UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

PAMELA INGRID ALVES

POTENCIAL ALELOPATICO E CITOGENOTOXICO DE Eugenia florida DC EM
BIOENSAIOS COM Lactuca sativa L.

ALFENAS / MG
2020



PAMELA INGRID ALVES

POTENCIAL ALELOPATICO E CITOGENOTOXICO DE Eugenia florida DC
EM BIOENSAIOS COM Lactuca sativa L

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais pela Universidade Federal de Alfenas/fUNIFAL-MG.

Orientador: Prof. Dr. Sandro Barbosa
Coorientador: Prof. Dr. Marcelo Ap. da Silva

Colaboradores:

Dra. Marina de Lima Nogueira

Prof. Dr. Geraldo Alves da Silva

Daniela Vilas Boas Braga (Mestranda e Bolsista
CAPES)

Jodo Vitor Calvelli Barbosa (Mestrando e Bolsista
Capes)

Dr. Renan Gomes Bastos

Alfenas/MG,
2020



Dados Internacionais de Catalogagio-na-Publicacio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central — Campus Sede

Alves, Pamela Ingrid
A474p  Potencial alelopatico e citogenotoxico de Eugenia florida DC em bioensaios
com Lactuca sativa L. / Pamela Ingrid Alves. — Alfenas, MG, 2020.
5211l -

Orentador: Sandro Barbosa.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais) — Universidade Federal de
Alfenas, 2019.

Bibliografia.

1. Aleloquimico. 2. Fitotoxicidade. 3. Citogenotoxicidade. 4. Pitanga-do-
Cerrado. I. Barbosa, Sandro. II. Titulo.

CDD- 581

Ficha Catalografica elaborada por Marlom Cesar da Silva
Bibliotecario-Documentalista CRB6/2735




MINISTERIO DA EDUCACAO

Universidade Fedornl de Alfenas / UNIFAL-MG %
Programa de Pés-graduagho - Cidaclas Ambicntals
Bun Gobriel Marmin da Sbva, T84, Aesas - MG CEP 5T M0
o (28] IY0L00A8 (Caombesagha) /(M) 2101088 (Secr
hap -\n»::u:ifuuo.h'mw B m—g

PAMELA INGRID ALVES

“Potencial alelopético e citogenotéxico de Eugénia florida DC em bloensaios com Lactua
sativa L",

A Banca julgadors, abaixo assinada, sprova a
Dissertaglo apresentada como parte dos requisitos
para 4 oblengdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais pela Universidade Federal de Alfenas.
Area de Concentraglio: Ciéncias Ambicntais.

Aprovada em: 27 de selembro de 2019,

Prof. Dr. Sandro Barboss Assinaus @L-&
Instituicdo: UNIFAL-MG

~ "
J/ l"

Prof, Dr, Breno Régis Suntos Assinaturn:__| 7L
Instituiglo: UNIFAL-MG

Prof, Dr. Geraldo Alves da Silva Assinatufo:
Instituigio: UNIFAL-MG



Dedico esse trabalho aos meus pais, minha irmé e a todos que
me apoiaram nessa trajetoria!!!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me dar forcas para conduzir com determinagdo meus objetivos,

A nossa senhora de Fatima que me inspirou em todos os momentos de necessidades e conflitos,

Ao0s meus pais, Alenizia e Elvecio, pelo amor, incentivo e apoio incondicional. Que nas horas dificeis,
de desanimo e cansago sempre estiveram ao meu lado para me fortalecer. A vocés toda minha

gratiddo, amo vocés!

A minha irma e melhor amiga Isadora Ingrid pela amizade ao longo de todo o percurso, por ser

especial e tdo importante na minha vida, amo vocé!!

Ao meu orientador Prof. Dr. Sandro Barbosa, pela oportunidade, confianca, motivacgdo, ensinamentos
e conselhos durante todos esses anos de caminhada, sem duvidas eles foram cruciais para me tornar

0 que sou!

Ao meu coorientador Prof. Dr. Marcelo Aparecido da Silva pela paciéncia, dedicacao e ensinamentos,

Ao Prof. Dr. Geraldo Alves da Silva, ao Dr. Renan Bastos e a Dra. Marina Nogueira pela

disponibilidade, ensinamentos e contribui¢Ges dadas para a melhoria deste trabalho,

Aos meus amigos de laboratério: Gleika Marques, Daniela Braga, Josiele Aparecida, Rafaela Sueko,
Kamila Dazio, Valdir Veronese, Gabriela Ezequiel, Jodo Vitor, 0s quais tornaram essa trajetéria mais

leve, a vocés todo meu carinho e gratiddo! Sem duvidas vocés se tornaram minha segunda familia,

A nossa querida secretaria Denise, por ser tdo prestativa e carinhosa!!

As minhas amigas e irmas de coracdo Katia Fernanda e Leticia Leite pelo carinho, amizade e
cumplicidade durante essa etapa tdo importante,

A fundacdo de Apoio a Pesquisa de Minas Gerais pela concesséo da bolsa,

Ao programa de pos-graduacdo PPGCA pela oportunidade,



E a todos que de uma forma direta ou indireta fizeram parte da realizacdo desse trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel
Superior- Brasil (CAPES) Cddigo de Financiamento 001.



RESUMO GERAL

A busca por herbicidas menos impactantes ao meio ambiente e a salide humana tem se tornado um
constante desafio. Neste contexto, a utilizacdo de extratos de plantas com atividade alelopatica tem
se tornado uma opgdo viavel aos agricultores, demonstrado grande aceitagdo no mercado consumidor,
visto 0 baixo custo e facil producdo, promovendo beneficio ao ambiente e a0 homem. A espécie
Eugenia florida, demonstra em sua caracterizacdo quimica a presenca de compostos indutores e
inibidores da germinacédo e do crescimento de plantulas. Entretanto, sua atividade ainda € inédita.
Além disso, a influéncia da exposicao luminosa das folhas séo fatores que interferem na quantidade
e qualidade dos compostos produzidos pela planta. Folhas localizadas na periferia (expostas ao sol)
da copa tendem a apresentar uma diversidade e quantidade maior de compostos. Os métodos de
extracdo utilizados para a producdo dos extratos influenciam na quantidade e no composto que sera
extraido. Assim, este trabalho teve por objetivo elucidar as propriedades fitotoxicas e citogenotdxicas
das folhas da periferia e do interior da copa de Eugenia Florida, empregando duas formas de extracéo
aquosa e hidroetanolica sobre bioensaios com L. sativa. Foram avaliados os parametros germinativos,
de crescimento inicial e o comportamento do complemento cromossémico. Os dados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA, e a comparacdo das médias foram feitas por meio do teste
de médias Scott knott a 5% de significancia para os extratos. Para as concentracGes foi ajustado o
modelo de regressdo a 5 % de significancia. Verificou-se que todos os extratos apresentam atividade
alelopética, ou seja, interferem na germinacéo e no crescimento inicial das plantulas, sendo a maior
concentragdo (40mg/mL™) a mais responsiva. Ainda, a posicdo das folhas e 0 método de extracio
para a preparacao do extrato influéncia apenas nas concentracGes intermedidrias, sendo as folhas da
periferia e a extracdo aquosa as mais eficientes. Além disso, todos os extratos tém influéncia sobre o
ciclo celular, apresentando reducdo do indice mitético sendo concentracdo dependente. Essa
dissertacdo é apresentada sob a forma de capitulos. O capitulo | apresenta uma breve revisao sobre a
familia Myrtaceae, 0 género Eugenia e a espécie Eugenia florida; a alelopatia; os metabdlitos
secundarios; o mecanismo e modo de acao dos aleloquimicos; e a importancia dos bioensaios para as
andlises alelopaticas e citotoxicas. O capitulo Il apresenta-se na forma de artigo, formatado de acordo

com as normas da revista Ciéncias Ambientais.

