UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO

LOREN CRISTINA VASCONCELOS

EFEITO ALELOPATICO DE Myrcia vittoriana Kiaersk.
(MYRTACEAE)

ALEGRE-ES

2020



LOREN CRISTINA VASCONCELOS

EFEITO ALELOPATICO DE Myrcia vittoriana Kiaersk.
(MYRTACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Genética e Melhoramento do
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae em Genética e Melhoramento.
Orientadora: Prof2. Dra. Tatiana Tavares Carrijo
Coorientadora: Prof2. Dr2. Milene Miranda Praca
Fontes.

Coorientador: Prof. Dr. Mério Luis Garbin.

ALEGRE-ES

2020



COMIS!

St AL




Ficha catalografica disponibilizada pelo Sistema Integrado de
Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

Vasconcelos, Loren Cristina, 1995-
Viile Efeito alelopatico de Myrcia vittoriana Kiaersk.
(Myrtaceae). / Loren Cristina Vasconcelos. - 2020.
7311l

Orentadora: Tatiana Tavares Carrijo.

Coornentadores: Milene Miranda Praca Fontes, Mario Luis
Garbin.

Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramentos) -
Universidade Federal do Espinto Santo, Centro de Ciéncias
Agranas e Engenhanas.

1. Alelopatia. 2. Bioensalos vegetais. 3. Mutagénese. 4.
Myrcia vittoriana. 5. Floresta Atlantica. 1. Carrijo, Tatiana
Tavares. 1I. Fontes, Milene Miranda Praca. III. Garbin, Mario
Luis. IV. Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de
Ciéncias Agranas ¢ Engenharias. V. Titulo.

CDU: 631.523




A minha mae, namorado e minha familia, em especial ao meu avd Geraldo
Francisco de Vasconcelos (in memoriam) que sempre me motivou com seu amor e
bom humor.

Dedico



“‘Nada é tao nosso quanto nossos sonhos.”
(Friedrich Nietzsche)



AGRADECIMENTOS

A Deus por me oferecer conforto e refigio em cada momento dificil que me fez
desanimar ou querer desistir.

A Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e ao Programa de Pds-Graduacio
em Genética e Melhoramento (PPGGM) pela oportunidade de aprendizado e
realizacédo dessa pesquisa.

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES, pela
bolsa.

A Fundacao de Amparo a Pesquisa e Inovacg&o do Espirito Santo - FAPES, pelo apoio
financeiro deste trabalho.

A minha mae Deriana pelo amor incondicional e por ser tdo maravilhosa, colocando
sempre as minhas necessidades e da minha irm& acima das dela, fazendo quase o
impossivel para nos ver felizes.

A minha irm3, Giselly, e ao meu tio, Rudney, por estarem sempre comigo, por todas
as brincadeiras e gargalhadas. Quero agradecer também ao meu avd, Geraldo
Francisco (in memaoriam), por construir esse sonho comigo desde minha adolescéncia,
obrigada por cada momento que pude viver ao seu lado e por zelar por mim ai do céu.
Ao meu namorado, Matheus, pelo apoio incondicional e por encher minha vida de cor
e amor. Sem duvidas, sem vocé, trilhar esse caminho seria mais dificil. Também
agradeco minha sogra Euzimar pelas oracoes e pela torcida por mim.

Aos meus colegas do Laboratorio de Citogenética, Mutagénese e Cultura de Tecidos
Vegetais, Cristiana, Micheli, Alda, Jodo Paulo, Maria Eliza, Iris, Lara, Thammyres,
Aline, Adeilson e Soninha pelos momentos compartilhados.

A Alda e Soninha pelo apoio e incentivo durante esses ultimos meses de bancada, a

alegria e o incentivo de vocés foram fundamentais nessa ultima etapa.



Aos colegas do Laboratorio de Botéanica, em especial, Amélia pela ajuda em campo e
Rennan pelos gréaficos maravilhosos.

A minha orientadora Prof2, Dr2, Tatiana Tavares Carrijo e coorientadora Profa. Dr2.
Milene Miranda Praca Fontes pela confianca depositada em mim para a realizacao
desse trabalho e por todo conhecimento transmitido.

Ao Prof°. Dr°. Mério Luis Garbin pela coorientacdo e ajuda com as analises
estatisticas.

Ao Laboratério de Quimica Aplicada do Instituto Federal do Espirito Santo (IFES)
campus de Alegre pelo apoio técnico e suporte nas analises quimicas realizadas
nesse trabalho, em especial ao Prof°. Dr°. Luciano Menini, a técnica Jaqueline
Rodrigues Cindra de Lima e ao MSc. Aldino Neto Venancio.

Aos professores, Dr2. Tatiana Tavares Carrijo, Dr2. Milene Miranda Praca Fontes e
Dre. Luciano Menini por aceitarem o convite para comporem a banca de defesa desta
dissertacdo, contribuindo para o enriquecimento deste trabalho, ao compartilharem
seus conhecimentos cientificos.

Aos demais professores que tive ao longo da graduacdo e mestrado que contribuiram
direta ou indiretamente para a minha formacao académica, profissional e pessoal.
Enfim, agradeco a todos que de alguma maneira contribuiram para o desenvolvimento

deste trabalho.



BIOGRAFIA

Loren Cristina Vasconcelos, filha de Deriana da Silva Vasconcelos e Luiz Carlos
Lazarini, natural de Bom Jesus do Itabapoana — RJ, nascida em 12 de outubro de
1995. Concluiu o Ensino Médio em 2012, no Centro Estadual de Ensino fundamental
e Médio em Tempo Integral Francisco Coelho Avila Janior, em Cachoeiro de
Itapemirim — ES. Em outubro de 2013 ingressou na Universidade Federal do Espirito
Santo, campus de Alegre — ES, graduando-se em Ciéncias Bioldgicas Licenciatura em
dezembro de 2017. Durante a graduacao foi bolsista de PIBIC tendo desenvolvido
atividades na area de mutagénese, genética e monitoria na disciplina de Zoologia. Em
marc¢o de 2018 deu inicio ao Mestrado no Programa de Pds-Graduacao em Genética
e Melhoramento da Universidade Federal do Espirito Santo, na linha de pesquisa de
Biologia Evolutiva e Citogenética, sob orientacdo da Prof. Dr2. Tatiana Tavares Carrijo
e coorientacdo da Profa. Milene Miranda Praca-Fontes e do Dr°. Prof°. Mario Luis

Garbin, submetendo-se a defesa de dissertagédo em fevereiro de 2020.



RESUMO

VASCONCELOS, Loren Cristina. Efeito alelopatico de Myrcia vittoriana Kiaersk.
(Myrtaceae). 2019. Dissertacéao (Mestre em Genética e Melhoramento). Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES. Orientadora: Prof2. Dr2. Tatiana Tavares Carrijo.
Coorientadora: Prof2. Dr2. Milene Miranda Praga Fontes. Coorientador: Prof®. Dre.

Mario Luis Garbin.

Myrcia vitoriana € uma espécie endémica da Floresta Atlantica, encontrada em
formacgBes de restinga e de floresta ombréfila. Um estudo recente sugeriu que essa
espécie poderia apresentar atividade alelopética sobre outras espécies em uma
comunidade vegetal de Restinga, considerando seu padrao de distribuicdo espacial
nas moitas de vegetacdo. Neste estudo, avaliamos o efeito alelopatico do Oleo
essencial, extrato aquoso e etandlico das folhas de M. vittoriana na germinacao,
desenvolvimento inicial e ciclo celular dos modelos vegetais Lactuca sativa L. (alface)
e Allium cepa L. (cebola). O 6leo essencial e os extratos aquoso e etandlico de M.
vittoriana foram caracterizados e utilizados como tratamentos nos ensaios de
fitotoxicidade e citotoxicidade. Foi observado a reducédo dos parametros germinativos
e do crescimento das plantas modelos, sendo os efeitos mais evidentes provocados
pelas maiores concentracdes, 100 (% v/v) para os extratos e 3000 ug mL-1 para o
6leo essencial. O ciclo celular também foi afetado pela reducdo do indice mitético e
pela presenca de alteraces cromossOmicas e nucleares. Todos 0s tratamentos
apresentaram modos de acao clastogénico e aneugénico. Os resultados podem ser
associados ao efeito sinérgico dos metabdlitos encontrados nos extratos e no 6leo
essencial, principalmente pela presenca do sesquiterpeno germacreno D no 6Oleo
essencial, e de catequinas, saponinas e taninos encontrados nos extratos. Todas
essas substancias sdo relatadas pela capacidade de inibir a germinacdo e o
crescimento de espécies de plantas. Os dados encontrados apontam para a
confirmagéo do efeito alelopatico de M. vittoriana.

Palavras-chave: Bioensaios vegetais, Fitotoxicidade, Floresta Atlantica, Gomidesia

martiana O. Berg.



ABSTRACT

VASCONCELOS, Loren Cristina. Allelopathic effect of Myrcia vittoriana Kiaersk.
(Myrtaceae). 2019. Dissertation (Master in Genetics and Improvement). Federal
University of Espirito Santo, Alegre, ES. Advisor: Prof. Dr. Tatiana Tavares Carrijo.
Coordinator: Prof. Dr. Milene Miranda Square Fountains. Coordinator: Prof. Dr. Mario

Luis Garbin.

Myrcia vitoriana is an endemic species of the Atlantic Forest, found in sandbank and
ombrophilous forest formations. A recent study suggested that this species could show
allelopathic activity over other species in a plant community in Restinga, considering
its spatial distribution pattern in vegetation clumps. In this study, we evaluated the
allelopathic effect of the essential oil, aqueous and ethanolic extract of M. vittoriana
leaves on germination, initial development and cell cycle of the plant models Lactuca
sativa L. (lettuce) and Allium cepa L. (onion). The essential oil and the aqueous and
ethanolic extracts of M. vittoriana were characterized and used as treatments in
phytotoxicity and cytotoxicity tests. The reduction of germinative parameters and
growth of model plants was observed, with the most evident effects caused by the
highest concentrations, 100 (% v / v) for extracts and 3000 pg mL-1 for essential oil.
The cell cycle was also affected by the reduction of the mitotic index and the presence
of chromosomal and nuclear changes. All treatments showed clastogenic and
aneugenic modes of action. The results can be associated with the synergistic effect
of the metabolites found in the extracts and in the essential oil, mainly by the presence
of the sesquiterpene germacrene D in the essential oil, and of catechins, saponins and
tannins found in the extracts. All of these substances are reported for their ability to
inhibit the germination and growth of plant species. The data found point to the

confirmation of the allelopathic effect of M. vittoriana.

