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RESUMO

~ CRESCIMENTO, COMPOSIGAO FITOQUIMICA E EFEITO GENOTOXICO DO
OLEO ESSENCIAL EM ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.) SOB DIFERENTES
PERIODOS DE SALINIDADE

AUTORA: SUANY MARIA GOMES PINHEIRO
ORIENTADORA: SOLANGE BOSIO TEDESCO

Rosmarinus officinalis L. € uma espécie que tem se destacado pelo seu intenso uso popular,
tendo como principal produto o éleo essencial. O trabalho teve como objetivo determinar o
efeito do periodo de salinidade sobre a fitomassa, teor, rendimento, composic¢éo fitoquimica
e genotoxicidade do 6leo essencial das folhas de alecrim. Dois experimentos foram realiza-
dos simultaneamente no periodo entre 3 de junho de 2014 a 12 de dezembro de 2015, os
experimentos foram realizados no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal da
Santa Maria. No experimento |, na testemunha (T1) foi empregada uma solugdo nutritiva
com condutividade elétrica (CE) de 1,0 dSm™e nos demais quatro tratamentos
(T2,T3,T4,T5)foi empregada uma solugéo nutritiva com condutividade elétrica de 5,0 dSm™.
Em T2 o fornecimento da solucdo salina foi iniciado aos 140 dias apés o plantio (DAP), em
T3 aos 150, em T4 aos 160 e em T5 aos 170 DAP. Todas as plantas foram coletadas no
dia 12 de dezembro de 2014 completando um periodo de 190 dias. O periodo no qual as
plantas permaneceram sob condi¢fes salina antes da coleta foi de 50, 40, 30 e 20 dias em
T2, T3, T4 e T5, respectivamente. No experimento |l também foram utilizados quatro perio-
dos de salinidade (CE de 5,0 dSm™) e a testemunha (CE de 1,0 dSm™). O plantio foi feito no
mesmo dia do experimento | e o fornecimento da solu¢do salina iniciou-se nos mesmos dias
do experimento |, porém a colheita foi retardada de forma a aumentar os periodos nos quais
as plantas permaneceram em condi¢des salinas. Todas as plantas foram coletadas no dia
12 de fevereiro de 2015. Dessa forma, o periodo de salinidade antes da coleta foi de 110,
100, 90 e 80 dias nos tratamentos T2, T3, T4 e T5, respectivamente. Em ambos o0s experi-
mentos o delineamento experimental empregado foi casualizado, com cinco repeticées. Foi
realizada extracédo de o6leo das folhas por hidrodestilagdo em Clevenger e posteriormente
realizada cromatografia gasosa. Os 0Oleos essenciais foram avaliados quanto aos efei-
tos antiproliferativo e genotoxico em células de Alliumcepa L.na concentragdo de 0,20 %
para o 6leo das plantas cultivadas nos diferentes periodos de salinidade coletadas aos 190
depois do plantio. Os dados de producéo de fitomassa e rendimento de 6leo essencial foram
submetidos a andlise de variancia com regressao polinomial e os demais dados foram com-
parados pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Os resultados mostraram que o periodo de salini-
dade através de uma solucdo nutritiva com condutividade elétrica de 5 dS m™ reduz linear-
mente a fitomassa, teor e rendimento de 6leo essencial de plantas de alecrim em cultivo
sem solo. Os compostos majoritarios do 6leo essencial foram cénfora,1,8 cineol, verbenona,
a-pineno e B-mirceno. E esse, por sua vez ndo se mostrou genotdxico e nem apresentou
efeito antiproliferativo significativo, com excec¢édo daquele obtido a partir das plantas que
permaneceram por um maior periodo de exposi¢do a salinidade, que inibiu a divisao celular
de Allium cepa.

Palavras-chave: Condutividade elétrica; divisdo celular; Lamiaceae.



ABSTRACT

GROWTH, PHYTOCHEMICAL COMPOSITION AND GENOTOXIC EFFECT OF
ROSEMARY ESSENTIAL OIL (ROSMARINUS OFFICINALIS L.) UNDER
DIFFERENT PERIODS OF SALINITY.

AUTHOR: SUANY MARIA GOMES PINHEIRO
ADVISER: SOLANGE BOSIO TEDESCO

Rosmarinus officinalis L. is a species that has stood out for its intense popular use,
the main product the essential oil. The work was ainmed determine the effect of sa-
linity on the biomass period, content, yield, phytochemical composition and genotoxi-
city of essential oil of rosemary.Dois experiments sheets were simultaneously per-
formed between June 3, 2014 to December 12, 2015, the experiments were per-
formed in the department of Plant Science at the Federal University of Santa Maria.
In the first experiment, the control (T1) was employed in a nutrient solution with elet-
rical conductivity (EC) of 1.0 dSm™ and the other four treatments (T2, T3, T4, T5) was
used with a nutrient solution conductivity electric 5,0 dSm™. T2 plants were submitted
to the salt solution for a period of 140 days after planting (DAP) in T3 to 150 in the
160 T4 and T5 to 170 DAP. All plants were collected on 12 December 2014 complet-
ing a period of 190 days. The period in which the plants remained under saline condi-
tions before the collection was 50, 40, 30 and 20 days in T2, T3, T4 and T5, respec-
tively. In the second experiment it was also compared four periods of salinity (CE 5.0
dSm™) and control (CE 1.0 dSm™ ). The planting was done on the same day of the
experiment | and the supply of saline solution began on the same day of the first trial,
but the harvest was delayed in order to increase the periods in which the plants re-
mained in saline conditions. All plants were collected on 12 February 2015. Thus, the
salinity period before the collection was 110, 100, 90 and 80 days for treatments T2,
T3, T4 and T5, respectively. In both experiments the experimental design was ran-
domized with five replications. The Extraction of oil from the leaves by hydrodistilla-
tion in Clevenger was performed and then performed gas chromatography. The es-
sential oil was evaluated for antiproliferative and genotoxic effects in cells of Allium
Cepa at a concentration of 0.20 % for the oil of plants grown in different periods of
salinity collected at 190 after planting. The biomass production data and essential oll
were subjected to analysis of variance with polynomial regression and other data
were compared by Scott-Knott test (p <0.05). The results showed that the salinity
period through a nutrient solution with electrical conductivity of 5 dS m-1 linearly re-
duces biomass, content and essential oil yield of rosemary plants in soilless culture.
The major compounds of the essential oil were camphor, 1.8 cineol, verbenone, a-
pinene and B-myrcene. And this in turn was not genotoxic nor showed significant an-
tiproliferative effect, except that obtained from the plants that remained for a longer
period of exposure to salinity, which inhibited cell division of Allium Cepa.

Keywords: Electrical conductivity; cell division; Lamiacea
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INTRODUCAO

Desde as antigas civilizagdes o homem busca na natureza recursos para me-
lhorar suas condi¢cfes de vida, e dentre esses recursos esta a utilizacdo de plantas
para fins medicinais (LORENZI; MATOS, 2006).Nas ultimas décadas, o consumo
desses produtos naturais vem aumentando devido a necessidade crescente da po-
pulacdo mundial buscar medicamentos alternativos para o tratamento de doencas.
(FERRARI et al., 2011). Dentre as espécies que sao utilizadas para essa finalidade,
o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) vem se destacando pelo seu intenso uso popu-
lar, tendo como principal produto o éleo essencial, que é resultante do metabolismo
secundario da planta (FERRARI et al., 2011). Segundo Faria (2005) este 6leo possui
propriedades terapéuticas como atividade analgésica e acdo anti-inflamatoria. Essa
espécie, também vem sendo utilizada na industria de perfumaria e cosmético, na
industria alimenticia, assim também como na agricultura, como biocontrole, aumen-
tando assim o interesse pelo alecrim por pesquisadores de diversas areas.

No Brasil, o alecrim produzido ainda esta abaixo das qualidades exigidas pelo
mercado, fazendo com que sejam necessarias pesquisas que desenvolvam novas
técnicas de cultivo visando maior produtividade de biomassa, rendimento e qualida-
de do 6Oleo essencial da planta. (FERRARI, 2011; CARVALHO, 2010). Segundo Fer-
rari et al. (2011) condicBes ambientais, assim também como, a nutricdo e o estresse
fisiologico ao qual as plantas estejam submetidas podem interferir na qualidade e
quantidade do Oleo essencial, estando diretamente correlacionados a variagdo na
producao de substancias ativas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

O alecrim é uma espécie originaria da regido do Mediterraneo, caracterizada
por verdes quentes e secos de acordo com a classificacdo de Koppen. (KOPPEN,
1948). O clima dessa regiao é diferente do tipo Cfa, subtropical imido sem estacao
seca definida e precipitacdo pluviométrica média anual superior a 1.000 mm que
ocorre no Rio Grande do Sul. (ALVARES et al., 2014; KOPPEN, 1948).

A alternativa para amenizar as condi¢cdes naturais pouco favoraveis a produ-
cao do alecrim nessa regido é o cultivo sem solo. Esse sistema de cultivo permite
proteger as plantas da precipitacdo pluviométrica e controlar o fornecimento de agua
e de nutrientes, de forma a otimizar o crescimento. O sistema do cultivo sem solo

permite também planejar a producao de fitomassa visando uma maior regularidade
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no decorrer do ano, a qual é importante no segmento de processamento industrial
do 6leo essencial (ANDRIOLO, 1999; SANTOS, 2000).

