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RESUMO

MALTEZO, Daniele Paula. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
janeiro de 2021. Diversidade, estrutura genética e citogenotoxicidade de
Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae) nativa da Amazénia Mato-Grossense.
Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi, Coorientadora: Julliane Dutra
Medeiros.

Estima-se que cerca de 20% de toda a biodiversidade do planeta encontra-se na
Amazoénia. A Floresta Amazonica é a maior floresta tropical do mundo, e 60% de
sua extensao pertence ao territério brasileiro. Dentre as espécies presentes na
Amazonia destaca-se a Copaifera langsdorffii Desf., explorada principalmente
para extracéo de Oleo-resina e madeira, também é utilizada na medicina popular
no tratamento de diversas enfermidades. O manejo florestal inadequado de C.
langsdorffii, bem como a fragmentacao florestal podem provocar a diminui¢gao do
numero de individuos nas populag¢des, 0 que em longo prazo pode ocasionar a
perda da variabilidade genética. Este estudo teve como objetivo realizar a
caracterizacdo molecular de 27 individuos de C. langsdorffii coletados na
Amazbnia Mato-Grossense, e avaliar o potencial toxico, citotdéxico e genotdxico
da espécie. Para avaliagao da diversidade e estrutura genética foram coletadas
folhas de 27 individuos adultos de C. langsdorffii, das quais extraiu-se o DNA.
Para amplificacdo do DNA extraido das folhas dos individuos amostrados foram
utilizados 12 primers ISSR, que amplificaram 106 fragmentos, sendo 98,11%
polimdrficos. O conteudo de Informacgéo polimérfica (PIC) de cada primer variou
entre 0,45 e 0,81. A média de dissimilaridade encontrada foi de 0,49, indicando
uma alta diversidade genética entre muitos pares de individuos. A maior
variabilidade genética encontra-se dentro dos grupos obtidos e ndo entre eles. A
avaliacao do potencial toxico, citotoxico e genotoxico foi realizada por meio do
teste Allium cepa. Foram avaliados os extratos aquosos (infuso e decocto)
obtidos da casca do caule e das folhas de C. langsdorffii, com cinco
concentracdes distintas e dois controles, sendo a agua destilada (controle
negativo) e o glifosato a 1% (controle positivo). Foram avaliados o crescimento
do sistema radicular (CSR), o indice mitético (IM), e a frequéncia de alteragdes
cromossOmicas e/ou anormalidades nas fases da divisdo celular. As maiores

reducdes do CSR foram encontradas nos extratos decoctos (casca do caule e

Xii



folhas). Para a casca do caule, ambos os extratos na concentragdo 0,032 mg
mL-" apresentaram menor IM. As concentragdes 0,002 mg mL™" do extrato infuso
da casca, e 0,004 mg mL"' do extrato decocto das folhas, apresentaram
respectivamente 4,19 e 3,55 % de aberragdes celulares. Em conclusdo, o
percentual de polimorfismo, valores de dissimilaridade genética e indices de
diversidade genética, apontam que ha alta variabilidade genética entre os
individuos de Copaifera langsdorffii. Estes dados sugerem que os primers ISSR
sao eficientes na deteccao de polimorfismo nesta espécie, e que os individuos
apresentam potencial para compor programas que visem a preservagao da
espécie e capacidade de integrar bancos de germoplasma. Além disso, este
estudo evidenciou o potencial téxico, citotoxico e genotdxico dos extratos

aquosos sobre o organismo teste.

Palavras-chave: Amazonia, indice mitotico, Variabilidade genética.
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ABSTRACT

MALTEZO, Daniele Paula. M.Sc. State University of Mato Grosso, january 2021.
Diversity, genetic structure and Cytogenotoxicity of Copaifera langsdorffii
Desf. (Fabaceae) native to northern Mato Grosso. Advisor: Ana Aparecida
Bandini Rossi. Co-supervisor: Julliane Dutra Medeiros.

The Amazon Forest is the largest tropical forest in the world and it is estimated
that 20% of all planet's biodiversity is found in the Amazon. From the 60% that
extension belongs to Brazilian territory. Among the species observed in the
Amazon stand out Copaifera langsdorffii Desf., that is explored mainly for the
extraction of oil-resin and wood, also used by folk medicine for the treatment of
many diseases. The inadequate forest management of C. langsdorffii, as well as
forest fragmentation, can cause a decrease in the number of individuals from
populations, which in a long term can cause the loss of genetic variability. This
study aimed to perform the molecular characterization of 27 individuals of C.
langsdorffii collected in the Mato-Grosso Amazon, and also to evaluate the toxic,
cytotoxic and genotoxic potential of the species. In order to evaluate the genetic
diversity and structure, we used 12 ISSR primers that amplified 106 fragments,
in which 98.11% were polymorphic. The content of polymorphic information (PIC)
of each primer varied between 0.45 and 0.81. The average dissimilarity between
pairs of individuals was 0.49, indicating a high genetic diversity. The greatest
genetic variability was found within the groups of individuals and not between
them. The assessment of toxic, cytotoxic and genotoxic potential of C. langsdorffii
was performed using the Allium cepa test. The aqueous extracts (infused and
decocted) obtained from the stem bark and leaves were evaluated. We used five
different concentrations and two controls, the negative one with distilled water
and the positive control with glyphosate at 1%. It was evaluated the growth of the
root system (CSR), the mitotic index (Ml), and the frequency of chromosomal
changes and abnormalities on cell cycle phases. The greatest reductions in CSR
were found in decocted extracts (stem bark and leaves). For the stem bark, both
extracts at a concentration of 0.032 mg mL' showed lower MI. The
concentrations of 0.002 mg mL™" of infused bark extract and 0.004 mg mL"" from
decocted leaves extract showed 4.19 and 3.55% of cell aberrations, respectively.

In conclusion, the percentage of polymorphism, values of genetic dissimilarity

Xiv



and indexes of genetic diversity, indicated high genetic variability among
Copaifera langsdorffii individuals. These findings suggest that ISSR primers are
efficient in detecting polymorphism for C. langsdorffii, and the individuals has the
potential to compose programs for preserving the species and the ability to
integrate germplasm banks. In addition, this study showed the toxic, cytotoxic

and genotoxic potential of aqueous extracts on the tested organism.

Keywords: Amazon, Genetic variability, Mitotic index.
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1. INTRODUGAO GERAL

A Floresta Amazédnica abriga cerca de 20% de toda a biodiversidade
do planeta (SILVA, 2018). Com aproximadamente 6,7 milhdes de km? é
considerada a maior floresta tropical do mundo, e 60% de sua extensao esta em
territorio brasileiro (FERREIRA et al., 2010), distribuidos nos estados do Acre,
Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e
Maranhao (EMBRAPA, 2021).

Dentre as espécies presentes na Amazonia destaca-se a Copaifera
langsdorffii Desf., amplamente distribuida no Brasil (LORENZI, 1992; REIS et al.,
2016). Utilizada na medicina popular para o tratamento de pelo menos 55
doencgas (RIBEIRO et al., 2014; ALMEIDA et al., 2016), dentre as quais podemos
citar asma, amigdalite, eczemas (MESSIAS et al., 2015), ou ainda como
antisséptico, cicatrizante, expectorante e diurético (BRAGA et al., 2019).

A C. langsdorffii apresenta reprodugdo mista, com predominancia de
alogamia (FREITAS; OLIVEIRA, 2002), sendo as abelhas suas principais
polinizadoras (SHANLEY; MEDINA, 2005), destacando-se a Trigona sp. e Apis
melifera (CRESTANA; KAGEYAMA, 1989; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). O
periodo de floragao e frutificacdo ocorre aproximadamente a partir dos cinco
anos (LISBOA et al, 2018), com florescimento na estagcao chuvosa, entre janeiro
e abril (ALENCAR; ALMEIDA; FERNANDES, 1979; RIGMONTE-AZEVEDO;
WADT; WADT, 2004).

A frutificacdo é supra-anual, marcada por flutuacdo na producao
(NEWSTROM; FRANKIE; BAKER, 1994; PEDRONI; SANCHEZ; SANTOS,
2002; PEREIRA; SANTANA; RANAL, 2009), ocorrendo entre os meses de maio
a setembro (SHANLEY; MEDINA, 2005). A dispersao dos frutos pode ocorrer por
meio de animais, como aves e macacos, ou de forma hidrocérica (ROSSI, 2009).
A arvore apresenta deciduidade marcante no periodo de julho a agosto, e o
brotamento das folhas ocorre nos meses de setembro a outubro, sendo
facilmente observado pelo aspecto avermelhado da copa (SILVA, 2009).

Segundo Martins-da-Silva, Pereira e Lima (2008) a C. langsdorffi
encontra-se entre as principais espécies conhecidas e utilizadas para extragao
do dleo, juntamente com a C. reticulata e C. officinalis. Além do 6leo, também &

utilizada sua madeira nas construgdes civil e naval (CARVALHO, 1994) e na
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producao de compensados (MARTINS-DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008). Por
meio de suas flores, mel de altissima qualidade & produzido e suas mudas sao
utilizadas em reflorestamentos (CARVALHO, 1994).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS) nos paises em
desenvolvimento cerca de 85% da populagéo utiliza plantas medicinais para os
cuidados basicos com a saude (BRASIL, 2006). Algumas substancias que
compdem as plantas medicinais podem desencadear efeitos deletérios que
podem chegar a serem fatais (PINHO et al., 2010). Assim, torna-se
extremamente importante conhecer os possiveis efeitos tdxicos, citotoxicos e
genotoxicos a fim de avaliar o seu potencial nocivo ao organismo humano
(FREITAS et al., 2014).