Keywords: Atlantic Forest, Gomidesia martiana O. Berg., Phytotoxicity, Plant

bioassays.
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1. INTRODUCAO

As plantas interagem de diversas maneiras em busca de recursos ambientais,
podendo dificultar ou facilitar o estabelecimento de espécies vizinhas (Inderijit, 2005).
Nesse cenario, muitas das vezes sdo utilizadas estratégias bioquimicas a partir da
biossintese de produtos naturais, como a alelopatia (Reigosa et al., 1999; Wang et al.,
2011). A alelopatia € uma forma de interferéncia, geralmente associada a influéncia
negativa de uma planta sobre o crescimento e desenvolvimento de outras plantas
através de biomoléculas (aleloquimicos) liberadas no ambiente (Molish, 1937; Rice,
1979; Zimdahl, 2018). Produto do metabolismo especializado, esses compostos sao
emitidos através de lixiviacdo de partes aéreas, exsudacao radicular, volatizacdo ou
por residuos de plantas em decomposicéo (Rice, 1984; Weir et al., 2004), afetando
varios processos fisioldgicos (fotossintese, absorcéo de nutrientes, divisdo celular ou
alongamento) de outras plantas (Inderjit e Duke, 2003).

A alelopatia € um fendmeno natural e comum em comunidades de plantas de
diferentes tipos de ecossistemas (Blanco, 2007; Smith, 1989). Os aleloquimicos
apresentam papel importante no controle da diversidade de espécies podendo
determinar a organizacdo das comunidades naturais (Chou, 1999) através de
alteracbes no padrdo da vegetacdo e sucessdo de plantas, além de favorecer a
dominancia de espécies introduzidas (Callaway and Ridenour, 2004; Fernandez et al.,
2013; Kato-Noguchi et al., 2017). Neste sentido, a alelopatia tem demonstrado a
relevancia das interagcdes quimicas planta-planta para a modulacdo da estrutura e
funcionamento das comunidades, antes limitados a competicdo por recursos atraves
da remocé&o ou reducao de fatores ambientais compartilhados no habitat (Inderjit et

al., 2011; Tukey, 1969).
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A familia Myrtaceae Fig. dentre as principais familias para as quais ja foram
reportadas espécies com comprovado efeito alelopatico, sendo também uma das
familias com maior riqueza e abundancia de espécies da flora brasileira (Mori et al.,
1983). Estudos realizados em representantes do género Myrcia, demonstraram a
capacidade das espécies deste género de afetarem o0 crescimento e o
desenvolvimento de espécies consideradas indesejaveis em culturas agricolas
(Imatomi et al., 2015). Outras, como M. bella Cambess., M. multifiora DC., M.
splendens DC (Imatomi et al., 2013a),M. guianensis (Aubl.) DC. (Franco et al., 2015;
Souza Filho et al., 2006) e M. tomentosa DC. (Imatomi et al., 2013b), demonstraram
efeitos fitotoxicos. Considerando que Myrtaceae € uma das familias com maior riqueza
de espécies nos diferentes biomas do Brasil, investigar o efeito alelopatico em
espécies nativas desta familia pode ajudar a explicar a composicao floristica e a
distribuicdo espacial de suas espécies em comunidades vegetais.

De acordo com Wardle (1987) a alelopatia pode ser confirmada através de
evidéncias que mostrem que os compostos alelopéticos produzidos e liberados pela
planta em estudo, foram absorvidos pelas espécies receptoras e provocaram efeitos
inibitérios ou estimulantes no seu desenvolvimento. Em comunidades vegetais, as
plantas podem interagir de forma negativa, positiva ou neutra, sendo mais comum a
interacdo negativa, onde a emergéncia ou crescimento das plantas vizinhas s&o
inibidos (Pires e Oliveira 2011).

O estudo realizado em moitas de vegetacdo de planicies costeiras arenosas
(Restingas) na Floresta Atlantica (Garbin et al., 2016) revelou um padréo de ocupacao
espacial intrigante: em moitas de vegetacdo arbustiva com maior abundancia de M.
vittoriana Kiaersk. ndo se encontravam duas outras espécies de Angiopsermas

(Erythroxylum subsessile (Mart.) O.E.Schulz e Myrsine parvifolia A.DC.), comumente
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encontradas em moitas com auséncia de M. vittoriana. Por outro lado, a abundéncia
de outra espécie de Myrtaceae (Eugenia rotundifolia Casar.) permanecia pouco
alterada em moitas de vegetacdo com presenca de M. vittoriana. Com base nos
padrdes espaciais observados para essas espécies, Garbin et al. (2016) sugeriram
gue, dentre outros fatores, M. vittoriana poderia estar exercendo efeito alelopatico
sobre E. subsessile e M. parvifolia, mas ndo sobre a outra espécie da mesma familia.
Testar o efeito alelopatico de M. vittoriana pode lancar luz ao entendimento dos
padrdes de distribuicdo espacial registrados para essas espécies em seu ambiente
natural de ocorréncia, assim como de outras espécies nativas de Myrtaceae
encontradas em sistemas tropicais. O primeiro passo para dar inicio a essa
investigacao, é testar o efeito alelopatico dessas espécies em plantas modelo.

Neste cenario, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial
alelopatico do 6leo essencial e dos extratos aquoso e etandlico de M. vittoriana, seus
efeitos no desenvolvimento inicial (fitotoxicidade) e ciclo celular (citotoxicidade) nas
plantas modelo Lactuca sativa L. e Allium cepa L. O estudo fitoquimico e a
identificacdo de substancias alelopaticas presentes no 6leo essencial e nos extratos
de M. vittoriana também foram realizados. Através da investigacao do efeito das
substancias alelopéticas encontradas em M. vittoriana no ciclo celular de L. sativa e
A. cepa foi possivel explicar, a nivel celular, as altera¢cdes morfoldgicas e fisiolégicas
encontradas e, desta forma, o0 modo de acdo das substancias presentes em M.
vittoriana, explicando em parte como essa espécie pode estar atuando sobre suas

vizinhas em comunidade de plantas nativas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Folhas frescas de M. vittoriana foram coletadas em individuos de uma
comunidade de Restinga da regido Sudeste do Brasil (22° 23'S, 41°45’ W, nivel do
mar), Brasil (Fig. 1). Em campo, foram coletadas pela manha folhas sadias de 9
individuos distribuidos por trés moitas (trés individuos por moita), mesmos individuos
do estudo de Garbin et al. (2016). As coordenadas de localizagdo dessas moitas foram
marcadas com a utilizacdo de GPS. Parte das folhas coletadas foram secas em estufa
a 40° durante um periodo de 72 horas e depois trituradas em pedac¢os pequenos para
utilizag&o no preparo dos extratos foliares. Os ensaios foram realizados com sementes
de L. sativa (cultivar comercial Alface Grandes Lagos Americana, Isla sementes), uma
eudicotiledbnea, e de A. cepa (cultivar comercial Baia Periforme, Isla sementes), uma

monocotiledénea.

2.2 Extracao e rendimento do 6leo essencial

O 6leo essencial foi extraido de folhas frescas de M. vittoriana por
hidrodestilacdo usando o aparelho de Clevenger. Cerca de 420g do material vegetal
recém picotado foram colocados com agua destilada em um balédo de fundo redondo
de 5L equipado com um condensador de extracdo de 6leo essencial. O conteudo foi
fervido por aproximadamente 4h. Apés a hidrodestilacao, o hidrolato (mistura de agua
e 6leo) foi coletado através do bico do condensador e centrifugado a 5000 rpm durante
5 minutos para que houvesse separacdo entre as fases aquosa e oleosa. O 6leo de

cor amarelo claro (sobrenadante) foi retirado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
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e armazenado em frasco de vidro ambar no congelador a temperaturas inferiores a
0°C (Pinheiro et al., 2013). O procedimento de extracao foi repetido por 4 vezes. O
rendimento foi calculado através da razéo entre a massa do 0Oleo extraido e a massa

fresca da amostra (%, v/ m).

Janinedias de Oliveira Melo

Figura 1. Espécie Myrcia vittoriana Kiaersk. a e b: Aspecto em campo da espécie. ¢

— e: detalhes do fruto.
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2.3. Caracterizacdo quimica do 6leo essencial

As amostras do 6leo essencial das folhas de M. vittoriana foram analisadas por
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (GC/FID) (aparelho
Shimadzu GC-2010 Plus) e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS) (aparelho Shimadzu QPMS-2010) seguindo a metodologia adaptada
de Souza et. al., (2017). Sendo empregadas em ambas as analises as seguintes
condic¢des cromatograficas: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25mm) com fase
estacionaria Rtx®-5MS (0,25 ym de espessura do filme); N2 (em anélise de GC/FID)
e He (em analises de CG/MS) como gas de arraste com fluxo de 3,0 mL/min; a
temperatura do forno seguiu uma programagado em que permaneceu por 3 minutos a
uma temperatura inicial de 40 °C e em seguida foi aumentando gradativamente
3°C/minuto até atingir 240 °C, mantendo-se nesta temperatura por 5 minutos;
temperatura do injetor de 250 °C; temperatura do detector de 280 °C; razdo de split
de 1:30. As analises por GC/MS foram realizadas em um equipamento operando por
impacto eletrénico com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1.000;
intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/segundo e fragmentos detectados de 29 a
400 (m/z).

A identificacdo dos componentes quimicos dos O6leos foi realizada pela
comparacao de seus espectros de massas com os disponiveis no banco de dados
das espectrotecas Willey7, NISTO5, NISTO5s com a co-injecdo de padrbes e pelos
indices de retencdo LTPRI. Para o célculo dos indices de LTPRI (Linear Temperature
Programmed Retention Indexes), sendo utilizada uma mistura de n-alcanos lineares
(C7 a C40). O indice de LTPRI é um indice de retencdo com programacao linear de
temperatura, e é utilizado quando a corrida cromatografica é realizada com uma

programacdo linear de temperatura (Muhlen, 2009). Este indice descreve o
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comportamento de retencédo do composto de interesse comparativamente ao de uma
mistura de hidrocarbonetos lineares saturados de diferentes numeros de atomos de
carbono. Fornecendo informacéo sobre a sequéncia de eluicdo do composto e varia
em funcéo da fase estacionaria e da temperatura sendo independente das condi¢cdes
experimentais. O LTPRI calculado (IR) para cada composto foi comparado com

valores da literatura (Adams, 2007), sendo calculado através da equacéao:

IR=100n +100{[(t'r)) — (t'rn)] / [(t'rn +1) — (T'rn)]}

Férmula usada para determinacédo do indice de LTPRI, onde:

i: € 0 composto de interesse;

n: € o numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencéo
imediatamente anterior ao tempo de retencéo de i;

t'ri: € 0 tempo de retencdo ajustado;

t'’rn: € 0 tempo de retencao ajustado;

t'rn +1: € 0 tempo de retencdo ajustado do hidrocarboneto com tempo de retencao
imediatamente posterior ao tempo de retencéo de i.