Uma das caracteristicas da regido mediterranea considerada favoravel a pro-
ducéo de Oleos essenciais é a reduzida precipitacdo pluviométrica associada a baixa
umidade do ar e do solo. Essas condi¢des determinam uma baixa disponibilidade de
agua em torno das raizes e uma elevada demanda transpiratoria da parte aérea, que
podem provocar estresse de agua durante o crescimento e desenvolvimento das
plantas. No cultivo sem solo o estresse de agua pode ser induzido pelo manejo da
concentracdo salina da solugédo nutritiva, a qual pode modificar o crescimento, 0
rendimento e composi¢cdo do Oleo essencial do alecrim. As concentragdes salinas
elevadas onde as raizes crescem podem reduzir a absor¢cdo de agua pela planta
(DIAS; BLANCO, 2010) e/ou provocar toxidez, afetando varios processos fisiolégicos
e bioquimicos (ATIENZA et al., 2004; ESTEVES; SUZUKI, 2008; DIAS; BLANCO,
2010). Segundo Waterman e Mole (1994) essas alteracdes dependem do tipo e da
intensidade do estresse, como também do periodo em que a planta fica submetida a
essas condicfes. Ha indicacdes que os efeitos a curto prazo provocam um aumento
na producdo de alguns metabdlitos secundarios, enquanto a longo prazo € observa-
do efeito oposto (WATERMAN; MOLE, 1994).

Outro aspecto importante refere-se ao efeito dos compostos presentes no
0leo essencial do alecrim sobre a divisdo celular e material genético de um organis-
mo alvo. Estudos ja realizados por Frescura (2014) mostraram que o 6leo essencial
de alecrim a uma concentracdo elevada pode ser genotoxico. No entanto, em se tra-
tando de 6leo essencial sdo necessarios mais estudos sobre a espécie em relacéo
a genotoxicidade, tendo em vista que a composi¢cado quimica do 6leo essencial pode
variar conforme as condi¢Ges de cultivo de plantas podendo assim alterar o efeito
genotoxico.

Possiveis efeitos genotoxicos de compostos existentes no 6leo essencial po-
dem ser monitorados pelo uso do sistema Allium cepa L. (BAGATINI, 2007), que
consiste em avaliar o indice de divisdo celular mitética, fornecendo informacdes so-
bre o potencial que as substancias tém de inibir ou aumentar a proliferagéo celular e
0 numero de alteragdes cromossomicas (FRESCURA, 2012).

O presente estudo teve como objetivo determinar a fitomassa, teor, rendimen-

to, composicao fitoquimica e efeito genotoxico do dleo essencial de Rosmarinus offi-
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cinalis, sob diferentes periodos de salinidade, visando a producdo de alecrim em

cultivo sem solo na regiao Sul do Brasil.
REVISAO DE LITERATURA

FAMILIA LAMIACEAE E METABOLITOS SECUNDARIOS

A familia Lamiaceae é constituida por aproximadamente 200 géneros e 3200
espécies distribuidas em todo o planeta (BOTREL et. al., 2010). Sendo esta com-
posta por ervas, arbustos ou arvores; caules geralmente quadrados em corte trans-
versal (FALCAO; MENEZES, 2003). Os ramos jovens s80 em sua maioria tetrangu-
lares, sendo as folhas simples, opostas e com o limbo mostrando transi¢cdes de bor-
do inteiro, dentado, lobado ou partido. (BARROSO, 1991).

Essa familia representa grande importancia econémica, por apresentar abun-
dancia de espécies aromaticas, medicinais e ornamentais, além de produzir éleo
essencial que € utilizado em varios setores da industria (MENEZES, 1994). Nas La-
miaceaes 0 Oleo essencial € armazenado em estruturas secretoras externas, as
guais sdo chamadas de tricomas glandulares, estes por sua vez caracterizam-se por
apresentar o pedicelo ou pedunculo, que pode ser uni ou multicelular, uni ou multis-
seriado e a glandula, também uni ou multicelular, quando subdivididas por paredes
horizontais e verticais (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Os 6leos esséncias apesar de serem bastante difundidos, ndo sdo ainda sufi-
cientemente estudados no que se refere aos problemas que seu consumo pode tra-
zer para a saude do usuario (FERRARI et al., 2011). Essas substancias sdo produ-
zidas em diferentes concentracdes, aparentemente como defesa das plantas contra
virus, bactérias, fungos e animais predadores, entre outros (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Segundo Morais (2009), os metabdlitos representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente, ou seja, a composi¢cao quimica dos mesmos vai de-
pender dos estimulos decorrentes do ambiente no qual a planta se encontra. Esses
estimulos poderdo ocasionar a biossintese de diferentes compostos, tendo em vista
gue o ambiente pode interferir nas rotas metabdlicas.

Tais compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas possu-

em propriedades biolégicas que por serem empregadas nos setores alimenticio,
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agrondmico, e principalmente farmacéutico, podem provocar interesse de pesquisa-
dores dessas areas (BEZERRA, 2008).

ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.)

Rosmarinuss officinalis, conhecida popularmente como alecrim, pertencente a
familia Lamiaceae, é originaria da Regidao Mediterranea e cultivada em quase todos
0s paises de clima temperado. A planta possui porte subarbustivo lenhoso, ereto,
de até 1,5 m de altura. As folhas séo lineares, coriaceas e muito arométicas, medin-
do 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espessura, flores azulado-claras,
pequenas e de aroma forte e muito agradavel, estando reunidas em inflorescéncias
curtas do tipo racemo (LORENZI; MATOS, 2006; BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Essa cultura é de significativa importancia, devido a sua ampla utilizagdo na
industria farmacéutica, alimenticia e na agricultura que vem sendo utilizada como
controle biologico. O alecrim tem como principal produto o 6leo essencial, este por
sua vez € muito utilizado para fins medicinais, devido a alta quantidade de principios
ativos. (FERRARI et al., 2011). Na inddstria alimenticia e de bebidas, os 6leos es-
senciais de alecrim sdo empregados como aromatizantes e na area de cosmeéticos
sdo apontados como matéria prima, devido a sua acdo antisséptica e cicatrizante
(SIANI, 2000).

Em sua composi¢do quimica o 6leo essencial do alecrim apresenta, borneol,
cineol, pineno, cafeneno, eucaliptol entre outros (BIASI;, DESCHAMPS,2009). No
entanto, o rendimento e a composicdo desse 6leo podem variar, dependendo do
manejo e das condicdes ambientais a que as plantas estdo submetidas
(NASCIMENTO et al., 2007).

SALINIDADE

SituagBes de estresse podem causar impactos sobre as vias metabdlicas, in-
terferindo assim na producdo de metabdlitos secundéarios (COSCOLIN, 2012). Uma
dessas situagOes € a concentracdo da solucéo nutritiva, que € medida pela conduti-
vidade elétrica (CE). Os valores dessa condutividade sé&o proporcionais a concentra-
¢éo dos ions encontrados na solucdo (COSTA et al., 2001). Concentracdes elevadas

de sais nessa solucdo podem induzir ao estresse hidrico, com alteragdes na absor-
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cdo de Agua e nutrientes e, consequentemente, na fisiologia da planta (MENDES,
2008). A dificuldade na absor¢do de dgua causada pela salinidade vai resultar em
um primeiro momento na reducéo da fotossintese e no crescimento da planta, prin-
cipalmente devido ao custo metabdlico de energia associado as adaptacdes da con-
dicdo salinas (DIAS; BLANCO, 2010; RAGANGNIN, 2013). Em seguida, alteracdes
hormonais e fisiolégicas ocorrem como mecanismos de defesa para a sobrevivéncia
da planta sob essas condi¢des, sendo um desses mecanismos a producdo de meta-
bolitos secundarios (PROBST, 2012).

Na maioria das espécies a disponibilidade limitada de agua causa efeito nega-
tivo para o crescimento e desenvolvimento. Em contrapartida para espécies aromati-
cas, medicinais e condimentares o elevado nivel de salinidade e outros fatores abi6-
ticos que causam estresse a planta tém se mostrados favoraveis ao acumulo de
constituintes ativos (MORAIS, 2009). No entanto o efeito positivo desses fatores de-
pende tanto da intensidade como do periodo de ocorréncia e também do estadio
fenolégico em que ocorre (GOLBO-NETO; LOPES, 2007).

Frescura et al. (2014) analisando diferentes concentracdes de solucdo nutriti-
va no cultivo do alecrim observou que em concentragcdes mais elevadas de sais o
teor de 6leo essencial foi maior, em contrapartida para o rendimento do 6leo essen-
cial concentracbes mais altas de solug¢ao nutritiva proporcionaram reducdo no ren-
dimento do 6leo. Esse menor rendimento de Oleo essencial alcancado em solugéo
mais salina, pode ser atribuido ao longo periodo no qual as plantas ficaram submeti-

das as altas concentracfes de salinidade (durante todo o ciclo da cultura).

GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade, segundo Fernandes et al. (2011), “é a capacidade que al-
gumas substancias tém de induzir alteragcdes no material genético de organismos a
elas expostos”. Essas alteragcbes podem ser causadas por diferentes agentes, qui-
micos, fisicos ou biolégicos, denominados de genotdxicos, que sao capazes de in-
duzir instabilidade cromossémica e processos cancerosos (BAGATINI et al., 2007).

Visando a deteccéo de genotoxicidade tém sido utilizados para analise dos
efeitos de extratos vegetais sobre as células sistemas testes como o de Allium cepa
(TEIXEIRA et al., 2003; FACHINETTO et al., 2007). Segundo Cabrera e Rodriguez
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(1999) esse método foi validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimi-
ca (IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das Na¢des Unidas (UNEP).

No sistema teste de Allium cepa os bulbos séo colocados para enraizar em
agua destilada e durante 24 horas sdo mantidos em contato direto com a substancia
a ser testada. A seguir sdo avaliados o indice mitotico como indicador da prolifera-
cdo adequada das células e as alteracdes cromossémicas que sao indicadores
de genotoxicidade (FRESCURA et al., 2013; GADANO et al., 2002; KNOLL et al.,
2006; TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012).