O teste Allium cepa permite avaliar os efeitos téxicos e citotoxicos de
extratos aquosos vegetais, por meio da reducéo do crescimento das raizes e da
diminui¢ao do indice mitético respectivamente (ALMEIDA, 2019), bem como os
efeitos genotdxicos, por meio da analise da presenca de micronucleos ou de
anormalidades da anéafase-teldfase (FISKEJO; LEVAN, 1994). Essa metodologia
ja foi validada por muitos pesquisadores que a realizaram em conjunto com
experimentos in vivo usando animais como modelos e obtiveram resultados
semelhantes (BAGATTINI; SILVA; TEDESCO, 2007). A eficiéncia do sistema A.
cepa se deve as suas caracteristicas cinéticas de proliferacdo, além de
apresentar baixo custo, facil manipulagdo, cromossomos em boas condi¢des
para estudo de danos ou disturbios na divisédo celular (BELCAVELLO et al.,
2012).

A exploracao inadequada de C. langsdorffii com técnicas invasivas e
repetitivas para extragdo do 6leo (RIGMONTE-AZEVEDO; WADT; WADT, 2004)
também colocam em risco a diversidade genética da espécie, considerada um
dos trés niveis da biodiversidade, ja que € necessaria para que as populagdes
evoluam em resposta a mudangas ambientais e os niveis de heterozigosidade
na populagao reduzem a endogamia (REED; FRANKHAN, 2003).

A perda de variabilidade genética pode ocorrer pelo aumento da taxa
de endogamia, por deriva genética e flutuagdes demograficas, que contribuem
para reducao da populacdo até possivel extincao (PRIMACK; RODRIGUES,

2001). E variabilidade genética intraespecifica € fundamental para a persisténcia
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das espécies na natureza, portanto conhecer a variagdo genética e como ela é
distribuida geograficamente em cada espécie sdo fundamentais para
caracterizar seu status de conservagao (SANTOS et al., 2010). Estudos sobre a
caracterizagdo molecular permitem reconhecer a perda genética real,
contribuindo para a tomada de decisdes quanto as estratégias de conservagao
e gestao sustentavel de recursos genéticos (LIMA et al., 2015; DUARTE;
NOGUEIRA; VIEIRA, 2018).

Dentre as ferramentas utilizadas para estudos de diversidade
genética, temos os marcadores moleculares, por meio dos quais é possivel
verificar a variabilidade genética entre individuos, dentro e entre populagdes ou
espécies relacionadas (SOUZA et al., 2005). Os marcadores moleculares, que
avaliam a sequéncia de DNA do organismo permitem uma maior detecgao de
polimorfismos se comparados com marcadores morfolégicos, que nao
apresentam neutralidade fenotipica (EMBRAPA, 2000). Dentre eles, destacam-
se os ISSRs (Inter-simple sequence repeats), que pertencem a categoria dos
marcadores baseados em PCR, e ao contrario dos demais, ndo requerem
informacdes prévias de sequéncias de DNA da espécie-alvo e apresentam boa
transferibilidade (DIAS et al., 2015).

A técnica ISSR envolve amplificacdo de um segmento de DNA
presente a uma distancia amplificavel entre duas regides idénticas de repeticéo
de microssatélites orientadas na direcdo oposta (REDDY et al., 2002); esse
método apresenta como principal vantagem a facilidade nas analises e o baixo
custo (TURCHETTO et al., 2017). Como os demais marcadores dominantes, néo
fazem distingao entre homozigotos dominantes e heterozigotos, sendo que os
polimorfismos entre os individuos sado identificados nas andlises eletroforéticas
pela presenga ou auséncia de bandas (SOUZA et al., 2017).

Neste contexto, objetivamos verificar a estrutura e a diversidade
genética entre individuos de Copaifera langsdorffii nativa da Amazodnia mato-
grossense por meio de marcadores ISSR, bem como avaliar a toxicidade,

citotoxicidade e genotoxicidade da espécie por meio do teste Allium cepa.
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3. CAPIiTULOS

3.1 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA ENTRE INDIVIDUOS DE
Copaifera langsdorffii Desf. DA AMAZONIA MATO-GROSSENSE, POR MEIO
DE MARCADORES ISSR



Resumo - (Diversidade e estrutura genética entre individuos de Copaifera
langsdorffii Desf. da Amazénia Mato-Grossense, por meio de marcadores ISSR).
A Amazbnia € o maior bioma do mundo e abriga cerca de 40 mil espécies de
plantas, dentre elas a Copaifera langsdorffii, explorada principalmente para
extracao de 6leo-resina e madeira, muitas vezes de forma incorreta, o que pode
ocasionar a perda de variabilidade genética. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a diversidade e estrutura genética entre individuos de C. langsdorffii localizada
na Amazbénia Mato-Grossense, por meio de marcadores ISSR. Foram
amostrados 27 individuos, cujo DNA foi amplificado com 12 primers ISSR. A
analise bayesiana, AMOVA e UPGMA foram utilizados para inferir as relagdes e
diversidade genéticas, bem como a estrutura populacional; para caracterizagéao
da variabilidade genética foi utilizado o programa POPGENE. Foram
amplificados 106 fragmentos, sendo 98,11% polimorficos. O conteudo de
Informacao polimorfica (PIC) de cada primer variou entre 0,45 e 0,81. A média
de dissimilaridade encontrada foi de 0,49, indicando uma alta diversidade
genética entre muitos pares de individuos. A maior variabilidade genética
encontra-se dentro dos grupos e nao entre eles. O percentual de polimorfismo,
valores de dissimilaridade genética e indices de diversidade genética apontam
que ha alta variabilidade genética entre os individuos de Copaifera langsdorffii,
sugerindo que os primers ISSR se mostraram eficientes na deteccdo de
polimorfismo nesta espécie e que os individuos apresentam potencial para
compor programas que visem a preservagcdo da espécie e capacidade de
integrar bancos de germoplasma.

Palavras-chaves: Copaiba, ISSR, Variabilidade genética.

Abstract — (Genetic diversity and structure among individuals of Copaifera
langsdorffii Desf. the Mato-Grossense Amazon, using ISSR markers). The
Amazon is the largest biome in the world and harbor around 40,000 species of
plants, including Copaifera langsdorffii. This species is explored mainly for the
extraction of its oil-resin and wood, often being made incorrectly, which can cause
loss of genetic variability. The aim of this work was to evaluate the diversity and
genetic structure among individuals of C. langsdorffii located the Mato-
Grossense, using ISSR markers. We sampled 27 individuals whose DNA was
amplified with 12 ISSR primers. The Bayesian analysis, AMOVA and UPGMA
were used to infer genetics relationships and diversity, as well population
structure. The POPGENE program was used to characterize the genetic
variability. The primers amplified 106 fragments, in which 98.11% were
polymorphic. The content of polymorphic information (PIC) from each primer
varied 0.45 and 0.81. The average dissimilarity found was 0.49, indicating a high
genetic diversity among many pairs of individuals. The greatest genetic variability
was found within the groups of individuals and not between them. The percentage
of polymorphism, values of genetic dissimilarity and indexes of genetic diversity,
indicate that there is high genetic variability among Copaifera langsdorffii
individuals. These results suggest that ISSR primers are efficient in detecting
polymorphism in this species, and that the population has the potential to
compose programs for preserving the species and the ability to integrate
germplasm banks.

Keywords: Copaiba, ISSR, Genetic variability.
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Introducao

A Amazbnia € o maior bioma do mundo e abriga cerca de 300
espécies de mamiferos, 1,3 mil espécies de aves e 40 mil espécies de plantas
(ICMBIO, 2020), das quais destacamos o género Copaifera L., representado por
26 espécies e nove (09) variedades encontradas em quase todas as regides do
Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020). As arvores sao conhecidas no Brasil como
copaiba, copaibeira, pau-de-6leo, copauva e copai (CASCON, 2004; PIERI;
MUSSI; MOREIRA, 2009). A exploracédo da Copaifera langsdorffii Desf. ocorre
de duas maneiras principais, pela extracdo do dleo resina e da madeira.

Diversos métodos sao utilizados para extracdo do 6leo resina da
copaiba, em sua maioria causam prejuizos a planta, ocasionando por vezes sua
morte (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). O uso de sua madeira nas constru¢des
civil e naval (CARVALHO, 1994) e na producédo de compensados (MARTINS-
DA-SILVA; PEREIRA; LIMA, 2008) também ¢ significativo.

O manejo inadequado da C. langsdorffii, bem como a fragmentagao
florestal, influenciam na composicdo genética das populacbes. Também
provocam a diminuicdo do numero de individuos, o que em longo prazo pode
acarretar aumento da endogamia, reducdo da variabilidade genética e
consequentemente a perda da capacidade adaptativa da espécie (OLIVEIRA et
al., 2016). A variabilidade genética intraespecifica € fundamental para a
persisténcia das espécies na natureza, portanto saber o quanto existe de
variacdo genética e como ela é distribuida geograficamente em cada espécie é
necessario para caracterizar seu status de conservacao (SANTOS et al., 2010).
Dessa forma muitos estudos tem utilizado como ferramenta marcadores
genéticos para conhecer a variabilidade e a distribuicdo genética de espécies.

Segundo Turchetto et al. (2017) um marcador genético € qualquer
carater visivel ou um fenétipo que de alguma forma seja analisavel, para o qual
os alelos em Joci individuais segregam de uma maneira mendeliana. Os
marcadores moleculares de DNA sao ferramentas eficazes para revelar a
presenca de polimorfismo genético (HIGA; SILVA, 2006; RODRIGUES;
BRANCALION; ISERNHAGEN, 2009; SOUZA; SOUZA; PEREIRA, 2018),
apresentando sucesso em estudos de genética de populagdes vegetais
(BOREM; CAIXETA, 2016; CORDEIRO et al., 2020). Entre eles, destacam-se os
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baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que podem ser aplicados
a espécies nao modelo e, podem ser classificados de acordo com o tipo de
herancga alélica em dominante e codominante (TURCHETTO et al., 2017), sendo
que os marcadores dominantes, ndao fazem distingdo entre homozigotos
dominantes e heterozigotos (ZIETJIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994; COSTA
et al., 2015).

