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Resumo

O Brasil tem se destacado na producgdo de agroguimicos, no entanto sua utilizacdo na agricultura tem
desencadeado problemas relacionados ao ambiente e a outros organismos. As plantas sdo reservatorios
de metabodlitos secundarios e podem apresentar efeito alelopatico, potencialmente interessante para
serem utilizados como bioherbicidas. Esses metabolitos podem ser encontrados em 6leos essenciais, em
Angiospermas basais. Consideradas relevantes economicamente, plantas desse grupo séo utilizadas com
fins medicinais e apresentam atividade antiproliferativa em células cancerigenas e antimicrobiana.
Entretanto, algumas espécies possuem potencial alelopatico e bioherbicida desconhecidos, como as do
género Sparattanthelium, exclusivamente neotropical. Poucas espécies do género foram caracterizadas
guimicamente e ndo se conhece o potencial biolégico dos compostos encontrados. Diante disso, 0
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito dos 6leos essenciais extraidos das folhas de Sparattanthelium
botocudorum e Sparattanthelium tupiquinorum em bioensaios com as espécies Lactuca sativa e
Sorghum bicolor. Os 6leos foram testados nas concentracdes de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5 ppm.
Realizou-se a caracterizagdo quimica e avaliou-se o percentual de sementes germinadas, o
desenvolvimento inicial de plantulas de Lactuca sativa L. e Sorghum bicolor L. e as alteragdes no ciclo
mitético de células meristematicas de raizes de L. sativa. O composto majoritario de ambas espécies foi
germacreno D (33,2 e 44,8%), seguido de biciclogermacreno (23,4 e 16,9%), p-elemeno (8,4 e 5,1%),
germacreno A (17,7 e 8,7%). Tras-nerolidol (7,7%) foi encontrado apenas em S. botocudorum e y-
Cadineno (15%) em S. tupiquinorum. O ensaio fitotoxico revelou que o 6leo essencial das duas espécies
reduziu o crescimento radicular e aéreo de sementes de L. sativa. Em S. bicolor reduziu a germinacao e
0 crescimento aéreo. No ensaio citotoxico observou-se diminui¢do do indice mitético e aumento de
alteracbes cromossémicas e nucleares, resultantes da acdo aneugénica e clastogénica dos 0leos
essenciais de S. botocudorum e S. tupiquinorum.

Palavras-chave: Potencial biolégico, Sparattanthelium, bioherbicida, bioensaio vegetal
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Abstract

Brazil has been prominent in the production of agrochemicals; however, its use in agriculture
has related to the environment and other organisms. The plants are reservoirs of secondary
metabolites and may present allelopathic effect, being interesting to be used as bioherbicides.
These metabolites can be found in essential oils in basal angiosperms. They have been found to
be economically useful, such as groups are used for medicinal purposes and have shown
antiproliferative activity in cancerous and antimicrobial cells. However, some species have
unknown allelopathic and bioherbicidal potential, such as the genus Sparattanthelium,
exclusively neotropical. Few species of this genus have been chemically characterized and the
biological potential of the compounds is not known. The objective of this work was to evaluate
the effect of the essential oils extracted from the leaves of Sparattanthelium botocudorum and
Sparattanthelium tupiquinorum in bioassays with the species Lactuca sativa and Sorghum
bicolor. The oils were tested at concentrations of 3000, 1500, 750, 375 and 187.5 ppm. The
chemical characterization was performed and the percentage of germinated seeds, the initial
development of Lactuca sativa L. and Sorghum bicolor L. seedlings and the changes in the
meristematic cycle of L. sativa roots. The major compound of both species was germacrene D
(33.2 and 44.8%), followed by bicyclogermacrene (23.4 and 16.9%), B-element (8.4 and 5.1%),
germacrene A (17.7 and 8.7%). Tras-nerolidol (7.7%) was found only in S. botocudorum and
y-Cadinene (15%) in S. tupiquinorum. The phytotoxic assay revealed that the essential oil of
both species reduced the root and aerial growth of L. sativa seeds. In S. bicolor it reduced
germination and aerial growth. In the cytotoxic assay, the mitotic index and the increase of
chromosomal and nuclear alterations resulting from the aneugenic and clastogenic action of the

essential oils of S. botocudorum and S. tupiquinorum were observed.

Key words: Biological potential, Sparattanthelium, bioherbicide, plant bioassay
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Introducéo

O Brasil é considerado o maior consumidor de agroquimicos no mundo (Inca, 2015).
Os herbicidas tém se destacado entre os agroquimicos mais aplicados no campo, tendo como
foco o controle de plantas daninhas. A utilizag&o destes compostos tem desencadeado problemas
relacionados a resisténcia das plantas, contaminagdo ambiental e riscos a saude do homem e de
animais. Portanto, existe a necessidade de encontrar métodos alternativos para o controle de
pragas agricolas (Souza et al., 2006). Diante disso, os metaboélitos secundarios podem ser
usados diretamente ou indiretamente na obtencdo de novos herbicidas. Esses compostos séo
produzidos pelos vegetais e sua biossintese origina trés grandes grupos: terpenoides, alcaldides
e compostos fendlicos. Estes comp&em os Gleos essenciais, que possuem importante papel na
defesa da planta ao ataque de herbivoros, pragas e na competicdo com outras espécies, sendo
produzidos, variavelmente, de acordo com as interagdes com o0 meio ambiente (Simdes et al.,

2010).

