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Resumo- Jatropha curcas L. tem ganhado notavel atengéo devido ao grande potencial como matéria-prima
para producado de biodiesel. Contudo, o éleo extraido das sementes apresenta componentes téxicos, como
curcina e ésteres de forbol, 0 que compromete o aproveitamento da torta como ragdo animal ou adubo
organico. Logo, o trabalho, teve por objetivo avaliar o efeito do éleo de pinhdo manso na germinagao e
crescimento radicular de Lactuca sativa (alface) — modelo de vegetal para bioensaios citogenéticos.
Verificaram-se as geminacdes das sementes em intervalos de 8h, até um total de 48 h de exposigao.
Depois de decorridas estas horas, o crescimento das raizes foi medido. Os dados obtidos confirmaram a
toxicidade do éleo de pinhdao manso da variedade estudada, uma vez que se observou o decréscimo das
médias de germinacao e crescimento radicular com o aumento da concentragdo das emulsdes preparadas

para tratamento das sementes.
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Introducao

Oleos vegetais, além de serem um produto
alimentar, sd@o importantes como recurso
renovavel para o combustivel e industrias
quimicas (DYER; MULLEN, 2008; ANDREW,

2009). Durante 0s ultimos
anos, Jatropha curcas L., popularmente conhecido
como pinhdo-manso, ganhou atencao

consideravel como matéria-prima potencial
de biodiesel e muitas plantagdes de pinhdo-manso
foram estabelecidas em regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo (LI et al., 2010). O
pinhdo-manso é considerado como uma “fabrica”
de 6leo com varios atributos, usos e potencial
consideravel (OPENSHAW, 2000). Possui
caracteristicas peculiares como tolerdncia a
seca, crescimento  rapido, facil propagacao
(HELLER, 1996), maior teor de 6leo do que outras
culturas (ACHTEN et al., 2008), pequeno periodo
de gestacéo, adaptacdo para uma ampla gama
de condi¢bes ambientais, tamanho ideal da planta
e sua arquitetura (que fazem a coleta de sementes
mais conveniente) (SUJATHA et al., 2008).

Muitos trabalhos tém sugerido que a torta de
sementes de pinhdo-manso pode ser usada como

racdo animal, o que geraria importante renda e
viabilizaria economicamente a cultura. A torta, no
entanto, possui diversos compostos téxicos, como
a curcina e ésteres de forbol, sendo este
considerado o principal componente téxico. Tal a
sua importancia, que quando nao estao presentes
nas sementes, a “variedade” passa a ser chamada
de nao-téxica, embora os outros fatores tdxicos
continuem presentes (MENDONGCA; LAVIOLA,
2009). Outra aplicagao para a torta seria como
fertilizante organico, porém, pesquisas sobre o
destino de ésteres de forbol no ambiente e seu
impacto na ecologia do solo ainda sdo necessarias
(KING et al., 2009).

Nao ha relatos da existéncia de variedades
nao-téxicas no Brasil, havendo registros em
apenas uma regido do México (MENDONGA;
LAVIOLA, 2009). Diversos estudos vém sendo
realizados diretamente em animais, com intuito de
verificar variedades toxicas, suas respectivas
doses toxicas e a eficiéncia da destoxificacdo
(MENDONGCA; LAVIOLA, 2009). Neste contexto,
considerando diferentes técnicas para
investigacdo de toxicidade, o bioensaio
citogenético mostra-se como uma importante
ferramenta para identificar os efeitos de
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substancias em nivel de cromossomo e também
sobre o ciclo celular (CAMPOS et al.,, 2008;
DRAGOEVA et al.,, 2008). Dentre os varios
métodos de avaliacao, testes que usam raizes de
plantas sdo extremamente Uteis em ensaios
biol6gicos, sendo relativamente baratos e de facil
manuseio. Em adicdo, ensaios citotoxicos em
plantas tém uma boa correlagdo com testes em
sistemas de mamiferos (SOUSA, SILVA E
VICCINI, 2009). Ainda, de acordo com Campos et
al. (2008), um bom numero de sementes, uma boa
superficie de contato com o extrato, a alta
sensibilidade e cromossomos grandes de Lactuca
sativa (alface) faz desta planta muito Util para
analises citogenéticas.