Dentro dos marcadores dominantes baseados em PCR temos os
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), amplamente utilizados em estudos
referentes a caracterizacdo genética, devido ao baixo custo e alta
reprodutibilidade (NG; TAN, 2015). Os polimorfismos entre os individuos s&o
identificados nas analises eletroforéticas pela presenca ou auséncia de bandas.

Assim, o objetivo deste capitulo foi avaliar a diversidade e estrutura
genética entre individuos de Copaifera langsdorffii Desf. da Amazénia Mato-

grossense, por meio de marcadores ISSR.
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Material e Métodos
Area de Estudo

O estudo foi realizado a partir de amostras coletadas na localidade
conhecida como Pista do Cabecga (Comunidade Novo Cruzeiro), a cerca de 75km
da zona urbana do municipio de Alta Floresta, localizado no norte do Estado de
Mato Grosso (Figura 1), cujo clima segundo Alvares et al. (2013) é classificado
como do tipo Am (tropical umido ou subumido), com temperatura média superior

a 24°C e precipitacao de 2800 a 3100 mm.
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Figura 1. Localizagdo dos individuos de Copaifera langsdorffii, coletados no
municipio de Alta Floresta, MT. As subunidades estao evidenciadas (I, Il, Ill e
V).

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério
de Genética Vegetal e Biologia Molecular, do CEPTAM (Centro de Pesquisa e
de Tecnologia da Amazénia Meridional), da Universidade do Estado de Mato
Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado (UNEMAT), Campus Universitario de
Alta Floresta, Alta Floresta, MT.

Os pontos de coleta foram georreferenciados com o auxilio de um
GPS (Global System Position). Os individuos amostrados formaram quatro
subunidades amostrais [I (AF1, AF6, AF7 E AF8), Il (AF2, AF3, AF4, AF5 e AF9),
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Il (AF10, AF11, AF12, AF13, AF14, AF15, AF16, AF17, AF18 e AF19) e IV
(AF20, AF21, AF22, AF23, AF24, AF25, AF26 e AF27)], destacados na Figura
1D.

A subunidade amostral IV encontra-se mais distante das demais,
sendo 36km da lll, 41km da | e 44km da Il. As subunidades mais préximas entre
si sdo a | e a lll (7km). Vale destacar que o individuo AF9 pertencente a
subunidade Il encontra-se afastado dos demais individuos dentro dessa
subunidade (aproximadamente 12Km). Entre as subunidades amostrais ha
grandes areas de pastagens, no entanto, as subunidades Ill e IV apresentam
uma ligacao por uma extensa area de mata nativa, como pode ser observado na

figura 2.

' AF22 26
W ar21 @ArF23 gy
AF24 T 4 eon

3

*

AF13 A { «_" N
e

AFM AF1
? AF1

Figura 2. Localizagdo dos individuos de Copaifera langsdorffii na éarea
amostrada. As subunidades amostrais estdo evidenciadas (1, Il, Il e V).

Coleta do Material Vegetal

Foram coletadas duas folhas previamente selecionadas de cada um
dos 27 individuos de C. langsdorffii. O material foliar coletado foi armazenado
em silica gel, e transportado para o Laboratério de Genética e Biologia Molecular
do Campus da UNEMAT de Alta Floresta. O material vegetal foi lavado em agua

corrente, seco com o auxilio de um papel toalha e armazenado a -20 °C.
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Extracao e Quantificagcdo de DNA

O DNA gendmico total foi extraido de aproximadamente 300 mg de
folhas de cada amostra, seguindo o protocolo de CTAB (Cationic
Hexadecyltrimethyl Ammonium Bromide) descrito por Doyle e Doyle (1987): as
amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, com o auxilio de almofariz e
pistilo, transferidas para microtubos de 2 mL, onde foi acrescentado 800 uL de
tampao CTAB [CTAB 5%, polivinilpirrolidona (PVP) a 2% e Bmercaptoetanol a
2%]. As amostras foram agitadas no vortex (Kasvi, Brasil) e incubadas a 65°C
por 30 min (agitadas manualmente a cada 10 min para homogeneizar) e
centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi retirado
e transferido para um novo tubo de 2 mL, adicionado 700 uL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1) e agitado novamente no vortex por 30 segundos. As
amostras foram novamente centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm, e a fase
aquosa (superior) transferida para um microtubo de 1,5 mL, onde foi
acrescentado 500 uL de isopropanol gelado. Em seguida foram incubadas a -20
°C por 3 horas. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm, o
sobrenadante foi descartado, e o pellet lavado por duas vezes com etanol 70%,
e uma vez com etanol 95%. A cada lavagem o material foi centrifugado por 3 min
a 10.000 rpm. O pellet foi mantido em temperatura ambiente e posteriormente
adicionado 40 uL de TE (RNAse 40ug/uL e TE 0,1M) em cada amostra, levado
a banho-maria por 30 min a 35°C. Apds isso, as amostras foram ressuspendidas
e mantidas a -4 °C por 24 horas.

A avaliagao da qualidade do DNA extraido bem como a quantificagédo
foram realizadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (m/V) corado com
brometo de etidio (0,6 pg/uL), por 20 minutos. Para a quantificagéo, foi feita a
comparagao em eletroforese com um DNA de massa molecular pré-determinado
de 10 ng uL' (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Os géis foram analisados
em transluminador sob Iluz ultravioleta e fotodocumentados. Apds a
quantificagcado, as amostras do DNA extraido foram diluidas em agua destilada

autoclavada e padronizadas a uma concentracao de aproximadamente 10 ng uL-
1
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Reagoes e amplificagcao do DNA e eletroforese

Foram realizados testes de amplificagbes com um conjunto de 59
primers ISSR (Inter Sequence Simple Repeats), desenvolvidos pela University
of British Columbia (UBC) em 4 individuos. Apds os testes, foram selecionados
12 primers (Tabela 1), que apresentaram mais polimorfismos e numero de
bandas, para caracterizagdo molecular de todos os individuos.

Tabela 1. Identificacdo, sequéncia e temperatura de anelamento (TA) dos
primers ISSR utilizados na caracterizagdo molecular dos 27 individuos de
Copaifera langsdorffii Desf.

Primer Sequéncia TA (°C)

UBC - 808 DIAG3'C  AGAGAGAGAGAGAGAGC 52
UBC - 810 DiGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 52
UBC - 816 DICA3'T CACACACACACACACAT 52
UBC - 817 DIiCA3’A CACACACACACACACAA 52
UBC - 818 DICA3'G CACACACACACACACAG 52
UBC - 825 DIAC3'T ACACACACACACACACT 52
UBC - 828 DITG3'A TGTGTGTGTGTGTGTGA 56
UBC - 829 DITG3’C TGTGTGTGTGTGTGTGC 56
UBC — 834 DIAG3YT AGAGAGAGAGAGAGAGYT* 52
UBC - 873 (GACA)4 GACAGACAGACAGACA 56
DICA5'CR CRCACACACACACACACA* 62
DICA5'CY CYCACACACACACACACA* 62

*Y=(CouT)eR=(Aou G). UBC - University of British Columbia.

As reacdes de amplificacdo via PCR foram realizadas em um volume
total de 15 pL, sendo 20ng de DNA, 2,5mM de MgClz, 0,2 mM primer, 0,2mM de
cada dNTP, 2% de DMSO, 0,5U de Taq polimerase e tampéao IB10X. Os ciclos
de amplificacdo consistiram em: desnaturacao inicial a 94 °C por 1,5 minutos;
seguido de 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, temperatura de anelamento
especifica de cada iniciador (Tabela 1) por 45 segundos, 72 °C por 1,5 minutos
e terminando com uma extenso final de 5 minutos a 72 °C, em termociclador
MJ 96 (Biocycler, EUA).

Os produtos das amplificacoes foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% em tampéo de corrida TBE 1X (89,15 mM de Tris Base,
88,95 mM de Acido Bérico e 2,23 mM EDTA), em voltagem constante de 90 V
por quatro horas em sistema de eletroforese horizontal LCH 20x25 (Loccus
Biotecnologia®, Brasil). Os tamanhos dos fragmentos obtidos foram comparados
com o marcador molecular de 100 bp DNA Ladder (KAPA, EUA).
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Ap0Os a corrida eletroforética os géis foram corados com brometo de
etidio (0,6 ng pL"), por 20 minutos. Em seguida, os géis foram visualizados,
fotografados e editados em transiluminador com luz UVB LTB-20x20 STi,
fotodocumentador e software L-Pix STi, respectivamente (Loccus
Biotecnologia®, Brasil).

Analise Estatistica
Andlise dos fragmentos amplificados

A matriz de presenca (1) e auséncia (0) de bandas (fragmentos
amplificados) foi obtida a partir de avaliagdo visual das bandas mais definidas
para cada primer, nos 27 individuos estudados. Os marcadores ISSR sao de
carater dominante, portanto assume-se que cada banda representa o fenétipo
em um loco bi-alélico (WILLIAMS et al., 1990).

Diversidade Genética e Estrutura populacional
A partir da matriz binaria de presenca e auséncia e por meio da

formula 1, obteve-se o percentual de polimorfismo para cada primer utilizado:

— hbp
P= "2 x100 (1)

Onde, P representa o percentual de polimorfismo do primer, nbp, o

numero de bandas polimoérficas e ntb, 0 numero total de bandas.

O conteudo de informacédo polimorfica (PIC) de cada primer foi

calculado conforme proposto por Rezende et al. (2009):
PICprimer =1- Zi -Zj Pijz (2)

Onde, onde Pi é a frequéncia do alelo “p” no loco “pi” e Pij é a

frequéncia do alelo p, do loco i, no primer j.