Os 6leos essenciais sdo produtos volateis, encontrados em todos os 6rgaos do vegetal,
sendo obtidos por diferentes processos, dependendo da localizagdo na planta, da quantidade e
das caracteristicas requeridas para o produto final (Brasil, 2010). O conhecimento sobre a
estrutura dos metabdlitos secundarios presentes nos dleos pode auxiliar na classificacdo
boténica, permitindo reconstruir com maior fidelidade a historia evolutiva de um grupo (Kim
et al., 2010). Além disso, identificar possiveis efeitos alelopaticos dos 6leos essenciais
possibilita o desenvolvimento de produtos naturais e a descoberta do potencial de substancias
biologicamente ativas (Demyttenaere e Kimpe, 2001; Beltrame et al., 2010; Freire et al., 2011).
Essas substancias, conhecidas como aleloquimicos, podem ser uma fonte favoravel para o
desenvolvimento de herbicidas naturais. O uso desses compostos pode contribuir na reducéo
dos impactos ambientais causados pelos herbicidas comerciais ou atuarem como estimulantes

do crescimento de plantas (Al-Shatti et al.,2014; Ferreira e Aquila, 2000; Wardle et al, 2011,
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Felito et al., 2016).

Familias de angiospermas basais, Hernandiaceae, Lauraceae e Piperaceae, sdo bastante
estudadas em virtude da presencga de 6leos essenciais. As espécies destas familias possuem
relevancia por serem produtoras de metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas
comprovadas (Souza et al., 2005; Yamaguchi et al., 2011; Pena et al.,2000). O género
Hernandia, por exemplo, possui representantes importantes pelas suas propriedades
medicinais, anti-inflamatorias e depurativas do sangue (Conserva et al., 2005). Isso se deve pela
presenca de alcaldides em espécies desse género (Rumjanek et al.,1991; Aniszewski, 2007).

Em especies do género Sparattanthelium, da familia Hernadiaceae, o potencial
biolégico permanece pouco conhecido. Apenas duas espécies do género foram caracterizadas,
Sparattanthelium amazonum Mart e Sparattanthelium uncigerum (Meissn) Kubitzki. Estes
estudos mostraram que alguns alcaléides possuem atividade contra cepas resistentes e sensiveis
de Plasmodium falciparum, um protozoario que causa malaria em humanos (Munoz, 1999).
Além disso, as espécies descritas na literatura, possuem atividades medicinais, utilizadas por
comunidades indigena no controle de problemas digestivos, dor de estbmago, vomito e diarreia
(Munoz, 1999, Chalandre et al., 1985). Tal fato demonstra a necessidade de estudos sobre a
atividade bioldgica de espécies pertencentes a esse género.

A avaliacdo da atividade bioldgica e identificacdo de compostos bioativos tém sido
empregado em pesquisas com auxilio dos bioensaios vegetais (Aragao et al., 2015; Pinheiro et
al., 2015; Aragdo et al., 2017; Alves et al., 2018; Santos et al., 2018). As analises de
fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e determinacdo de mecanismos
de acdo do composto de interesse estéo entre os testes utilizados. Estes, por sua vez, apresentam
resultados eficientes em um curto periodo de tempo. Organismos modelos, como
monocotileddneas e eudicotiled6neas, apresentam baixo custo e similariedade nos resultados

com testes realizados em mamiferos (Aragao et al., 2015; Pinheiro et al., 2015; Aragao et al.,
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2017; Silveira et al., 2017).

O conhecimento sobre a atividade biolégica em espécies da familia Hernandiaceae se
restringe apenas a representantes do género Hernandia. Diante disso, investigar o potencial das
espécies de outros géneros pode contribuir para ampliar o conhecimento do grupo e direcionar
seu uso com base na composi¢cdo quimica, 0 que potencializara seus efeitos. Assim, este
trabalho teve como objetivos: 1) determinar a composicdo quimica dos Oleos essenciais
extraidos de folhas de Sparattanthelium botocudorum e Sparattanthelium tupiquinorum e 2)
realizar bioensaios com os 6leos essenciais dessas espécies a fim de avaliar as propriedades
fitotoxicas dos 6leos nos modelos vegetais Lactuca sativa L, uma eudicotileddnea, e Sorghum
bicolor L Moench, uma monocotiled6nea, e as propriedades citotoxicas e genotdxicas em L.

Sativa.

Material e Métodos

Material vegetal

Para a extragdo dos 0leos essenciais, folhas de S. botocudorum e S. tupiniquinorum, foram
coletadas no mesmo dia e horério (21° 07°02.5” S 41°18°42.7”W, dados da coleta: JA Christ).
Essas espécies sdo exclusivamente Neotropical (Kubitzki 1969). Das 13 espécies atualmente
reconhecidas para o género, dez ocorrem no Brasil, sendo este um centro de diversidade do
género. A espécie S. Botocudorum € endémica do Brasil.

Para os testes de fitotoxicidade e citotoxicidade utilizou-se sementes comerciais de Lactuca
sativa (variedade Crespa) (eudicotileddnea) e sementes de Sorghum bicolor (monocotiledénea)

(Cultivar: IAC Santa Elisa).