Os efeitos das infusdes de plantas medicinais sobre o ciclo celular de Allium
cepa tém sido estudados por varios autores (DIAS et al., 2014; FACHINETTO et al.,
2007; KNOLL et al., 2006; PAULA et al., 2015), os quais mostraram que 0s princi-
pais efeitos que ocorrem sao a inibicdo da divisdo celular conforme o aumento da
concentracdo dos chas (extratos aquosos) de plantas medicinais, além do apareci-
mento de alteracdes cromossomicas.

Huang et al. (1994) utilizando o extrato de folhas de alecrim para avaliar seu
efeito inibitorio de tumores no estagio inicial em camundongos, observou uma redu-
cdo de até 90% dos tumores. Sendo esta inibicdo provocada pelo aci-
do ursdlico e carnosol presentes no alecrim. Frescura (2014) estudando o efei-
to antiproliferativo do 6leo essencial do alecrim, observou que esse apresentou ativi-
dade antiproliferativa, nas concentracdes de 3 e 10% de Oleo essencial.

Pesquisas relacionadas a genotoxicidade de compostos com atividades biolo-
gicas sao de suma importancia, tendo em vista que tais resultados séo relevantes na
fabricacdo de novos farmacos, uma vez que a maioria das industrias farmacéuticas
se baseia nos resultados de testes de genotoxicidade, para deliberarem os proces-
samentos de um novo agente terapéutico (PURVES et al., 1995; VARANDA, 2006).
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ARTIGO 1

Producéo de biomassa, teor e rendimento do 6leo essencial de alecrim (Ros-
marinus officinalis L.) sob diferentes periodos de salinidade em cultivo sem
solo

RESUMO: O trabalho teve como objetivo determinar o efeito de diferentes periodos
de salinidade sobre a fitomassa, teor e rendimento do 6leo essencial de plantas de
alecrim em cultivo sem solo. Foram feitos dois experimentos no Departamento de
Fitotecnia, UFSM, entre 03 de junho de 2014 a 12 de fevereiro de 2015. No experi-
mento |, na testemunha (T1) foi empregada uma solucéo nutritiva com condutividade
elétrica (CE) de 1,0 dSm™ e nos demais quatro tratamentos (T2,T3,T4,T5)foi empre-
gada uma solugdo nutritiva com condutividade elétrica de 5,0 dSm™. Em T2 o forne-
cimento da solucao salina foi iniciado aos 140 dias ap6s o plantio (DAP), em T3 aos
150, em T4 aos 160 e em T5 aos 170 DAP. Todas as plantas foram coletadas no
dia 12 de dezembro de 2014 completando um periodo de 190 dias. O periodo no
qual as plantas permaneceram sob condi¢Bes salina antes da coleta foi de 50, 40,
30 e 20 dias em T2, T3, T4 e T5, respectivamente. No experimento |l também foram
comparados quatro periodos de salinidade (CE de 5,0 dSm™) e a testemunha (CE de
1,0 dSm™). O plantio foi feito no mesmo dia do experimento | e o fornecimento da
solucédo salina iniciou-se nos mesmos dias do experimento |, poréma colheita foi
retardada de forma a aumentar os periodos nos quais as plantas permaneceram em
condi¢des salinas. Todas as plantas foram coletadas no dia 12 de fevereiro de 2015.
Dessa forma, o periodo de salinidade antes da coleta foi de 110, 100, 90 e 80 dias
nos tratamentos T2, T3, T4 e T5, respectivamente. Em ambos 0s experimentos o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. O
periodo de salinidade através de uma solucdo nutritiva com condutividade elétrica de
5 dS m™ reduz linearmente a fitomassa, teor e rendimento de 6leo essencial de plan-
tas de alecrim em cultivo sem solo.

Palavras-chave: Crescimento; salinidade; solu¢do nutritiva.

ABSTRACT: Biomass production, content and yield of rosemary essential oil (Ros-
marinus officinalis L.) under different periods of salinity in soilless culture. The study
aimed to determine the effect of different periods of salinity on the biomass, content
and yield of essential oil of rosemary plants in soilless culture. Two experiments were
made at the Department of Plant Science,UFSM, from 3 June 2014 to 12 February
2015. The experiment | in the control (T1) was employed in a nutrient solution with
condutivida-electric (CE)1,0 dSm™ and the other four treatments (T2, T3, T4, T5) was
employed one nutrient solution with electrical conductivity of 5.0 dSm™. T2 supply of
saline solution was started at 140 days after planting (DAP) in T3 to 150 in the 160
T4 and T5 to 170 DAP. All plants were collected on 12 December 2014 completing a
period of 190 days. The period in which the plants remained under saline conditions
before the collection was 50, 40, 30 and 20 days in T2, T3, T4 and T5, respectively.
In the second experiment it was also compared four periods of salinity (CE 5.0 dSm’
Yy and control (CE 1.0 dSm™). Planting was done on the same day of the experiment
| and the supply of saline solution was started on the same day | of the experiment,
however the harvest was delayed in order to increase the periods in which the plants
have remained in saline conditions. All plants were collected on 12 February 2015.
Thus, the salinity period before the collection was 110, 100, 90 and 80 days for trea-
tments T2, T3, T4 and T5, respectively. In both experiments the experimental design
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was completely randomized, with five replications. The salinity period through a nu-
trient solution with electrical conductivity of 5 dSm™ linearly reduces biomass, content
and essential oil yield of rosemary plants in soilless culture.

Key words: Growth; salinity; nutrient solution.
INTRODUCAO

O emprego de plantas para fins medicinais vem ganhando destaque nos ulti-
mos anos (Lorenzi & Matos, 2006). Dentre as espécies medicinais e aromaticas,
destaca-se Rosmarinus officinalis L. (Ferrari et al., 2011). Essa espécie € conhecia
popularmente como alecrim e é originaria da regido mediterranea tendo como princi-
pal produto o 6leo essencial, que possui atividades antioxidantes, além de ter acédo
bactericida e fungicida (Bozin et al., 2007).

Essa espécie tem sido considerada de crescimento lento, podendo sua colhei-
ta ser feita em anos alternados para obter maior producdo de fitomassa. (Biasi
& Deschamps, 2009). Com isso, o cultivo em ambiente protegido sem solo pode ser
uma técnica promissora, pois através dessa técnica € possivel um maior controle no
fornecimento de agua e nutrientes, além dos efeitos adversos do ambiente externos
serem minimizados pelo ambiente de casa de vegetacao, proporcionando um maior
crescimento das plantas e encurtando o ciclo produtivo, aumentando assim a produ-
tividade (Santos, 2000). Entretanto, o estimulo ao crescimento no cultivo sem solo
nao vem necessariamente acompanhado pelo aumento na qualidade dos produtos.
Em hortalicas como o tomate e o meldo, a elevada disponibilidade de agua e de nu-
trientes que caracteriza esse sistema de cultivo esta associada a uma menor quali-
dade dos frutos (Fogaca et al., 2007; Blanco, 2008). Para essas culturas, tem sido
recomendado o emprego de solugdes nutritivas com reduzida concentracao de N
(Fogaca et al., 2007) ou aumento da concentracdo salina da solucédo, a fim de res-
tringir o crescimento vegetativo e aumentar a qualidade dos frutos em cultivo sem
solo. A mesma situacado pode ocorrer com as plantas condimentares como o ale-
crim.

O O6leo essencial do alecrim é constituido por flavonoides, como
a luteolina, aligenina, diosmetina (Ferrari et al., 2011), além de terpenos, como
o cineol, pineno e a canfora (Serafini et al., 2002; Lorenzi & Matos, 2008; Frescura

et al., 2013). No entanto, assim como a composi¢ao, o rendimento do 6leo também
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pode variar em funcdo de fatores genéticos e ambientais, uma vez que esse é pro-
duzido a partir do metabolismo secundério das plantas quando essas sao submeti-
das a algum tipo de estresse (Ferrari et al., 2011).

Dentre as condicfes de estresse, podemos citar altas concentracdes de sais
em solugdes nutritivas, podendo ocasionar alteracdes bioquimicas e fisioldgicas, im-
plicando, dessa forma, em mudancas na absor¢cdo de agua e nutrientes que afetam
0 crescimento da planta e, em alguns casos dependendo da duracdo do estresse
pode causar até a morte (Sairam & Tyagi, 2004; Taiz & Zeiger, 2013; Beltrdo et al.,
1997).

Segundo Waterman & Mole (1994) o tempo em que a planta se encontra sob
condicBes de estresse € um fator importante a ser considerado, uma vez que perio-
dos menores em que as plantas ficam submetidas a tais condicdes podem favorecer
um maior crescimento e um maior rendimento do 6leo essencial. Ndo foram encon-
trados na literatura resultados indicando o efeito de diferentes periodos de salinidade
no crescimento da planta e no rendimento do 6leo essencial do alecrim.

O trabalho teve como objetivo determinar o efeito de diferentes periodos de
salinidade sobre a fitomassa, teor e rendimento do 6leo essencial de plantas de ale-

crim em cultivo sem solo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em cultivo protegido na area experimental
do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria no interior
de um abrigo de polietileno. Os periodos dos experimentos foram de junho a de-
zembro de 2014 (experimento 1) e de junho de 2014 a fevereiro de 2015 (experimen-
to II). Segundo a classificagdo de Koppen, a regido caracteriza-se por apresentar
clima Cfa, subtropical imido sem estacdo seca definida (Alvares et al., 2014; Kop-
pen, 1948).

Durante o periodo dos experimentos a temperatura meédia do ar e radiacao
solar global acumulada foram coletadas diariamente por uma estagdo meteorolégica
automatica cerca de 300 metros de distancia. Os valores médios para essas varia-
veis foram, respectivamente, 13,9 °C e 249,82 MJ.m? em junho; 15,10°C e 329
MJ.m-2 em julho;15,9 °C e 433,8 MJ.m™? em agosto;18,4 °C e 484,66 MJ.m™? se-
tembro;22,5 °C e 670 MJ.m™ outubro; 23,1 °C e 684 MJ.m* em novembro; 23,22°C
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e 629,73 MJ.m? em dezembro; 24,22°C e 653,31 MJ.m? em janeiro e 23,20°C e
582,3 MJ.m™ em fevereiro.

