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1. INTRODUGAO

Nas plantas, os 6leos essenciais desenvolvem fungdes relacionadas a
volatilidade, atuando para atrair polinizadores, para proteger contra predadores e
patdgenos, e também para fazer fungdes ecoldgicas, especialmente como um
inibidor de germinagao. Diferentes autores relataram a possibilidade de utilizagédo
de Oleos essenciais nas atividades agricolas por suas acbes inseticidas,
fumegante e fungicida tornando-se assim uma alternativa viavel aos pesticidas
quimicos (OLIVEIRA et al., 2015; KAISER et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).
Em adicdo a todas essas possibilidades de uso, os dleos essenciais revelam-se
também como potentes inibidores da germinacdo de sementes e do
desenvolvimento de diferentes espécies de plantas demonstrando acdo de
alelopatica (OOTANI et al., 2013; SILVA et al., 2017).

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma espécie de grande importancia
devido a producéo de dleo essencial utilizado na industria de cosméticos e cresce
no mundo inteiro o interesse pelo alecrim com fins fitoterapicos. Estudos tém
demonstrado que o 6leo essencial de alecrim apresenta efeito antibacteriano,
antifungico, anti-inflamatério, antioxidativo e antitumoral (CARDOSO et al., 2014) .

Todavia, o efeito toxico desse 6leo necessita ser melhor estudado quanto a
sua potencialidade alelopatica e antiproliferativo. Ensaios biologicos utilizando
espécies vegetais como organismos alvos sao utilizados para o monitoramento da
bioatividade sendo aquelas mais sensiveis como Lactuca sativa L. (alface),
Lycopersicon esculentum Miller (tomate) e Cucumis sativus L. (pepino),
consideradas plantas indicadoras de atividade alelopética (ALVES et al., 2004)

Para tanto, o objetivo deste trabalho foi identificar efeitos citotéxico,
genotoxico e alelopatico do dleo essencial de alecrim sobre o bioindicador vegetal
Cucumis sativus (pepino).

2. METODOLOGIA

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Genética (LabGen) do
Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas — RS. As sementes de pepino comerciais isentas
de produtos quimicos (Isla®), foram submetidas ao efeito do 6leo essencial de
alecrim. Os o6leos foram extraidos das folhas de plantas adultas, por arraste a
vapor de agua, conforme procedimento realizado no laboratério de produtos
naturais do CCQFA/UFPel sob coordenagao do prof. Rogério Freitag e, em
seguida, acondicionados em frascos escuros e mantidos em refrigerador a 5°C.
Posteriormente, cada 6leo foi emulsionado com Tween 80 a 5%v/v e dissolvidos
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em agua destilada para a obtencdo deas seguintes solugbes T3 20mg/L; T4
40mg/L; T5 80mg/L; T6 160mg/L; T7 320mg/L e T8 640mg/L e utilizou-se agua
destilada (T1) e Tween 5% (T2) como controle negativo.

A verificagdo do potencial alelopatico do 6leo, nas diversas concentragdes,
foi realizada por avaliagdo de germinagao e comprimento das raizes de plantulas.
Para o teste de germinacao, 16 repeticdes de 25 sementes foram semeadas em
gerbox, tendo como substrato uma folha de papel mata-borrdo, umedecidas com
quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco.
Logo apds a semeadura, 1mL da solugdo de cada concentragdo de 6leo foram
distribuidos em papéis-filtro (2cmx2cm), colados na tampa do gerbox, evitando o
contato direto. Em seguida, foram levadas para camara de germinagéo, a 25 %
1°C e a porcentagem de germinagao avaliada no quarto e no oitavo dia apos a
semeadura. Consideraram-se germinadas as sementes que apresentaram
protrusdo da radicula. Durante o periodo do experimento realizou-se o
monitoramento da umidade do papel germiteste e para manté-lo umedecido foi
adicionando 2mL quando necessario.

Os efeitos citotdxico e genotéxico dos tratamentos foram verificados pela
analise da divisdo mitética e calculados os indices mitético (IM), metafasico (IMet)
e anafasico (IAf), e das anormalidades cromossémicas (IAC). Para tanto, as
radiculas foram coletadas aos quatro dias apds a semeadura, fixadas em Carnoy
(3:1, etanol: acido acético glacial) e mantidas em freezer até a analise. Para
proceder a analise das laminas foi utilizada a técnica de esmagamento (GUERRA;
SOUZA, 2002), hidrolisados em HCL 5 N durante dez minutos, lavados em agua
destilada e coradas com orceina acética 2%.