Extragéo dos 0leos essenciais

As analises foram realizadas no laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos
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Vegetais da Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre- ES. O método de extracao
utilizado foi a hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, durante quatro horas de acordo com a
metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (Souza et al., 2010).
Foram utilizadas cerca de 200 g de folhas frescas em aproximadamente 1 L de agua de osmose
reversa, em baldo de fundo redondo de 2 L. Em seguida o bal&o foi acoplado ao aparelho onde
realizou a extragdo por trés horas apds a agua entrar em ebuligdo. O hidrato obtido das folhas
foi centrifugado a 5000 rpm, durante 3 min, de forma a promover a separacao entre as fases
aquosa e oleosa. Como o auxilio de uma pipeta de Pauster, o 6leo (sobrenadante) foi retirado e
armazenado em frasco ambar em freezer a -20 C, protegido da luz (Pinheiro et al., 2015, Mendes

etal., 2018).

Analises fitoquimicas dos 6leos essenciais

As amostras dos O6leos essenciais extraidos das folhas foram analisadas por
Cromatografia Gasosa com detector de lonizacdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010
Plus) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu
GCMS-QP2010 SE) de acordo com o protocolo de Souza et al. (2017) com adequacdes. Para
essas analises, as seguintes condi¢bes foram empregadas: o gas arraste utilizado foi o He para
os dois detectores com fluxo e velocidade linear de 2,80 mL.min" e 50,8 cm.seg™* (GC-FID) e
1,98 mL.min? e 50,9 cm.seg™® (GC-MS), respectivamente; a temperatura do injetor foi de 220
°C na razao split de 1:30; coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria
Rtx®-5MS (0,25 um de espessura do filme); a temperatura do forno teve a seguinte
programacéo: temperatura inicial de 40 °C, a qual permaneceu por 3 minutos e em seguida a
temperatura foi aumentada gradativamente a 3 °C.min* até atingir 180 °C, em que permaneceu
por 10 minutos, tendo um tempo total de analise de 59,67 min; as temperaturas utilizadas nos

detectores FID e MS foram de 240 e 200 °C, respectivamente.
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As amostras utilizadas foram retiradas dos vials em um volume de 1 pL de uma solugao
de 2% de 6leo essencial dissolvido em etanol. As analises por GC-MS foram realizadas em um
equipamento por impacto eletronico com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura
de 1000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos.seg™ e fragmentos detectados de 29 a 400
(m/z). As andlises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por H. e ar
atmosférico com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL.min" e 400 mL.min"
! para H; e ar, respectivamente. A deteccdo dos fons ocorre quando os compostos organicos
presentes na amostra sdo misturados com o gas de arraste (He) e € produzida uma corrente
proporcional a quantidade desses compostos na amostra. Se somente o He e o H2 forem
misturados, uma pequena corrente é produzida entre os eletrodos.

A identificacdo dos componentes dos 6leos essenciais foi realizada pela comparagéo dos
espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da espectroteca (Wiley 7,
NIST 05 e NIST 05s) e pelos indices de retencdo de Kovats (IK). Para o célculo dos IK, foi
utilizada uma mistura de alcanos saturados C7-C40 (Supelco-USA) e o tempo de retencdo
ajustado de cada composto, obtidos através do GC-FID. Em seguida, os valores calculados para
cada composto foram comparados com os da literatura (Adams, 2007; El-Sayed, 2016; NIST,
2011).

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado através da razdo
entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da amostra, dados obtidos
pelas analises realizadas em GC-FID. Os compostos com area relativa acima de 1% foram
identificados e acima de 5% foram considerados majoritarios (Mendes et al., 2018).
Bioensaios vegetais
Ensaio fitotoxico

As analises fitotoxicas foram realizadas no laboratério de Citogenética e Cultura de

Tecidos Vegetais da Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre- ES. Para cada
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6leo essencial, Sparattanthelium botocudorum e S. tupiniquinorum, foram avaliadas cinco
concentragfes: 3000ppm; 1500ppm; 750ppm; 375ppm e 187,5ppm. A &gua destilada e o
solvente Diclorometano foram usados como controle negativo e o glifosato como controle
positivo. Vinte e cinco sementes de L. sativa e de S. Bicolor foram colocadas em placas de Petri,
totalizando 5 repeticOes para cada tratamento. As sementes foram colocadas em papel filtro
umedecido com 2,5 mL de 6leo diluido no solvente. As placas de Petri foram dispostas em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) e colocadas em BOD a 24°C durante todo o
experimento. A porcentagem de sementes germinadas foi observada apds 8, 16, 24, 36 e 48 h
de exposicdo aos tratamentos, enquanto o crescimento das raizes e parte aérea foi determinada
com paquimetro digital ap6s 48 e 96 horas, respectivamente, de exposi¢do aos 6leos. A partir
dos dados obtidos, foram avaliados 0s seguintes parametros: porcentagem de germinagéo
(protruséo da radicula) ap6s 48 h (%G), indice de velocidade de germinacao (IVG), crescimento

radicular (CR) e crescimento de parte aérea (CA), em mm, segundo Aragéo et al. (2015).