O percentual relativo de cada composto do éleo essencial foi calculado através
da razdo entre a area integral de seus respectivos picos e a area total de todos os
constituintes da amostra, dados estes obtidos pelas andlises realizadas por
cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (GC/FID). Para definir a
composigdo quimica dos Oleos levou-se em consideracdo 0s compostos com area

relativa superior a 1% para todos os 0leos.
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2.4. Obtencao dos extratos foliares

O extrato aquoso foi preparado com 30g de folhas secas colocadas em 300 mL
de 4gua destilada aquecida a 100°C. Apos descanso de 10 minutos, o extrato foi
filtrado. O extrato aquoso néo foi concentrado. O extrato etandlico foi obtido a partir
da mistura de 10g de folhas secas e 100 mL de &lcool 70% em um shaker durante 72
horas. Apds esse periodo, a solucdo foi filtrada e concentrada a vacuo em um

evaporador rotatério até que atingisse metade do seu volume inicial.

2.5. Rastreio fitoquimico dos extratos

A triagem fitoquimica para determinar as principais classes de metabdlitos
secundarios presentes nos extratos aquoso e etandlico das folhas de M. vittoriana
foram determinados de acordo com a metodologia qualitativa descrita por Matos
(2009) (para fenois, taninos condensados, taninos hidrolisaveis, antocianinas,
antocinidinas, auronas, chalconas, flavonoides, xantonas, catequinas, esteroides,
saponinas, acidos fixos fortes, resinas e alcaloides), Joshi et al. (2013) (glicosideo de
antraquinona) e Ayoola et al. (2008) (glicosideo cardiaco e terpenoides). A presenca
ou auséncia desses metabdlitos secundarios foi apontada a partir da observacao das
reacdes realizadas que indicaram resultado positivo ou negativo para cada metabdlito

investigado (Bessa et al., 2014).

2.6. Exposicao das plantas ao 0leo essencial e extratos

Para realizacdo dos ensaios vegetais, solu¢cdes do 6leo essencial das folhas
de M. vittoriana foram preparadas utilizando como solvente o diclorometano, obtendo-

se as concentracées 3000, 1500, 750, 375 e 187,5 ug mL* Os extratos, aquoso e
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etandlico, foram diluidos com agua destilada e testados nas concentracdes 100, 50,
25, 12,5 e 6,25 (% v/v). O herbicida glifosato (1 mL/L). e o metanossulfonato de metila
(MMS) (0,004 M) foram usados como controle positivo. O MMS é um agente alquilante
do DNA utilizado como controle positivo em testes ciogenotéxicos (Mauro et al., 2014).
O solvente diclorometano utilizado na preparacdo das solu¢des do Oleo essencial
também foi testado, porém apresentou resultados semelhantes estatisticamente ao
controle agua. Assim, a agua destilada foi escolhida como controle negativo e os
dados do solvente ndo foram mostrados. O delineamento experimental dos ensaios
vegetais foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeticbes para cada
tratamento. Cada repeticdo correspondeu a uma placa de Petri (9 cm de diametro)
contendo 25 sementes. As sementes de L. sativa e A. cepa foram colocadas sobre
papel filtro umedecido com 2 mL das solucdes do 6leo essencial e de cada extrato. As
placas foram envoltas com plastico filme e incubadas em camara de germinacéo

(BOD) a 24 + 2°C durante todo periodo experimental.

2.7. Analise macroscopica

Para a analise macroscépica o numero de sementes germinadas foi avaliado
de 8 as 48h, com 8h de intervalo para L. sativa e de 12 as 96h, com 12h de intervalo
para A. cepa. Ao final desse periodo o indice de velocidade de germinacéo (IVG) foi

calculado pela formula abaixo:

(N1) X1+ (Ny+Ny) Xx1/2+ (N3 +Np) x1/3 ... (N, — (Ny_1)) X 1/y

Ny= nuimero de sementes germinadas em um dado periodo;

Y= namero total de intervalos de tempo.
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A porcentagem de germinacéo (G%) e o crescimento radicular (CR) de L. sativa
foram obtidos apdés 48h. As 120h de exposicdo o crescimento aéreo (CA) foi
mensurado (Pinheiro et al., 2015). Para A. cepa as variaveis G% e CR foram obtidas
as 96h de exposicdo aos tratamentos. De acordo com Silveira et al. (2017) A. cepa
tem como caracteristica fisiologica o crescimento mais lento de suas plantulas em
relacdo a L. sativa, ndo apresentando brotos verdes durante o periodo de 120h, diante
disso a variavel CA nao foi avaliada. Todas as medi¢des foram realizadas com auxilio

de um paquimetro digital.

2.8. Analise microscopica

Sementes de L. sativa e A. cepa foram submetidas as mesmas condi¢des,
solucdes e controles testados nas analises macroscopicas por um periodo de 48h.
ApOs esse periodo, raizes de trés repeticbes foram fixadas em etanol: acido acético
(3:1) e armazenadas a -18 °C em freezer. A troca do fixador foi realizada apos 10
minutos e 24 horas. As raizes selecionadas anteriormente, foram lavadas em agua
destilada e hidrolisadas em HCI 5N por 18 minutos em temperatura ambiente. La&minas
com os meristemas foram preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com
orceina acética 2%, sendo posteriormente cobertas por laminula e vedadas com
esmalte incolor. Foram avaliadas 1000 células meristeméaticas por lamina, totalizando
3000 células por tratamento para alface e cebola.

Os diferentes estagios da divisdo mitética foram observados em microscopio
optico e registrados, bem como as alteracbes cromossomicas e nucleares
encontradas. Foram calculados o indice mitético (IM), porcentagem de alteracbes
nucleares (AN) (nucleo condensado e micronucleo) e alteracdes cromossémicas (AC)

(cromossomo perdido, aderéncia cromossdmica, c-metafase e ponte). Os parametros
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de citotoxicidade foram calculados de acordo com as seguintes equacdes:

IM(%) = nede células em divisio < 100
) = n? de células observadas

AN (% n? de células com alteragdes nucleares 100
= X
(%) n? de células em divisao

AC(%) = n? de células com alteragdes cromossdémicas 100
o ne de células observadas

A frequéncia de alteracdes nucleares e alteracdes cromossdmicas foram

obtidas individualmente pela equacéo a sequir:

F anciq da alt 50(%) = n? de células com a alteracgdo « 100
requéncia da alteragdo(%) = n? de células em divisao

2.9. Andlise estatistica

Os dados das analises macroscépicas e microscopicas foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e os valores médios ao teste de Dunnet a p < 0,05.
Esse teste foi escolhido, pois é capaz de realizar comparac¢des multiplas para varios
tratamentos com um controle, além de ser sensivel a pequenas diferencas entre
grupos (Dunnett, 1955; McHugh, 2011). Toda a andlise estatistica foi realizada através

do Programa R, versao 3.3.2 (R, 2020).
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3. RESULTADOS

3.1. Rendimento e caracterizagdo quimica do 6leo essencial

O 6leo essencial de M. vittoriana apresentou um rendimento médio de 0,098%

(m/m) comparado a massa fresca da planta. As anélises de cromatografia gasosa

revelaram a presenca de 17 compostos, porém apenas 10 foram identificados (Fig. 2

e 3), constituindo 82,36% de area relativa total dos compostos presentes no 6leo. A

composicdo do Oleo foi predominantemente de sesquiterpenos, com 79,96% de

sesquiterpenos hidrogenados e 02,40% de sesquiterpenos oxigenados (Tabela 1). Os

principais compostos encontrados foram o germacreno D (21,90%), germacreno B

(17,30%) e biociclogermacreno (11,90%) todos sesquiterpenos hidrogenados.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica e area relativa (%) dos compostos presentes no 6leo

essencial das folhas de Myrcia vittoriana.

Pico  Tempo de IRcal® IRTan’ Nome Area (%) ¢
Retencéo
1 26,479 1425 1425 0-Elemeno 01,57
2 29955 1463 1463 (E)-Cariofileno 07.50
3 30,042 1464 1464 a-Santaleno 08.82
4 30,688 1471 1471 a-Bergamoteno 05,37
° 31,655 1482 1482 Ni 02,60
6 32.562 1492 1492 Germacreno D 21.90
7 33,168 1498 1498 Biciclogermacreno 11,90
8 33,449 1503 1503 Ni 01,80
9 33,842 1513 1513 y-Muuroleno 02,00
10 34.244 1524 1524 0-Cadineno 03.60
11 35,544 1559 1559 Germacreno B 17.30
12 36,515 1583 1983 Ni 02,40
13 36,819 1591 1591 Ni 02,10
14 38,110 1626 1626 Ni 01,60
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15 38.732 1643 1643 Epi-a-Cadinol 02,40
16 39,216 1656 i Nie 03,67
17 39,776 1671 i Nie 03,59
Total identificado (%) 82,36

Classe dos compostos (%)

Monoterpenos -
Monoterpenos Oxigenados -
Sesquiterpenos 79,96
Sesquiterpenos Oxigenados 02,40

N&o identificados 17,76

aCompostos listados por ordem de elucidac&o usando a coluna Rtx-5MS. Pindice de retengao calculado
a partir dos dados obtidos pela amostragem dos alcanos lineares (C7-C40). cindice de retencéo
tabulado (Adams, 2007). YArea relativa dos compostos presentes no 6leo essencial. ®Compostos néo
identificados.
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Figura 2. Estrutura molecular dos compostos identificados no éleo essencial de Myrcia vittoriana.1) &-Elemeno; 2) (E)-Cariofileno;
3) a-Santaleno; 4) a-Bergamoteno; 6) Germacreno D; 7) Biciclogermacreno; 9) y-Muuroleno; 10) d-Cadineno; 11) Germacreno B;

15) Epi-a-Cadinol.
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Figura 3. Perfil cromatografico do 6leo essencial de Myrcia vittoriana. 1) 8-Elemeno; 2) (E)-Cariofileno; 3) a-Santaleno; 4) a-

Bergamoteno; 6) Germacreno D; 7) Biciclogermacreno; 9) y-Muuroleno; 10) 6-Cadineno; 11) Germacreno B; 15) Epi-a-Cadinol.
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3.2. Rastreio fitoquimico dos extratos

O rastreio fitoquimico foi realizado para 19 classes de compostos quimicos (Tabela 2),
desses apenas 4 nao foram encontradas em nenhum dos extratos. O extrato agquoso
apresentou com exclusividade resultado positivo para saponinas, por outro lado, o extrato
etandlico foi o Unico que teve a presenca de alcaloides, esteroides, antocianinas,
antocianidinas, auronas, chalconas, xantonas e glicosideos cardiacos confirmados. Das
classes restantes, acidos fixos fortes, catequinas, fendis simples, flavonoides, taninos

hidrolisaveis e terpenoides apresentaram resultado positivo para ambos 0s extratos.