Palavras chave: Fitotoxicidade. Aleloquimicos. Pitanga-do-cerrado.



ABSTRACT

The search for herbicides that have less impact on the environment and human health has become a
constant challenge. In this context, the use of plant extracts with allelopathic activity has become a
viable option for farmers, which has shown a great acceptance in the consumer market, considering
the low cost and easy production, thus promoting benefits to the environment and to man. The
Eugenia florida species demonstrates in its chemical characterization the presence of inducing and
inhibiting compounds for germination and seedling growth. However, its activity is still
unprecedented. In addition, the influence of the light exposure of the leaves are factors that interfere
in the quantity and quality of the compounds produced by the plant. Leaves located on the periphery
(exposed to the sun) of the crown tend to have a greater diversity and amount of compost. The
extraction methods used for the production of the extracts influence the amount and the compound
that will be extracted. Thus, this work aimed to elucidate the phytotoxic and cytogenotoxic properties
of the leaves of the periphery and the interior of the canopy of Eugenia Florida, using both aqueous
and hydroethanolic forms of extraction on bioassays with L. sativa. The germinative parameters, such
as initial growth and the behavior of the chromosomal complement, were evaluated. For data analysis,
was used ANOVA analysis of variance and the means were compared using the Scott knott means
test, at 5% significance for the extracts. For concentrations, the regression model was adjusted to 5%
significance. Results demonstrated that all extracts have allelopathic activity, that is, they interfere
with the germination and initial growth of seedlings, been the most responsive in the highest
concentration. Furthermore, the position of the leaves and the extraction method for the preparation
of the extract only influence in intermediate concentrations, which the leaves from the periphery and
aqueous extraction were most efficient. In addition, all extracts have an influence on the cell cycle,
with a reduction in the mitotic index followed by an increase in concentrations. This dissertation is
presented in the form of chapters. Chapter I presents a brief review of the family Myrtaceae, the genus
Eugenia and the species Eugenia florida; allelopathy; secondary metabolites; the mechanism and
mode of action of allelochemicals and the importance of bioassays for allelopathic and cytotoxic
analyzes. Chapter Il is presented in the form of scientific article, formatted according to the guidelines

of the journal Environmental Sciences.

Keywords: Phytotoxicity. Allelochemicals. Pitanga-do-cerrado.
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PARTE I
1 INTRODUCAO

A alelopatia oferece uma nova perspectiva de pesquisa, com estudo de compostos
quimicos liberados por plantas que visa herbicidas menos impactantes ao meio ambiente
(REIGOSA, 2013). Essas substancias quimicas sdo liberadas no ambiente por exsudacéo
radicular, lixiviacdo foliar, decomposicao de residuos vegetais, volatilizacéo, e incorporacao
dos compostos no solo (WEIR et al., 2004; IMATOMI et al., 2013). Quando desvencilhadas
podem interferir de forma positiva ou negativa no processo de germinagdo, crescimento e
desenvolvimento de plantas, a partir de acdes e processos fisioldégicos (EINHEILING et al.,
2002; FERREIRA; BORGHETTI., 2004; CAVALCANTE et al., 2018).

Esse fendbmeno é mediado por substancias denominadas aleloquimicas, sendo elas
pertencentes a diferentes categorias de compostos tais como, fendis, terpenos, alcaloides,
polietilenos, acidos graxos, peptideos, entre outros (PEREIRA et al., 2018). Quando liberados
no ambiente podem provocar alteracdes no metabolismo celular, incluindo alteracBes na
permeabilidade da membrana, absorcdo de nutrientes, sintese de proteina, abertura estomatica,
fotossintese e respiracdo (FERREIRA et al., 2008; CHENG; CHENG; 2015).

Neste contexto, considerando que um dos principais problemas enfrentados pelos
agricultores, no mundo, refere-se ao controle de plantas daninhas, e que condicionado a essa
situacdo, o uso frenético de herbicidas sintéticos para controle, tem acarretado grandes impactos
ambientais e a salde humana, a busca por herbicidas que ndo apresentem as inconveniéncias
dos herbicidas sintéticos e que atendam as necessidades do agricultor, tem se feito frequente.
Os fundamentos cientificos que norteiam a busca de espécies de plantas que produzam
substancias capazes de interferir no ciclo de plantas daninhas tem se tornado questdes
fundamentais nos estudos interdisciplinares da atualidade e um importante caminho a se seguir
(SILVA et al., 2017).

As espécies tipicas do Cerrado apresenta grande relevancia para estudos alelopaticos,
isso se da em razdo de estarem frequentemente expostas a constantes variagdes ambientais, o
que propicia 0 aumento na producédo de metabdlitos. Dentro desse bioma destaca-se a familia
Myrtaceae, sendo representada por aproximadamente 145.970 espécies distribuidas em
aproximadamente 145 géneros. (THE PLANT LIST, 2013).

A espécie Eugenia florida DC. popularmente conhecida como “pitanga- do- cerrado”,
ou “pitanga preta”, sdo arvores de pequeno porte, com média de 3,5 m de altura. Possuem frutos

comestiveis e agradaveis. A sua caracterizagcdo quimica demonstra a presenca de flavonoides,
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taninos, terpenos, fendis (BASTOS et al., 2016), sendo esses compostos indutores de atividade
alelopética. De acordo com Ootani et al (2013) os compostos como taninos estdo envolvidos
no controle da germinacdo de sementes e na inibi¢do do crescimento e do desenvolvimento de
espécies de plantas. As flavonas, em altas concentracbes, também apresentam efeito
alelopético, podendo inibir o crescimento do vegetal (SOUZA et al., 2005; ROCHA et al.,
2018).

No entanto, ndo foram encontrados na literatura pesquisas que demonstre o efeito
alelopatico e da citogenotoxicidade de extratos de folhas de E. florida. Nesse sentido,
determinar os efeitos alelopaticos associados a sua capacidade em gerar modificaces no DNA
nuclear e na fisiologia de outras plantas, torna-se relevante em estudos sobre os processos de
interacdo ecologica dessa planta com outras e contribui para formulacdo de produtos
agrondmicos menos agressivos (SOARES, 2011). Além disso, o conhecimento do potencial
genotdxico de um composto presente no meio ambiente € uma informacdo importante para as
agéncias regulatdrias, no que se refere aos riscos que os produtos oferecem para 0 homem e o
ambiente (OLIVEIRA, 2012).