Ensaio citotoxico

Apds 48 h de exposicdo, as raizes emitidas foram retiradas e fixadas em Carnoy
I (3:1 metanol + acidos acético), em seguida armazenadas a —20° C por pelo menos 24 h. As
laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento. As radiculas foram hidrolisadas em
HCI 5N a temperatura ambiente por 18 minutos e, posteriormente, a regido meristematica foi
retirada e colocada em uma ldmina e corada com orceina acética a 2%, recoberta por laminula
e esmagada. Cada lamina foi preparada usando dois meristemas tratados, com cinco laminas
sendo avaliado por tratamento (uma lamina de cada placa de Petri). Foram avaliadas mil células
por lamina, para um total de 5.000 células meristeméaticas observadas por tratamento. As
diferentes fases da divisdo mitética, bem como possiveis alteragdes cromossémicas e nucleares

foram observadas e registradas. As varidveis indice mitético (IM), frequéncia de alteragdes
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cromossomicas (AC) observadas (cromossomos perdidos, cromossomos aderentes, fragmentos
cromossémicos, pontes cromossdmicas, c-metéfases e poliploidizacdo cromossémica) e

alteracdes nucleares (AN) foram obtidas, sendo calculadas de acordo com Aragéo et al. (2015).

Anélises estatisticas

Os resultados obtidos com as anélises de fitotoxicidade e citotoxicidade foram
submetidos a anélise de variancia e as médias ao teste de Dunnett a 5% de significancia. Esse
teste foi escolhido para comparar tratamentos com controles (Bernardes et al., 2015) e também
por ser sensivel e capaz de identificar pequenas diferencas entre grupos (Mchugh, 2011). O

programa utilizado foi o Genes (Software for Experimental Statistics in Genetics) (Cruz, 2013).

Resultados

Composicao quimica dos 6leos essenciais

O rendimento dos Oleos essenciais de Sparattanthelium botocudorum e
Sparattanthelium tupiquinorum foi de 0.34% e 0.43%, respectivamente, por fracdo fresca de
folha. Por meio das andlises cromatograficas foram identificados 5 compostos presentes nos
Oleos essenciais dessas espécies (Tabela 1). No 6leo essencial de S. botocudorum o composto
majoritario foi Germacreno D com 33,2%, seguido de Biciclogermacreno, 23,4%; Germacreno
A, 17,7; B-Elemeno, 8,4% e trans-Nerolidol com 7,7%. O composto majoritario de S.
tupiquinorum também foi Germacreno D com 44,8%; seguido de biciclogermacreno com
16,9%; y-Cadineno, 15%; Germacreno A, 8,7; B-elemeno 5,1 %. Apenas um composto quimico
diferenciou as duas espécies, o trans-nerodiol em S. botocudorum e y-Cadineno em S.

tupiquinorum.

Tabela 1. Identificacdo dos compostos majoritarios (>5%) dos dleos essenciais de
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Sparattanthelium botocudorum (OEL1) e Sparattanthelium tupiquinorum (OE2)

OE1 OE2
n  Composto? Avel (%)° Arel (%)°
1 B-Elemeno 8,4 51
2 Germacreno D 33,2 44,8
3 Biciclogermacreno 23,4 16,9
4 Germacreno A 17,7 8,7
5 trans-Nerolidol 7,7 -
6 y-Cadineno - 15,0
Total identificado 90,4 90,5

3Compostos majoritarios listados na ordem de eluicéo utilizando coluna Rtx®-5MS. ®Compostos

com area relativa > 5% foram identificados.

Fitotoxicidade

Nos ensaios macroscépicos foram avaliados a porcentagem de germinacao, indice de
velocidade de germinacéo, crescimento radicular e crescimento aéreo de Lactuta sativa e
Sorghum bicolor. Observou-se que o 6leo essencial de Sparattanthelium botocudorum (OE1)
em sementes de Lactura Sativa, na variavel porcentagem de germinacdo, ndo apresentou
diferenca significativa, suas médias ficaram proximas aos controles negativos (agua e DCM).
Houve uma reducdo no indice de velocidade de germinacdo na presenca do OE1 em 3000ppm
(Figura 1a), as médias foram menores que 0s controles positivo e negativos. Ja no OE1 em
1500ppm as médias se aproximaram do controle positivo. As demais concentragdes (750,
375 e 187,5ppm) foram semelhantes ao controle negativo agua. Para o crescimento radicular,
todas as concentracOes apresentaram meédias proximas ao controle negativo. O crescimento

aéreo, no OE1 em 3000 e 1500ppm, foram inibidos quando comparados com o controle
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negativo. O OE1 nas demais concentragdes (750, 375 e 187,5ppm), ndo foram significativas

quando comparadas com o controle negativo (Figura 1a).

Para os tratamentos realizados com Sorghum bicolor, a porcentagem de germinagéo,
no OEL, apresentou médias proximas ao controle negativo (Figura 1b). A velocidade de
germinacao também nao foi afetada pelo 6leo essencial. O crescimento radicular, no OE1 em
3000ppm, apresentou medias proximas ao controle positivo e em 1500, 750, 375 e 187,5ppm
ndo houve diferenga significativa quando comparadas ao controle negativo (Figura 1b). O
crescimento aéreo no OE1 em 3000ppm apresentou médias proximas ao controle positivo.

As demais médias observadas com o OE1 foram proximas aos controles negativos.

Para o0 6leo essencial de Sparattanthelium tupiquinorum (OE2) testados em sementes
de Lactuta Sativa, a porcentagem de germinacdo ndo foi afetada, pois as médias de todas as
concentragfes se aproximaram dos controles negativos. O indice de velocidade de
germinacdo, no OE2 em 3000ppm, néo foi significativo quando comparados com o controle
positivo. As demais concentragdes do OE2 se aproximaram do controle negativos. Houve
reducdo do crescimento radicular quando expostas ao OE2 em 3000, 1500, 750 e 375ppm
quando comparadas com o0s controles negativos e positivo (Figura 2a). Na variavel
crescimento aéreo, 0 OE2 em 3000 e 1500ppm, as médias se aproximaram do controle

positivo. As demais apresentaram médias proximas ao negativo (Figura 2a).