Tabela 2. Classes de metabdlitos secundarios encontrados no extrato aquoso e extrato

etandlico de Myrcia vittoriana.

Classe quimica Extrato Extrato
aguoso etandlico
Acidos fixos fortes + +
Alcaloides - +
Catequinas + +
Esteroides - +
Fenois simples + +
Antocianinas - +
Antocianidinas - +
Resinas - -
Auronas - +
Chalconas - +
Flavonoides + +

Leucoantocianidinas - -
Saponinas + -

Taninos condensados - -
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Taninos hidrolisaveis + +

Xantonas - +
Glicosideo cardiaco - +
Glicosideo - -
de antraquinona

Terpenoides + +

Os sinais (+) e (-) indicam, respectivamente, a presenca ou auséncia das classes quimicas no
material vegetal analisado.

3.3. Efeitos macroscépicos

O Oleo essencial e os extratos aquoso e etandlico das folhas de Myrcia vittoriana
afetaram significativamente (p <0,05) as variaveis de germinacéo e crescimento das plantas
modelo, L. sativa e A. cepa, utilizadas como receptoras (Tabela 3 e Tabela 4). O 6leo essencial
de M. vittoriana causou reducgédo significativa na taxa de germinacdo, em relacdo a agua
(controle negativo), apenas para A. cepa nas concentragdes de 187,5, 1500 e 3000 ug mL?,
o decréscimo ocasionado pela maior concentracdo foi de 61,6% (Fig. 4a). Para L. sativa, as
maiores concentracdes testadas do extrato etandlico e extrato aquoso [100 (% v / v)] levaram
a reducdes de 19,2% e 84,8% na porcentagem de germinacédo, respectivamente, mostrando
um efeito fitotdxico robusto. Os extratos ndo afetaram a porcentagem de germinacao das
sementes de A. cepa (Fig. 4b e c).

O indice de velocidade de germinacéo (IVG) para A. cepa foi reduzido em todas as
concentracdes de 6leo essencial, exceto para 375 pg mL*?, com a reducdo mais evidente
sendo para a maior concentracdo (Fig. 5a). O IVG das sementes de L. sativa foi afetado
negativamente pelo extrato aquoso, com diferencas significativas de todos os controles para
as concentragdes 25, 50 e 100 (% v/ v), com o IVG diminuindo de acordo com 0 aumento das
concentracdes (Fig. 5b). A concentracdo 100 (% v / v) do extrato etandlico também influenciou

o IVG de L. sativa, com diferencas significativas de todos os controles. Esta concentracéo [100
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(% v / v)] foi responsavel pela reducdo mais significativa no IVG de sementes de L. sativa
tratadas com o extrato aquoso e etanolico (Fig. 5¢). Nenhum dos extratos testados influenciou
0 IVG de A. cepa (Fig. 5b e c).

O 6leo essencial de M. vittoriana também afetou o crescimento das raizes das plantas
modelo (Fig. 6). As concentracdes de 750 a 3000 pg mL* inibiram o crescimento radicular de
A. cepa, sendo que os efeitos inibitérios dessas concentracbes nao diferiram
significativamente do controle positivo glifosato, um herbicida comercial. Por outro lado, as
concentracdes de 375 a 1500 pg mL* causaram aumento no alongamento das raizes de L.
sativa, com efeito estimulante comparavel ao do controle negativo (Fig. 6a). Quase todas as
concentracfes de extrato aquoso de M. vittoriana suprimiram o alongamento da raiz de L.
sativa e A. cepa, com as excecfes sendo 6,25 e 12,5 (% v / v) para A. cepa (Fig. 6b). O
estabelecimento de uma “resposta dose-dependente” foi observado para essas mudas, uma
vez que a taxa de crescimento da raiz diminuiu com o aumento das concentracdes. O extrato
etanolico, na concentracdo mais alta (100% v / v), também afetou o crescimento das raizes
de L. sativa (Fig. 6c).

O crescimento da parte aérea de L. sativa foi fortemente inibido pelo 6leo essencial de
M. vittoriana, com todas as concentracdes diferindo significativamente da agua (controle
negativo) (Fig. 7a). As concentrages de 750 a 3000 pg mL™* néo diferiram significativamente
do glifosato (controle positivo). Uma relacdo dose-resposta também foi observada com
concentracdes crescentes de 6leo essencial. A maior concentragdo (3000 pug mL™t) inibiu
54,8% do crescimento aéreo das mudas em relacdo a agua (controle negativo). Com essa
concentragéo, observou-se nas mudas uma coloragdo amarelada, com escurecimento das

raizes e presenca de manchas escuras nas folhas (necrose) (fig. 8).
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Tabela 3. Parametros macroscopicos avaliados em Lactuca sativa tratada com

diferentes concentracdes do 6leo essencial, extrato aquoso e extrato etandlico de Myrcia

vitoriana.

Tratamentos (ug mL™?) G (%) IVG CR (mm) CA (mm)
OE 187.5 *99.2 + 0.8abc 11.94+0.16 abc 9.27+1.43ac 13.02+1.07
375 94.4+ 2.71 abc 11.45 + 0.43 abc 13.94 £ 0.28 11.48 £ 0.65
750 96.0 £ 1.78 abc 11.64 + 0.24 abc 14.02+0.30 10.63+0.73b
1500 96.0 + 1.78 abc 11.66 + 0.29 abc 13.83+£0.33 853+1.18b
3000 95.2 + 1.95 abc 11.68+0.23abc 12.66+0.46a 8.21+0.62b
(% viv)
EA 6.25 96.0 + 1.78 abc 11.67 £ 0.30abc 8.46 + 0.22c 19.21 + 0.46ac
12.5 96.8 £ 1.95 abc 11.66 + 0.23abc 7.17 £0.15c 18.37 £ 0.78ac
25 92.8 £ 0.8 abc 10.49 +0.34 6.12+0.16 18.19 £ 0.67ac
50 93.6 + 4.11 abc 7.46 £ 0.67 4.67 +£0.25b 18.00 + 1.21ac
100 12.0+3.34 0.57+0.14 2.56 £ 0.29 15.1 £ 0.88ac
EE 6.25 96.0 + 1.26abc 11.65 + 0.21 abc 7.97 £0.79c 18.77 £ 0.53ac
125 92.0 + 3.57 abc 11.02 + 0.68 abc 7.93+0.56c 17.95+ 0.5l1ac
25 96.0 £ 2.52 abc 11.49 + 0.45 abc 7.12+0.74c 19.04 £ 0.40ac
50 95.2 £ 1.95 abc 11.75 + 0.20 abc 7.58 +£0.33c 19.21 + 0.39ac
100 77.6 £ 3.24 4.89 +0.23 5.74+0.39b 15.90 + 0.84ac
Agua - 96.8+1.49a 12.05+0.2a 10.57 £ 0.57a 18.17+1.06 a
Glifosato - 96.0+1.26b 11.89+0.12b 432+011b 831+045b
MMS - 99.2+0.8c 12.07+£0.29¢c 8.00+055¢c 17.77+0.93c

*Médias seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a agua; médias seguidas pela letra b sao
estatisticamente iguais ao glifosato; médias seguidas pela letra ¢ sdo estatisticamente iguais ao MMS
(metanossulfonato de metila), pelo teste de Dunnett (p<0.05). £ representa o erro padréo. As siglas representam:
OE= 6leo essencial, EA= extrato aquoso, EE= extrato etandlico, G%= porcentagem de germinacéo, IVG= indice

de velocidade de germinacdo, CR= crescimento das raizes, CA= crescimento da parte aérea.
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Tabela 4. Parametros macroscopicos avaliados em Allium cepa tratada com diferentes

concentracfes do Oleo essencial, extrato aquoso e extrato etandlico de Myrcia vitoriana.

Tratamentos  (ug mL™?) G (%) IVG CR (mm)
OE 187.5 *44.8 + 11.82bc 2.30 £ 0.57b 7.01 +0.27ac
375 56.00 + 9.12abc = 2.78 + 0.46abc  6.85+ 0.39a
750 53.6 £ 11.77abc 2.61 £ 0.59bc 5.59 £ 0.57b
1500 46.4 £ 6.4bc 2.26 + 0.28b 5.74 £ 0.30b
3000 17.6 + 5.15b 0.83+0.25 5.33+0.23b

(% viv)

EA 6.25 77.6 £ 4.30ac 4.36 + 0.25ac 6.74 + 0.23a
12.5 79.2 £ 5.27ac 4.43 £ 0.33ac 6.40 £ 0.42a
25 68.8 + 7.41ac 3.93 +0.41ac 6.01 + 0.25b
50 80.8 £ 3.2ac 4.28 £ 0.12ac 5.88 £ 0.31b
100 77.6 £ 5.15ac 3.99 £ 0.31ac 5.22 £ 0.32b
EE 6.25 75.2 + 3.66ac 407 £0.16ac  8.42 £ 0.24ac
12.5 72.8 £ 4.8ac 3.81 + 0.26ac 8.38 + 0.30ac
25 84.0 + 2.82ac 4.35+0.17ac  7.90 = 0.50ac
50 79.2 £ 5.85ac 4.00+0.28ac  7.99 £ 0.22ac
100 78.4 + 2.99ac 3.77 £ 0.10ac 6.68 + 0.39a
Agua - 79.2+3.2a 4.40 £ 0.23a 7.24 £ 0.32a
Glifosato - 46.4 + 4.30b 2.56 + 0.26b 5.19 + 0.30b
MMS - 75.2 £ 3.44c 4.17 £0.21c 8.33+£0.19c