A matriz de dissimilaridade genética entre cada par de individuos foi
calculada a partir do coeficiente de Jaccard (3), que compara o numero de
presencas de bandas comuns e o numero total de bandas envolvidas, excluindo
o numero de auséncias conjuntas (MEYER, 2002):

Dj=1-5 3)

Onde,

S = — -
Y a+b+c
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em que ‘a’ corresponde ao numero de casos em que ocorre a presenca da banda
em ambos os individuos; ‘b’, ao nimero de casos em que ocorre a presenga da
banda somente no individuo i e ‘c’, a0 numero de casos em que ocorre a
presenca da banda somente no individuo j.

A analise de agrupamentos através dos métodos hierarquicos
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Average), Ward e SL (Single Linkage
ou Nearest Neighbor) foram realizadas a partir da matriz de dissimilaridade e a
escolha do método com maior consisténcia de agrupamento, foi baseada no
coeficiente de correlagdo cofenética (CCC). As anadlises foram realizadas
utilizando o programa GENES (CRUZ, 2016).

O programa Structure (PRITCHARD; WEN, 2004), baseado em
analise bayesiana, foi utilizado para inferir a estrutura genética entre os
individuos, indicando grupos genéticos distintos (K). Foram realizadas 20
corridas para cada valor de K (K = 4), 200.000 interagdes iniciais (burn-ins) e
500.000 simulagbes de Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC). Para
definicdo do K mais provavel em relagdo aos propostos foram utilizados os
critérios descritos por Pritchard e Wen (2004) e Evanno, Regnaut e Goudet
(2005).

Para caracterizagdo da variabilidade genética entre os grupos
genéticos constituidos pela analise bayesiana foi calculada a diversidade
genética de Nei (He) (NEI, 1978), o indice de diversidade de Shannon (/)
(LEWONTIN,1972) e o percentual de loci polimérficos (%P) a partir da analise
da matriz binaria de presenca e auséncia, utilizando o programa POPGENE 1.32
(YEH et al., 2000). A diversidade genética entre e dentro dos grupos foi
demonstrada a partir da AMOVA (Analise de Varidncia Molecular), de acordo
com Excoffier, Smouse e Quattro (1992) e com auxilio do programa ARLEQUIN
3.01 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2007).
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Resultados e Discussao
Polimorfismo genético de Copaifera langsdorffii por meio de marcadores
ISSR

O DNA extraido apresentou alta qualidade (Figura 3). Para Feres et
al. (2005), o DNA de boa qualidade é fundamental para o sucesso das analises

moleculares.

M 1 2 3 4 .5 . 607t Oulfnllaldeldaldals

n-“ c..qv":

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA total de 15 amostras de
Copaifera langsdorffii. M: DNA ladder de 10 ng uL-1.
Foi detectado um alto percentual de polimorfismo entre os individuos de
C. langsdorffii com os 12 marcadores ISSR. Os fragmentos amplificados foram
visualizados em imagens de géis de agarose, geradas no fotodocumentador
(Figura 4).
M AF1 AF2 AF3 AF4 AF5 AF6 AF7 AF8 AF9 AF10 AF11 AF12AF13 AF14 AF15

x4 = - i -
-

|

=
T
oo
-

Figura 4. Fotodocumentagéo de DNA amplificado com o primer UBC-816 dos
individuos AF1 ao AF15 de Copaifera langsdorffii. M: Marcador Molecular de
100pb.

Os 12 primers utilizados amplificaram um total de 106 fragmentos,
sendo 98,11% polimérficos. O numero de fragmentos amplificados variou de 6
(UBC-828 e UBC-873) a 16 (UBC-810), com média de 8,83 fragmentos por

primer (Tabela 2), indicando que os primers utilizados sao eficazes na detecgao
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de polimorfismo genético na espécie e que ha a presenca de diversidade
genética entre os individuos de C. langsdorffii amostrados. O alto percentual de
polimorfismo encontrado neste trabalho assemelha-se ao encontrado por Ducar
et al. (2018) (99,80%) que avaliaram a diversidade genética de oito espécies de
Lotus sp. (Fabaceae), bem como o observado por Bagheri et al. (2020) (97,60%)
que estudaram a variabilidade genética de Astragalus subrecognitus
(Fabaceae), confirmando a eficacia dos marcadores ISSR na detecgdo de
polimorfismo em espécies da Familia Fabaceae.

Tabela 2. Numero total de fragmentos amplificados (NTF), numero de
fragmentos polimdrficos (NFP), porcentagem de polimorfismo (% P) e conteudo
de informacédo polimérfica (PIC) dos primers utilizados na caracterizagéo
molecular de Copaifera langsdorffii.

Primer NTF NFP %P PIC
UBC — 808 DIAG3’C 9 9 100 0,66
UBC — 810 DiGA3'T 16 16 100 0,73
UBC — 816 DICA3'T 7 6 85,71 0,45
UBC - 817 DICA3’A 10 10 100 0,69
UBC - 818 DICA3'G 9 9 100 0,79
UBC — 825 DIAC3'T 8 7 87,5 0,71
UBC — 828 DITG3'A 6 6 100 0,68
UBC - 829 DITG3'C 12 12 100 0,72
UBC — 834 DIAG3'YT 7 7 100 0,59
UBC — 873 (GACA4) 6 6 100 0,81
DICA5'CR 9 9 100 0,56
DICA5'CY 7 7 100 0,64
Total 106 104 98,11 -
Media 8,83 11,6 97,77 0,67

O conteudo de Informagéo polimérfica (PIC) de cada primer variou
entre 0,45 (UBC-816) e 0,81 (UBC-873), demonstrando serem altamente
informativos. Onze primers utilizados neste estudo podem ser considerados

como muito informativos para C. langsdorffii, ja que apresentaram valores de PIC

19



acima de 0,5, apenas o primer UBC-816 apresentou valor entre 0,25 e 0,50, o
que o torna moderadamente informativo. Para Botstein et al. (1980), os
marcadores moleculares que apresentam valores de PIC abaixo de 0,25 sao
considerados pouco informativos, aqueles com valores entre 0,25 e 0,50 séo
classificados como medianamente informativos e acima de 0,50 muito
informativos.
Diversidade e estrutura genética de Copaifera langsdorffii

Os valores de dissimilaridade genética observados entre os individuos
variaram de 0,24 a 0,69 (Tabela 3). Os individuos menos dissimilares
geneticamente foram AF20 e AF21, e AF24 e AF25, ambos os pares com 0,24,
sendo todos pertencentes a subunidade amostral 1V, e os mais dissimilares,
segundo a matriz de dissimilaridade genética, foram AF5 e AF27 com 0,69,
pertencentes as subunidades amostrais Il e IV, respetivamente, as mais
distantes entre si geograficamente, podendo tratar-se de individuos com
parentais de outras regides.

Entre as combinagdes, 41% encontram-se dentro da faixa 0,41-0,50
(Figura 5). A média de dissimilaridade encontrada foi 0,49, similar ao encontrado
por Brito et al. (2016) para a espécie Varronia curassavica, o que segundo 0s
autores indica uma alta diversidade genética entre muitos pares de individuos.
Os dados de dissimilaridade indicam que nado ha evidéncia de individuos
idénticos em termos genéticos, e assim, todos possuem potencial para compor

bancos de germoplasma.
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Figura 5. Distribuicdo da dissimilaridade genética entre os pares de individuos
de Copaifera langsdorffii.

Entre os métodos de agrupamento testados, o UPGMA apresentou maior
coeficiente de correlagéo cofenética (CCC) (0,728), menor estresse (10,39) e
distor¢ao (1,08) (Tabela 4). Segundo Rohlf (1970), valores de CCC superiores a
0,70 séo classificados como satisfatorios, indicando neste estudo, um bom ajuste
entre a matriz de dissimilaridade e a matriz cofenética.

Tabela 4. Coeficiente de Correlagado Cofenética (CCC), estresse e distorgéo dos
métodos Ward, Vizinho mais Préximo (SL) e UPGMA para a inferéncia do
agrupamento hierarquico.

Ward SL UPGMA
cccC 0,6164 0,6127 0,728
Estresse (%) - 23,89 10,39
Distorgao(%) - 38,18 1,08

O dendrograma de dissimilaridade genética baseado nos ISSR foi
gerado pelo método UPGMA, com base na matriz de dissimilaridade, formando
4 grupos (Gl, Gll, Glll, GIV) (Figura 6). O ponto de corte 0,505 (87,75%) foi
definido conforme metodologia proposta por Mojena (1977). O Gl é composto
por 19 individuos (AF1, AF6, AF9, AF10, AF11, AF12, AF13, AF14, AF15, AF16,
AF18, AF19, AF20, AF21, AF22, AF24, AF25, AF26, AF27), o GIl contém 6
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individuos (AF2, AF3, AF4, AF5, AF7, AF8), e Glll (AF23) e GIV (AF17), séo
formados por apenas um individuo.

M AF-20
B AF-21

I—
B AF-22
N AF-18
B AF-11
W AF-12
B AF-16 \

B AF-6
0 AF-9
W AF1

W AF-19 Gl

B AF-24 l
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B AF-27

B AF-14 I
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B AF-13 |—
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B AF7
B AF2
N AF4 Gll
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B AF-23
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0 0N M1 a7 23 28 34 4 46 5 57

Figura 6. Dendrograma de dissimilaridade genética entre os 27 individuos de
Copaifera langsdorffii Desf., obtido pelo método UPGMA e complemento
aritmético do indice de Jaccard como medida de dissimilaridade. As marcagoes
em verde e vermelho correspondem aos grupos gerados pelo Structure (Ver
figura 7). *individuos mais diferentes dos demais dentro do grupo A no Structure.

A analise bayesiana demonstrou a existéncia de 2 grupos distintos (k
= 2) denominados de A e B, (Figura 7) concordando com o agrupamento gerado
pelo UPGMA para muitos individuos. O grupo A representado pela coloragao
verde na figura 7, € composto pelos individuos AF1 a AF10. Ja no grupo B

(coloracao vermelha) foram alocados os demais individuos, do AF11 ao AF27.