Donato e Morretes (2009), realizou a caracterizacdo anatdmica das folhas dessa espécie,
registrando diferengas estruturais entre “folhas de sol” (da periferia da copa) ¢ “folhas de
sombra” (do interior da copa). A variacdo na intensidade e na quantidade de incidéncia
luminosa nas folhas das arvores sdo fatores que influenciam a anatomia, a qualidade e a
guantidade de metabdlitos produzidos pela planta. As folhas expostas ao sol sofrem maior
estresse ambiental o que provoca o aumento na producdo de metabolitos (NETO; LOPES;
2006). Desta forma, o estudo das variagdes na intensidade luminosa das folhas contribui para
conhecimento de possiveis alteragdes quimicas no material em estudo, o que é de fundamental
importancia em estudos alelopaticos (ARAUJO, 2014).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia da posic¢do das folhas
sobre o efeito fitotdxico e citogenético de extratos aquosos e hidroetanolicos de E. florida sobre

bioensaios com L. sativa.

2 DESENVOLVIMENTO

A seguir, acompanha revisédo de literatura acerca dos temas abordados nesta dissertagéo,

com intuito de gerar embasamento tedrico para a analise e discussao dos resultados obtidos.
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2.1 FAMILIA Myrtaceae E O GENERO Eugenia

A familia Myrtaceae ¢ nativa de regides tropicais, principalmente na América do Sul,
Asia e Austrélia, com cerca de 145.970 espécies distribuidas em aproximadamente 145 géneros
(THE PLANT LIST, 2013). No Brasil, sdo registrados 23 géneros e 1034 espécies distribuidas
principalmente na Mata Atlantica e Cerrado (TOLEDO, 2018).

Diferentes substancias com propriedades alelopaticas foram identificadas em diferentes
espécies pertencentes a essa familia dentre elas, Myrcia guianensis Aubl (SOUZA et al., 2006),
Eugenia Flavescens (FILHO et al., 2016), Eugenia dysenterica (GIOTTO et al., 2000,
MALHEIROS; 2016) Blepharocalyx salicifolius (HABERMAM et al., 2016). Além disso, uma
caracteristica marcante dessa familia é a presenca, em seus 0rgdos vegetativos e reprodutivos,
de estruturas secretoras de Oleos essenciais contendo terpenos e/ou compostos resinosos e
aromaticos (SOUZA et al., 2013). Os 0leos essenciais sdo considerados como potentes
inibidores da germinacdo de sementes e do crescimento de diversas plantas, tanto na forma
original quanto em mistura (DUKE et al., 2002).

Dentro dessa familia destaca-se 0 género Eugenia, com aproximadamente 500 espécies
de arvores e arbustos (OLIVEIRA et al., 2006). De acordo com Sobral (2015), cerca de 400
espécies estdo distribuidas em diferentes regides (MAGINA et al., 2009; SOBRAL et al., 2015).

Devido ao seu potencial terapéutico e implicaces econdmicas, os estudos com Eugenia
spp. tem se tornado de grande interesse. De acordo com a literatura, apresentam as atividades
antioxidante e antitumoral (SANTOS et al., 2018), hipoglicemiante, antimicrobiana (TOLEDO,
2018), e alelopética (IMATORI et al., 2013; FILHO et al., 2016). Tais atividades estdo ligadas
a presenca de diferentes metabolitos secundarios como os flavonois polidroxilados, formados
principalmente por aglicona quercetina, miricetina, canferol, mearnsetina e gossipetina,
taninos, terpenos e derivados fendlicos (LAGO et al., 2011). No entanto, destaca-se que menos
de 10% das espécies desse género foram quimicamente e biologicamente estudadas (GILIOLI
etal., 2010; FALEIROS, 2017).

Por esse motivo pesquisas que contemplem e contribuam para 0 melhor entendimento

da acdo das diferentes espécies pertencentes a esse género tornam-se relevantes.

2.2 ESPECIE Eugenia florida DC.

A espécie Eugenia florida DC. popularmente conhecida como pitanga- do- cerrado,
pitanga preta ou guamirim-cereja, se apresenta como arvores de pequeno porte, com a média

de 3,5m de altura, trocos castanho acinzentados de 20 a 35 cm de didmetro com casca rugosa e
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fissurada longitudinalmente. S&o espécies que tipicamente florescem em outubro e frutificam
no final de novembro. Seus frutos apresentam odor caracteristico, sdo comestiveis e muito
saborosos (DONATO; MORRETES; 2009; SANTOS et al., 2018).

Os dados morfologicos e anatdmicos da folha de E. florida conferem caracteristicas
comuns a familia Myrtaceae, como a presenca de cavidades secretoras, floema interno ao
xilema e alto teor de taninos (CRONQUIST, 1991; DONATO; MORRETES; 2009). Possuem
as folhas oblongas com o peciolo e o limbo diferenciado em “folhas de sol” situadas na base da
copa ¢ “folhas de sombra” situada no interior da copa . O limbo mede de 9 a 13,5 cm de
comprimento, por 4,5 a 6 cm de largura. O peciolo mede de 6 a 9 mm de comprimento por 1 a
1,5 mm de didmetro na base. As maiores dimensfes referem-se as folhas de sombra e as
menores as folhas de sol (DONATO; MORRETES; 2009).

As folhas mais expostas ao sol se diferem das de sombra por apresentarem maior
densidade vascular, mesofilo, espessura laminar e maior compactacdo de células. Em estado
natural as folhas séo verdes nas duas faces, apresentando-se um pouco mais clara no lado
abaxial (DONATTO; MORRETES; 2009). Na figura 1, pode se observar a diferenca

morfologica entre as folhas de sol e de sombra.

Fotografia 1- Folhas do interior e da base da copa das arvores da espécie E. florida, os nUmeros
1 e 2 correspondem as folhas do interior, as de 3 a 5 correspondem as da base da
copa.

Fonte: DO AUTOR; 2019.

Devido ao seu potencial terapéutico e bioldgico, os estudos quimicos com a espécie E.
florida tem se tornado de grande relevancia, apontando na literatura atividade anti- oxidante
(SANTOS et al., 2018), hipotensora, hipoglicémica e antipirético; atuando na reducdo de
triglicerideos e niveis de colesterol; além de serem utilizadas no tratamento de infecgdes
(STEFANELLO et al., 2011).
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Extratos de folhas de E. florida revelaram atividade contra HIV a partir da presenca de
acidos triterpénicos. Ainda, extratos etandlicos de suas folhas mostraram atividade anti-
microbiana (BASTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2018) e anti- diabética (BASTOS et al.,
2019). Santos e colaboradores (2018) relatam atividade anti-oxidante e citotoxicas dessa planta
em células in vitru de mieloplastoma e melonoma humano.

Também apresentam importancia ecoldgica, pois seus frutos suculentos e carnosos sao
fontes de alimento a fauna silvestre. Muitos animais que se alimentam desses frutos acabam
veiculando a dispersdo das sementes e favorecendo a sobrevivéncia e permanéncia dessas
espécies. Frutos de espécies nativas, especialmente as do Cerrado, apresentam aspectos
vegetativos e reprodutivos desuniformes. Assim, precisam ser estudados para que seja possivel

estabelecer critérios de sele¢bes adequados (BORGES et al., 2010).

Fonte: BASTOS, 2016.