*Médias seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a agua; médias seguidas pela letra b sao
estatisticamente iguais ao glifosato; médias seguidas pela letra ¢ sdo estatisticamente iguais ao MMS
(metanossulfonato de metila), pelo teste de Dunnett (p<0.05). + representa o erro padrdo. As siglas representam:
OE-= éleo essencial, EA= extrato aquoso, EE= extrato etandlico, G%= porcentagem de germinacéo, IVG= indice

de velocidade de germinacdo, CR= crescimento das raizes.
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Figura 4. Efeito do oleo essencial (a), extrato aquoso (b) e extrato etandlico (c) de Myrcia
vittoriana na germinagéo de Lactuca sativa e Allium cepa. As médias nas colunas seguidas
pela letra a ndo diferem significativamente da agua; as meédias seguidas pela letra b néo
diferem significativamente do glifosato pelo teste de Dunnett (p <0,05). Barras verticais com

cada coluna representam o erro padrdao da média.
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Figura 5. Efeito do 6leo essencial (a), extrato aquoso (b) e extrato etandlico (c) de Myrcia
vittoriana no indice de velocidade de germinagéo de Lactuca sativa e Allium cepa. As médias
nas colunas seguidas pela letra a ndo diferem significativamente da 4gua; as médias seguidas
pela letra b ndo diferem significativamente do glifosato pelo teste de Dunnett (p <0,05). Barras

verticais com cada coluna representam o erro padrdo da média.
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Figura 6. Efeito do Oleo essencial (a), extrato aquoso (b) e extrato etandlico (c) de Myrcia
vittoriana no crescimento radicular de Lactuca sativa e Allium cepa. As médias nas colunas
seguidas pela letra a ndo diferem significativamente da agua; as meédias seguidas pela letra b
nao diferem significativamente do glifosato pelo teste de Dunnett (p <0,05). Barras verticais
com cada coluna representam o erro padrdo da média.
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Figura 7. Efeito do 6leo essencial (a), extrato aquoso (b) e extrato etandlico (c) de Myrcia
vittoriana no crescimento da parte aérea de Lactuca sativa. As médias nas colunas seguidas
pela letra a ndo diferem significativamente da agua; as médias seguidas pela letra b nao
diferem significativamente do glifosato pelo teste de Dunnett (p <0,05). Barras verticais com

cada coluna representam o erro padrdo da média.
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Figura 8. Efeito do 6leo essencial de Myrcia vittoriana (3000 ug mL-1) no crescimento da parte
aérea de Lactuca sativa. a: Plantulas tratadas com agua destilada apresentando aspecto e
coloragdo normais. b: Plantulas tratadas com a concentracao 3000 pg mL-1 do éleo essencial

apresentando coloracdo amarelada, raizes escuras e manchas escuras na parte aérea.

3.4. Efeitos microscépicos

As tabelas 5 e 6 mostram o0s resultados das analises microscopicas nas células
meristematicas de raizes de L. sativa e A. cepa expostas ao 6leo essencial, extrato aquoso e
extrato etandlico das folhas de M. vittoriana. Foi observado um efeito mitodepressivo apenas
nas células de A. cepa tratadas com o extrato aquoso e etandlico. O extrato aquoso nas
concentracdes 6.25 e 12.5 (% v/v) causou uma reducéo do IM de 36,45% e 27.84%, enquanto
gue o extrato etandlico na concentracdo 100 (% v/v) causou uma reducao de 27,5% em
relacdo ao controle dgua. A exposicao ao 6leo essencial, extrato aquoso e extrato etandlico
de M. vittoriana provocou varios tipos de alteracdes cromossémicas (AC) e nucleares (AN),
no entanto a porcentagem dessas alteracdes observadas em A. cepa ndo apresentaram
diferenca estatistica para o controle agua em nenhum dos tratamentos avaliados (p<0.05)
(Tabela 5). Para as plantulas de L. sativa tratadas com o extrato aquoso e extrato etandlico, a

frequéncia de AC sofreu um aumento em relagéo ao controle negativo, sendo estatisticamente
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igual ao controle positivo MMS em todas as concentracdes, com exce¢ao da concentracao
6.25 (% v/v) do extrato aquoso (Tabela 6).

Em relacdo as anormalidades induzidas pelos tratamentos, foram observadas
cromossomo perdido, aderéncia cromossdmica, c-metafase, ponte e interfase com
micronucleo (Fig. 10). As células de ponta de raiz de L. sativa tratadas com o extrato aquoso
e com o Oleo essencial de M. vittoriana apresentaram c-metafases como alteracdo mais
frequente, seguido de aderéncia cromossdmica, cromossomo perdido e MNC (para o extrato
aquoso). Para o extrato etandlico a distribuicdo das alteracdes encontradas foi similar a
encontrada para o extrato aquoso, incluindo ponte cromossémica: c-metafase > aderéncia>
cromossomo perdido> ponte cromossémica> MNC (Fig. 9a). No modelo A. cepa, assim como
em L. ativa, as anormalidades c-metafase e aderéncia cromossOmica foram as mais
frequentes em todos os tratamentos. O extrato aquoso e etandlico apresentaram a distribuicao
de anormalidades parecida, sendo ela: c-metafase> aderérencia cromossdémica> ponte
cromossémica> MNC. As células expostas ao Oleo essencial apresentaram todas as
anormalidades observadas, sendo a frequéncia de ocorréncia: c-metafase> aderéncia
cromossdmica> MNC> cromossomo perdido> ponte cromossomica (Fig. 9b).

Considerando a frequéncia dessas anormalidades foi observado um aumento
significativo apenas nas células de L. sativa expostas ao extrato etandlico (Tabela 6). A
porcentagem de aderéncia cromossdmicas em L. sativa sofreu um acréscimo nas
concentragdes 12.5 e 50 (% v/v), nao diferindo do controle MMS. A concentragéo 25 (% v/v)
do extrato etandlico promoveu um aumento na frequéncia de c-metafases, sendo igual
estatisticamente ao herbicida glifosato e ao MMS. A frequéncia de pontes também sofreu
influéncia positiva do extrato etanolico, apresentando um aumento na concentracdo 100 (%
v/v), quando comparado aos controles positivos e negativo utilizados.

Outras anormalidades também apresentaram um acréscimo consideravel em relagcéao
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aos controles, embora esse aumento nao tenha sido significativo (em destaque nas Tabelas
5 e 6). Cromossomos perdidos foram induzidos nas células de L. sativa por todos os
tratamentos avaliados, essa mesma anormalidade n&o foi observada em nenhum dos
controles testados. Em A. cepa o0 6leo essencial de M. vittoriana também induziu essa
anormalidade nas concentracdes 350 e 3000 pg mL-1, essa alteracéo foi observada apenas
no controle MMS.

Ponte cromossdémica e micronucleo ndo foram observados no controle negativo de
nenhum dos modelos vegetais, no entanto, foram observados nos tratamentos avaliados. Em
A. cepa, ponte cromossOmica foi observada em todos os tratamentos testados, com destaque
para o extrato aquoso onde ocorreu com maior frequéncia. Micronucleos também foram
identificados nas células de ponta de raiz expostas aos tratamentos, sendo o 6leo essencial o
gue mais induziu essa anormalidade. Para o extrato aquoso apenas a concentracao 100 (%
v/v) induziu o aparecimento de micronucleos. Em L. sativa, a concentracdo 100 (% v/v) do
extrato etandlico induziu pontes cromossémicas nas células em anafase, a mesma
concentracdo no extrato aquoso também provocou o aparecimento de microndcleos.
Micronucleos também foram observados nas células de L. sativa tratadas com as

concentragdes 12.5 e 100 (% v/v) do extrato etandlico.
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Tabela 5. Analise de células meristematicas de Allium cepa tratadas com diferentes concentracdes do 6leo essencial, extrato aquoso e

extrato etandlico de Myrcia vittoriana.

Tratamentos AC% Aderente%
(ug mL™Y) IM% AN% Perdido% C-met% Ponte% MNC%
OE 187.5 *9.53+0.8lac  0.2+0.05abc 0.23+0.14abc 0.00 + 0.00abc 0.42+0.42abc 1.81+0.45ac 0.00 + 0.00abc 0.23+0.14 abc
375 10.2+0.64ac 0.36+0.08ac 0.13+0.08abc 0.74 +0.74abc 1.62+0.63abc 1.35+0.43abc 0.00 + 0.00abc 2.18+2.03 abc
750 10.1+0.4ac 0.23+0.08abc 0.16+0.06abc 0.00 = 0.00abc 0.68+0.68abc 1.33+0.36abc 0.34+0.34abc 0.16+0.06 abc
1500 10.86£0.94ac  0.23+0.03abc 0.0620.06abc 0.00 + 0.00abc 0.64+0.33abc 1.59+0.40ac 0.00 # 0.00abc 0.06+0.06 abc
3000 9.8+0.58ac 0.4+0.11ac 0.06+0.03abc 0.38 +0.38abc 2.12+0.72abc 1.02+0.06abc 0.38+0.38abc 0.06+0.03 abc
EA 6.25 7.6+0.55¢ 0.3620.14abc 0.00200abc 0.00+00abc 1.65+0.82 ahc 2.54 +0.58 abc 0.39+0.39abc 0.00+00 abc
12.5 8.63+0.70C 0.5+0.20ac 0.0000abc 0.00+00 abc 2.29+1.10 abc 2.67 +1.47 abc 0.68+0.68 abc 0.00+00 abc
25 11.16+0.91ac 0.4+0.1abc 0.00200abc 0.00+00 abc 1.21+0.32 ahc 1.86 +0.58 abc 0.30+0.30 abc 0.00+00 abc
50 10.56+0.58ac  0.36+0.06abc 0.00200abc 0.00+00 abc 1.24+0.25 ahc 1.84 +0.44 abc 0.00+00 abc 0.00+00 abc
100 9.66+0.46ac  0.16+0.08abc 0.16+0.12abc 0.00+00 abc 0.32+0.32 abc 0.68 +0.68 abc 0.66+0.33 abc 0.16+0.12 abc
EE 6.25 10.13+0.66ac  0.43+0.06ac 0.03+0.03abc 0.00+00 abc 0.31#0.31 abc 3.36+0.78ac 0.68+0.34 abc 0.03+0.03 abc
125 9.16+1.13ac 0.36+0.06ac 0.03+0.03abc 0.00£00 abc 1.89+0.50 abc 1.78+0.20abc 0.30+0.30 abc 0.03+0.03 abc
25 9.2+0.52ac 0.23+0.06abc 0.03+0.03abc 0.00+00 abc 1.21+1.21 abc 1.39+0.94abc 0.00+00 abc 0.03+0.03 abc
50 9.33+0.37ac 0.33+0.08ac 0.16+0.16 abc 0.00£00 abc 2.09+1.15 abc 1.43+0.36 abc 0.00£00 abc 0.16+0.16 abc
100 8.66+0.56C 0.2+0.05 abc 0.16+0.12 abc 0.00+00 abc 1.12+1.12 abc 1.22+0.76 abc 0.00+00 abc 0.16+0.12 abc
Agua - 11.96+0.23a 0.2+00a 0.0000a 0.00 * 0.00a 0.28+0.28a 1.390.27a 0.00 + 0.00a 0.00+00a
Glifosato - 1.93+0.23b 0.00+00b 0.03+0.03b 0.00 + 0.00b 0.00 + 0.00b 0.00 + 0.00b 0.00 + 0.00b 0.03+0.03b
MMS - 9.66:0.49b 0.33+0.06¢ 0.3+0.15¢ 0.32+0.32c 2.52+1.07c 0.64+0.64c 0.00 + 0.00¢ 0.3+0.15¢

*Médias seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a 4gua; médias seguidas pela letra b sdo estatisticamente ao glifosato; médias seguidas pela letra ¢ sédo
estatisticamente iguais ao MMS (metanossulfonato de metila), pelo teste de Dunnett (p<0.05). + representa o erro padrdo. As siglas representam: OE= 6leo essencial,
EA= extrato aquoso, EE= extrato etandlico, IM%= porcentagem indice mitético, AC= porcentagem alteracbes cromossdmicas, AN= porcentagem de alteracdes
nucleares, Perdido%= frequéncia de cromossomo perdido, Aderente%= frequéncia de metafase com aderéncia cromossémica, C-met%= frequéncia de c-metéfase,
Ponte%-= frequéncia de ponte cromossdmica, MNC%-= frequéncia de micronucleo. Note que em negrito sdo encontrados valores consideravelmente maiores que o
controle 4gua embora néo exista diferenc¢a significativa a p<0.05.
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Tabela 6. Andlise de células meristematicas de Lactuca sativa tratadas com diferentes concentracdes do 6leo essencial, extrato aquoso

e extrato etandlico de Myrcia vittoriana.