O dispositivo para cultivo das plantas foi constituido de bancadas com telhas
de fibrocimento, revestidas com filme transparente de polietileno de baixa densidade
com espessura de 100 ym. As telhas apresentavam 4 m de comprimento, 1 m de
largura, e 0,8 m de altura, apoiadas a uma estrutura de alvenaria formando uma de-
clividade de 1 % (Gimenez, 2007). Sobre os canais das telhas (0,06 m de altura e
0,18 m) foram colocados britas basaltica média utilizada na construcéo civil, de ta-
manho de particulas entre 0,015 m e 0,020 m. As mudas de alecrim por sua vez fo-
ram adquiridas no comércio local e plantadas em vasos de polipropileno de
3dm?®preenchidos com areia lavada. Os vasos foram dispostos sobre as bancadas
em trés fileiras, na distancia de 30 cm entre fileiras e de 35 cm entre 0s vasos na
fileira, totalizando 33 vasos por tratamento com uma planta por vaso.

No experimento | (Figura 1) foram realizados cinco tratamentos constituidos
por quatro periodos de salinidade e a testemunha. Na testemunha (T1) foi utilizada
uma condutividade elétrica de 1,0 dSm™ e nos demais quatro tratamentos a conduti-
vidade elétrica da solucdo nutritiva foi de 5,0 dSm™, definida com base nos resulta-
dos de Frescura (2014). Em T2 as plantas ficaram submetidas a solucao salina por
um periodo de 140 dias, em T3 por um periodo de 150, em T4 e em T5 por periodos
de 160 e 170 dias, respectivamente. Todas as plantas foram coletadas no dia 12 de
dezembro, completando entdo um ciclo de 190 dias. Dessa forma, o periodo de sali-
nidade nos quais as plantas ficaram submetidas antes da coleta foi de 50, 40, 30 e
20 diasem T2, T3, T4 e T5, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1- Experimento |. Esquema dos diferentes tratamentos (periodos de salinidade), em que as
plantas de Rosmarinus officinalis ficaram submetidas, até o dia da coleta (190 dias apds o plantio).
Santa Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
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No experimento Il também foram utilizados cinco tratamentos constituidos por
quatro periodos de salinidade e a testemunha. O plantio foi feito concomitantemente
ao experimento | (03/06/2014) e a aplicacdo da solucédo salina iniciou-se nos mes-
mos dias do experimento |, porém a coleta foi retardada de forma a aumentar o peri-
odo de salinidade. Na testemunha (T1) foi utilizada uma condutividade elétrica de
1,0 dSm™ e nos demais quatro tratamentos a condutividade elétrica da solugéo nutri-
tiva foi de 5,0 dSm™, em procedimento idéntico aquele empregado no experimento
I. Todas as plantas foram coletadas no dia 12 de fevereiro de 2015. Dessa forma, a
duracdo do periodo de salinidade antes da coleta foi de 110, 100, 90 e 80 dias em
T2, T3, T4 e T5, respectivamente (Figura 2). Em ambos os experimentos o delinea-

mento experimental empregado foi inteiramente casualizado, com cinco repeticées.
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Figura 2- Experimento ll-Esquema dos diferentes tratamentos (periodos de salinidade), em que as
plantas de Rosmarinus officinalis ficaram submetidas, até o dia da coleta (250 dias apés o plantio).
Santa Maria, RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Foi empregada a solucéo nutritiva descrita por Frescura (2014) com a seguin-
te composicdo idnica mmol.L™: 8,3 de NOs. 1,0 de NH,4*; 0,7 de H,PO,_; 5,0 de K*;
1,5 de Ca®*; 1,25 de Mg** e 1,25 de SO,*>"Os micronutrientes foram fornecidos nas
concentracdes de, em mg.L™, 0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,06 de Cu; 0,50 de Mn; 0,22
de Zn e 1,0 mg.L™ de Fe na forma quelatizada. Os macronutrientes foram fornecidos
atraves dos fertilizantes nitrato de potassio, fosfato monopotassico, nitrato de calcio
(Calcinit®) e sulfato de magnésio.

O fornecimento da solucdo nutritiva foi através de mangueira gotejadora co-
nectada a uma bomba submersa no interior do reservatério, acionada por um pro-
gramador horario (temporizador). Para cada fileira de vaso foi distribuida uma fita
gotejadora, de modo que fique um gotejador para cada vaso. Sendo empregado um
coeficiente de drenagem néo inferior a 30% em cada fertirrigagdo e a solugao dre-
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nada foi recolhida e retornada ao reservatério de origem, em sistema fechado. Fo-
ram feitas de uma a quatro fertirrigacdes diariamente de forma a repor os volumes
de agua transpirados pelas plantas.

A condutividade elétrica permaneceu proximo ao valor inicial, tolerando-se um
desvio de 10 %, utilizando para suas possiveis corre¢des, agua ou aliquotas de nova
solucéo nutritiva, dependendo da necessidade. O pH foi mantido entre 5,5 e 6,5 tole-
rando-se um desvio de 0,2 unidades, mediante adicdo de NaOH ou H,SO,4 na con-
centracdo 1 N, conforme a necessidade. A solucdo nutritiva foi completada sempre
gue o volume for igual ou inferior a 50 % do volume original.

As coletas das plantas foram feitas aos 190 (experimento I) e 250 (experimen-
to I) dias apo6s o plantio, nas quais foram coletadas dez plantas por tratamento em
cada experimento. As plantas foram avaliadas quanto a producdo de fitomassa e
Oleo essencial.

Nas coletas as ramificagbes foram cortadas imediatamente ap0s a terceira
gema axilar visivel. As folhas foram separadas das hastes, a massa fresca foi de-
terminada imediatamente ap0s a coleta e a massa seca ap0s secagem em estufa de
circulagdo forcada de ar, na temperatura de 60 °C, até obter massa constante entre
duas determinagdes sucessivas.

Para a extracao do 6leo essencial, as folhas apés coletadas foram armazena-
das em freezer com temperatura de aproximadamente 4 °C. A extracao foi feita no
Laboratorio de Farmacotécnica da Universidade Federal de Santa Maria, utilizando o
processo de hidrodestilagcdo em um aparelho de Clevenger durante 3 horas (Farma-
copéia Brasileira, 2000). O 6leo foi seco sobre sulfato de sddio anidro e, apds filtra-
cao, foi armazenado a 4 °C, de acordo com a metodologia. O rendimento do 6leo
essencial foi calculado a partir da relacdo entre a massa de folhas da planta e a
massa de 6leo e o teor foi calculado a partir de uma relacéo entre a massa de 0Oleo
essencial e a fitomassa da amostra.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as variaveis que apre-
sentaram diferenca significativa pelo teste F foram analisadas por regresséo polino-
mial ao nivel de 1% de probabilidade.

Os resultados das plantas submetidas a diferentes periodos de salinidade fo-
ram expressos em fracao relativa dos resultados das plantas testemunhas para cada

uma das variaveis determinadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento I, cuja coleta foi realizada 190 dias apos o plantio, a massa
fresca e seca nao diferiram significativamente entre os tratamentos. As médias foram
de 179,5 e 54 g.planta™, respectivamente. No entanto houve diferencas significativas
entre os tratamentos no experimento Il, no qual a coleta foi realizada 250 dias ap0s
o plantio. Quanto ao rendimento e ao teor do 6leo essencial, houve diferenca signifi-
cativa entre os tratamentos nos dois experimentos.

A massa fresca e seca no experimento Il decresceu linearmente com o au-
mento do periodo de salinidade (Figura 3). As plantas que permaneceram por um
periodo de 110 dias sob condicées salinas alcancaram 170 g.planta™, o que corres-
ponde a 79 % do crescimento das plantas testemunhas (215 g.planta™). A massa
seca também decresceu linearmente, e aos 110 dias sob condi¢des salinas as plan-

tas atingiram aproximadamente 70 % (59 g.planta™) da massa seca das plantas tes-

temunhas.
m 15
(7))
[7}]
@
=
] 0,8 -
@
Q
m —
Lo
o % 0.6 - =-0,0072x + 1,544
o8 R2=0,9
£ 5
T o 04 - y=-0,0081x + 1,557
o S R2=0,7797
= wn
T
o 0,2
(]
W0
(&1}
o
LL 0 T T T T T 1
60 70 80 90 100 110 120
Periodos de salinidade (dias)
A Massa seca m Massafresca

Figura 3- Fracéo relativa da massa fresca e massa seca das folhas Rosmarinus officinalis coletadas
aos 250 dias apo6s o plantio, cultivadas sob diferentes periodos de salinidade. Santa Maria, RS, Brasil,
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

A producdo maxima de fitomassa seca foi de aproximadamente 83g nas plan-
tas testemunhas que foram colhidas aos 250 dias apés o plantio. Essa producédo su-
perou aquela obtida por Frescura et al. (2014) em cultivo sem solo no mesmo local,

que foi de 68,69 g. Também foi observado o incremento na massa seca de alecrim,



24

comparado proporcionalmente ao tempo de cultivo, em relagéo ao estudo realizado
por May et al.( 2010), quando este cultivou o alecrim em solo no estado de S&ao Pau-
lo. Esses resultados indicam que a producédo do alecrim em ambiente protegido sem
solo pode ser uma boa alternativa, para o cultivo dessa espécie, podendo vim a
atender a demanda do comércio.