23



1.00
0.80
0.60
0.40
0.20 4

i UL ™ e

1(1) 3(1) 5(1) 7 9(1) M)  13(1) 15(1)  17(1)  19(1)  21(1)  23(1)  25(1)  27(1)
2 4N B(1) 81 1001 1201 141 16(1) 1801 2001 22(1)  24(1)  26(1)

Figura 7. Agrupamento obtido por meio da andlise bayesiana dos 27 individuos
de Copaifera langsdorffii Desf. Os individuos estdo representados por barras
verticais com coloragéo de acordo com o grupo ao qual pertencem (dois grupos,
K= 2). *Individuos mais diferentes dentro do grupo A.

Em uma comparagao dos resultados entre os agrupamentos gerados
a partir da bayesiana e do UPGMA, pode-se destacar que os individuos do grupo
A compdem o agrupamento Gll do UPGMA, com exce¢ao para os individuos
AF1, AFG6, AF9 e AF10, que na analise baseada na matriz de dissimilaridade,
foram alocados no agrupamento Gl. E importante considerar que os individuos
AF1 e AF9 foram os mais distintos dentro do grupo A. Além disso, na analise
bayesiana os individuos AF5 e AF27 se mostraram os mais distintos
geneticamente, corroborando com o resultado observado na matriz de
dissimilaridade.

Correlacionando os grupos obtidos pelo UPGMA e Structure com as
subunidades amostrais, observamos que os individuos pertencentes as
subunidades amostrais | e Il foram agrupados dentro do grupo A, e no UPGMA
constituiram em sua maioria o Gll. Ja os individuos das subunidades amostrais
lll e IV, que sdo mais distantes geograficamente entre si, formaram o grupo B e
no UPGMA formaram em sua maioria o Gl. Os individuos de Glll e GIV do
UPGMA (formados por AF17 e AF23, respectivamente) pertencem as
subunidades amostrais Ill e IV, respectivamente, e na analise bayesiana se
alocaram dentro do grupo B. Estes individuos apresentam indice de
dissimilaridade genética de 0,59 (Tabela 3), estando acima da média encontrada
nesse estudo (0,49), destacando seu potencial para coleta de material genético
para integrar bancos de germoplasmas.

A disposicao dos individuos de diferentes subunidades amostrais no
mesmo agrupamento genético pode ser explicada pelo fato de seus principais
dispersores serem aves (RABELLO; RAMOS; HASUI, 2010), o que permite a
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dispersao a longas distancias. Segundo Trolliet et al. 2017, Martins-Oliveira et
al. 2020 essa relacao planta-frugivoro tem um papel fundamental na estrutura
florestal, podendo ser um dos principais mecanismos de dispersao das espécies
vegetais.

Os indices de diversidade genética foram calculados a partir dos
agrupamentos (k=2) obtidos na analise bayesiana (Tabela 5). A porcentagem de
polimorfismo variou entre 74,53 e 88,68%, sendo que o percentual total foi de
92,45%, indicando uma alta diversidade genética. Esses dados de alta
diversidade genética também foram observados por Martins et al. (2008) que
estudou populagdes de Copaifera langsdorffii no pontal do Paranapanema, no
Estado de Sao Paulo, por meio da analise de marcadores microssatélites, bem
como por Sebbenn et al. 2010, avaliando uma populagéo de C. langsdorffii no
municipio de Sao Jose do Rio Preto, Estado de Sao Paulo.

Os grupos A e B da andlise bayesiana, apresentaram
respectivamente, indice de Shannon (I) de 0,37 e 0,46. Guerra et al. (2018),
encontram indices semelhantes (entre 0,36 e 0,39) ao avaliar a diversidade
genética em Adesmia bijuga Phil com marcadores ISSR. Os valores de
Diversidade genética de Nei foram 0,24 e 0,31 para os grupos A e grupo B,
respectivamente. Observamos que o grupo B apresenta a maior diversidade
genética, bem como os maiores valores para os indices (Shannon e Nei), o que
pode estar associado a distancia geografica entre os individuos.

Tabela 5. Diversidade genética intrapopulacional de Copaifera langsdorffii dos
grupos A e B obtidos na analise bayesiana.

Parametros Grupo A Grupo B Total
N 10 17 27
Na 1,74 (x0,44) 1,88 (x0,32) 1,92 (+0,27)
Ne 1,41 (x0,36) 1,53 (¢0,36) 1,53 (+0,33)
He 0,24 (x0,19) 0,31 (x0,17) 0,32 (+0,16)
I 0,37 (x0,26) 0,46 (x0,23) 0,48 (£0,21)
%P 74,53 88,68 92,45

N: ndmero de individuos; Na: ngmero de alelos observados; Ne: numero de alelos efetivos; He:
Diversidade Genética de Nei; I: Indice de Shannon e %P: Percentual de loci polimérficos.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) também baseada nos dois
grupos obtidos pela analise bayesiana, indicou que a maior variabilidade
genética encontra-se dentro de cada grupo (85,84% de variancia total) e néo
entre eles, o que pode ser observado na tabela 6. O valor de diferenciacéo
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genética dos grupos (Fst) foi de 0,14162, com 1023 permutagdes ao acaso,
indicando que entre os grupos a variagao é de aproximadamente 14%. A baixa
diferenciagcdo genética entre os grupos ja era esperada, pois os individuos
amostrados sao plantas adultos que possivelmente ja formaram uma Unica
populacao. A distancia geografica entre os grupos é pequena, sendo que o grupo
B é composto pelos individuos mais distantes entre si, pertencentes as
subunidades amostrais Ill e IV. Segundo Gongalves et al. (2016) uma maior
variabilidade genética intrapopulacional permite um maior numero de
combinacdes, o que favorece possiveis adaptacdes diante de mudancas
ambientais.

Tabela 6. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) dos dois grupos (k=2),
determinados pela analise bayesiana para os 27 individuos de Copaifera
langsdorffii, com uso de 12 primers ISSR.

Fonte de Variacao GL SQ cv VT (%) Fst P
Entre Grupos 1 39,232 2,10314 14,16 0,14162 <0,000
Dentro dos grupos 25 318,694 1274776 85,84
Total 26 357,926 14,85091

Componente de Variancia (CV), Variancia Total (VT), indice de fixagao (Fst) e Probabilidades de
ter um componente de varidncia maior que os valores observados ao acaso (P).

Nybom (2004) constatou, analisando trabalhos realizados com
marcadores dominantes, que plantas de vida longa, aldégamas e com estagio
sucessional tardio apresentavam maior variablidade genética dentro das
populagdes, o0 que estd de acordo com as caracteristicas e estilo de vida da
Copaifera langsdorffii.

Diante do cenario brasileiro de degradagao florestal, a diversidade
genética encontrada entre os individuos de Copaifera langsdorffii corroboram
com a importancia da preservagao florestal, visto que, segundo o Instituto do
homem e Meio ambiente da Amazdnia — IMAZON (2020), dos 283 quildbmetros
quadrados de florestas degradadas na Amazénia Legal registrados em julho de
2020, 78% estao no Estado de Mato Grosso. Sugerimos a criagdo de corredores
ecoldgicos para ligar os fragmentos, ou pelo menos aproxima-los, visando tornar
o fluxo génico mais viavel. Segundo Martins et al. (2008) a conectividade entre
fragmentos facilita a manutencdo da diversidade genética, e permite a
movimentagado da fauna, possibilitando a dispersao de sementes de espécies
zoocoricas (TROLLIET et al., 2017; MARTINS-OLIVEIRA et al., 2020).
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Conclusoes

O percentual de polimorfismo, valores de dissimilaridade genética e
indices de diversidade genética confirmam que ha variabilidade genética entre
os individuos de C. langsdofffii.

Os métodos de agrupamento utilizados revelaram proximidade
genética entre os individuos das subunidades amostrais | e Il, e lll e IV. A maior
variabilidade genética encontra-se dentro dos grupos e nao entre eles. Sendo
que o grupo B obtido na analise bayesiana, abriga os individuos mais distantes
geograficamente entre si.

Os resultados obtidos indicam que os individuos de C. langsdorffii
avaliados possuem alta diversidade genética, assim apresentam potencial para
compor programas que visem a preservagao da espécie e capacidade de

integrar bancos de germoplasma.
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3.2 POTENCIAL TOXICO, CITOTOXICO E GENOTOXICO DE Copaifera
langsdorffii Desf.
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Resumo — (Potencial téxico, citotdxico e genotoxico de Copaifera langsdorffii
Desf.). A floresta Amazobnica abriga a maior biodiversidade do planeta e possui
em sua flora diversas plantas com potencial medicinal. Entre as plantas utilizadas
como fitoterapicas na Amazénia temos a Copaifera langsdorffii Desf., utilizada
como antiasmatico, para amigdalite e uso topico para eczemas, tendo suas
folhas potencial para tratar urolitiase. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial téxico, citotdxico e genotdxico de Copaifera langsdorffii por meio do
teste Allium cepa. Os bulbos foram organizados em um esquema fatorial (2 x 5
+ 2), sendo dois extratos (infuso e decocto), obtidos da casca do caule e das
folhas da Copaifera langsdorffii, cinco concentragdes: 0,002; 0,004; 0,008; 0,016
e 0,032 mg ml', e dois controles: dgua destilada (controle negativo) e glifosato
(controle positivo). Foram avaliados o crescimento do sistema radicular (CSR),
o indice mitotico (IM), e a frequéncia de alteracbes cromossdmicas e/ou
anormalidades nas fases da divisdo celular. Nos extratos da casca do caule,
foram encontradas as maiores redu¢des de CSR na concentragao 0,016 mg mL-
" do extrato decocto, bem como os menores IM na concentragéo 0,032 mg mL"’
de ambos os extratos. As concentragdes 0,002 mg mL" do extrato infuso da
casca e 0,004 mg mL' do extrato decocto das folhas apresentaram,
respectivamente, 4,19 e 3,55 % de alteragdes celulares. A concentracéo
usualmente utilizada (0,008 mg ml ') apresentou aberragbes em todos os
extratos aquosos avaliados. A reducédo do CSR e IM e a presencga de aberragdes
no organismo teste, evidenciaram o potencial toxico, citotdxico e genotoxico de
Copaifera langsdorffii.