Diante do exposto, este trabalho faz parte de
uma iniciativa da UFES em parceria com a
Embrapa Agroenergia, que objetiva verificar a
eficiéncia de bioensaios vegetais para avaliar a
toxicidade do 6leo de diferentes variedades do
pinhdo-manso. Neste sentido, o intuito do trabalho
foi verificar a a¢do do 6leo de pinhdo-manso na
germinacao e no crescimento radicular do modelo
vegetal Lactuca sativa.

Metodologia

Para determinar as concentragdes com efeito
toxico do 6leo de pinhdo-manso, fornecido pela
Embrapa Agroenergia, foram realizadas
avaliaces de germinagéo e crescimento radicular
em raizes de Lactuca sativa (alface), variedade
comercial Grandes Lagos Americana (lsla
Sementes). Esta avaliagdo macroscépica consistiu
no teste de germinacdo e crescimento radicular,
com finalidade de obter uma curva de crescimento
radicular em funcdo da concentracdo de O6leo
aplicado. Para tanto, as sementes de alface foram
tratadas com sete emulsbes de agua e 6leo
(veementemente  agitadas) em diferentes
concentragées (5%, 20%, 35%, 50% 65%, 80% e
100%) e com agua destilada (controle negativo —
0%), perfazendo um total de oito tratamentos. O
experimento foi montado em DBC, sendo
composto por trés blocos. Cada bloco composto
por 3 placas de Petri de cada tratamento. As
placas continham papel de germinag¢do, com 50
sementes e estas foram tratadas com
aproximadamente 5 mL de emulsdo cada,
cobertas com papel aluminio e mantidas em
cémara de germinagédo (B.O.D.) a 24 £ 2 °C
durante 48 h. Cada prateleira da B.O.D.
representou um bloco experimental. O indice de
germinagéo foi obtido apos 8, 16, 24, 32, 40 e 48h
de tratamento. ApOs estas 48 h, o comprimento
das raizes emitidas por cada semente de cada
placa de Petri de cada tratamento foi avaliada com
auxilio de um paquimetro digital. A média de
crescimento das raizes submetidas a cada
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tratamento foi obtida e o grafico da curva de
crescimento x concentragao de 6leo foi plotado.

Para todos os parametros avaliados foi feita
andlise de variancia e teste de média (Skott Knott
a 5% de probabilidade) a fim de comparar os
tratamentos avaliados com o controle.

Resultados

As médias da porcentagem de sementes
germinadas e do crescimento radicular
observadas em cada tratamento estdo
apresentadas na Tabela 1. A porcentagem de
germinacdo decresceu a medida que a
concentracdo do 6leo de pinhdo-manso na
emulsdo aumentou. Os tratamentos de 35%, 50%,
65%, 80% e 100% apresentaram diferenga
significativa do controle (0%), sendo que o
tratamento de concentragdo igual a 100% de 6leo
inibiu totalmente a germinacgao.

De modo geral, um comportamento similar foi
observado na média de crescimento das raizes,
tendo ocorrido diminuicdo nesta, de acordo com o
aumento das concentracées de 6leo. Contudo, na
analise de crescimento radicular, os tratamentos
demonstraram uma redugdo significativa j& a partir
da menor concentragdo aplicada, 5%, se
comparados ao controle.

Tabela 1 - Porcentagem de germinagdo e
crescimento radicular de sementes de alface apés
tratamentos com diferentes concentracdes de 6leo
de pinhdo-manso

Tratamento g/f)rmlnagao ::"r‘?:)clmento
Controle 96,13 9,23

5% éleo 93,3 7,60*

20% 0leo 86,27 5,96*

35% 0leo 69,13* 5,567*

50% 6leo 68,67* 511*

65% 0leo 31,13* 1,95*

80% 0leo 19,17 1,76*

100% 6leo 0,00 0,00*

As médias seguidas de (*) sdo significativamente
diferentes do controle (p < 0.05) de acordo com o teste
Skott Knott.

A relacdo entre concentracdo e inibicao do
crescimento radicular pode ser observada na
Figura 1.
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Figura 1 — Curva de crescimento radicular e
regressao linear obtidas a partir do tratamento de
sementes de alface com 6leo de pinhdo-manso. O
eixo x representa as concentracdes de 6leoe oy o
tamanho das raizes.