A diminuicdo da producéo de fitomassa motivada por condigcbes adversas
também foi observada na espécie de plantas do género Plectranthus, onde o uso da
agua com niveis crescentes de condutividade elétrica (0,7; 1,9; 3,1; 4,3 e 5,5 dS m™)
associadas a diferentes niveis de radiagdo promoveu reducdes significativas na ma-
téria seca das plantas, ou seja, a maior condutividade elétrica da agua promoveu
uma reducdo no crescimento das plantas (Freitas et al., 2014). Entretanto, a reducao
relatada nesse, foi inferior ao encontrada no presente trabalho, ja que a espé-
cie P. grandis apresentou uma perda percentual de 34,76% de massa seca quando
esta foi cultivada em condutividade elétrica de aproximadamente 4,5 dSm™ sob tela-
do. Frescura (2014), em condi¢cdes semelhantes de cultivo do alecrim também ob-
servou uma reducédo na fitomassa com o aumento da salinidade.

O teor do 6leo essencial decresceu linearmente em ambos 0s experimentos
(Figuras 4 e 5). Esses valores foram inferiores ao encontrados por Frescura (2014)
que avaliando o teor de 6leo essencial do alecrim em diferentes concentracdes de
solucédo nutritiva em ambiente protegido fora do solo obteve um valor maximo de

aproximadamente 2,69 %.
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Figura 4- Fragéo relativa do teor de 6leo essencial das folhas de Rosmarinus officinalis coletadas
aos 190 dias ap6s o plantio, cultivadas sob diferentes periodos de salinidade. Santa Maria, RS, Brasil,
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM
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Figura 5- Fracao relativa do teor de dleo essencial das folhas de Rosmarinus officinalis coletadas
aos 250 dias ap6s o plantio, cultivadas sob diferentes periodos de salinidade. Santa Maria, RS, Brasil,
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Para o rendimento do Oleo essencial observa-se na figura 6 (experimento ),
gue quando as plantas permaneceram 50 sob condi¢cOes de salinidade, as plantas
alcancaram um rendimento de 6leo essencial de 68 % (1,04 g.planta™) em relacéo
ao a testemunha (1,51 g.planta™). Frescura (2014) avaliando o rendimento do 6leo
essencial do alecrim em cultivo sem solo com diferentes concentracdes de nitrogé-
nio obteve um rendimento maximo de 1,53 g.planta™ de plantas com idade de 180
dias. Obtendo-se assim um rendimento semelhante ao encontrado no presente tra-
balho.
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FIGURA 6- Fracéo relativa do rendimento do 6leo essencial das folhas Rosmarinus officinalis
coletadas aos 190 dias ap6s o plantio, cultivadas sob diferentes periodos de salinidade. Santa Maria,
RS, Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
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May et al. (2010) avaliando o rendimento do 6leo essencial em cultivo no solo
no Estado de Sao Paulo, obteve um rendimento de 0,75%, ou seja, rendimento me-
nor do que o do presente trabalho cujo rendimento maximo foi de aproximadamente
0,85%.

No experimento I, também houve um decréscimo linear no rendimento de
0leo & medida que o periodo de salinidade aumentava (Figura 7). As plantas que
permaneceram cultivadas sob condicfes salinas durante 100 e 110 dias, respecti-
vamente alcancaram um rendimento de aproximadamente 70 e 50% das testemu-
nhas. Esses resultados diferem dos encontrados por outros autores em outras espé-
cies. Em Manjericdo (Ocimum basilicum L.) cultivado sob diferentes periodos de
suspensao de irrigacdo, em cultivo sem solo, Leonardo (2007) observou que o ren-
dimento do oOleo essencial foi diretamente proporcional ao aumento do periodo de
suspensao da irrigacdo. Pinto et al. (2014) estudando diferentes niveis de estresse
hidrico em Capim-limdo (Cymbopogon citratus), observaram que 0 estresse mais
acentuado, ou seja aquele que recebeu a menor lamina de irrigacdo durante todo o

ciclo, foi o que obteve maior rendimento do 6éleo essencial.
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Figura 7- Frag&o relativa do rendimento do 6leo essencial das folhas Rosmarinus officinalis coleta-
da aos 250 dias ap6s o plantio, cultivadas sob diferentes periodos de salinidade. Santa Maria, RS,
Brasil, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Estudos como o de Gobbo Neto & Lopes (2007) tém relacionado os 6leos es-
senciais com a producdo de metabdlitos secundarios como uma resposta da planta
as condicbes ambientais adversas para o crescimento. Entretanto, além de fatores

ambientais aqueles genéticos também afetam a producdo dessas substan-
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cias. O presente estudo indica que a producdo de 6leo essencial pelas plantas de
alecrim ndo é favorecida por condi¢Bes de salinidade, ao contrario da grande parte
das espécies medicinais e aromaticas para as quais condicfes adversas aumentam
essa producédo (Morais, 2009).

E possivel observar que o rendimento do 6leo essencial do alecrim independe
do periodo de salinidade, para os quais as plantas ficaram submetidas e da idade da
planta, tendo em vista que ndo houve diferencas significativas em relacdo a essa
variavel analisada quanto a permanéncia dessas plantas a periodos distintos de sa-
linidade, bem como, quando as coletas que foram feitas aos 190 e 250 dias apds o
plantio.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que alta condutividade
elétrica da solucdo nutritiva (5 dSm™), ou seja, solugéo salina, induziu reducdes sig-
nificativas no crescimento do alecrim. Em contrapartida o cultivo em ambiente prote-
gido sem solo mostrou-se uma boa alternativa para a producéo de fitomassa da
planta, uma vez que as plantas que nao foram submetidas a salinidade, ou seja, fo-
ram cultivadas com solucdo nutritiva de 1 dSm™, apresentaram bons rendimentos,
tendo em vista que o rendimento do 6leo alcancado no presente estudo foi seme-
Ihante ao encontrado na Espanha, um dos maiores produtores da cultura (Biasi &
Deschamps, 2009). Esse aumento no rendimento pode estar relacionado a minimi-
zacao dos efeitos das condicbes ambientais adversas que é proporcionado pelo cul-
tivo em ambiente protegido, fazendo com que o ciclo da cultura seja reduzido, o que
possibilita a realizacdo de pelo menos duas colheitas em aproximadamente 365 di-
as, aumentando assim a oferta de matéria prima para comércio. O periodo de salini-
dade através de uma solucg&o nutritiva com condutividade elétrica de 5 dS m™ reduz
linearmente a fitomassa, teor e rendimento de 6leo essencial de plantas de alecrim

em cultivo sem solo.
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ARTIGO 2

Composicao fitoquimica, efeito antiproliferativo e genotéxicidade do 6leo es-
sencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.), cultivado sob diferentes perio-
dos de salinidade

RESUMO: Este estudo teve como obijetivo, identificar a composi¢do quimica do Oleo
essencial de alecrim cultivado em diferentes periodos de salinidade, bem como seu
efeito antiproliferativo e genotoxico sobre o material genético de Allium cepa L. As
plantas foram cultivadas em abrigo de polietiieno no departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria, sob diferentes periodos de salinidade. Na tes-
temunha (T1) foi utilizada condutividade elétrica de 1,0 dSm™ e nos demais quatro
tratamentos a condutividade elétrica da solucdo nutritiva foi de 5,0 dSm™. Em T2 as
plantas ficaram submetidas a solucéo salina por um periodo de 140 dias, em T3 por
um periodo de 150, em T4 e em T5 por periodos de 160 e 170 dias, respectivamen-
te. Todas as plantas foram coletadas no dia 12 de dezembro de 2014, 190 dias ap0s
o plantio (DAP). Foi realizada extracdo de 6leo das folhas por hidrodestilacdo em
Clevenger e posteriormente realizada cromatografia gasosa. O 6leo essencial foi
avaliado quanto ao efeito antiproliferativo e genotoxico em células de Allium cepa na
concentracdo de 0,20 % para os 6leos das plantas cultivadas nos diferentes perio-
dos de salinidade. Foram utilizados quatro bulbos de A.cepa, por tratamento. Esses
bulbos foram colocados em agua destilada para enraizarem e depois de emitidas as
raizes os bulbos foram transferidos para os tratamentos ficando as raizes submersas
nos tratamentos por 24 horas com excec¢ao do controle (T1) que ficou em agua des-
tilada. A seguir, as raizes foram coletadas e fixadas em fixador Carnoy 3:1 (etanol:
acido acético) por mais 24 horas e em seguida transferidas para etanol 70 % e ar-
mazenadas sob refrigeracédo até o preparo das laminas. As preparacdes das laminas
foram feitas pela técnica de esmagamento e coradas com orceina acética 2 %. Foi
utilizada como controle negativo a agua destilada e como controle positivo o glifosa-
to 2,0 %, Os dados foram submetidos ao teste de Sott-Knott (p<0,05). Os compostos
majoritarios do 6leo essencial foram canfora,1,8 cineol, verbenone, a-pinene e [3-
myrcene. E esses, por sua vez ndo se mostraram genotoxicos e nem apresentaram
efeito antiproliferativo significativo, com excecéo daquele obtido a partir das plantas
gue permaneceram por um maior periodo sob condi¢cdes de salinidade, que inibiram
a divisao celular, podendo assim aumentar interesse para a producao de farmacos.

Palavras-chave: Allium cepa; indice mitotico; alteragbes cromossdémicas.