2.3 ALELOPATIA

Com o decorrer do processo evolutivo as plantas desenvolveram a capacidade de
produzir compostos capazes de inibir, induzir ou estimular o desenvolvimento de outras plantas,
tal processo nomeado como alelopatia. A alelopatia é usualmente definida como qualquer
processo envolvendo compostos quimicos produzidos por plantas e que, uma vez liberados no
ambiente, influenciam o desenvolvimento de outras plantas (XAVIER et al., 2019). Essa
interacdo acarreta uma resposta, positiva ou negativa na planta sensivel a tais compostos. Esses
compostos sdo produzidos pelo metabolismo secundario das plantas e sdo comumente
chamados de aleloquimicos (ALMEIDA et al., 2006; XAVIER et al., 2019).
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Dentre as diferentes classes de aleloquimicos, os flavonoides, terpenos, alcaloides,
taninos, esteroides, acidos graxos de cadeia longa e lactonas insaturadas, s&o responsaveis por
provocar inibicdo alelopatica (FORMAGIO et al., 2010; IMATORI et al., 2013). De acordo
com a caracterizacdo quimica da espécie E. florida € possivel sinalizar uma possibilidade de
atividade alelopatica atribuida a ela, visto a presenca de metabdlitos como flavonoides, taninos,
terpenos e acidos fenolicos (BASTOS et al., 2016).

Os aleloquimicos podem ser liberados de diferentes formas, sendo que as rotas de
liberacdo incluem a volatilizacdo pelas partes aéreas do vegetal, exsudacdo pelas raizes, a
lixiviacdo das superficies do vegetal pela chuva, neblina e, principalmente pela decomposi¢do
de residuos vegetais (BEGOSSO; IMATOMI; 2013; WAURECK, 2019). Eles podem atuar de
forma indireta, quando o composto alelopético altera as condi¢bes quimicas e nutricionais do
solo; ou direta, quando as substancias interferem no metabolismo vegetal (MARASCHIN;
AQUILA,; 2006). Quando liberado podem afetar o balan¢co hormonal, a estrutura celular, a
permeabilidade das membranas, a absor¢do de minerais, influenciar a fotossintese; a atividade
enzimatica; as relacGes hidricas e a conducdo de seiva, além de alterar DNA e RNA
(MARASCHIN; AQUILA; 2006; CHENG; CHENG; 2015).

2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo primario é responsavel pela sintese de compostos essenciais para a
sobrevivéncia das espécies (BERG; LUBERT; 2008). As diferentes rotas metabdlicas
desempenhadas pelas plantas sdo responsaveis pela realizacdo de diferentes processos quimicos
tais como, a fotossintese, a glicélise, o ciclo do acido citrico, a sintese de proteinas, as enzimas
e coenzimas, a sintese de materiais estruturais, a duplicacdo do material genético, a absorcao
de nutrientes, os quais atuam de forma conjunta proporcionando a sobrevivéncia, o crescimento
e 0 desenvolvimento da planta.

Em contrapartida, os metabdlitos secundarios sao fundamentais na defesa e na protecao
da planta contra qualquer dano ecol6gico (PINTO et al., 2013). As vias mais comuns para a
biossintese dos metabdlitos secundarios sao realizadas através das pentoses para os glicidios,
do acido chiquimico para os fendis, taninos e alcaloides aromaticos, do acetato-malonato para
fenois e alcaloides e do acido meval6nico para os terpenos, esteroides e alcaloides (PIRES;
OLIVEIRA; 2011).

Os trés principais grupos de metabolitos sdo representados pelos compostos fendlicos,
terpenos e alcaloides (FERREIRA; AQUILA; 2000; RICE, 2013). Os compostos fendlicos séo
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representados pelos acidos fenolicos, flavonoides, fendis simples, cumarinas, taninos e ligninas
sendo eles as substancias comumente associadas com o efeito alelopatico (TAIZ; ZEIGER,
2013; PEREIRA, 2018).

O uso de metabolitos secundarios de plantas tem representado grande importancia no
setor econdmico, com destaque na producdo de alimentos, de cosméticos, produtos terapéuticos
e na agroindustria (SARMENTO et al., 2012). A literatura relata que espécies pertencentes ao
género Eugenia apresentam inUmeras aplicacdes e pesquisas quanto ao uso dos metabolitos
presentes em suas folhas e frutos. Ambos os 6rgdos apresentam acgdes anti-microbiana
(TOLEDO, 2018), alelopatica (IMATORI et al., 2013), antioxidante e antitumoral (SANTOS
etal., 2018).

Dentro desse género destaca-se a espécie E. florida. Segundo Bastos e colaboradores
(2016) a triagem quimica dessa espécie apresenta altos niveis de compostos fenolicos, como 0s
flavondides, os acidos fenolicos e os taninos, bem como outras classes de compostos incluindo
as saponinas e os terpenoides. Tais metabolitos podem agir isoladamente ou sinergicamente,
influenciando na germinacao e no crescimento inicial de plantas (GONZALEZ; COLOMA et
al., 2011; GONCALVES et al., 2013; PAULA et al., 2015; FILHO et al., 2017).

Ainda, foram realizadas por esses mesmos autores, a analise quimica da planta, a qual
apresenta compostos como a quecetrina, a catequina, a quercetina e o &cido betulinico
(BASTOS et al., 2019). De acordo com Filho (2017), ao testar a acdo dessas mesmas
substancias contra plantas teste verifica-se inibi¢do no processo de germinacao.

Assim, levando em consideracdo a presenca dessas diferentes classes de compostos e
sua atividade, a averiguacdo da possivel acdo alelopéatica da espécie E. forida se torna de
extrema valia, tendo como perspectiva a producdo de bioherbicidas menos impactantes ao

ambiente.

2.5 MECANISMO E MODO DE ACAO DOS ALELOQUIMICOS

O mecanismo de acdo dos aleloquimicos e o0 modo pelos quais eles modificam o
crescimento e o desenvolvimento das plantas tem sido para os pesquisadores um continuo
desafio. Isto se da em razdo da limitada disponibilidade de trabalhos de pesquisa que abordam
essa questdo. Normalmente os aleloquimicos sdo avaliados pelos seus impactos provocados na
germinacdo das sementes ou em algum aspecto do crescimento das plantas, levando em
consideracdo a sequéncia de eventos celulares que pode ocorrer devido a reducdo no
crescimento (PIRES; OLIVEIRA; 2011).
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Uma maneira de se avaliar o modo de a¢éo de um aleloquimico especifico seria por meio
do monitoramento do efeito deste produto sobre as principais fungdes das plantas. As pesquisas
neste sentido tém permitido concluir que os aleloquimicos interferem em muitos dos processos
do metabolismo primario e no sistema de crescimento das plantas. De maneira geral, a acdo dos
aleloquimicos se resume a interferéncia nas atividades vitais das plantas, ou seja, na
fotossintese, na respiracéo, na assimilagdo de nutrientes, na sintese de proteinas, nas atividades
enzimaticas, na permeabilidade da membrana e no desenvolvimento da planta (SIQUEIRA et
al., 1991).