Palavras-chave: Copaiba, indice mitético, Allium cepa.

Abstract — (Toxic, cytotoxic and genotoxic potential of Copaifera langsdorffii
Desf.). The Amazon rainforest harbor the greatest biodiversity on the planet, and
has in its flora, several species with medicinal potential. Among the amazon
plants used as phytotherapics, in the Amazon there are Copaifera langsdorffii
Desf. This species is used as an anti asthma, for tonsillitis and eczema, with its
leaves having the potential to treat urolithiasis. The aim of this study was to
evaluate the toxic, cytotoxic and genotoxic potential of Copaifera langsdorffii
using Allium cepa test. The bulbs were organized in a factorial scheme (2 x 5 +
2), with two extracts (infused and decocted), obtained from stem bark and leaves
of Copaifera langsdofffii, five concentrations: 0.002; 0.004; 0.008; 0.016 and
0.032 mg ml-1, and two controls distilled water (negative control) and glyphosate
at 1% (positive control). It was evaluated the growth of the root system (CSR),
the mitotic index (IM), and frequency os chromosomal changes and/or
abnormalities on cell cycle phases. In the stem bark extracts, the greatest
reduction of CSR was found in the concentration 0.016 mg ml -* of the decocted
extract, as well as the lowest IM in the concentration 0.032 mg ml-! of both
extracts. The concentrations 0.002 mg ml-! of the infused bark extract and 0.004
mg ml' of the decocted leaves extract showed 4.19 and 3.55% of cell
abnormalities, respectively. The concentration usually used in folk medicine
showed aberrations in all evaluated aqueous extracts. The reduction of CSR and
IM and the presence of aberrations in the tested organism, showed the toxic,
cytotoxic and genotoxic potential of Copaifera langsdorffii.

Keywords: Allium cepa, Copaiba, Mitotic Index.
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Introducao

A floresta Amazénica abriga a maior biodiversidade do planeta; é
responsavel por fixar 1,5 bilhdes de toneladas de carbono anualmente e
desempenha funcao fundamental na regulacdo do clima regional e global
(BOUBLI; HRBEK, 2012). Sua flora apresenta potencial altamente relevante,
com diversas plantas produtoras de latex, gorduras e resinas, além de potencial
medicinal (COSTA; ALVES, 2018). A tradicdo de uso de plantas medicinais na
Amazobnia se baseia em conhecimento e saberes oriundos de diferentes culturas
(SANTOS, 2000). Entre as plantas utilizadas como fitoterapicas na regido temos
a Copaifera langsdorffii Desf.

A Copaifera langsdorffii é considerada a espécie mais amplamente
distribuida no Brasil (CARVALHO, 1994; RIGMONTE-AZEVEDO; WADT;
WADT, 2004), sendo conhecida também como pau-d’éleo, poddi, cupauba,
cupiuva (LISBOA et al., 2018) e copaiba. Além do d6leo, também sao utilizadas
suas flores na produgcdo de mel e suas mudas em reflorestamentos
(CARVALHO, 1994). Messias et al. (2015) apontaram o uso da casca do caule
como antiasmatico, para amigdalite e uso tdpico para eczemas, enquanto
Brancalion et al. (2012) sugeriram que suas folhas possuem potencial para tratar
urolitiase.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — OMS, nos paises em
desenvolvimento cerca de 85% da populacgéo utiliza plantas medicinais para os
cuidados basicos com a saude (BRASIL, 2006). No entanto, as plantas
produzem diversos metabdlitos secundarios relacionados ao seu
desenvolvimento e protecéo (FREITAS et al., 2019), que podem causar em seres
humanos reag¢des adversas, como alergias, disturbios cardiovasculares,
respiratorios, metabdlicos, gastrintestinais, neurolégicos e em alguns casos o
obito (VASCONCELOS; VIERA; VIEIRA, 2009; CAMPOS et al., 2016).

Franco et al. (2016), avaliando a alelopatia das folhas de C.
langsdorffii encontraram a presencga de terpenos, acidos fendlicos e glicosideos
flavonoides. Ja Lisboa et al. (2018) observaram por meio de analises fitoquimicas
a presenga de taninos, alcaloides e flavonoides na casca da C. langsdorffii.
Dentre os efeitos toxicos causados pelas substancias produzidas pelas plantas,

estdo a toxicidade, citotoxicidade e a genotoxicidade. Ja avaliados com outras
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espécies arbéreas como: Syzygium malaccense (FREITAS et al., 2019), Ginkgo
biloba L. (GUEDES et al., 2018) e Hancornia speciosa (RIBEIRO et al., 2016).
No entanto para a C. langsdorffii foram realizados estudos relacionados ao seu
potencial téxico com seu 6leo (LOURENCO et al., 2009), com extrato aquoso
obtido por meio do p6 da casca (SENIGALIA et al., 2020) e extrato etandlico
obtido por meio de suas folhas e casca (AZEVEDO et al., 2019) e ndo com os
extratos aquosos obtidos por meio de infusdo e decocgao.

A toxicidade pode ser mensurada pela redugdo do crescimento do
sistema radicular, enquanto a citotoxicidade e genotoxicidade pelo indice
mitético e presencga de alteragdes cromossémicas e/ou anormalidades na diviséo
celular (ALMEIDA et al., 2019), sendo o teste Allium cepa L. um bioindicador de
possiveis efeitos de produtos quimicos, extratos de plantas e misturas
complexas sobre a atividade celular (HISTER et al., 2017).

O teste A. cepa é validado pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS, OMS) e pelo Programa Ambiental das Nag¢bes Unidas (UNEP)
como um eficiente bioteste (MOROSINI, 2008; PORTIS et al., 2016). A eficiéncia
do sistema A. cepa se deve as suas caracteristicas cinéticas de proliferagao,
além de apresentar baixo custo, facil manipulagdo, cromossomos em boas
condigbes para estudo de danos ou disturbios na divisdo celular (BELCAVELLO
etal., 2012).

Assim, neste capitulo avaliamos diferentes concentracbes dos
extratos aquosos, do tipo infuso e decocto, da casca do caule e das folhas de
Copaifera langsdorffii sobre o ciclo celular de Allium cepa, objetivando encontrar

possiveis efeitos tdxicos, citotoxicos e genotdxico.
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Material e métodos

Para a realizacao do experimento foram coletadas casca do caule e
folhnas de individuos adultos de C. langsdorffii, levadas posteriormente ao
Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol) localizado no
Centro de Pesquisa e Tecnologia da Amazbénia Meridional (CEPTAM), da
Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado
(UNEMAT), Campus Universitario de Alta Floresta, Alta Floresta, MT, onde foi

realizado o experimento.

Extratos aquosos
A obtencao dos extratos aquosos da casca do caule e das folhas de

C. langsdorffii, foi realizada por meio do preparo dos extratos aquosos do tipo
infuso (EAI) e decocto (EAD). As concentragcdes dos extratos aquosos foram
definidas a partir da dosagem usual utilizada na medicina popular (0,008 mg mL-
) e com base nessa, foram obtidas cinco concentragdes: 0,002 mg mL™", 0,004
mg mL", 0,008 mg mL"", 0,016 mg mL"" e 0,032 mg mL"". Sendo preparado
inicialmente o extrato de maior concentragdo (0,032 mg mL-"), utilizando 32g do
material vegetal (casca/folha) de C. langsdorffii para 1L de agua destilada, e a
partir deste extrato foram obtidas as demais concentragdes por meio de
diluicdes.

O tempo de preparo dos extratos aquosos foi determinado conforme
orientativo para uso de fitoterapicos (CAMPINAS, 2018). O extrato aquoso do
tipo infuso foi obtido por meio do aquecimento da agua até o ponto de fervura
(100 °C), sendo a mesma vertida sobre o material vegetal (casca ou folhas). O
recipiente foi fechado e deixado em repouso por 10 minutos e, logo apés, filtrado
e diluido para obtencao das cinco concentragdes.

Para o extrato aquoso do tipo decocto o material vegetal (casca do
caule ou folhas) foi colocado em um recipiente juntamente com a agua e levado
ao fogo por cinco minutos, apds o inicio da fervura. Ao atingir a temperatura
ambiente, o extrato foi filtrado e diluido nas concentragbes supracitadas.

Teste Allium cepa L.
O teste A. cepa foi realizado de acordo com a metodologia de Fiskesjo

(1985), com alteragbes propostas por Babich, Segal e Fox (1997).
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Foram utilizados 240 bulbos de A. cepa, das quais escamas externas
e raizes secas foram retiradas cuidadosamente. Para o teste, utilizou-se o
tratamento descontinuo, sendo os bulbos previamente colocados em agua
destilada para emissao de raizes e apds 48h transferidos para os extratos
aquosos a serem testados.

Os bulbos de A. cepa foram submetidos a cinco concentracdes de
extratos aquosos do tipo infuso e decocto, da casca do caule e das folhas. A
agua destilada, considerada como concentragdo 0 mg ml, foi utilizada como
controle negativo e o herbicida glifosato (480g/L) diluido a 1% como controle
positivo, devido sua agao citotoxica sobre o organismo teste ser comprovada
(MERCADO; CALENO, 2020).

Os experimentos da casca do caule e das folhas foram conduzidos
separadamente, em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e os bulbos
organizados em um esquema fatorial (2 x 5 + 2), sendo dois tipos de extrato (EAI,
EAD), cinco concentragbes e dois tratamentos controle (agua destilada e
glifosato 1%), com 10 repeticbes cada, para cada uma das partes vegetais
avaliadas (casca do caule e folhas).

ApOs a instalacao dos experimentos, os bulbos foram mantidos em
camara de germinacao do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), onde
permaneceram em temperatura controlada (25 °C + 2) e na auséncia de luz por

48 horas, conforme metodologia proposta por Babich, Segal e Fox (1997).