ABSTRACT: Phytochemical composition, antiproliferative effect and genotoxicity of
essential oil of rosemary (Rosmarinus officinalis L.) grown under different periods of
salinity. This study aimed to identify the chemical composition of essential oil of ro-
semary grown in different periods of salinity and its antiproliferative and genotoxic
effect on the genetic material of Allium Cepa L. Plants were grown in polyethylene
under the Department of Plant Science the Federal University of Santa Maria, in dif-
ferent periods of salinity. In the control (T1) was used an electric conductivity of 1.0
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dSm™ and the other four treatments the electrical conductivity of the nutrient solution
was 5.0 dSm™. T2 plants were submitted to the salt solution for a period of 140 days
at T3 for a period of 150 at T4 and T5 for periods of 160 and 170 days, respectively.
All plants were collected on 12/12/2104 at 190 DAP. The Extraction of oil from the
leaves by hydrodistillation in Clevenger was performed and then performed gas
chromatography. The essential oil was evaluated for antiproliferative and genotoxic
effects in cells of Allium Cepa at a concentration of 0.20% for oil from plants grown
in different durations of salt stress collected at 190 after planting. Was used four
A.cepa. bulbs per treatment. These bulbs were placed in distilled water and after
rooted were transferred to the treatments for 24 hours except for the control (T1)
which was in distilled water. After completion of the 24 hours, the roots were collect-
ed and fixed in Carnoy fixative 3: 1(ethanol: acetic acid) for 24 hours and then trans-
ferred to 70 % ethanol and stored under refrigeration until preparation of the slides.
The preparations the blades were made by of the crushing technique and stained
with 2 % acetic orcein. Distilled water was used as a negative control and as positive
control glyphosate 2.0 % The data were submitted to the test Sott-Knott (p <0.05).
The majority compounds of the essential oil were camphor, 1.8 cineol, verbenone, a-
pinene and B-myrcene. And this oil in turn was not genotoxic and not showed signifi-
cant antiproliferative effect, except than that was obtained from the plants have re-
mained for a longer period under saline conditions which inhibit cell division, and may
thereby increase interest for the production of pharmaceuticals.

Key words: Allium cepa; mitotic index; chromosomal alterations
INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas medicinas ja eram utilizadas pelo homem, pa-
ra o tratamento de diversas doencas. (Feij6 et al., 2012). E, nos ultimos anos o con-
sumo dessas vem crescendo, principalmente pelo fato dos altos custos dos medi-
camentos industrializados, e a falta de assisténcia médica. Fazendo com que as po-
pulagcdes mais carentes busquem nas plantas uma alternativa para a cura de algu-
mas enfermidades (Brasilero et al., 2008; Battisti, 2013).

Uma espécie, que é bastante utilizada pela populacdo é o Rosmarinus offici-
nalis L., popularmente conhecida como alecrim (Ferrari et al., 2011). Essa por sua
vez tem um vasto uso terapéutico, devido a elevada quantidade de principios ativos.
Segundo Diniz & Ribeiro (2008) e Ferrari et al. (2011), o alecrim € utilizado como
anti-séptico, cicatrizante, digestivo, estimulante, desintoxicante, diurético, além de
combater elevados niveis de colesterol e fortalecer o sistema imunologico (Beewick,
1998). Esta espécie tem como principal produto o 6leo essencial que é resultado do

metabolismo secundario das plantas, sendo esse muito utilizado na industria de
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cosmético e na indastria alimenticia como um antioxidante natural. (Bertolin et al.,
2010; Bozin et al., 2007).

No entanto, deve-se ter cautela na utilizacdo desses produtos naturais, tendo
em vista que a maioria ndo possui estudos suficientes, em relacédo ao efeito dessas
substancias sobre a divisdo celular e material genético de um organismo alvo. Prin-
cipalmente pelo fato de que se tratando de metabdlitos secundarios sabe-se que a
composicao desses pode variar conforme as condicbes em que a planta se desen-
volve, ou seja, dependendo das condicdes de cultivo os teores de alguns compostos
podem ser alterados, podendo modificar o efeito dessas substancias no material ge-
nético. Sendo entdo de fundamental importancia estudar o efeito do 6éleo essencial
extraidos de plantas cultivadas em diferentes condi¢cdes de cultivo sob a divisdo ce-
lular e material genético, para que dessa forma seja possivel orientar a populagéo
guanto ao seu uso seguro e eficaz. (Frescura, 2014; Fachineto & Tedesco, 2009)

Segundo Pasqualli et al. (2015), Frescura et al. (2013) e Tedesco & Laughin-
ghouse (2012) um dos testes que vem sendo utilizado para a avaliacdo do efeito ge-
notoxico e do efeito antiproliferativo de algumas substancias é sistemas testes de
Allium cepa. Esse teste ja foi utilizado por varios pesquisadores que compararam 0S
resultados desses com o de testes em animais in vitro, obtendo-se resultados seme-
Ihantes, demonstrando assim sua eficiéncia (Camparoto et al. 2002, Teixeira et al.
2003, Pinho et al. 2010).

Luz et al. (2012) avaliando o potencial citotoxico e genotdxico de Plantago
major L. em sistemas teste de Allium cepa e no teste de micronucleo em medula 6s-
sea de roedores também observaram resultados semelhantes para ambos os testes.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo o de identificar a compo-
sicdo quimica do 6leo essencial de alecrim cultivado em diferentes periodos de sali-

nidade assim como avaliar seu efeito genotédxico e antiproliferativo.
MATERIAL E METODOS

As plantas de alecrim foram cultivadas em estufa de polietileno de baixa den-
sidade com espessura de 100 um, no departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) no periodo de junho a dezembro de 2014.

As mudas foram adquiridas em comercio local e transplantadas para os vasos

de 3 dm?, que foram preenchidos com areia lavada e colocados sobre as bancadas
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sendo essas constituidas de telhas de fribrocimento, de forma que em cada bancada
ficassem 33 vasos. Em cada uma das cinco bancadas foram instalados reservatorios
com capacidade de 500L para a estocagem da solucao nutritiva.

Para as fertirrigacGes foram instaladas fitas gotejadores que eram acopladas
a uma bomba de aquério no interior do reservatorio que constava a solu¢ao nutritiva.
As fitas gotejadoras ficaram dispostas de maneira que cada gotejador ficasse por
vaso. A fetirrigacdo foi feita diariamente para repor o volume de agua transpirado
pelas plantas e essa por sua vez era controlada por um programador horario. O sis-
tema empregado é considerado fechado, ja que a solucdo drenada era recolhida e
retornada ao reservatorio de origem.

A solucao nutritiva utilizada foi a descrita por Frescura (2014) com a seguinte
composicao idnica mmol.L™: 8,3 de NOs.. 1,0 de NH,4*; 0,7 de H,PO,; 5,0 de K*; 1,5
de Ca*; 1,25 de Mg** e 1,25 de SO,*. Os micronutrientes foram fornecidos nas
concentracdes em mg.L™,de 0,03 de Mo; 0,26 de B; 0,06 de Cu; 0,50 de Mn; 0,22 de
Zn e 1,0 mg.L" de Fé na forma quelatizada. Os macronutrientes foram fornecidos
através dos fertilizantes nitrato de potassio, fosfato monopotassico, nitrato de célcio-
Calcinit® e sulfato de magnésio.

Foram utilizados cinco tratamentos constituidos por quatro periodos de salini-
dade e a testemunha. Na testemunha (T1) foi utilizada uma condutividade elétrica de
1,0 dSm™ e nos demais quatro tratamentos a condutividade elétrica da solucdo nutri-
tiva foi de 5,0 dSm™, definida com base nos resultados de Frescura (2014). Em T2
as plantas ficaram submetidas a solucao salina por um periodo de 140 dias, em T3
por um periodo de 150, em T4 e em T5 por periodos de 160 e 170 dias, respectiva-
mente. Todas as plantas foram coletadas no dia 12 de dezembro, completando en-
tdo um ciclo de 190 dias. Dessa forma, o periodo de salinidade nos quais as plantas
ficaram submetidas antes da coleta foi de 50, 40, 30 e 20 dias em T2, T3, T4 e T5,
respectivamente.

A condutividade elétrica das solug¢es nutritivas foi mantida proximo ao valor
inicial, sendo corrigidas quando havia um desvio de 10 % para mais ou para menos.
As correcdes eram feitas com acréscimos de agua ou aliquotas de nova solugéo nu-
tritiva, dependendo da necessidade. O pH foi mantido entre 5,5 e 6,5 tolerando-se
um desvio de 0,2 unidades, mediante adicdo de NaOH ou H,SO,4 na concentracao

1N, conforme a necessidade.
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As coletas foram feitas aos 190 dias apdés o plantio, nas quais foram coletadas
as folhas de cinco plantas por tratamento para a extracdo do 6leo essencial. Assim
gue foram colhidas, estas folhas foram armazenadas em freezer a temperatura de
4°C, até 0 momento da extracao.

Para a extracdo do Oleo essencial foram preparadas quatro amostras com-
postas de 50 g de cada tratamento a partir das folhas coletadas, constituindo assim
quatro repeticdes. E em seguida foram levadas ao Laboratorio de Farmacotécnica
da Universidade Federal de Santa Maria, para ser realizada a extracdo do 6leo es-
sencial utilizando o processo de hidrodestilagdo em um aparelho de Clevenger du-
rante 3 horas, utilizando-se 50 g de folhas, em quatro repeticdes. O 6leo foi seco
sobre sulfato de sddio anidro e, apds filtracao, foi armazenado a 4 °C .

Depois de extraido, o 6leo foi diluido a uma concentracéo de 0,20 % e levado
ao Laboratério de Fitogquimica do Departamento de Farmacia Industrial, Centro de
Ciéncias de Saude, Universidade Federal de Santa Maria, para a realizacdo da anéa-
lise cromatografica. A analise do 6leo essencial foi realizada por Cromatografia Ga-
sosa com Deteccdo por lonizacdo em chama (CG-FID) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) utilizando uma coluna capilar de 30
m x 0,25 mm, espessura de filme 0,25 mm e hélio sendo empregado como o gas de
arraste.

A identificacdo dos componentes foi realizada com base no indice de reten-
cao (IR), determinada com referéncia da série homéloga de n-alcanos, C7-C30, sob
condicdes experimentais idénticas, comparando com a biblioteca espectros de mas-
sa (NIST e Wiley), e com dados de espectros de massa da literatura (Adams, 1995).
As quantidades relativas dos componentes individuais foram calculadas com base
na area do pico da CG (resposta DIC).

