu 

efeito na parte aérea é bastante pronunciado, considerando que o mesmo ficou 

agrupado no terceiro grande grupo, juntamente com o tratamento com o glifosato 

(controle positivo) (Figura 9, E). Ao contrário do ocorrido em pré-emergência, 

quando o timol foi utilizado em pós-emergência para o pepino, foi verificado um 

efeito na raiz, semelhante ao glifosato (Figura 9, F). 
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Figura 9. Agrupamento UPGMA das espécies eudicotiledôneas para todos os 

tratamentos, utilizando primers ISSR. Em que: A- Alface pré, B- alface pós, C- 

Caruru pré, D- caruru pós, E- pepino pré, F- pepino pós, eAT- ácido timoxiacético, 

A- água, T- Timol, S- solvente, G- glifosato, R- Raiz e PA- parte aérea. 
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Na avaliação de parte aérea das monocotiledôneas, tais plantas foram 

severamente afetadas pelo uso do ácido timoxiacético, pois houve formação de um 

grupo isolado, contendo somente esse tratamento, com dissimilaridade de 0,14 com 

os demais grupos. Entretanto, não foram observados efeitos mutagênicos de 

nenhum dos princípios ativos ao avaliar raízes em  pós-emergência para o capim 

pé-de-galinha, uma vez que todas obtiveram 100% de similaridade, incluindo os 

controles positivos e negativos (Figura 10, B).  

Para as análises com sorgo em pré-emergência, foi verificado que o ácido 

timoxiacético não causa alterações diferentes em parte aérea e raiz, pois os 

mesmos obtiveram 100% de similaridade e formaram um grupo isolado. Outro 

composto que merece destaque é o timol, pois  se observa que o mesmo tem 

capacidade de ocasionar efeitos que levaram a diferenciação da raiz tratada com os 

demais tratamentos, formando um único grupo (Figura 10, C). Para tratamentos de 

pós-emergência, houve a formação de três grandes grupos, o timol promoveu maior 

diferenciação nas raízes, sendo agrupado juntamente com o ácido timoxiacético 

(parte aérea e raiz), enquanto a parte aérea ficou agrupada juntamente com os 

controles negativos. Isso permite inferir que o efeito do timol é mais pronunciado nas 

raízes do que na parte aérea de sorgo (Figura 10, D). 
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Figura 10. Agrupamento UPGMA das espécies monocotiledôneas para todos os 

tratamentos, utilizando primers ISSR. Em que: A- Pé-de-Galinha pré, B- pé-de-

galinha pós, C- Sorgo pré, D- Sorgo pós, AT- ácido timoxiacético, A- água, T- Timol, 

S- solvente, G- glifosato, R- Raiz e PA- parte aérea. 

 

O timol apresentou mais divergência entre DNA de raízes e parte  aérea, 

diferentemente do ácido timoxiacético, que na maioria das vezes ficaram agrupados 

juntos (parte aérea e raiz).  

A correlação entre as análises macroscópicas, e moleculares, foi verificada 

por meio das alterações observadas no DNA provocadas pelos compostos. Os 

marcadores moleculares ISSR permitiram detectar a genotoxicidade provocada pelo 

timol e ácido timoxiacético, segundo AL-QURAINY (2010), esses marcadores 

podem ser usados para a medição quantitativa e qualitativa da atividade genotóxica.  
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5.  CONCLUSÕES 

 

O timol e o ácido timoxiacético possuem atividades fitotóxica e genotóxica. 

O efeito tóxico do ácido timoxiacético é mais efetivo em pré-emergência e do 

timol em pós-emergência. 

O timol e o ácido timoxiacético promovem danos na raiz e parte aérea como 

observados nas alterações em nível de DNA de monocotiledôneas e 

eudicotiledôneas. 

O efeito bio-herbicida das moléculas de timol e do ácido timoxiacético exacerbou 

a redução de custos da produção agrícola, bem como a redução do impacto 

ambiental causado pelo uso desordenado e crescente de agrotóxicos. 
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