No teste com sementes de Sorghum bicolor, a porcentagem de germinacdo, em todas
as concentragdes, tiveram suas medias proximas ao controle negativo, assim como o
crescimento radicular no OE2 em 1500, 750, 375 e 187,5ppm. Entretanto, no OE2 em
3000ppm houve diferenca significativa quando comparadas com os controles negativos e
positivo (Figura 2b). No indice de velocidade de germinacdo, em OE2 as médias em

3000ppm, ndo foram significativas quando comparadas com controle positivo. Em
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crescimento aéreo, houve uma reducdo das médias no OE2 em 3000ppm quando comparadas

com os controles negativos e positivo (Figura 2b).

23



100 ab ab ah - 14
ab
] . 12
80 - . E % A
. . X - 10
60 i
40 ]
0 T- = — -
3000 1500 c-
Germinagao = VG [ssssa wmmm CR
B
- ab _
. b a : 16
- a ab ab i
100 ¢ L 14
ab - - 12
80 N 4 1 ab dlb ab ab L
] ab ] ab ~ L 10
60— & I
; -8
40~ ] - 6
1 :: -4
20 § i
| 3 - 2
0 T T T 0
750 375 187.5
Germinacao - VG emems| ==n CR

Figura 1. Fitotoxicidade de diferentes concentracGes do 6leo essencial de Sparattanthelium

botocudorum; agua, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em sementes e plantulas: (A)

Lactuca sativa e (B) Sorghum bicolor. As médias seguidas pela letra a se igualaram ao C-

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

pela letra ¢ se igualaram ao C+ glifosato Os nimeros na legenda da figura representam as

concentragdes, em ppm, dos Gleos essenciais. Onde: %G — representa a porcentagem de
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sementes germinadas apos 48h de exposicao aos tratamentos; IVG — o indice de velocidade
de germinacdo das sementes durante as primeiras 48h, avaliadas de 8 em 8h, ap6s a exposicéo
aos tratamentos; CR — tamanho das raizes em mm apds 48h de exposi¢do aos tratamentos;
CA — tamanho da parte area da planta em mm apds 120h de exposicéo aos tratamentos. O

eixo y a esquerda refere —se as médias da germinac&o e a direita ao IVG, CR e CA.
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Figura 2. Fitotoxicidade de diferentes concentra¢bes do 6leo essencial de Sparattanthelium
tupiquinorum; agua, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em sementes e plantulas: (A)
Lactuca sativa e (B) Sorghum bicolor. As médias seguidas pela letra a se igualaram ao C-
(&gua destilada), as seguidas pela letra b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as
seguidas pela letra ¢ se igualaram ao C+ glifosato Os nimeros na legenda da figura
representam as concentragGes, em ppm, dos Oleos essenciais. Onde: %G — representa a
porcentagem de sementes germinadas apos 48h de exposicao aos tratamentos; VG — o indice
de velocidade de germinacdo das sementes durante as primeiras 48h, avaliadas de 8 em 8h,
apos a exposicdo aos tratamentos; CR — tamanho das raizes em mm apos 48h de exposicdo
aos tratamentos; CA — tamanho da parte area da planta em mm ap6s 120h de exposi¢do aos
tratamentos. No eixo y a esquerda, refere-se as médias da germinacéo e o da direita IVG, CR

e CA.

Citotoxicidade

Para as analises de citotoxicidade foram utilizados ensaios microscopicos para avaliar o
indice mitdtico, as alteracbes cromossdmicas, as alteracdes nucleares, a frequéncia de
micronucleos e as frequéncias de cada tipo de AC observada (cromossomos perdidos,
cromossomos aderentes, fragmentos cromossdmicos, pontes cromossémicas, c-metafases e
poliploidizacdo cromossdmica).

Obsevou-se que houve uma diminui¢do no indice mitético nas células expostas ao OE1,
as médias diferiram dos controles negativos e positivo. Ocorreu um aumento das alteracdes
cromossoémicas, se diferindo dos controles negativos e positivo, no OE1 em 3000, 1500, 750 e
375ppm (figura 3a). Apenas no OEl em 187,5ppm ndo foram observadas diferencas
significativas quando comparado ao controle positivo. As alteragdes nucleares e frequéncia de
micronucleo apresentaram diferencas significativas no OE1 em 3000ppm, quando comparadas
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com 0s controles negativos e positivo. No OE1, nas demais concentragcfes, as médias se
aproximaram do controle negativo. Para o OE2 o indice mitético ndo apresentou diferenca
significativa em todas as concentracfes, porem suas médias se aproximaram do controle
positivo. Nas alteragdes nucleares e frequéncia de micronucleos, no OE2 em 3000, 1500,
750ppm, observou-se diferenca significativa quando comparadas com os controles negativos e
positivos (Figura 3b).