Avaliagcao do potencial téxico, citotéxico e genotéxico
Para avaliacdo do potencial toxico, apés 48 horas expostos aos

extratos de copaiba os bulbos foram retirados da camara de germinagao, e foram
mensuradas ao acaso duas raizes de cada bulbo, totalizando 20 raizes de cada
concentragao dos EAl e EAD de cada parte vegetal (casca e folhas), assim como
dos controles negativo e positivo, com auxilio de paquimetro digital Mitutoyo.

O potencial citotéxico foi obtido por meio do indice mitético (IM) e o
potencial genotoxico avaliado a partir da frequéncia de alteragbes

cromossdmicas e/ou anormalidades nas fases de divisdo celular.

Fixacao e preparo de laminas
As raizes foram coletadas aleatoriamente de todos os bulbos

expostos aos extratos aquosos, bem como aos controles negativo e positivo, e

fixadas em solucao fixadora (3:1, etanol: acido acético) por 24 horas em
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temperatura ambiente, sendo entéo transferidas para etanol 70% e mantidas sob
refrigeragao (x 4 °C) até o uso.

Para o preparo das laminas foi utilizada a metodologia proposta por
Souza et al. (2005) em que as radiculas foram lavadas em agua destilada por
cinco minutos, hidrolisadas em acido cloridrico (HCI) 1N por 15 minutos e
novamente lavadas em agua destilada por cinco minutos. Para confecgcao de
cada lamina foi utilizado o meristema apical de duas a trés raizes, sendo este
corado com, aproximadamente, 100 uL de orceina acética 2%. Com auxilio de
um bastao de vidro, o meristema foi levemente pressionado e, posteriormente,
coberto com laminula.

Foram preparadas dez laminas por concentragdo de cada um dos
extratos aquosos avaliados, assim como dos controles negativo e positivo.
Foram analisadas 250 células por lamina, totalizando 2.500 células para cada
tratamento e 12.500 células por extrato aquoso. As laminas foram observadas
em microscopio optico (BIOVAL), em magnitude de 400x, pelo método de
varredura, sendo registrado, para cada lamina, o numero de células em interfase
e em cada fase da mitose (préfase, metafase, anafase, teléfase), bem como as
alteragdes em cada uma delas, quando presentes. O registro fotografico foi
realizado utilizando uma camera digital CMOS (1.3 MP) colorida, acoplada ao
microscopio e para captura e edicdo de imagem foi utilizado o software TSview.
Determinacgao do indice mitético

O indice mitotico (IM) das células meristematicas de A. cepa foi obtido
pela equacgao proposta por Pires et al. (2001) (1):

M = n? de células em mitose %100 (1)

n? total de células observadas

O potencial de genotdxico foi estimado pela frequéncia de anomalias
no ciclo mitético (ACM), como anafase com ruptura cromossémica, anafase com
ponte, teléfase com ponte, metafase irregular e metéfase poliploide.

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a teste para verificacdo da normalidade
e a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5%. Para o fator concentragdo dos extratos foram ajustadas regressdes

polinomiais, sendo a escolha do modelo realizada com base no maior valor do
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coeficiente de determinagéo (R?) e no menor desvio. As andlises estatisticas

foram realizadas com auxilio do programa Genes® (CRUZ, 2016).
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Resultados e Discussao
Efeito toxico dos extratos aquosos de Copaifera langsdorffii

Os extratos da casca do caule reduziram o CSR dos bulbos de A.
cepa conforme o aumento da concentragdo, quando comparados ao controle
negativo, o que também foi observado por Bezerra, Dinelly e Oliveira (2016) ao
avaliar a acao dos extratos de Plectranthus barbatus sobre o ciclo celular de A.
cepa, correlacionando assim o aumento da concentracao do extrato aquoso com
a diminuicdo do CSR do organismo teste. A concentracdo 0,016 mg mL""

apresentou maior redugéo do CSR nos dois extratos (Figura 1).
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Figura 1. Crescimento do sistema radicular (CSR) dos bulbos de Allium cepa
expostos aos extratos aquosos do tipo infuso e decocto (A e B, respectivamente)
da casca do caule de Copaifera langsdorffii. A linha tracejada representa a média
do CSR do controle positivo.
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A média do CSR dos bulbos de A. cepa expostos aos extratos
aquosos das folhas foi de 30,97 (EAI) e 28,52 (EAD), observamos que houve
diferenca significativa entre elas, sendo a maior reducdo do CSR nos bulbos
expostos ao EAD. Em relacdo ao CSR dos bulbos de A. cepa observou-se que
as concentragdes 0,002 e 0,004 (mg mL") do EAIl estimularam o CSR, em

relagéo ao controle negativo, enquanto as demais reduziram o CSR de A. cepa

(Figura 2).
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Figura 2. Crescimento do sistema radicular (CSR) dos bulbos de Allium cepa
expostas aos extratos aquosos do tipo infuso (A) e decocto (B) das folhas de
Copaifera langsdorffii. A linha tracejada representa a média do CSR do controle

positivo.
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Ao comparar o CSR dos bulbos de A. cepa no EAIl e EAD para as
diferentes partes da planta (Tabela 1), vemos que os extratos diferiram entre si
para casca do caule e folhas. Nos extratos da casca do caule, houve uma maior
diferenciagédo entre as médias, sendo as menores médias obtidas em ambos os
extratos na concentragéo 0,016 (mg mL-"), demostrando uma redugao de 51,9%
e 58,9%, no EAIl e EAD respectivamente, em relacdo ao CSR do controle
negativo, enquanto para os extratos das folhas, a concentragédo 0,032 (mg mL™")
apresentou as menores meédias. Enfatizando o potencial téoxico de ambos os
extratos aquosos de C. langsdorffii sobre o CSR dos bulbos de A. cepa, assim
como Freitas et al. (2019) observaram avaliando a toxicidade e citotoxicidade de
diferentes extratos das folhas de Syzygium malaccense sobre Artemia salina e
Allium cepa, concluiram que os extratos aquosos podem apresentar maior
toxicidade sobre os organismos teste.

Tabela 1. Crescimento do sistema radicular dos bulbos de Allium cepa exposto
aos extratos tipo infuso e decocto da casca do caule e das folhas de Copaifera
langsdorffii.

CSR (mm)
Caule Folha
Concentragao
Infuso

0,000 mg mL" 18,58B 33,76A
0.002 mg mL" 13,02B 37,20A
0.004 mg mL" 13,29B 34,45A
0.008 mg mL"" 10,17B 29,60A
0.016 mg mL" 8,93B 26,92A
0.032 mg mL"" 9,58B 23,92A
Concentragao Decocto

0,000 mg mL"" 18,58B 33,76A
0.002 mg mL"" 16,39B 33,00A
0.004 mg mL"" 12,16B 32,41A
0.008 mg mL" 8,75B 27,45A
0.016 mg mL"" 7,62B 23,63A
0.032 mg mL" 10,20B 20,87A

Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula nas linhas dentro de cada extrato, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>5).
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Efeito Citotoxico dos extratos aquosos de Copaifera langsdorffii
A analise de varidncia para o indice mitdtico (IM) das células

meristematicas de A. cepa expostas aos extratos aquosos da casca do caule
revelou que a diferenca entre os extratos e entre as concentracdes foi
significativa, bem como a existéncia de interacado entre extrato e concentragcéo
(Tabela 2).

Tabela 2. Andlise de Varidancia (ANOVA) para o indice mitotico das células
meristematicas de Allium cepa expostas a extratos aquosos (infuso e decocto)
da casca do caule de Copaifera langsdorffii.

Fonte de Variagao GL QM
Extratos 1 1,0891**
Concentracgao 5 0,3269*
Extrato x concentragao 5 0,0444**
Residuo 108 0,0074
CV (%) 20,46
Média geral 0,4202

Nota: dados transformados em arco seno. *Significativo a 5%, e ** a 1% de probabilidade pelo
teste F. GL (Grau de Liberdade); QM (Quadrado Médio); CV (Coeficiente de Variagéo).

As médias do IM das células meristematicas de A. cepa, observadas
nas diferentes concentracdes do EAl e EAD da casca do caule, diferiram entre o
tipo de extrato aquoso e dentro dos extratos (Figura 3). Em ambos os extratos a
maior concentracgéo (0,032 mg mL"), apresentou a menor média de IM, o que
também foi observado por Reis et al. (2020) ao avaliar diferentes concentracoes
de Stryphnodendron adstringens sobre o ciclo celular de A. cepa, indicando

correlacao positiva entre o potencial citotéxico e o aumento da concentracao.
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Figura 3. indice mitdtico (IM) das células meristematicas de Allium cepa
expostas aos extratos aquosos tipo infuso e decocto obtidos da casca do caule
de Copaifera langsdorffii.

O numero de células meristematicas de A. cepa em intérfase variou
entre 1.787 (0,002 mg mL™") no EAD da casca do caule e 2.452 (0,032 mg mL™")
no EAD das folhas (Tabela 3). Demostrando que no EAD das folhas ocorreu a
maior redugao de células em divisdo. Nas células que apresentavam divisao, a
fase profase foi observada com maior frequéncia em relagao as demais, sendo
que a fase anafase foi a menos observada na maioria dos tratamentos.

O numero de células em divisao reduziu em todos as concentragdes
em relagdo ao CN do respectivo extrato, com excecdo da concentragao 0,002
mg ml' do EAl das folhas, sendo que para casca do caule todas as
concentragdes do EAl e a concentragdo 0,032 mg mL-' do EAD apresentaram IM
menor que o CP, evidenciando seu efeito citotdxico sobre a A. cepa. Por se tratar
da parte da planta cujo acesso é mais facil em relagao as folhas, € necessario
destacar a importancia de estudos envolvendo analise in vitro para avaliar seu
efeito sobre organismos animais.