As diferentes classes de compostos fendlicos podem modificar a biossintese dos
principais constituintes das plantas e a distribuicéo de carbono nas células. De acordo com
a literatura, a reducao de carbono na célula pode comprometer a producéo de carboidratos,
sendo ele o responsavel pela reserva de energia para o metabolismo celular (TAIZ;
ZEIGER; 2017). Podem provocar ainda, alteracdes hormonais e modifica¢cdes das
atividades enzimaéticas, comprometendo o desenvolvimento do embrido. Os &cidos
fendlicos atuam induzindo o aumento da atividade de enzimas oxidativas, causando assim,
modificacdes da permeabilidade da membrana e a formacao de lignina, provocando a reducao
do crescimento radicular da planta (BUBNA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

Pires e Oliveira (2011) relatam ainda que as quinonas e os acidos fenolicos podem
interferir nas fungbes mitocondriais, comprometendo o processo de obtencdo de energia
necessaria para manter as necessidades vitais da planta. A presenca de diferentes classes
de compostos volateis provoca alteracbes da divisdo e alongamento celular,
comprometendo o crescimento e desenvolvimento do vegetal.

Cheng e Cheng (2015) menciona que os monoterpenos alteram o ciclo celular reduzindo
a proliferacdo de células e a sintese de DNA no meristema da planta, provocando a reducdo das
raizes. Compostos pertencentes a diferentes classes de alcaloides podem inibir a DNA
polimerase e impedir a transcri¢do e tradugdo do DNA, inibindo a biossintese de proteinas
(ZENG et al., 2001; CHENG; CHENG; 2015). Os flavonoides sdo 0os compostos naturais mais
presentes nas plantas e apresentam efeitos alelopaticos capazes de inibir a germinagéo e o
crescimento de plantas (RODRIGUES et al; 2019)

26 A IMPORTANCIA DOS BIOENSAIOS VEGETAIS PARA ANALISES
ALELOPATICAS E CITOTOXICAS.

Os herbicidas séo a classe de defensivos com maior demanda pela agricultura brasileira.

Constatou-se predominio dos cultivos de soja, de milho e de cana, que juntos corresponderam
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a 76% da éarea plantada no Brasil em 2015 (PIGNATI et al., 2017). A utilizagdo em larga escala
desse produto tem trazido uma série de problemas ambientais, com impactos significativos na
biota e riscos ao homem (PERES; MOREIRA; 2007; SILVA, 2017). Sabendo que nao é
possivel descartar o uso de herbicidas sintéticos completamente, 0 manejo com os herbicidas
naturais que aja diretamente na planta invasora pode reduzir seu uso de forma que néo
prejudique a producdo agricola e minimize os danos ambientais (FILHO et al., 2017).

Nesse contexto, o estudo dos metabolitos secundarios com efeitos alelopaticos se
tornaram uma importante ferramenta de estudo para a identificacdo de plantas que apresentam
0s compostos bioativos (OLIVEIROS; BATISDAS; 2008; SILVA, 2017), a partir dos quais
podem ser produzidos os herbicidas naturais mais especificos e menos prejudiciais ao meio
ambiente (MACIAS et al., 1998).

A utilizacdo de ensaios biologicos vegetais para 0 monitoramento da atividade de
extratos, de fracOes e de compostos isolados de plantas tem sido frequentemente incorporado a
identificacdo e ao monitoramento de substancias potencialmente alelopaticas (NOLDIN et al.,
2003). Essa técnica € caracterizada por apresentar baixo custo, a eficiéncia e os resultados
rapidos de pesquisa, razdo pela qual a torna atrativa e, atualmente, muito utilizada pelos
pesquisadores.

De acordo com Matias (2018) e Costa (2019), a alface é recomendada como organismo-
teste para avaliar as respostas fitotoxicas e citogenotoxicas de experimentos com 0s
aleloguimicos devido a alta sensibilidade a esses compostos, em especial, durante a fase
de germinacdo e de crescimento das plantulas. O determinado bioteste contempla diversas
peculiaridades, dentre elas, rapida germinacdo onde sofrem réapidas mudancas fisiol6gicas e
tornam-se altamente sensiveis ao estresse ambiental. Além disso, possuem crescimento linear
em ampla faixa de variacdo de pH, a baixa sensibilidade aos potenciais osméticos, grande
nimero de células em divisdo na zona meristematica radicular (SIMOES, 2013).

A avaliacdo da citotoxicidade de substancias € realizada a partir da avaliacdo das
alteracBes celulares, que incluem a inibicdo do indice mitdtico, a incidéncia de mutacBes
cromossdmicas, como, as quebras cromaticas, a perda de cromossomos inteiros e/ ou a
formacdo de micronucleos.

O indice mitdtico pode ser usado como indicador de proliferacdo adequada das células,
aplicados em estudos de toxicidade e de mutagenicidade (CHIAVEGATTO, 2014), no qual a
citotoxicidade de determinadas substancias pode ser obtida pela reducdo ou aumento do indice
mitdtico (LEME; MARIN-MORALES; 2009)
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Segundo Solano (2015), o bioteste L. sativa tem se demonstrado eficaz para analises de
citogenotoxicidade pois estd em constante divisdo mitotica, o que torna possivel a identificacao
das alteracdes ocorridas ao longo do ciclo celular. Ainda, Campos et al (2008), relata que 0s
danos no complemento cromossémico da alface sdo favorecidos pelo fato da espécie possuir
caracteristicas citogenéticas estaveis e bem definidas, como cromossomos grandes e em nimero
reduzido (2n = 2x = 18).
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3 JUSTIFICATIVA

Um dos maiores problemas enfrentados pelos agricultores esta no controle de plantas
daninhas. De acordo com um levantamento realizado pela Embrapa, plantas daninhas geram
perdas que chegam a 15% da producdo mundial de grdos todos os anos. A auséncia de um
controle adequado pode provocar perda de até 40% da producdo de uma lavoura. Ainda, 0s
efeitos impactantes provocados pelo uso excessivo de herbicidas sintéticos na agricultura
convencional tem demonstrado danos bioacumulativos no ambiente, causando a contaminacgéo
de solos e rios e a salde humana. Associado a isso, 0 USO excessivo desse produto tem
provocado a resisténcia de plantas daninhas. Na perspectiva de amenizar esses impasses, a
busca de herbicidas naturais, que ndo apresentem as inconveniéncias dos produtos sintéticos, e
gue atuem na reducdo dessas pragas agricolas sdo questdes fundamentais nos estudos
interdisciplinares na atualidade. Estudos que visem descobrir quais sdo as espécies de plantas
que apresentam efeitos de controle bioldgicos, podem ser de grande importancia para a
comunidade cientifica e para as indUstrias de biotecnologias, pois possibilitam a identificacdo
dos compostos quimicos, os quais poderdo servir como base para a producédo de herbicidas mais
especificos e menos prejudiciais ao ambiente, quando comparados aqueles usados na
agricultura. Assim, o presente trabalho teve como objetivo averiguar a atividade de extratos de
folhas da espécie E. florida, uma planta tipica do Cerrado e que apresenta uma composi¢do

quimica rica em compostos potencialmente alelopaticos.


https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/31269822/bayer-e-embrapa-pesquisam-plantas-daninhas-resistentes-a-herbicidas
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4 OBJETIVOS

A seguir, sdo apresentados 0s objetivos gerais e especificos do estudo dos extratos

obtidos das folhas da espécie E. florida.