A ocorréncia das pontes cromossomicas foram diferentes dos controles negativos e
positivos, com média 1,21 na concentracdo de 3000ppm e 0,98 em 1500 ppm, para o OE1
(Figura 4a e Anexo Il). Para 0 OE2 em 3000, 1500, 750 e 375ppm, as medias se aproximaram
do controle positivo (Figura 4b). Outras alteracdes foram abservadas como atraso em anéafase
(Figura 4a e 5b). Houve diferenga estatisticas no OE2 nos tratamentos com o controle negativo.
No OE2 em 187,5ppm ndo houve diferenca significativa e as médias aproximaram do controle
negativo. Para 0 OE2 em 3000, 1500. 750 e 375ppm, as médias se aproximaram do controle
positivo (Figura 4b e Anexo II).

A aderéncia cromossdmica € decorrente de alteracdo citoldgicas, genéticas e
epigenéticas, indicando tanto acdo aneugénica quanto acdo clastogénica (Freitas et al., 2016;
Santos et al., 2018). No presente estudo foi possivel observar com frequéncia essa alteracdo no
OE1 em 3000, 1500, 750 e 375ppm. No OE2, ndo houve diferenca significativa quando testadas
nas diferentes concentracdes, as médias se aproximaram dos controles negativos.

As frequéncias de c-metafase aumentaram quando as células foram expostas ao OE1 em
3000 e 1500ppm, quando comparadas com os controles negativos e positivos. Nas demais
concentragOes, as médias se aproximaram do controle negativo. No OE2, em 375 e 187,5ppm,

as médias se aproximaram dos controles negativos.
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Figura 3. Analise de células radiculares meristematicas de Lactuca sativa tratadas com diferentes concentrac6es (ppm dos 6leos essenciais de (A)
S. botocudorum e S. tupiquinorum (B), agua, solvente (C-) e glifosato (C+). As médias seguidas pela letra a se igualaram ao C- 4gua destilada, as
seguidas pela letra b se igualaram ao C- diclorometano (DCM) e as seguidas pela letra ¢ se igualaram ao C+ glifosato. As cinco variaveis
apresentadas sdo: IM- indice mitotico; AC- alteragdes cromossémicas, AN- alteracdes nucleares, MN- micronlcleo e MNC- alteracGes

cromossémicas e nucleares. Os nimeros na legenda da figura representam as concentragdes, em ppm, avaliadas dos 0leos essenciais. Observa-se

28



que o eixo y a esquerda mostra os valores de MNC e MN e o eixo y a direita refere-se aos valores de AC e IM, de acordo com o teste de Dunnett

(p<0,05).
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Figura 4. Analises das células meristematicas das raizes de Lactuca sativa, encontradas nos 6leos essenciais de S. botocudorum (A) e S.
tupiquinorum (B), agua, solvente (C-) e glifosato (C+), 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. As cinco variaveis apresentadas sdo: cromossomo
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perdido, aderente, ponte em anéfase, c-metafase e atraso em anafase. Os numeros na legenda da figura representam as concentragdes, em ppm,
avaliadas dos 06leos essenciais. Observa-se que o eixo y a esquerda mostra os valores de perdido e aderente e 0 eixo y a direita refere-se aos valores

de ponte, c-metéafase e atraso, de acordo com o teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 5. Alteragbes cromossdmicas e nucleares: (a) micronucleo em metafase (b)
atraso em anafase, (c) ponte em anéafase, (d) micronucleo em interfase, () cromossomo perdido
e (f) c-metafase, observadas nas células meristematicas de alface tratadas com os Oleos
essenciais de S botocudorum e S tupiquinorum nas concentra¢fes de 3000, 1500, 750, 375 e

187,5 ppm.. Barra: 10 pm
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Discussao

Composicdo quimica dos 6leos essenciais

Apesar dos estudos com 0 género Sparattanthelium serem escassos, a composi¢éo
quimica € similar as espécies pertencentes as angiospermas basais, grupo em que esse género
pertence, principalmente nas espécies do género Hernandia. Segundo Brophy e colaboradores
(2000) as especies Hernandia albiflora, H. btvalvis, H. n.ymphaeifolia, da familia
Hernandiaceae, apresentam em sua composi¢do quimica biciclogermacreno, germacreno D e y-
Cadineno. Na espécie Gyrocarpus amertcanus subsp. Amwlcanu que pertencente ao género
Gyrocarpus, possui como majoritario germacreno D com 31% de representatividade (Brophy
et al., 2000). Esses dados mostram que dentro da familia as espécies possuem similaridade na
composi¢do quimica. Além disso, existem espécies dentro de angiospermas basais que possuem
composi¢do quimica semelhante. Segundo Araujo e colaboradores (2001), a espécie Ocotea
puberula da familia Lauraceae, possui como componentes quimicos de seu 6leo essencial o
biciclegermacreno, germacreno D, a cariofileno, B-elemeno, y-cadineno e etc. Outros trabalhos
feitos com a familia Piperaceae, tambem pertencente as angiospermas basais, demonstraram
que algumas espécies possuem a mesma composi¢do quimica que as do presente estudo,
diferenciando apenas o composto majoritario (Almeida et al.,2009).

O composto majoritario presente no 6leo essencial das duas espécies (germacreno D) é
encontrado em quase todas as angiospermas basais. Estudos com estas tem mostrado atividade
larvicida (Castro et al.,2006), antibacteriana (Limberger et al.,2004; Duarte, 2006), fungicida
(Almeida et al.,2005) e fitotoxica (Costa et al., 2009). Os demais compostos presentes tambem
apresentam atividades bioldgicas, como o -elemeno, composto majoritario de Plantago major
L (Luz et al.,2012), que possui atividade bactericida, antifungica e fitotoxica. O composto
presente apenas na espécie Sparattanthelium botocudorum, trans-nerolidol apresenta atividade

antileishimanial e também dificulta o crescimento de Plasmodium falciparum, um protozoario
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causador da maléria.