Observa-se que com excegdo da concentragdo 0,016 mg mL-' do EAD
da casca do caule, o indice mitotico reduziu de acordo com o aumento da
concentragdo para todos os extratos, assim como observado por Bezerra, Dinelly
e Oliveira (2016) avaliando diferentes concentracbes de extratos aquosos de
Plectranthus barbatus sobre o ciclo celular de A. cepa.
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Tabela 3. Numero de células meristematicas de Allium cepa em diferentes
etapas do ciclo celular, submetidas a diferentes concentracdes e extratos da
casca do caule e folhas de Copaifera langsdorffii, bem como aos controles:
negativos (CN) e positivos (CP).

Casca do caule

Cc}':;?:ﬁ%éo Infuso
Interfase Préfase  Metafase Anafase Telofase IM (%)
0.002 2214 208 21 23 34 11,44
0.004 2270 128 26 18 58 9,20
0.008 2326 121 11 10 32 6,96
0.016 2333 113 19 7 28 6,68
0.032 2440 34 5 8 13 2,40
CN 1601 812 33 20 34 35,96
CP 2080 404 7 5 4 16,80
Concentragao Decocto
(mg mL™") Interfase Préfase  Metafase Anafase Telofase IM (%)
0.002 1787 642 17 21 33 28,52
0.004 1884 565 7 19 25 24,64
0.008 1944 514 7 15 20 22,24
0.016 1915 524 17 18 26 23,40
0.032 2111 380 4 3 2 15,56
CN 1601 812 33 20 34 35,96
CP 2080 404 7 5 4 16,80
. Folhas
Concentra!?ao Infuso
(mg mL") Interfase Préfase  Metafase Anafase Telofase IM (%)
0.002 2256 144 24 19 57 9,76
0.004 2310 119 18 13 40 7,60
0.008 2325 97 22 14 42 7,00
0.016 2332 96 20 12 40 6,72
0.032 2390 77 12 4 17 4,40
CN 2257 169 24 11 39 9,72
CP 2465 24 4 2 5 1,40
Concentragao Decocto
(mg mL™") Interfase Profase = Metafase Anafase Telofase IM (%)
0.002 2349 100 13 15 23 6,04
0.004 2331 99 20 8 42 6,76
0.008 2391 63 17 12 17 4,36
0.016 2404 63 11 2 20 3,84
0.032 2452 45 1 0 2 1,92
CN 2257 169 24 11 39 9,72
CP 2465 24 4 2 5 1,40

IM: indice mitético
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A analise de variancia do indice mitético das células meristematicas
de A. cepa submetidas a diferentes concentracbes do EAlI e EAD das folhas
(Tabela 4) mostrou que os extratos e as concentragdes foram significativos para
o IM de A. cepa, porém n&o houve interagcdo entre extratos e concentracoes.
Tabela 4. Analise de Variancia (ANOVA) para o indice mitético das células

meristematicas de Allium cepa expostos a extratos aquosos (infuso e decocto)
das folhas de Copaifera langsdorffii.

Fonte de Variacado GL QM
Concentragdes 5 0.05185
Extratos 1 0.07409"
Concentracao x Extrato 5 0.00527"
Residuo 108 0.00379

ns ndo significativo, * significativo a 5% e ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. GL
(Grau de Liberdade); QM (Quadrado Médio).

Quando avaliamos a média do IM das células meristematicas de A.
cepa, observamos que o EAD apresentou a maior reducéo, ficando com média
do IM de 5,44%, assim como observado no IM das células meristematicas de A.
cepa submetidas aos extratos da casca, Cardoso et al. (2018) também
observaram IM menor no EAD em relagédo ao EAI, ao avaliar diferentes tipos de
extrato de Zingiber officinale Roscoe sobre o ciclo celular de Allium cepa. Oliveira
et al. (2016) avaliando diferentes técnicas de extracdo com a espécie Dicksonia
sellowiana, destacaram a decocgdo como a técnica que apresentou maior
eficiéncia na extracéo de teores totais e antioxidante, o que sugere relagao entre

o0 método de extragado e os resultados obtidos neste estudo.

Com excecao da concentragdo 0,002 mg mL-' do EAl, todas as demais
concentragbes dos extratos obtidos por meio das folhas reduziram o IM das
células meristematicas de A. cepa (Figura 4), o que evidencia seu potencial
citotoxico, assim como resultados encontrados por Silva et al. (2018) com
diferentes concentracdes de extratos aquosos das folhas e raizes de

Macroptilium lathyroides sobre o ciclo celular de alface.

Quando comparamos o extrato infuso da casca e das folhas de C.
langsdorffii ndo observamos diferengas significativas entre ambos, apenas entre
as concentracoes dos extratos aquosos das folhas com o CN. As médias do IM

das células meristematicas de A. cepa submetidas ao EAD da casca do caule
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(25,05%) e das folhas (5,44%) de C. langsdorffii diferiram entre si pelo teste de
Tukey (p<5).
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Figura 4. indice mitdtico das células meristematicas de Allium cepa expostas
aos extratos aquosos do tipo infuso (A) e decocto (B) das folhas de Copaifera
langsdorffii. A linha tracejada representa a média do IM do controle positivo.

Efeito Genotoxico dos extratos aquosos de Copaifera langsdorffii
As concentragdes 0,002 mg mL"' do EAIl da casca do caule, e 0,004

mg mL-" do EAD das folhas apresentaram respectivamente, 4,19% e 3,55% de
aberragdes celulares, proximo ao percentual do controle positivo das folhas,
5,71% de aberragdes celulares (Tabela 5). Podemos observar que houve

presenca de aberragcdes na concentracdo usual para todos os extratos, sendo
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que o EAI da casca do caule apresentou a maior porcentagem de aberracoes, e
o EAI das folhas nao apresentou aberracbes em trés das concentragdes
avaliadas.

Tabela 5. Partes da planta, extrato, concentracbes, numero de células
observadas, numero de células em divisdo, numero de aberracdes celulares e
frequéncia de aberracdes celulares dos extratos da casca do caule e das folhas
de Copaifera langsdorffii sobre as células meristematicas das radiculas de Allium
cepa.

N° de Total de

Parte N° de células células Aberracdes
da Extrato Concentragao Células em com celulares
Planta (mg mL") observadas divisdo aberracdes (%)
0.002 2500 286 12 4.19
0.004 2500 230 2 0.86
EAI 0.008 2500 174 5 2.87
0.016 2500 167 1 0.60
0.032 2500 60 2 3.33
Casca 0.002 2500 713 2 0.28
0.004 2500 616 5 0.81
EAD 0.008 2500 556 2 0.36
0.016 2500 585 4 0.68
0.032 2500 389 1 0.26
CN 2500 898 0 -
CP 2500 420 2 0.47
0.002 2500 244 1 0.41
0.004 2500 190 0 -
EAI 0.008 2500 175 3 1.71
0.016 2500 168 0 -
0.032 2500 110 0 -
Folhas 0.002 2500 151 1 0.66
0.004 2500 169 3 3.55
EAD 0.008 2500 102 1 1.96
0.016 2500 96 3 3.12
0.032 2500 48 0 -
CN 2500 243 0 -
CP 2500 35 2 5,71

CN - Controle negativo (agua destilada); CP - Controle positivo (glifosato a 1%); EAl — Extrato
aquoso infuso; EAD — Extrato aquoso decocto.

Durante a anafase foi encontrada a maior parte das aberracoes,
sendo a anafase com ponte a mais frequente. Na figura 5, podemos ver as
aberracgdes celulares encontradas: anafase com ruptura cromossémica, anafase

com ponte, metafase irregular, metafase poliploide e tel6fase com ponte.

49



“ .g/ﬁ_

- M
— It

>

D

]
/ %

Figura 5. Fases do ciclo celular observadas em células do meristema radicular
de Allium cepa em diferentes concentragdes de extratos aquosos de Copaifera
langsdorffii. Anafase e teléfase (A), Préfase, teléfase e metafase (B), Anafase
com ruptura cromossdmica (C), Anafase com ponte (D), Tel6fase com ponte (E),
Metafase e metafase irregular (F), Anafase com ruptura cromossémica (G) e
Metéafase poliploide (H). P = profase; M = metafase; M.l. = metafase irregular;
M.P. = metafase poliploide; A = anafase; A.P. = anafase com ponte; A.R.C. =
anafase com ruptura cromossémica; T = teléfase e T.P. = telé6fase com ponte;
Barra =10 um.
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Conclusoées
Os resultados evidenciam o potencial toxico, citotoxico e genotdxico

dos extratos aquosos de Copaifera langsdorffii sobre o organismo teste. Os
extratos aquosos do tipo decocto das folhas e da casca do caule de copaifera
demostraram maior acédo toxica que os do tipo infuso. Os maiores efeitos
citotdxicos e genotoxicos foram observados no extrato aquoso infuso da casca
do caule da C. langsdorffii, que apresentou os menores valores de IM e maior
percentual de alteracdes na divisao celular para todas as concentragoes.

O extrato que causou menos alteragdes nos valores de IM, bem como
menor presenca de alteragdes na divisdo celular foi o extrato aquoso tipo infuso
das folhas, portanto, o mais recomendado para utilizacdo com fins fitoterapicos,

pois traria menor prejuizo a saude.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Os individuos de Copaifera langsdorffii possuem alta diversidade
genética entre si, potencial para compor programas que visem a preservacao da
espécie e capacidade de integrar bancos de germoplasma. Avaliar a
coancestralidade de individuos jovens e mudas de C. langsdorffii pode permitir
conhecer melhor o fluxo génico da espécie.

A avaliagdo por meio do teste A. cepa evidenciou o potencial toxico,
citotoxico e genotdxico da espécie. O extrato aquoso da casca do caule é o
menos indicado para fins fitoterapicos, mesmo em concentracées inferiores a
usual, e o extrato aquoso infuso das folhas demonstrou menor influéncia sobre
as alteragcbes no organismo teste, indicando ser potencialmente menos

prejudicial a saude humana e o que recomendamos.
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