Para a avaliacdo do efeito do Oleo essencial sobre o ciclo celular e material
genético de A. cepa, o 6leo essencial utilizado foi diluido em etanol, obtendo-se a
concentragéo de 0,20 %. A avaliagédo do efeito do 6leo essencial de R. officinalis so-
bre o ciclo celular e material genético de A. cepa foi realizada no Laboratoério de Ci-
togenética Vegetal e Genotoxicidade do Departamento de Biologia, do Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas na Universidade Federal de Santa Maria. Foram utiliza-
dos oito grupos de quatro bulbos, constituindo assim oito tratamentos com quatro

repeticbes cada.
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Os bulbos foram colocados em agua destiladas por aproximadamente 72 ho-
ras, para enraizarem e depois de emitidas as raizes, os bulbos foram transferidos
para os tratamentos descritos na tabela 1, ficando as raizes submersas nos trata-
mentos por 24 horas com excecdo do controle (T1) que ficou em agua destilada.
Completada as 24 horas, as raizes foram coletadas e fixadas em fixador Carnoy 3:1
(etanol: &cido acético) por mais 24 horas e em seguida transferidas para etanol 70 %
e armazenadas sob refrigeracdo até o preparo das laminas.

Foi utilizada como controle negativo a agua destilada e como controle positivo
o glifosato 2,0 %, que por sua vez ja demonstrou induzir altera¢cdes cromossémicas
em células meristematicas de A. cepa (Souza et al. 2010; Frescura et al. 2012) além
de um controle em etanol, pois o 6leo foi diluido em etanol para obtencdo da con-
centracao de 0,20 %.

As preparacdes das laminas foram feitas pela técnica de esmagamento e co-
radas com orceina acética 2 % (Guerra & Souza, 2002). Sendo utilizado para a ana-
lise das laminas um microscoépio 6tico com o aumento de 40 X. Foi feita a contagem
de células em interfase e divisdo celular, e observadas as alteragcdes cromossémicas
totalizando 4000 células por tratamento, entdo calculado o indice mitético (IM) base-
ando-se na porcentagem de células em divisdo e as porcentagens de alteracdes
cromossOmicas. As alteracdes cromossOmicas foram analisadas observando-se as
células durante a interfase e divisao celular (profase, metéafase, anafase e telofase),
verificando os tipos de irregularidades ocorridas durante esse periodo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e os da-
dos foram submetidos a analise da variancia (ANOVA) e comparados pelo teste
Scott-Knott (p<0,05).

TABELA 1: Tratamentos utilizados para avaliar o efeito antiproliferativo e genotéxico
de Rosmarinus officinalis pelo teste de Allium cepa.
T1= Agua destilada

T2= Glifosato 2,0%

T3= Etanol

T4= Oleo 0,20% (CE de 1,0 dSm™ até a coleta)

T5= Oleo 0,20% (CE de 5,0dSm™ com inicio aos 50 dias antes da coleta)
T6= Oleo 0,20% (CE de 5,0dSm™ com inicio aos 40 dias antes da coleta)
T7= Oleo 0,20% (CE de 5,0dSm™ com inicio aos 30 dias antes da coleta)
T8= Oleo 0,20% (CE de 5,0dSm™ com inicio aos 20 dias antes da coleta)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os efeitos antiproliferativo e genotéxico do 6leo essencial
de Alecrim a uma concentracao de 0,20 % foram avaliados através do sistema teste
vegetal de A. cepa. O numero de células em interfase, e em mitose e o indice mitéti-

co (IM), sédo mostrados na tabela 2.

TABELA 2: Média do indice mitético (IM) de células de Allium cepa em intérfase e
mitose (profase, metafase, anafase e teléfase) nos diferentes tratamentos.

Tratamento Intérfase Profase  Metafase Anéfase Tel6fase IM (%)
Agua destilada (T1) 3640 190 50 31 89 10,27a
Glifosato 2,0% (T2) 3751 76 94 22 57 6,20b
Etanol (T3) 3873 66 22 6 33 3,17c
Oleo 0,20% (T4) 3721 99 53 32 95 8,35a
Oleo 0,20% (T5) 3739 134 46 30 51 7,20b
Oleo 0,20% (T6) 3692 138 54 35 81 8,42a
Oleo 0,20% (T7) 3713 96 39 27 125 8,15a
Oleo 0,20% (T8) 3714 129 33 20 104 8,42a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de
probabilidade de erro; T1= agua destilada; T2= glifosato 2,0%; T3= etanol; T4= condutividade elétrica de
1dSm™; T5= periodo de 50 dias sob condicdes salinas; T6= periodo de 40 dias sob condicdes salinas;
T7= periodo de 30 dias sob condi¢bes salinas; T8= periodo de 20 dias sob condi¢des salinas. CV%=
16.70.

Observa-se que o Unico tratamento de 6leo essencial que diferiu estatistica-
mente do controle negativo (Agua destilada) foi o T5, ou seja, as plantas que foram
cultivadas em um maior periodo de salinidade, produziram um 6leo essencial que na
concentracdo de 0,20 % inibiu a divisdo celular de Allium cepa, levando a uma redu-
cao dos valores dos indices mitéticos, indicando por sua vez atividade antiproliferati-
va do Oleo essencial da espécie. No entanto para os demais tratamentos ndo foram
observados efeito antiproliferativo, ja que o indice mitético (IM), desses néo diferiram
da agua destilada.

Frescura (2014), avaliando o 6leo essencial do alecrim nas concentracdes de
3 e 10 %, observou uma redugéo na divisdo celular de Allium cepa, no entanto na
concentracdo de 10 % o efeito antiproliferativo foi maior. Resultado semelhante tam-
bém foi encontrado por Stojanovi¢-Radi¢ et al (2010), quando analisaram o efeito do

Oleo essencial de alecrim sobre células de raizes de A. cepa.
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Esses resultados podem estar relacionados a composi¢cdo quimica do 6leo
essencial, que conforme a tabela 3, apesar de todos os tratamentos terem obtidos
0S mesmos compostos majoritarios, como a canfora,1,8 cineol, verbenona, a-pineno
e B-mirceno, no T2, foram encontrados teores de a-terpineno de 19 a 100 % a mais
do que os demais tratamentos, assim também como o composto naftaleno, o qual
teve sua concentragédo de 13 a 70 % superior aos diferentes tratamentos. Pode-se
observar também que o 6leo das plantas que ficaram submetidas a um maior perio-
do salinidade alcancaram maiores teores de,a-cafeno, eugenol, verbenone e borne-
ol. Portanto, essas substancias em conjunto e em maiores quantidades podem ter

causado o efeito antiproliferativo no 6leo essencial de alecrim extraido.

TABELA 3: Composicdo quimica do 6leo essencial de alecrim, nos diferentes perio-
dos de salinidade.

T1 T2 T3 T4 T5

0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%
Compostos (%) RI? RI°
a-pineno 940 939 8.41 9.82 10.15 9.87 10.26
a-cafeno 951 953 2.97 3.05 2.98 1.63 1.17
Verbenone 967 967 0.02 0.23 0.19 0.21 0.15
B-pineno 979 980 0.95 1.17 1.03 1.14 1.26
-mirceno 995 991 7.33 9.75 8.45 10.27 11.23
a-felandreno 1006 1005 0.08 0.32 0.29 0.18 0.42
a-terpineno 1017 1016 - 0.16 0.08 0.07 0.13
p-cimeno 1025 1026 3.71 2.49 2.93 2.34 1.97
1.8 cineol 1033 1033 11.60 15.08 18.52 16.01 15.68
Canfora 1146 1143 2552  30.11  29.47 30.15 29.85
d-terpineno 1060 1062 1.13 0.58 0.09 0.42 0.14
Linalol 1097 1098 0.39 1.05 0.67 1.18 -
Isoborneol 1154 1156 2.11 0.98 1.03 1.05 0.73

Borneol 1169 1166 1.25 4.04 3.86 271 1.64
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Mentol 1173 1173 0.49 0.17 0.45 0.28 0.32
Terpin-4-ol 1175 1177 1.87 1.58 1.19 1.05 1.70
Naftaleno 1178 1179 0.09 0.31 0.27 0.13 0.15
a-terpineol 1190 1189 4.32 3.26 2.95 4.07 3.28
piperitol <cis> 1193 1193 0.18 0.23 0.20 0.29 0.25
Verbenona 1204 1204 10.45 10.69 11.03 10.45 12.06
Pulegona 1238 1237 - 0.11 0.08 - 0.14
Eugenol 1355 1356 0.34 1.07 0.59 0.63 0.97
Cedreno 1412 1411 - 0.16 0.31 0.58 1.03
Cariofileno 1417 1418 3.27 1.30 1.06 211 2.47
Aromadendreno 1441 1439 1.84 0.95 0.89 1.06 1.18
a-muuroleno 1498 1499 - - 0.13 0.09 0.05
a-bisaboleno 1506 1504 1.06 0.43 0.06 - 0.62

Oxido de Cariofi-

1583 1581 2.07 1.05 0.92 1.06 0.95
leno

Total identifica-
do (%)
T1= &gua destilada; T2= glifosato 2,0%; T3= etanol; T4= Condutividade elétrica de 1dSm™ ; T5= periodo
de 50 dias sob condi¢fes salinas; T6= periodo de 40 dias sob condi¢des salinas; T7= periodo de 30 dias
sob condic¢Bes salinas; T8 = periodo de 20 dias sob condi¢des salinas.