4.1 - OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito alelopatico e citogenotdxico da E. florida em sementes de Lactuca

sativa L.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar os efeitos do extrato aquoso e hidroetandlico de folhas expostas a diferentes
intensidades luminosas da espécie E. florida sobre os parametros germinativos, de crescimento

inicial e citogenotdxicos em L. sativa.



23

5 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a partir do levantamento bibliografico as informacdes obtidas nesses
experimentos podem subsidiar programas de controle de plantas daninhas que visam obter
produtos eficientes no controle e/ou eliminagdo de invasoras sem causar danos ao ambiente.
Para esse fim, as descricBes quimicas apresentadas pela espécie em estudo demonstram a
presenca de compostos capazes de atuar no blogueio de plantas invasoras em lavouras,
entretanto, estudos preliminares ainda ndo foram realizados, fazendo se necessario sua
investigacao.
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Resumo
A caracterizacdo quimica da espécie Eugenia florida apresenta diversos compostos capazes de
provocar efeitos nocivos sobre plantas, esse atributo possibilita sua utilizagdo como herbicidas menos
agressivos ao ambiente. O presente estudo teve por objetivo elucidar as propriedades fitotdxicas e
citogenotdxicas das folhas da periferia e do interior da copa de Eugenia Florida, empregando duas formas
de extracdo aquosa e hidroetandlica sobre bioensaios com L. sativa. Foram avaliados os parametros
germinativos, de crescimento inicial e citogenéticos. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia ANOVA, e a comparacao das medias foram feitas por meio do teste de médias Scott knott
a 5% de significancia para os extratos. Para as concentragdes foi ajustado o0 modelo de regressdo a 5
% de significancia. Os ensaios de fitotoxicidade demonstram que todos os extratos testados

apresentam atividade alelopatica e fitotoxica, com danos mais nocivos diante do aumento da dose.
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Ainda, nas maiores concentraces nao houve diferenca entre os extratos. Os ensaios de citogenética
demonstram que todos os extratos sdo citotoxicos, devido as alteracGes provocados no ciclo celular.
As modificagcdes provocadas na planta alvo permite concluir a eficicia dos extratos para o controle
de ervas daninhas, demonstrando efetividade nos processos pré-emergentes da plantula. Neste
contexto, a pesquisa em questdo pode vir a subsidiar programas de controle de plantas daninhas que
visam obter produtos eficientes no controle de invasoras sem causar danos ao ambiente. Ou ainda,
ser utilizado pelo pequeno agricultor a partir da producéo do préprio cha.

Palavras chave: Metabolitos especiais; Pitanga-do-Cerrado; Citotoxicidade; Alelopatia.

Abstract
The chemical characterization of the species Eugenia florida presents several compounds capable of
causing harmful effects on plants, which allows its use as herbicides less aggressive to the
environment. The present study aimed to elucidate phytotoxic and cytogenotoxic properties of the
leaves of the periphery and the interior of the canopy of Eugenia Florida, using two forms of aqueous
and hydroethanolic extraction on bioassays with L. sativa. In addition, were evaluated the
germination, growth and cytogenetics parameters. For data analysis, was used the ANOVA analysis
of variance, and the means were compared using the Scott knott means test, at 5% significance for
the extracts. For concentrations, the regression model was adjusted to 5% significance. Phytotoxicity
tests demonstrate that all tested extracts have allelopathic and phytotoxic activity, with more harmful
damage in the face of increased dose. In addition, in the highest concentrations there was no difference
between the extracts. Cytogenetics assays demonstrate that all extracts are cytotoxic, mainly due to
changes in the cell cycle. The modifications caused in the target plant allow to conclude the efficacy
of the extracts for the control of weeds, demonstrating effectiveness in the pre-emergent processes of
the seedling. In this context, the research in question may come to subsidize weed control programs
that aim to obtain efficient products in the control of weeds without causing damage to the

environment. Furthermore, it may be used by the small farmer from the production of the tea itself.
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INTRODUCAO

O uso indiscriminado de herbicida quimico para o controle de plantas daninhas tem aumentado
freneticamente nas lavouras (SAUSEN et al., 2020). Tal evento tem acarretado impactos ambientais
e asalde humana (SILVA etal., 2017). Na perspectiva de reduzir esses impasses, 0 uso de substancias
de origem vegetal com atividade alelopatica tem aumentado, demonstrando grande aceitacdo no
mercado consumidor, visto ao baixo custo e facil producdo. Apresenta como peculiaridade, menores
danos a saude humana e ao meio ambiente, quando comparado aos herbicidas tradicionais, além de
serem produtos facilmente degradaveis (SILVA et al., 2017; LIMA et al., 2018; GRINDI et al., 2020).

De maneira geral, a atividade alelopatica das plantas € um evento natural relacionado a
producdo de aleloquimicos capazes de inibir, induzir ou estimular o desenvolvimento de outras
plantas. Essas substancias podem ser liberadas no ambiente a partir de processos como exsudagao
radicular, lixiviacdo foliar, decomposicdo de residuos vegetais, volatilizacdo, e incorporacdo dos
compostos no solo (IMATOMI et al., 2001; WEIR et al., 2004; GRIND e COELHO, 2020). Quando
em contato com outras plantas podem interferir de forma positiva ou negativa no processo de
germinacdo, crescimento e desenvolvimento afetando processos fisiologicos da planta alvo
(FERREIRA e BORGHETTI, 2004; GRIND e COELHO, 2020).

Espécies tipicas de biomas como o Cerrado, estdo frequentemente expostas a variagoes
ambientais, com climas quentes e secos e ainda, solos aridos e pouco férteis (ARAUJO, 2014). Tais
condi¢cdes provocam maior producdo de aleloquimicos pelas plantas, permitindo a elas maior

atividade alelopatica. Dentro deste bioma destaca-se a familia Myrtaceae, sendo que um terco
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pertence ao género Eugenia. Dentre as espécies pertencentes a esse género encontra-se a Eugenia
florida, popularmente conhecida como pitanga-do-cerrado.

Seus 0Orgéos vegetativos possuem em sua caracterizacdo quimica a presenca de metabdlitos
como compostos fenolicos, flavonoides, taninos, saponinas e terpenos (BASTOS et al., 2016). Ha
relatos da bioatividade desses compostos no processo germinativo e no crescimento inicial de plantas,
0s quais podem provocar alteracdes no metabolismo celular, comprometendo o crescimento
desenvolvimento da planta (PAULA et al., 2015; FILHO et al., 2017). Entretanto, a atividade dessa
planta ainda nao foi verificada.

Vale sinalizar que método de extracdo e a posi¢cdo das folhas coletadas, sdo escolhas que
podem influénciar na atividade do extrato produzido. De acordo com Neto e Lopes (2006), a variacao
na intensidade e na quantidade de incidéncia luminosa nas folhas das arvores sdo fatores que
influenciam a anatomia, a qualidade e a quantidade de metabdlitos produzidos pela planta. Ainda, a
escolha do método de extracdo tende a alterar o tipo e a qualidade do composto extraido.