Para cada tratamento foram analisadas cinco laminas e observadas 400
células/lamina pela técnica de varredura, totalizando 2000 células/tratamento.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e a
comparagao de médias pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagao do potencial alelopatico do 6leo essencial de alecrim foi avaliada
através do teste de germinabilidade e foi verificado que houve diferenca
significativa quanto a porcentagem de germinagdo aos quatro dias apds a
semeadura entre o controle negativo agua (T1) e os diferentes tratamentos
utilizados. Porém, ao oitavo dia ap6s a semeadura os tratamentos T1= agua
destilada como controle negativo, T2= tween, T3= 20 mg/L 6leo de alecrim e T4=
40 mg/L dleo de alecrim nao apresentaram diferenca estatistica significativa entre
si, mas os controles negativos (T1 eT2) diferiram significativamente dos
tratamentos com 6leo essencial de alecrim (Tab. 1). A visualizagdo de alteragdes
no indice de germinagdao das sementes revela agao toxica e/ou citotoxica de
extratos ou substancias testadas (LUZ et al. 2012 apud HISTER et al., 2016).

Sao considerados compostos alelopaticos aqueles que atuam como
inibidores de germinacdo e crescimento, que interferirem na divisdo celular,
permeabilidade de membranas e na ativagcdo de enzimas (RODRIGUES et al.
1992). Assim, a reducéo na germinabilidade das sementes frente ao aumento das
concentragdes do 6leo essencial de alecrim testado indica um efeito citotdxico,
que pode ser decorrente de agéo alelopatica de influéncia negativa sobre as
sementes de pepino.
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Tabela 1 — Percentagem de germinacédo de sementes de pepino aos 4 e 8 dias apos a
semeadura, o indice mitético (IM), indice metafasico (IMf), indice anafasico (lAf), indice
de aberragdes cromossOmicas (IAC) e Indice interfasico (lint) em células meristematicas
radiculares de pepino tratadas com diferentes concentragbes do 6leo essencial de

alecrim.
Tratamentos | Germin Germin IM IMet |Anf IAC lInt
Inicial Final

1 65 A 92 A 20 B |[0OOA |0O0OA |[O0OA |976A
2 57 AB 88 A 40AB [0.0A 02 A |0OA |958AB
3 37 BC 77 AB 74 A 04 A |04A |[OA |926 B
4 39 BC 78 AB 32AB {04 A |[0O8A |[0OA [96,8AB
5 35 BC 69 B 04 B |0O0OA |0OO0OA |[OA [|996A
6 32 C 70 B 174 B |02 A |[0OOA |[OA |986A
7 37 BC 68 B 18 B |02 A |[00OA |[OA [982A
8 39 BC 61 B 06 B |0O0OA |[0OO0OA |[OA [|994A

T1= agua destilada como controle negativo, T2= tween , T3= 20 mg/L 6leo de alecrim dissolvido
em agua e Tween a 5%, T4= 40 mg/L 6leo de alecrim, T5= 80mg/L dleo de alecrim, T6= 160mg/L
Oleo de alecrim, T7= 320mg/L 6leo de alecrim e T8= 640mg/L 6leo de alecrim. Médias com letras
diferentes nas colunas diferem estatisticamente pelo teste de Tuckey (P<0,05).

Os resultados obtidos nesse trabalho ndo indicaram uma agéo genotéxica
sobre o indice metafasico (IMet), indice anafasico (IAnf) e a ocorréncia de
alteragdes cromossémicas (IAC), mas obteve-se diferenca estatistica significativa
entre os resultados obtidos para o tratamento T3 e os demais tratamentos,
aumentando o numero de células em divisdo celular quando comparado aos
outros tratamentos, mas o mesmo nao difere estatisticamente de T2 e T4 para a
variavel indice de intérfase (lInf) e indice mitético (IM).

Segundo PERES et al,, (2014) a citotoxicidade e a genotoxicidade de
substancias podem ser avaliadas, respectivamente, através de alteracbes no
processo de divisdo celular sobre o organismo-teste e pela incidéncia de
mutacdes cromossémicas, como quebras cromatidicas, pontes anafasicas, perda
de cromossomos inteiros ou formagao de micronucleos.

FISKESJO (1993, 1994) citado por BAGATINI et al. (2007), ressaltou a
importancia e a utilidade de sistemas testes vegetais na avaliagdo de riscos de
genotoxicidade e enfatizou que apesar das diferengas entre os metabolismos de
plantas e animais, ha também similaridades, e que a ativagdo de pré-mutagénicos
em plantas possui alta relevancia, pois seres humanos consomem plantas
tratadas com agentes quimicos ou produtoras de aleloquimicos.

4. CONCLUSOES

Através da analise dos resultados do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
L em diferentes concentracdes, foi possivel verificar atividade alelopatica e nao
genotoxica, indicando seu potencial para inibicdo de germinacéo.
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