Estudos com espécies da familia Lauraceae, sinalizam atividade citotoxica em células
tumorais. Este potencial pode ser devido ao composto presente no grupo, o biciclogermacreno
(Amaral el al.,2014). Este atua nas células induzindo a apoptose. No presente trabalho, as
espécies possuem este composto em sua composi¢do quimica, podendo ter influenciado nos
resultados, uma vez que os compostos podem ter efeito sinérgico.

Identificar a composi¢do quimica de angiospermas basais pode mostrar caminhos
evolutivos e entendimento sobre sua filogenia. Além disso, estudos sobre a composicao quimica
podem indicar o comportamento das espécies em seu habitat e mecanismos de protecdo contra
herbivoria, podendo condicionar o seu desenvolvimento e capacidade adaptativa. Portanto,
estudar a constituicdo quimica e bioldgica de espécies do género Sparattanthelium sdo
importantes para posteriormente entender sua agdo farmacoldgica, visto que existe escassez de
informacdes sobre o0 grupo e por algumas espécies serem empregadas na medicina popular e as

plantas serem encontradas na biodiversidade do territério nacional.

Fitotoxicidade

Interessante ressaltar que os 6leos essenciais das duas espécies foram mais eficientes na
inibicdo de varidveis relacionadas com a germinacdo de alface e sorgo do que o herbicida
comercial testado (glifosato), evidenciando o potencial bioherbicida. Além disso, algumas
variaveis apresentaram médias semelhantes estatisticamente ao controle positivo. A principal
vantagem do uso das espécies modelo, alface e sorgo, nos estudos alelopaticos, é a sensibilidade
nas respostas mesmo em baixas concentracfes de aleloquimicos (Souza et al., 2005).

Estudos relatam que os aleloquimicos, quando liberados em quantidades suficientes,

causam efeitos que podem ser observados na germinagdo e no desenvolvimento dos sistemas
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radiculares e aéreos das espécies avaliadas (Carvalho,1993), corroborando com os resultados
aqui obtidos. A interferéncia no processo de germinacdo pode afetar no crescimento e
desenvolvimento radicular de plantas (Souza et al., 1997). No inicio do processo germinativo,
o ciclo do glioxalato se inicia mobilizando na fase inicial da germinagéo, onde enzimas atuam
aumentando o metabolismo de lipidios que sdo armazenados nos tecidos de germinacéo,
favorecendo o desenvolvimento da planta (Gniazdowska e Bogatek, 2005).

A composicgdo quimica influencia na atividade bioldgica dos 6leos essenciais. Segundo
Sampietro (2008) os terpenoides séo inibidores de crescimento; monoterpenos e sesquiterpenos
possuem atividade como inibidores de crescimento aéreo e de crescimento radicular sobre
diversas espécies vegetais. Os monoterpenos podem atuar na integridade da membrana celular,
provocando uma mudanga no estado de fluidez. De acordo com Zunino e Zygadlo (2004), estes
atuam nos fosfolipidios da membrana, aumentando a raz&o entre o0s &cidos graxos insaturados
e os saturados, o que determina na alteracdo do arranjo fisico da membrana. No presente estudo,
0s Oleos apresentaram a diminuicdo dessas variaveis em algumas concentracdes e isto pode ser
devido a sua composicdo quimica que é composta por sequiterpenos e monoterpenos. Outra
classe de compostos sdo os alcaloides, presente na maioria das espécies de angiospermas basais.
Em estudos com espécies do género Octea da familia Lauraceae, seu Oleo essencial a
composicdo guimica rica em alcaloides que podem estar relacionados com as atividades
fitotoxicas, larvicidas e antibacterianas (Zanin e Lordello, 2007).

Os alcaloides isolados de Guatteria sp, pertencente a familia Annonaceae, possuem
atividades antitumoral, antimalérica, antifingica e mutagénica (Ferreira 2016). Esta relagéo
entre a composicao quimica e a atividade bioldgica das espécies de angiospermas basais, pode
estar relacionada com os alcaloides presentes, pois estes sdo produtos de detoxificagédo de
substancias nocivas geradas pelo metabolismo priméario vegetal, atuando como agentes

alelopético, que podem inibir a germinacdo devido ao seu poder quelante e/ou citotdxico,
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embora existam poucas evidéncias (Henriques et al., 2001).

A variavel germinagdo ndo apresentou resultado significativo para os 6leos essenciais
de Sparattanthelium botocudorum e Sparattanthelium tupiquinorum. Para Ferreira e Aquila
(2000) os efeitos dos aleloquimicos sobre as plantas é somente uma sinalizagdo secundarias as
mudancgas anteriores. Assim, os estudos realizados sobre o efeito dos aleloquimicos sobre a
germinagdo e desenvolvimento de plantas, sdo manifestacdes secundarias de efeitos ocorridos
anivel celular. Ou seja, nem sempre a germinacdo e sua velocidade podem confirmar seu efeito
alelopéticos e sim o conjunto macroscopico e 0 microscopico.