O uso de biotestes vegetais como Lactuca sativa (alface) vem sendo amplamente utilizados
na investigacdo da atividade alelopéatica de extratos vegetais com foco na producdo de produtos
naturais (NOGUEIRA et al.,, 2018). A L. sativa é amplamente utilizada pois apresenta alta
sensibilidade aos aleloquimicos mesmo em baixas concentragdes, além de proporcionar a analise de
diversos parametros como a germinacao, crescimento inicial e o ciclo celular, demonstrando baixo
custo e resultados rapidos de pesquisa (GRISI et al., 2011; SANTOS et al., 2018).

De acordo com a literatura, até o presente momento ndo ha pesquisas que evidenciem o efeito
alelopatico e da citogenotoxicidade de extratos de folhas de E. florida. Nesse sentido, determinar 0s
efeitos alelopaticos bem como a capacidade desses extratos em gerar modificacdes no DNA e na
fisiologia de outras plantas, nos permite contribuir na produgéo de produtos naturais menos
agressivos, eficientes e de baixo custo. Permite ainda, subsidiar estudos sobre os processos de

interacGes ecoldgicas dessa planta com outras.
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Diante do exposto acima, o trabalho teve por objetivo, avaliar o efeito alelopatico e

citogenotoxico de extratos foliares de E. florida submetida a diferentes métodos de extragéo e posicao
foliar em bioensaios com L. sativa L.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e Moagem

As folhas da espécie E. florida foram coletadas em fevereiro de 2018, no sul do Estado de Minas
Gerais. As folhas foram coletadas conforme suas exposicdes, as folhas localizadas na periferia da copa
estdo nesse artigo sob a sigla FP enquanto as folhas coletadas no interior da copa foram utilizadas a sigla
FI. As folhas foram secas em estufa de circulacdo de ar forcada 45°C, até a obtencdo de peso constante.
Posteriormente, as folhas foram pulverizadas em moinho industrial, e armazenados em frascos de vidro
ambar até o preparo dos extratos como descritos a seguir.
Preparacéo dos extratos

O extrato aquoso foi obtido pelo método de decocgéo sendo utilizado 50g de folhas pulverizadas
em 350 mL de 4gua destilada (FARMACOPEIA; 2010). O material foi aquecido na temperatura de 100°C
por 15min e, ap6s repouso por 30 min, a solucdo foi filtrada. Posteriormente, foram congeladas e
submetidas ao processo de liofilizacao.

O extrato hidroetanolico foi obtido pelo método de percolacdo simples, segundo Silva (2017).
Logo apds os extratos foram concentrados em rotaevaporador, a temperatura de 40°C. A partir da
determinacdo do teor de solidos totais foi averiguada a necessidade da adi¢do do adjuvante para a secagem
dos extratos em spray dryer. No presente estudo, 0s extratos concentrados com extracdo hidroetanodlica
foram acrescidos dos adjuvantes de secagem (aerosil) nas proporcoes de 50 e 100 % sobre o teor de
solidos. Posteriormente, foram submetidos & secagem pelo Mini Spray Dryer BUCHI B-290. Os
parametros de operagdo foram: a) Temperatura de entrada: (140°C); b) Temperatura de saida: (78°C); d)

Fluxo de ar: (30m?3/h) e) Fluxo da bomba de alimentacédo: (10%); f) Aspirador: (61%).
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Todos os extratos secos foram armazenados a vacuo até o momento do uso, quando foram
preparadas solucgdes estoque de 40mg/mL de cada extrato em agua destilada. Foram efetuadas dilui¢bes
das solucdes estoque, obtendo as concentragdes de 2.5, 5, 10, 20, 40 mg/mL para cada extrato. Para 0s
extratos hidroetandlicos foi realizado um calculo de correcdo, devido ao uso de aerosil, considerando os
solidos totais de cada extrato.

Caracteristicas fisico-quimica
Determinacdo dos solidos totais para secagem dos extratos em spray dryer.

Foi obtida a massa inicial da solucdo extrativa que posteriormente foi seca em100°C até obtencao
de peso constante. O teor de solidos foi calculado através da porcentagem de massa final. Os resultados
foram expressos pela média de trés determinagdes (SOUZA, 2017).

Determinacéo do pH e potencial osmético

O pH dos diferentes extratos na maior concentracdo testada foi aferido com auxilio de pHmetro.
A determinacdo da influéncia do potencial osmotico dos extratos, foi averiguada com o auxilio do
osmdmetro- Advanced Instruments, modelo 3320, onde foi aferida apenas a maior concentracdo (40
mg/mL).

Triagem Fitoquimica Preliminar

Os extratos de cada tratamento foram submetidos a testes fitoquimicos qualitativos realizados por
cromatografia em camada delgada, utilizando para fins comparativos de marcadores quimicos, aplicados
em amostras com 10 pL, em placas cromatograficas de silica gel F254 (MACHEREY -NAGEL®) usando
os reveladores: NP-PEG, cloreto félico, dragendorff, KOH — 5%, NaOH — 8% e luz ultravioleta. Nas
analises foram usados os seguintes padrdes: rutina, quercetina, acido galico, pilocarpina, quinino,
atropina, padréo de antraquinona e cumarinas.

Bioensaio de Germinagéo

O teste de germinacéo foi feito de acordo com Nogueira et al (2017) com adaptaces, utilizando 3

repetices com 30 sementes distribuidas em placas de petri (9 cm de didmetro) forradas com papel

germiteste e umedecidas com 3mL de solucdo nas diferentes concentracGes de cada extrato e agua
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destilada no grupo controle. O bioensaio foi conduzido em camara de germinacao tipo BOD, a 24°C, com
fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias. Foram realizadas observacdes a cada 4 horas, anotando-se o
nimero de sementes germinadas em cada tratamento para o célculo e do indice de velocidade de
germinacédo (IVG), conforme proposto por Maguire (1962). No sétimo dia de avaliacdo foi determinado
0 namero de plantulas anormais (NPA) para as plantulas que apresentavam alguma deformidade na raiz
e/ou na parte aérea. Todo material contido nas placas foi pesado compondo a biomassa fresca (BF). O
alongamento de raiz (AR) e comprimento de parte aérea (CPA) foi mensurado a partir de 10 plantulas
selecionadas aleatoriamente, sendo as medidas realizadas no sétimo dia de germinac¢do com o auxilio de
um paquimetro digital (DIGIMESS® 150mm). O material foi levado para estufa a 40°C com circulagio
de ar por 7 dias para secagem para obtencdo da biomassa seca (BS).