A curva ilustra pardmetros importantes que
podem ser estimados, como por exemplo, o limiar
de inibigdo, que € a menor concentracao
necessaria para se ter uma inibicdo observavel.
Como citada, tal concentracdo foi a de 5%. Outro
parametro importante que pode ser observado é a
determinacdo do ICsp, que €& a menor
concentracdo necessaria para obter 50% de
inibicdo. Através da equacédo de regressao (y = -
0.0859x + 8.4588), calculada a partir das
observagbes apresentadas na tabela 1, observa-
se que a concentracao ICs, é 44,57%.

Discussao

Os bioensaios realizados neste estudo
mostraram que o 6leo extraido das sementes de
pinhdo-manso afeta o desenvolvimento radicular e
a germinacado de sementes de alface. A inibicdo
da germinacado e reducdo da taxa de crescimento
das raizes podem ser atribuidas as atividades
biolégicas téxicas desencadeadas pelos ésteres
de forbol.

Esteres de forbol sdo produzidos por outras
espécies vegetais dentro da Euphorbiaceae,
especialmente espécies pertencentes a as
subfamilias  Crotonoideae e Euphorbioideae
(BEUTLER et al.,, 1989) e sao considerados os
principais componentes téxicos presentes no
pinhdo-manso, uma vez que quando ausentes a
variedade ¢é dita ndo toxica (MENDONGA;
LAVIOLA, 2009).0Os ésteres de forbol séo
lipossoliveis e extraidos juntamente com o 6leo na
dose de 0,3 a 0,6 mL. Assim, tanto a inibicdo e
reducdo da germinagdocomo a redugdo no
tamanho das raizes pode ser explicada pela
toxicidade do éster de forbol observada nas altas
concentragcdes de 6leo nas emulsbées preparadas
para tratamento. Além disso, a diminuigdo do
crescimento radicular esta intimamente
relacionada com a reducdo do indice mitotico
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(CAMPOS et al. 2008; ANDRADE et al., 2010). O
indice mitético reflete o percentual de células em
divisdo e sabe-se que os ésteres de forbol sdo
analogos ao diacilglicerol, um ativador das muitas
isoformas da proteina quinase - C (PKC) (ZHANG,
et al., 1995; ANDREW et al., 2009). PKCs atuam
como reguladoras de muitas processos celulares,
incluindo a transicdo de fases dentro do ciclo
celular. Como o diacilglicerol tem uma meia-vida
curta na célula, a ativacao da PKC normalmente
s6 é transitoria. Ativagdo da PKC por ésteres de
forbol, no entanto, é muito mais prolongada
(GRINER; KAZANIETZ, 2007; ANDREW et al.,
2009), e isso leva a uma série de atividades
biol6gicas, podendo estar associado a reducao do
indice mitético (efeito mitodepressivo).

A atividade téxica do 6leo e da torta do pinhao-
manso é devido a presenca da curcina e dos
ésteres de forbol nos graos (MACIEL; MACHADO,
2007; MACIEL et al.,, 2009). Os testes de
toxicidade sao realizados com diversos animais
como bovinos, caprinos, peixes, entre outros. A
toxidez da torta € comprovada uma vez que as
doses fornecidas aos animais os levou a morte.
Neste sentido este é o primeiro trabalho que utiliza
bioensaio vegetal para testar a toxicidade do 6leo
de pinhdo-manso. Os resultados apresentados
mostraram de forma bastante satisfatéria, que este
tipo de ensaio pode ser empregado como uma
ferramenta Util e barata para testar a toxicidade do
6leo extraido das sementes de pinhdo-manso e
ainda a eficiéncia de processos de destruicao de
componentes téxicos na torta.

Ensaios citogenéticos estdo sendo conduzidos
para verificar alteragbes no DNA e explicar os
mecanismos citotoxicos e genotéxicos de acéo
desses compostos presentes no éleo.

Conclusao

Neste estudo, a toxicidade do éleo de pinhao-
manso foi comprovada. O teste com Lactuca
sativa provou ser sensivel para a analise proposta,
0 que representaum modelo eficiente para
detectar toxicidade do Oleo de pinhdo-manso
gerado na produgdo de biodiesel. Os testes
aplicados mostraram-se recorrentes, sendo
importantes, inclusive na comprovagédo de
qualidade da destoxificacdo e determinacdo de
doses téxicas, evitando que animais sejam
diretamente expostos a esse tipo de teste,
levando-os a morte.
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