A maioria dos trabalhos que estudam o efeito alelopéatico de espécies vegetais avaliam
bioensaios visando principalmente o efeito sobre a germinagdo e crescimento inicial de
organismos-teste (Bonfin et al., 2013; Lima et al., 2013; Rosa et al., 2013; Silveira et al., 2014).
Entretanto, muitos dos efeitos visiveis nessas variaveis sao sinais secundarios de mudangas
ocorridas no DNA que podem ser identificadas tanto em ensaios citotoxicos quanto

citogenéticos (Prates et al., 2001).

Citotoxicidade

O indice mitotico, as altercdes nucleares e cromossdmicas estdo intimamente
relacionadas com os parametros macroscopicos e de desenvolvimento, uma vez que 0
crescimento do 6rgdo de uma planta esta relacionado com o nimero de células produzidas
durante divisdo celular e do alongamento celular durante o processo de diferenciagéo e
desenvolvimento (Aragdo et al., 2015).

As alteracBes nucleares podem ser expressas tanto por frequencia de micronucleo
quanto por ndcleos condensados. Entretanto, apesar da presenca de ambos, observou-se com

maior frequéncia os micronucleos. Segundo Palmieri et al (2016), estes estdo relacionados a
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cromossomos perdidos ou fragmentados que ndo incorporaram ao nucleo principal da célula
até ao final da diviséo celular. Isso mostra 0 mecanismo de reparo da célula quando € visivel o
dano sofrido, este mecanismo elimina o material genético da célula, fomando os micronucleos
(Andrade-Vieira, 2012; Aragdo et al., 2015). A partir da frequéncia de AC é possivel avaliar o
mecanismo de acdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais no ciclo celular, que pode ser
clastogénico ou aneugénico. Assim, a presenca de pontes e dos fragmentos cromossdmicos,
demonstram o efeito clastogénico, ou seja, a acdo das molécula diretamente no DNA do
individuo (Fernandes et al., 2009; Aragdo et al., 2015; Bernardes et al., 2015; Pinheiro et al.,
2015; Alves et al., 2018; Santos et al., 2018).

As AC como cromossomos ou fragmentos perdidos podem dar origem aos
micronucleos, sendo verificadas, no presente trabalho, a correlacdo entre a presenca de
micronucleos e de cromossomos perdidos. Estudos realizados por Oliveira (2012), mostraram
que a frequéncia de micronucleo observada em células do meristema radicular de Allium cepa
indica a presenca de substancias aneugénicas (inibidoras das fibras do fuso acromatico). Essas
alteracdes estdo intimamente relacionadas com as repostas morfologicas das plantas, bem como
seu crescimento, desenvolvimento e fotossintese. Estas, atuam diretamente no DNA, inibindo
0 mecanismo de reparo da célula.

A ocorrencia de pontes cromossdmicas acontecem quando 0S Cromossomos Sao
arrastados pelos seus centrébmeros para 0s polos celular (Figura 5c), por meio da
despolimerizagdo dos filamentos de alfa e beta tubulina, ocorre novamente a quebra de
cromossomos formando novos fragmentos cromossémicos, possibilitando nova fuséo e futuras
quebras (Silveiraetal., 2017).

O atraso em anafase estd relacionada com a despolimerizacdo dos microtabulos,
determinando em um arrastamento desigual dos cromossomos. Além disso, faz com que a

célula tenha um envoltorio nuclear deformado, visando envolver todo o material genético a ele
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e posteriormente essa deformacdo é desfeita (Fernandes et al., 2009). Nas c-metéfases, 0s
microtubulos sdo inativados completamente, impedindo a formacéao do fuso (Costa et al., 2017;
Santos et al., 2018), ou seja,o fuso mitdtico se torna completamente inativado, desorganizando
a formacéo da placa equatorial, e isso impede ou ocasiona atraso na divisdo do centromero
(Costa et al., 2017; Santos et al., 2018). A presenca continua de células em C-metafase pode
conduzir essas células a uma duplicagdo no nimero de cromossomos.

Segundo Almeida e colaboradores (2014), espécies do género Annona L., pertencente a
familia Annonaceae, descrevem que os extratos testados em bioensaios tiveram um efeito
citotoxico moderado, com uma inibicdo 50 a 75% do indice mitotico. Apesar de terem usado
extrato ao invés de 6leo essencial, os estudos mostraram que 0s 6leos essenciais dessas espécies
possuem atividade bioldgica, citotoxica, antitumoral, pesticida, vermicida, antimicrobiana,
imunossupressora, inibidora do apetite e antimalarica (Costa et al., 2011).

Os trabalhos realizados com as duas espécies do género Sparattanthelium, permitem
inferir que as espécies do presente estudo provavelmente possuem atividades bioldgicas e
composicao quimica semelhantes com as demais espécies do género que foram estudadas. Isto
reforca que a composicdo quimica em plantas, varia de orgdo para orgao e que 0S cOmpostos

podem atuar em diversas atividades bioldgicas, como larvicida, herbicida, antitumoral.
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Conclusao

Os 6leos essenciais de S botocudorum e S tupiquinorum apresentaram efeitos fitotoxicos
e mecanismos de ac¢do aneugénicos e clastogénicos promovendo danos ao fuso mitético e no
DNA. Deste modo, os 0Oleos essenciais das espécies do presente estudo exibem potencial
bioherbicida. Estudos como este sdo importantes na escolha de novas substancias com potencial
para atividades bioldgicas. Esses dados somados a caracterizacdo de outras espécies do género

podem auxiliar no entendimento das delimitagcdes taxonémicas das espécies.
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