Tratamentos AC% Aderente%
(ug mL™Y) IM% AN% Perdido% C-met% Ponte% MNC%
OE 187.5 *9.70 + 0.83ac 1.56 + 0.32c 0.10 + 0.10ac 0.00 + 0.00abc 1.82+1.05abc 6.25+2.33ac 0.00 + 0.00abc 0.00 + 0.00abc
375 9.30 + 0.78ac 0.80 + 0.05abc 0.00 + 0.00 0.41+0.41abc 2.85+1.30abc 5.40+0.55a 0.00 + 0.00 abc 0.00 + 0.00abc
750 9.66 + 0.56ac 1.00 + 0.1bc 0.00 + 0.00 0.97+0.53abc 3.69+1.34abc 5.32+1.27a 0.00 + 0.00 abc 0.00 + 0.00abc
1500 10.5 + 0.60ac 0.80 + 0.11abc 0.00 +0.00 0.00 + 0.00abc 1.55+0.56abc 6.10+0.86ac 0.00 + 0.00 abc 0.00 + 0.00abc
3000 10.4 + 0.87ac 0.56 + 0.14ab 0.00 + 0.00 0.30+0.30abc 0.61:+0.61abc 4.11+0.34a 0.00 + 0.00 abc 0.00 + 0.00abc
EA 6.25 11.06 + 0.84ac 0.9 +0.17abc 0.03 + 0.03ac 0.63+0.32 2.110.26 abc 4.98+0.89acd 0.00 + 0.00abcd 0.00 + 0.00 abc
12.5 11.80 + 0.65¢ 1.06 + 0.23bc 0.20 + 0.15ac 0.27+0.27abc 4.70+0.92 abc 3.89+0.55acd 0.00 + 0.00 abcd 0.00 + 0.00 abc
25 10.50 + 0.98ac 1.26 +0.20¢c 0.00 + 0.00ac 0.00 + 0.00abc 4.55+1.21 abc 6.71+3.09acd 0.00 + 0.00 abcd 0.00 + 0.00 abc
50 11.46 + 0.92ac 1.20+0.1c 0.00 + 0.00ac 0.00 + 0.00abc 5.39+1.98 abc 4.92+0.61acd 0.00 + 0.00 abcd 0.00 + 0.00 abc
100 10.56 + 0.23ac 1.56 + 0.20c 0.16 + 0.12ac 0.00 + 0.00abc 5.37+0.38 abc 8.54+1.98acd 0.00 + 0.00 abcd 0.16 +0.12 abc
EE 6.25 11.23 +0.90d 1.23 +0.03d 0.20 + 0.10ad 0.25+0.25 abc 3.82+0.98 abc 6.08+1.31ac 0.00 + 0.00abc 0.00 + 0.00 abc
125 8.76 + 0.31ad 1.33 +0.08d 0.03 + 0.03ad 0.39+0.39 abc 10.34+1.97¢c 4.56+0.68a 0.00 + 0.00 abc 0.03 +0.03 abc
25 9.00 + 0.20ad 1.60 + 0.05d 0.03 + 0.03ad 0.36+0.36 abc 6.00+1.77abc 10.32+1.15bc 0.00 + 0.00 abc 0.00 + 0.00 abc
50 9.06 + 0.46ad 1.40 + 0.10d 0.00 + 0.00a 0.34+0.34 abc 8.55+2.58¢C 6.52+2.01ac 0.00 + 0.00 abc 0.00 + 0.00 abc
100 10.46 + 0.74ad 1.40 + 0.15d 0.10 + 0.10ad 0.96+0.06 abc 4.72+0.80abc 6.04+1.06ac 1.59+0.33 0.10 + 0.10 abc
Agua - 8.86 + 0.20a 0.23+0.03a 0.26 +0.12a 0.00 + 0.00a 0.36+0.36a 2.25+0.05a 0.00 + 0.00a 0.00 + 0.00a
Glifosato - 2.63+0.17b 0.43 +0.03b 4.20 +0.23b 0.00 + 0.00b 0.00 + 0.00b 16.78+2.49b 0.00 + 0.00b 0.03 +0.03b
MMS - 9.53 + 0.54¢ 1.56 + 0.32¢ 0.26 +0.03 ¢ 0.00 + 0.00c 4.80+0.97c 11.08+1.30c 0.00 + 0.00c 0.00 + 0.00c

*Médias seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais a agua; médias seguidas pela letra b sdo estatisticamente ao glifosato; médias seguidas pela letra ¢
séo estatisticamente iguais ao MMS (metanossulfonato de metila), pelo teste de Dunnett (p<0.05). + representa o erro padrdo. As siglas representam: OE=
Oleo essencial, EA= extrato aquoso, EE= extrato etandlico, IM%= porcentagem indice mitético, AC= porcentagem alteracdes cromossémicas, AN= porcentagem
de alteracdes nucleares, Perdido%= frequéncia de cromossomo perdido, Aderente%= frequéncia de metafase com aderéncia cromossémica, C-met%=
frequéncia de c-metéfase, Ponte%= frequéncia de ponte cromossémica, MNC%-= frequéncia de micronicleo. Note que em negrito sédo encontrados valores
consideravelmente maiores que o controle agua embora néo exista diferenca significativa a p<0.05.
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Células com cromossomos aderentes foram observados com maior frequéncia
por todos os tratamentos quando comparados a agua, em ambos 0s modelos vegetais
utilizados. Similar a anormalidade anterior, c-metafases também foram observadas
com maior frequéncia em relacdo a agua em todos os tratamentos avaliados nas

plantas modelos, com excecéo das células expostas ao 0leo essencial em A. cepa.

Figura 9. Principais alteracfes encontradas nas células meristematicas de Lactuca
sativa expostas ao 0leo essencial, extrato aquoso e etandélico de Myrcia vittoriana. a)
metafase com aderéncia cromossdmica, b) interfase com micronucleo, c) c-metéfase,

d) ponte cromossomica.
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Figura 10. Distribuicdo das alteracbes cromossdmicas e micronucleo (MNC)
observados no ciclo celular de células meristematicas de raizes de Lactuca sativa (a)
e Allium cepa (b) expostas ao 6leo essencial, extrato aquoso e etandélico de Myrcia

vittoriana.
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4. DISCUSSAO

A atividade alelopatica do 6leo essencial, extrato aquoso e etandlico das folhas
de M. vittoriana sobre as plantas modelos, L. sativa (eudicotiledénea) e A. cepa
(monocotiledbnea), foi demonstrada em condicbes de laboratério. Os resultados
encontrados indicaram um efeito inibitério sobre a germinagcdo e crescimento das
plantulas nas espécies receptoras, principalmente nas concentracfes mais altas.
Esses resultados sugerem que os tratamentos obtidos a partir das folhas de M.
vitoriana podem possuir fitotoxicidade e conter substancias com atividade alelopéatica.

A analise do potencial fitotoxico de M. vittoriana através dos ensaios de
germinacao e crescimento realizados com as sementes das plantas modelos mostrou
gue a germinacédo das sementes de A. cepa foi sensivel apenas ao 6leo essencial de
M. vittoriana, apresentando uma inibicdo de mais de 60% na porcentagem de
germinacdo. O IVG dessas sementes também foi significativamente reduzido em
relacdo ao controle negativo (p<0.05) apresentando uma relacdo dose dependente
com o aumento das concentra¢des. Por outro lado, L. sativa teve a germinagao e o
IVG fortemente afetados pela maior concentracdo dos extratos aquosos e etandlico
de M. vittoriana, apresentando maior sensibilidade ao extrato aquoso, cuja maior
concentracao provocou mais de 80% de inibicdo da germinacao e 95% de reducédo do
IVG. O extrato aquoso de M. vittoriana influenciou o crescimento das radiculas de L.
sativa e A. cepa reduzindo-as de acordo com o aumento das concentragdes. O mesmo
aconteceu com as plantulas de L. sativa expostas ao extrato etandlico.

A germinagdo é o parametro considerado menos sensivel na detecgdo de
compostos com potencial alelopatico, sendo a germinibilidade muitas vezes néo
afetada (Dias et al., 2017; Ferreira and Aquila, 2000). Segundo Blum (1999), a

emergéncia da plantula e seu crescimento s&o as fases mais sensiveis na ontogénese
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do individuo. Assim, a massa seca da raiz, o comprimento da radicula e parte aérea
das plantulas, sdo os parametros mais utilizados no estudo de substancias
alelopaticas (Jacobi and Ferreira 1991; Aragéo et al., 2015; Inderjit and Dakshini,
1995). De acordo com Freitas et al. (2016), a reducdo do comprimento da raiz indica
a inibicdo da absorcédo de nutrientes, do alongamento celular, da divisdo celular e
morte celular. Nesta perspectiva, podemos observar que a fitotoxicidade do 6leo
essencial sobre L. sativa ocorreu apenas sobre o crescimento das plantulas.