83.04 99.95 99.97 99.75 99.80

Yuan et al. (2014) avaliando o efeito antiproliferativo do naftaleno associados
a outros compostos, verificaram que esses promoveram um aumento da atividade
antitumoral. Smeh-Skrbin et al. (2007) estudando a eficacia do naftaleno, no trata-
mento de pacientes com dermatite atopica, doencga na qual é causada pelo aumento
da proliferagdo celular, provou que esse composto tem efeitos anti-inflamatorios e
antiproliferativos. Podendo assim o efeito antiproliferativo observado no tratamento
em que as plantas ficaram submetidas a um maior periodo sob condi¢des salinas
ser atribuido a maiores teores deste composto. Segundo Fachinetto et al. (2007), é
possivel que concentracdes mais elevadas de alguns compostos apresentem efeito
inibitdrio no ciclo celular. No entanto, sdo necessarios estudos da atuacao individual

dessas substancias sobre organismos-alvo.
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Frescura (2014) no municipio de Santa Maria, RS encontrou 0S mesmos
compostos majoritarios no 6leo essencial do alecrim, cultivados em diferentes con-
centracdes de solucdo nutritivas e doses de nitrogénio em ambiente protegido fora
do solo.

Quanto ao efeito genotoxico do 6leo essencial do alecrim cultivado em dife-
rentes periodos de salinidade, observa-se a partir da tabela 4 que todos os trata-
mentos diferiram do glifosato 2,0 %, mostrando assim que o 6leo essencial do ale-
crim obtido a partir de tais condi¢cées na concentracdo de 0,20 % nao é genotoxico,
ou seja, apesar de ter encontrado algumas alteragbes cromossdémicas nos tratamen-
tos, o niumero dessas alteragbes foram menores do que as encontradas no controle
positivo (glifosato).

Resultados semelhantes foram encontrados por Frescura (2014) que a uma
concentracdo de 3% de Oleo essencial de alecrim observou poucas alteracdes cro-
mossbémicas comparadas ao glifosato. No entanto a concentracao de 10 % do 6leo

essencial mostrou- se genotoxico.

TABELA 4: Tipos de alteracdes observadas em células de Allium cepa nos diferentes
tratamentos em 4000 células; porcentagem de cada tratamento.( PA/PT= ponte em
anéafase e/ou teléfase; MN=microndcleo; CP= cromossomo perdido; Cl=Células irre-
gulares; %A= porcentagem de alteracdes).

Tratamento PA/PT MN CP Cl %A

Agua destilada (T1) 2 0,05b
Glifosato 2,0% (T2) 21 4 1 99 3,07a
Etanol (T3) 1 0,15b
Oleo 0,20% (T4) 2 6 0,20b
Oleo 0,20% (T5) 2 0,05b
Oleo 0,20% (T6) 2 0,075b
Oleo 0,20% (T7) 6 0,15b
Oleo 0,20% (T8) 2 0,05b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5% de
probabilidade de erro; T1= 4gua destilada; T2= glifosato 2,0%; T3= etanol; T4= Condutividade elétrica
de 1dSm™ ; T5= periodo de 50 dias sob condicdes salinas; T6= periodo de 40 dias sob condicdes
salinas; T7= periodo de 30 dias sob condi¢bes salinas; T8= periodo de 20 dias sob condi¢des sali-
nas. CV%-= 31,70%.

As alteracBes observadas nos 6leos essenciais de alecrim a 0,20% foram cé-
lulas irregulares como, por exemplo, células binucleadas e cromossomos perdidos,

sendo a primeira citada com maior ocorréncia. O aparecimento de células binuclea-
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das pode representar uma falha no processo de citocinese. (Holland et al., 2008).
Segundo Lucio Neto (2011) com o aparecimento dessa irregularidade tem-se uma
previsao de que no processo de diferenciacao celular pode ocorrer algum erro, além
dessa anormalidade ser indicadora de agentes genotoxicos (Figura 1).

Por sua vez os cromossomos perdidos podem posteriormente originar micro-
nacleos, que sdo formados a partir de fragmentos de cromossomos Ou Cromosso-
mos inteiros que ndo foram incluidos no nucleo principal apés a conclusdo da mito-
se, podendo essas células resultar em eventos genotoxico. (Stich et al., 1984; Pa-
lazzo, 2011).

FIGURA 1: As setas em A e D indicam as alteragdes cromossdmicas nas células de Allium cepa
submetidas ao glifosato; as setas em B indicam as alteragcdes cromossémicas nas células de Allium
cepa observadas no 6leo essencial de alecrim a 0,20% extraido a parti das plantas que permanece-
ram por um maior periodo de salinidade; Na figura C as setas indicam as alteragBes cromossdmicas
observadas no oleo essencial a 0,20 % extraido das plantas testemunhas; A figura E mostra células
em divisdo celular regular A) micronuicleo; B) célula em metafase com cromossomo perdido; C) célula
irregular(binucleada); D) célula em anafase com ponte; E) célula em metafase regular. Escala =
10pm.

Faria (2005) analisando aspectos comportamentais toxicos do 6leo essencial
do alecrim também em camundongos mostrou que o mesmo € seguro até uma dose
de 5000mg/kg.

As plantas de alecrim cultivadas por um maior periodo de salinidade, em am-
biente protegido fora do solo em condicfes locais, produzem um 6leo essencial que
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mesmo em baixa concentracéo (0,20 %), possui efeito antiproliferativo e ndo geno-
toxico, podendo assim aumentar o interesse para a producdo de farmacos. Os com-
postos majoritarios do 6leo essencial de alecrim séo; a canfora, 1,8 cineol, verbeno-

na, a-pineno e B-mirceno.
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DISCUSSAO

Os resultados atuais relativos aos diferentes periodos de salinidade em cultivo
sem solo do alecrim mostraram maior producdo de fitomassa e rendimento do Oleo
essencial quando essas plantas foram cultivadas sob baixa condutividade elétrica
(1dSm™). Como a alta condutividade elétrica da solucdo nutritiva pode vir a dificulta
a absorcéo de agua pela planta (SCHOSSLER. et al., 2012), era de se esperar que
a producédo de fitomassa diminuisse. Em outras plantas condimentares como Melis-
sa. officinalis L. foi obtida maior producao de fitomassa fresca e seca com o aumento
da lamina d’agua aplicada, porém a producao de 6leo diminuiu (MEIRA et al., 2013).
A literatura demonstra também que grande parte das plantas que sao utilizadas para
fins medicinais responde as condi¢cdes adversas aumentando sua producdao de me-
tabdlitos secundarios o que nao foi observado no presente trabalho. (MORAIS, 2009;
MEIRA et al., 2013). Entretanto, observa-se que as plantas que foram cultivas com
solucéo nutritiva de baixa condutividade elétrica obtiveram um rendimento de 6leo
essencial superior ao encontrado em cultivos feitos no campo na regido sudeste do
Brasil (MAY et al., 2010). Isso pode ser devido a que o cultivo protegido e sem solo
possibilita um maior controle de variaveis meteoroldgicas como temperatura, radia-
cdo solar, vento, chuvas e permite também otimizar a disponibilidade de agua e de
nutrientes, traduzindo-se em ganho na producao (SILVA, 2014). Sendo assim o cul-
tivo em ambiente protegido sem solo pode ser uma boa alternativa para producéo
dessa espécie, principalmente na regido Sul do Brasil, onde ha uma grande ocorrén-
cia de chuvas e de baixas temperaturas, fatores esses que prejudicam a producao
do alecrim.

Além de terem sido avaliados a biomassa e o 6leo essencial, também foram
analisados o efeito do Oleo essencial de alecrim sobre o ciclo celular e material ge-
nético de Allium cepa L. obtidos das plantas cultivadas em diferentes periodos de
salinidade coletadas aos 190 dias ap6s o plantio.

O efeito do 6leo essencial foi analisado na concentracéo de 0,20 % a qual s6
apresentou efeito antiproliferativo o 0leo extraido das plantas que permaneceram por
mais tempo sob condi¢gbes de salinidade. Esse resultado deve estar relacionado a
composicdo do 6leo, tendo em vista que um periodo maior de salinidade proporcio-
nou ao 6leo essencial aumento significativo nos teores de algumas substancias co-

mo: o naftaleno que segundo alguns autores tem efeito antiproliferativo. (YUAN et
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al., 2014; SMEH-SKRBIN et al., 2007). No entanto, estudos sobre o efeito individual
das substancias encontrada na composicéo do éleo essencial de alecrim no material
genético de Allium cepa, poderd esclarecer quais compostos que possuem maior
envolvimento na inibicdo da divisao celular, ressaltando ainda que pode estar ocor-
rendo sinergia de compostos quimicos dessa espécie.

Quanto aos compostos majoritarios ndo houve diferenca entre os diferentes
tratamentos sendo eles; a canfora, 1,8 cineol, verbenona, a-pineno e -mirceno.

O 6leo essencial de alecrim na concentracdo de 0,20 % nao foi considerado
genotoxico, tendo em vista que o numero de alteracbes cromossémicas diferiu do
glifosato 2 % (controle positivo).

O resultado do presente estudo indica que o manejo das condi¢cdes ambien-
tais durante o periodo de crescimento e desenvolvimento das plantas pode interferir
na composicdo quimica de metabdlitos secundarios, podendo ser um fator importan-
te para a producdo de farmacos. Pesquisas mais aprofundadas devem ser feitas
com esse objetivo, tanto com plantas de alecrim ou com outras espécies de plantas

condimentares.
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CONCLUSAO

Em condicées de salinidade (condutividade elétrica de 5 dS m™) as plantas de
alecrim reduz a producéo de fitomassa e o rendimento do 6leo essencial.

Os compostos majoritarios do 6leo essencial de alecrim sdo; a canfora, 1,8
cineol, verbenona, a-pineno e 3-mirceno.

O oOleo essencial do alecrim a uma concentracdo de 0,20%, ndo apresenta
efeito genotoxico e nem efeito antiproliferativo, com excecéo do 6leo que foi extraido
a partir das plantas que permaneceram por 50 dias sob condi¢cdes de salinidade, o

qual inibe a diviséo celular.
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