O crescimento da parte aérea de L. sativa foi significativamente afetado por
todas as concentracfes do 0Oleo essencial de maneira dose dependente, sendo a
inibicdo da maioria das concentracfes igual estatisticamente ao herbicida glifosato. A
maior concentracdo do 6leo provocou a despigmentacéo das folhas, o escurecimento
das raizes e necrose na parte area das plantulas. Bhadoria (2011) constatou que o
estresse alelopatico induziu o aparecimento de plantulas anormais com sementes
escuras e inchadas, folhas despigmentadas, auséncia de pelos radiculares e necrose
na ponta das raizes. Folhas com perda de pigmentacdo e com necrose em dire¢do a
ponta podem ocorrer devido a degradacdo de moléculas de pigmentos por danos
oxidativos, afetando seriamente a fotossintese (Hussain et al., 2017; Niu et al., 2013).
Nesse sentido, 0 estresse oxidativo pode ter causado a supressao do crescimento da
parte aérea pelo direcionamento e alocacdo dos poucos fotoassimilados para as
raizes como uma estratégia adaptativa da plantula para sua sobrevivéncia através do
aumento da capacidade de absorcao de agua e nutrientes pela raiz. Isso explicaria a
indugé&o do crescimento das raizes em detrimento do crescimento aéreo das plantulas
de L. sativa tratadas com o 6leo essencial.

A inibicdo ou diminuigdo da germinacdo, assim como o atraso do IVG e a

reducdo do crescimento das raizes e da parte aérea de plantulas séao relatados como
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efeitos alelopaticos provocados por inUmeras outras espécies de plantas (Aragao et
al., 2015; Carvalho et al., 2019; Costa et al., 2019; Silva and Vieira, 2019; Vasconcelos
et al., 2019). Em ambientes naturais, essas alteracfes dificultam o estabelecimento
das plantas afetadas, modificando a dindmica populacional das espécies e
influenciando a sucesséo de espécies dentro da comunidade (Peguero et al., 2012).
As regras de montagem de uma comunidade também séo alteradas pelas substancias
alelopaticas, visto que elas afetam as relagdes interespecificas entre espécies
expostas a essas substancias (Viard-Crétat et al., 2012). Embora os efeitos sobre a
germinacao de sementes e crescimento de plantulas foram observados neste estudo
em plantas modelos e em condi¢cdes controladas, sugerimos que possivelmente as
substancias alelopaticas liberadas das folhas de M. vittoriana aliadas a melhores
habilidades de producao de sementes exibidos por essa espécie (Garbin et al., 2016),
permitem que M. vittoriana reduza a germinacéo e o estabelecimento de individuos
selecionando as espécies que ocorrem sob sua copa em campo.

A composicdo quimica dos tratamentos fornece pistas sobre os efeitos
fitotbxicos aqui encontrados. Esses efeitos podem ser relacionados a acdo dos
sesquiterpenos encontrados no 6leo essencial e dos acidos fixos fortes, terpenoides,
alcaloides e compostos fendlicos presentes nos extratos. Essas substancias sao
reportadas pela capacidade de reduzir a germinagdo e o crescimento de diferentes
espécies de plantas. Estes compostos podem ser liberados da parte aérea das
plantas por lixiviagdo pela agua da chuva ou pelo rompimento dos tecidos vegetais
durante o processo de decomposicdo atingindo o solo (Rice, 1979; Putnam, 1987,
Almeida, 1988). Substancias quimicas do grupo dos terpenos, como 0S

sesquiterpenos, sao liberados na forma volatil no ambiente (Pires and Oliveira, 2011).
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O oOleo essencial de M. vittoriana foi composto em totalidade por
sesquiterpenos, apresentando os sesquiterpenos de hidrocarbonetos germacreno D
(21,90%), germacreno B (17,30%) e biociclogermacreno (11,90%) como compostos
majoritarios. Esse perfil quimico € semelhante a outros relatados em levantamentos
para espécies do género Myrcia, na qual houve predominancia de sesquiterpenos em
relacdo a de monoterpenos (Scalvenzi et al., 2017; Stefanello et al., 2010). Scrivanti e
Anton (2019) ao estudarem o potencial alelopatico de espécies do género
Bothriochloa (Poaceae), testaram o germacreno D e outros compostos isolados em
diferentes plantas-teste e encontraram um forte efeito negativo na germinacdo e no
crescimento. Considerado um precursor bioenergético de muitos sesquiterpenos
(Bulow and Konig, 2000), o germacreno D é relatado por suas inimeras atividades
biologicas. Estudos associaram a presenca do germacreno D a acao fitotoxica (El
Ayeb-Zakhama et al., 2016; Seal et al., 2010; Duke, 1991), antifungica (Lawson et al.,
2020), inseticida (Birkett et al., 2008; Bruce et al., 2005; Kiran and Devi, 2007) e
antibacteriana (Salazar et al., 2018) de O6leos essenciais. A citotoxicidade do
germacreno D também foi demonstrada por sua acédo contra diferentes carcinomas
humanos (Setzer et al., 2006). Portanto, € possivel que este sesquiterpeno atue como
um agente alelopatico e seja responsavel em grande parte pela atividade fitotoxica do
6leo essencial de M. vitoriana. No entanto, é preciso considerar as interacées entre
0S componentes majoritarios e 0s componentes menores presentes no 6leo essencial,
visto que os efeitos alelopaticos muitas vezes estédo relacionados a interacdo entre
varias moléculas no lugar de um unico composto (Araniti et al., 2013).

No rastreamento fitoquimico dos extratos aquoso e etandlico, confirmou-se a
presenca das classes de metabolitos acidos fixos fortes, fénois simples, flavonoides,

catequinas, taninos hidrolisaveis e terpenoides em ambos os extratos. Segundo (Taiz
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et al., 2017) os fendis, flavonoides e taninos sdo os metabolitos mais comumente
associados com o efeito alelopatico. Esses compostos fendlicos séo reconhecidos por
alterarem varios processos fisiologicos e bioquimicos, causando alteracdes na
permeabilidade da membrana celular, fotossintese, respiracédo celular e peroxidagao
lipidica, além de interferir na divisdo celular e consequentemente no crescimento e
desenvolvimento vegetal (Gog et al., 2005; John and Sarada, 2012; Li et al., 2010). O
grupo dos flavonoides (que incluem as flavonas, flavononas, catequinas, antocianinas,
entre outros) pode atuar no controle de horménios e enzimas vegetais, na protecao
contra herbivoria e como pigmentos (Shirley, 1996; Taiz et al., 2017). Além disso,
essas substancias sdo capazes de interferir na sintese de ATP mitocondrial e no
transporte de eletrons nos cloroplastos (Moreland and Novitzky, 1987).

Nos ultimos anos, analises microscopicas tém sido realizadas em conjunto com
0s ensaios de fitotoxicidade, contribuindo para a elucidacdo dos mecanismos de
atuacdo de Oleos essenciais e extratos no ciclo celular de plantas-teste (Carvalho et
al., 2019; Santos et al., 2019; Vasconcelos et al.,, 2019). Os efeitos visiveis na
germinacgdo e crescimento sdo considerados manifestacdes secundéarias da acdo a
nivel celular ou molecular dos compostos tdxicos sobre as plantas receptoras, como
alteracdes no ciclo celular e DNA (Ferreira and Aquila, 2000; Prates et al., 2000). Esse
trabalho demonstrou a citotoxicidade do 6leo essencial e extrato aquoso e etandlico
de M. vittoriana através da diminuicdo do indice mitético (IM) e deteccdo de
anormalidades cromossémicas (AC) e nucleares (AN) no ciclo celular das plantas
modelo Lactuca sativa L. e Allium Cepa L. Essas espécies séo igualmente utilizadas
como os modelos em estudos orientados a avaliar a citotoxicidade de substancias.
Além de serem altamente sensiveis a susbtancias citotoxicas, genotoxicas e

mutagénicas, essas espécies apresentam alta taxa de germinacao e proliferacao, e
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seus cromossomos grandes favorecem as andlises microscopicas no ciclo celular
(Alves et al., 2018; Aragéo et al., 2015; Fiskesj6, 1988; Silveira et al., 2017).

O indice mitatico (IM) é um parametro utilizado para indicar a citotoxicidade de
substancias (Leme and Marin-Morales, 2009). De acordo com Andrade et al. (2010) A
reducdo do IM indica uma pertubacdo na divisdo celular, o bloqueio do inicio da
préfase e, consequentemente, o impedimento da divisdo e proliferacao celular (Sousa
et al., 2009). O efeito mitodepressivo causado pelo extrato aquoso (concentracdes
6.25 e 12.5%) e extrato etandlico (concentracdo 100%) nas células meristematicas de
A. cepa pode ter sido uma das causas da inibicdo do crescimento das raizes, visto
gue o alongamento radicular depende da divisdo normal da célula. Soltys et al. (2011)
explicaram a reducao do crescimento radicular causada pelo aleloquimico cianamida,
a partir da inibicdo do ciclo mitético, da proliferacao celular, bem como a presenca de
alteracdes arranjo do citoesqueleto em células de ponta de raiz de A. cepa. De acordo
com esse estudo, células recém-formadas sado o Unico meio de alongamento de
orgdos através do aumento de células nas dimensdes. Efeitos mitodepressivos
também foram encontrados em estudos com os extratos de Mimosa Pigra L.
(Koodkaew et al., 2018), Amaranthus spinosum L. e Amaranthus viridis L. (Carvalho
et al., 2019), Solanum muricatum Ait. e Solanum betaceum Cav. (Santos et al., 2019).

O extrato aquoso e extrato etandlico de M. vittoriana também causaram a
reducéo do crescimento radicular de L. sativa, embora ndo tenham provocado reducao
do IM nas observacdes citoldgicas. Esse fato pode ser explicado pela presenca de
saponinas e taninos nos extratos, substancias hidrossoliveis que atuam na defesa
contra herbivoros e patogénos amplamente conhecidas por seu potencial alelopatico
(Ferreira and Aquila, 2000; Rice, 1984).

As saponinas foram encontradas somente no extrato aquoso de M. vittoriana.
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Segundo Marchaim et al. (1974) esse metabdlito é capaz de afetar a germinacdo e
crescimento inicial de plantulas através da reducdo da taxa de respiracdo das
sementes dificultando a difusdo de oxigénio através do tegumento. A presenca das
saponinas pode ter contribuido para a maior sensibilidade das sementes de L. sativa
e A. cepa ao extrato aquoso, quando comparado com o extrato etandlico. Os taninos
hidrolisaveis foram encontrados tanto no extrato aquoso como no extrato etandlico.
Os taninos sao capazes de se ligar a proteinas de forma irreversivel, formando
precipitados que ndo podem ser metabolizados pelas enzimas digestivas (Taiz et al.,
2017; Zucker, 1983). Castro e Ferreira (2001) relataram a capacidade dos taninos
hidrolisaveis em atuarem como inibidores da germinacdo e crescimento de plantas,
assim como de bactérias nitrificantes e fixadoras de nitrogénio. Nesta perspectiva, a
reducdo do crescimento das raizes expostas aos extratos aquoso e etanodlico de M.
vittoriana pode ter ocorrido como uma consequéncia da a¢édo das saponinas e taninos
sobre a germinagcdo de L. sativa, evidenciada pela reducdo da porcentagem de
germinacdo e diminuicdo do IVG. Luber et al. (2015) ao estudarem o potencial
alelopético da infusdo de Psidium guajava L. observaram a reducdo do crescimento
das raizes sem que houvesse diminui¢do do IM de L. sativa, associando esse efeito a
presenca de taninos em infusbes de cultivares da goiabeira. De acordo com o0s
autores, as raizes comecaram a crescer ap0s a germinacdo, sem que a proliferacéo
celular fosse afetada pelas infusdes. O mesmo pode ter ocorrido com as plantulas de
A. cepa expostas ao 6leo essencial de M. vittoriana. O 6leo pode ter causado a
reducdo dos parametros germinativos e do crescimento radicular sem que houvesse
um efeito mitodepressivo nas células meristematicas de A. cepa. De fato, o sinergismo
entre os compostos do 6leo essencial pode ter causado esse fendbmeno. Sharifi-Rad

et al. (2017) afirmou que um dos mecanismos principais relacionados ao efeito
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citotoxico dos 6leos essenciais € a inducdo da morte celular, que pode ocorrer pela
ativacao da via de apoptose e ou necrose. Os compostos de baixo peso molecular e
de natureza lipofilica presente nos Oleos essenciais atravessam as membranas
celulares alterando sua composicao e permeabilidade, permitindo o extravasamento
de ions e moléculas citoplasmaticas. Como resultado a producéo de ATP € reduzida,
o gradiente de pH é alterado, o potencial mitocondrial pode ser perdido,
comprometendo a sobrevivéncia da célula.

Os danos nao reparados no DNA também levam a ativacdo dos mecanismos
de morte celular (Carvalho et al., 2019). O aumento da frequéncia de alteracdes
cromossbmicas em relacdo ao controle agua indica a acdo genotoxica das
substancias presentes no 6leo essencial, extrato aquoso e etandlico de M. vittoriana.
Essas alteracbes ocorrem a partir de modificacbes na estrutura e/ou numero de
cromossomos (Leme and Marin-Morales, 2009). O tipo de modificacao induzida pelo
composto téxico indica seu modo de agdo sobre o material genético. Compostos
clastogénicos induzem quebras no DNA enquanto compostos aneugénicos interferem
no fuso mitético, levando a erros durante a segregacao cromossomica, resultando na
eliminacdo de material genético e na formacéo de células poliploides (Fernandes et
al., 2007).

Os resultados das analises microscépicas indicam que tanto o 6leo essencial,
guanto o extrato aquoso e etandlico apresentam modos de acdo, aneugénico e
clastogénico. No entanto, assim como nos ensaios de germinacdo e crescimento,
foram observadas diferencas na sensibilidade das espécies modelos aos tratamentos.
O tamanho da semente, permeabilidade do tegumento, diferentes mecanismos de
absorcdo em L. sativa e A. cepa podem ter influenciado a acédo alelopatica dos

tratamentos (Pellissier, 2013).
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Neste estudo foi possivel observar a maior incidéncia de células com aderéncia
cromossOmica e c-metafases em ambos os tratamentos, tanto para L. sativa quanto
para A. cepa. Essas anormalidades sdo causadas por agentes aneugénicos. A
aderéncia é caracterizada pela formacdo de aglomerados devido a ligacdo de
substancias toxicas aos grupos fosfato do DNA durante a condensacdo ou pela
formacéao de ligacdes inter e intracromatideas (Babich, 1997; EI-Ghamery et al., 2003).
De acordo com ElI-Ghamery et al. (2003) essa anormalidade pode posteriormente ser
relacionada ao surgimento de quebras cromossémicas e formacao de pontes entre as
cromatides. Isso corrobora com os resultados encontrados neste estudo.

Em A. cepa todos os tratamentos induziram a formacdo de pontes
cromossbmicas em anafase. O extrato etandlico também induziu pontes
cromossOmicas em L. sativa. A formacédo das pontes € uma alteracdo clastogénica
gue ocorre pela perda dos telémeros por quebras nas extremidades cromossémicas
seguida pela unido das crométides (Leme and Marin-Morales, 2009; Matsumoto et al.,
2006). Os telbmeros sdo responsaveis por proteger e estabilizar os cromossomos, e
sua auséncia resulta na ligacdo de um cromossomo a outro, formando um
cromossomo dicéntrico durante a segregacdo para os pélos da célula durante a
anafase e tel6fase (EI-Ghamery et al., 2003; Leme and Marin-Morales, 2009).

Catequinas foram identificadas no extrato aquoso etandlico de M. vittoriana.
Esses compostos foram reportados pela capacidade de alterar a conformacgéo de
moléculas como DNA polimerases e topoisomerases em mamiferos, comprometendo
suas func¢des celulares e assim a fisiologia celular (Mizushina et al., 2005; TrnKova et
al., 2013; Yoshida et al., 2013). Farhan et al. (2015) associaram a quebra oxidativa do
DNA em linfécitos humanos a agcéo das catequinas. A agao clastogénica dos extratos

aquoso e etandlico pode ser associada a presenca dessas substancias, visto que as
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células meristematicas de A. cepa e L. sativa apresentaram anormalidades
cromossOmicas decorrentes de quebras no DNA, como as pontes cromossémicas.

As c-metafases e os cromossomos perdidos sdo alteracdes aneugénicas
relacionadas a acao de agentes sobre as fibras do fuso mitético durante a metafase.
As c-metafases ocorrem na auséncia do fuso mitotico, resultando em cromossomos
espalhados e condensados com centrdmeros muito bem definidos no interior da
célula, distinguindo-se da metafase normal em que os cromossomos ficam alinhados
no plano de diviséo celular (Fernandes et al., 2007; Leme and Marin-Morales, 2009).
Os cromossomos perdidos resultam da ndo orientacdo pelas fibras do fuso durante a
metafase. O cromossomo ndo é reconhecido pelo fuso mitético devido a efeitos
epigenéticos na fosforilagdo da serina 10 da histona H3 na regido pericentomérica
(Freitas et al., 2016). Assim, a inducédo de c-metafases e cromossomos perdidos nas
plantas modelos pode ter ocorrido pela acdo de substancias aneugénicas presentes
no 6leo essencial e nos extratos das folhas de M. vittoriana sobre as proteinas que
formam ou regulam o fuso mitético.

Micronucleos foram induzidos pela maioria dos tratamentos, com excec¢éo do
Oleo essencial nas células meristematicas de L. sativa. Essa anormalidade indica o
efeito mutagénico de uma substancia. Ela é originada a partir de fragmentos e perdas
cromossdmicas ndo incorporadas no nucleo durante o ciclo celular (Fenech, 2000).
Neste estudo ela pode ter surgido a partir dos cromossomos inteiros perdidos durante
a anafase como foi observado na maioria dos tratamentos (Fernandes et al., 2007).

Como reportado neste trabalho, a composicdo quimica do Oleo essencial
apresentou predominancia em sesquiterpenos, com destaque para o germacreno D,
enquanto nos extratos aquoso e etandlico a presenca de compostos fendlicos,

taninos, catequinas, e saponinas foram identificadas. Esses compostos podem ter
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contribuido para atividade fitotdxica, citotoxica, genotoxica e mutagénica dos
tratamentos. As saponinas, 0s taninos, os flavonoides, alguns compostos fendlicos e
as catequinas sdo substancias hidrossoliveis e que podem ser liberadas em
condi¢cBes naturais seja pela lixiviacdo pela agua da chuva ou pela decomposicéo de
residuos vegetais (Rice, 1984; Ferreira and Aquila 2000). Os sesquiterpenos também
podem ser liberados naturalmente no ambiente por volatizagcdo, como visto
anteriormente. Essas substancias ao se infiltrarem no solo podem entrar em contato
com as sementes e plantulas de suas vizinhas inibindo a germinacdo e
estabelecimento dessas espécies. Os compostos volateis, como 0s sesquiterpenos,
séo responsaveis pela diferenca na composicao floristica no local de desenvolvimento
de plantas com atividade alelopatica que os possuem (Pires and Oliveira, 2011). Neste
sentido, podemos sugerir que o efeito alelopatico de M. vittoriana em campo possa
ocorrer pela volatizacdo de seus sesquiterpenos ou pela lixiviagdo das substancias
hidrossoluveis presentes em suas folhas para o solo, seja pela chuva ou pela
serapilheira formada com a queda de suas folhas.

De acordo com Ferreira e Aquila (2000) os aleloquimicos podem atuar de forma
direta e indireta. A acdo indireta consiste na alteracao das propriedades do solo, como
status nutricional e a atividade de micro-organismos. Ja a atuagdo direta ocorre
guando o aleloquimico se liga as membranas da planta receptora ou penetra na célula,
interferindo assim no metabolismo da planta.

Como o Oleo essencial, o extrato aquoso e etandlico de M. vittoriana
apresentaram diferentes substancias quimicas, sugerindo que talvez mais de um
composto seja responsavel pelos efeitos encontrados. De acordo com Chotsaeng et
al. (2017) as interacbes sinérgicas entre 0s compostos podem resultar em

combinag¢des complexas com grande diversidade estrutural. Assim, o sinergismo entre
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0s compostos contribui para a complexidade das interacfes das plantas em ambientes
naturais, como a alelopatia, visto que ela € um fenbmeno que ocorre devido a

interacao entre diferentes moléculas liberadas no ambiente.

58



5. CONCLUSAO

Myrcia vittoriana apresentou efeito alelopatico em L. sativa e A. cepa. Os
compostos com potencial alelopatico identificados no 6leo e nos extratos aquoso e
etandlico de M. vittoriana podem ser liberados em condicbes naturais. Os
sesquiterpenos sao compostos volateis e os compostos fendlicos, taninos,
flavonoides, saponinas e catequinas sao hidrossoluveis, de forma que no ambiente
esses compostos podem ser liberados por volatizacédo ou serem lixiviados pela chuva
ou por residuos em decomposicado, atingindo outras espécies de plantas e o solo.
Desta forma, é possivel que M. vittoriana exerca efeito alelopatico sobre outras
espécies plantas, tanto em monocotiledéneas quanto em eudicotiledéneas, em seu
ambiente natural de ocorréncia. Neste cenario, a espécie pode estar exercendo um
papel relevante na definicdo dos padrdes de distribuicdo espacial em comunidades
vegetais. Estudos futuros devem focar em testar o efeito alelopatico desta espécie em
experimentos conduzidos a campo sobre as espécies possivelmente afetadas,
visando o isolamento e a identificacdo das substancias tdxicas presentes nas folhas
de M. vittoriana, assim como a elucidagédo da maneira com que esses compostos séo

liberados no meio ambiente.
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