Bioensaio de Citotoxicidade

Nas avaliacBGes de citogenotoxicidade, as sementes de L. sativa foram colocadas nas mesmas
condicBes descritas anteriormente, apds a protrusdo radicular foram coletadas as pontas de raiz.
Posteriormente, foram fixadas em Carnoy e armazenadas a -18°C (NOGUEIRA, 2014). Apos 24 horas o
Carnoy foi trocado e entdo confeccionadas as laminas citoldgicas pelo método de esmagamento
(RIBEIRO et al., 2012). Para determinacdo do indice mitotico (IM) foram analisados o numero de
interfase, profase, metafase, anafase e tel6fase na finalidade de determinar o efeito dos diferentes extratos
sobre o ciclo celular. Foram avaliadas 6000 células por tratamento, conforme descrito por Pizzaria et al.,
(2019). Quanto a frequéncia de anormalidades cromossémicas, foram avaliados micronucleos, ponte em
anafase, ponte em teléfase, c- metéafase, stickinis e cromossomo perdido.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 3 repeti¢cbes em esquema fatorial
4x6 sendo os fatores extrato (folha do interior da copa aquosa FIA, folha da periferia da copa aquosa,
FPA; folha do interior da copa hidroetandlica, FIH; folha da periferia da copa hidroetanélica FPH) e
concentragdes (2.5; 5; 10; 20; 40 mg/mL e agua destila para o grupo controle). Os resultados foram

submetidos a andlise de variancia ANOVA, e a comparagdo das médias foram feitas por meio do teste de
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Scott knott a 5% de significancia para os extratos. Para as concentracfes foi ajustado o modelo de
regressao a 5 % de significancia.
RESULTADOS E DISCUSSOES
Caracterizacdao fisico quimica

A variacdo observada no potencial osmotico e no pH dos extratos utilizados (tabela
suplementar 1) mostram que os valores apresentados ndo sdo capazes de exercer influéncia sobre a
germinacdo e o desenvolvimento das plantulas. Assim, os efeitos prejudiciais encontrados no
experimento sdo decorrentes a presenca de substancias bioativas. Segundo Grisi et al (2012),
potenciais osmdticos abaixo de -0,3Mpa ndo interferem na germinacdo de sementes ou nho
crescimento inicial de plantulas. Ainda, Pinto e Kolb (2015), ressalvam que os efeitos do pH sobre
testes alelopaticos sdo verificados apenas por pHs abaixo de 3 e acima de 11.

Determinacéao de teores solidos

A secagem dos extratos (FPH e FIH) secos por spray dryer sobre a utilizacdo de adjuvantes de
secagem (aerosil) permitiu verificar os valores de 2.1 e 4.0 g de solidos totais (tabela suplementar 2). A
variacdo observada entre os valores utilizados (tabela suplementar 3) nos testes de fitotoxicidade e
citotoxicidade ndo resultam interacao nos parametros avaliados.

O uso de adjuvante para a secagem de extratos em spray dryer é crucial para um melhor rendimento
da amostra, além de melhorar as caracteristicas fisico-quimica do extrato (CAVALCANTE, 2018). De
acordo com Vasconcelos (2005), o aerosil € um dos adjuvantes que apresenta a maior adequabilidade
quanto a estabilidade dos extratos secos.

Bioensaios de fitotoxicidade e citogenotoxicidade

Os quatro extratos avaliados mostraram influéncia negativa na germinacgéo e no crescimento inicial
das plantulas de alface, demonstrando potencial alelopatico.

Ao comparar a acdo dos extratos foliares de E. florida no quarto dia nota-se um atraso na
germinacdo das sementes de alface, mostrando que quanto maior a concentragdo maior o efeito sobre a

planta, apresentam ainda, interacdo significativa entre os extratos (figural, A). No entanto, no sétimo dia,
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0s extratos ainda atuam de modo concentracdo dependente, mas nota-se que as sementes apresentaram
mecanismos de superacdo da toxicidade do extrato, sendo capaz de retomar a germinagdo. Nas menores
concentragdes os valores sdo proximos a 100% de germinacéo. Entretanto, ao verificar a interferéncia das
amostras sobre o VG observou-se uma porcentagem de inibigédo significativamente maior que os demais

parametros. Nota-se ainda que os extratos permanecem dose dependente (figura.1, C)
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Figura 1: Relacdo entre as concentracfes dos extratos FIA, FPA, FIH, FPH e a porcentagem de

germinacdo em relacdo a Germinacdo 4 dias (A), Germinagéo 7 dias, IVG (C), CPA (D),

AR (E), BF (F), PA (G), IM (H), AC (). Modelo de regressdo ajustado a 5% de
significancia. As equaces estdo dispostas no material suplementar.

De acordo com diversos testes de vigor de sementes, a germinacdo é um dos parametros menos
afetados, demonstrando menores precisoes de resultado. Entretanto, o IVG apresenta na maioria das vezes
maiores variagdes, sendo um parametro de grande relevancia nos testes germinativos (RODRIGUES et
al., 2019). Para Imatomi (2015), a porcentagem de germinacdo de sementes de alface é o parametro menos
afetado pela acdo de extratos de plantas pertencentes a familia myrtaceae. Pereira et al (2018), confirmam
que geralmente o efeito alelopatico € maior sobre o crescimento de plantulas do que sobre sua germinacéo.

A reducdo na velocidade de germinacdo esta diretamente relacionada a alteracGes dos
processos fisioldgicas da semente, a partir da interferéncia dos metabolitos alelopaticos na fase 1 e 11
da germinacdo. Nessas fases ocorre a reativacdo das enzimas mitocondriais do ciclo de Krebs e da
fosforilacdo oxidativa, sendo esses processos 0s responsaveis pela producdo de energia da célula.
Acontece ainda, a sintese proteica a partir de substratos (enzimas, RNAt, ribossomos, RNAm etc.)
presentes na semente madura. Assim, quando a semente € exposta a determinados aleloquimicos todas
as sinteses podem ser alteradas comprometendo todo o funcionamento celular (BEWLEY etal., 2013)

Ao analisar o comportamento dos extratos sobre as concentragdes constata-se que no quarto
dia de condicdo experimental a maior concentracdo (40 mg/mL) foi a mais responsiva com destaque
nos extratos FIA, FIH e FPA, os quais ndo se diferem entre si (tabela 4). No entanto, no ultimo dia
de condicdo experimental (7°dia) foi possivel verificar que ndo ha uma interacdo significativa entre
0s extratos e as concentracdes. Comprovando que a longo prazo ndo ha diferenca entre os extratos
testados.

Quanto ao comportamento dos extratos sobre a velocidade germinativa das sementes (Tabela
4), nota-se que se diferem apenas nas concentragdes de 2,5 e 10 mg/mL, sendo nessas 0s extratos
FPA, FPH os mais tdxicos para as sementes testadas. Existe uma correla¢do positiva bem estabelecida

entre intensidade de radiagdo solar e produgdo de compostos fendlicos, tais como flavonoides,
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taninos e antocianinas (NETO e LOPES, 2006). Possivelmente as folhas mais expostas ao sol
obtiveram uma tendéncia maior na producédo desses metabdlitos, conferindo efeito mais evidente em
concentragdes mais baixas. No entanto, essa afericdo s6 pode ser confirmada a partir de analises
qualitativas. Para as maiores concentracdes (20, 40 mg/mL) onde a atividade téxica foi mais
responsiva, ndo houve diferenca entre os extratos.

Assim, no presente estudo € possivel sinalizar que os aleloquimicos presentes na planta E.
florida interferem diretamente no processo de germinacao, evidenciando modifica¢fes no IVG, no 4°
e no 7° dia de condicdo experimental, apresentando reducdo do nimero de sementes germinadas com
0 aumento da concentracdo. Porém, o atraso na velocidade germinativa das sementes é o parametro
mais evidente. De acordo com Gusman et al (2008), as mudancas nos padrées de germinagdo podem
ser resultado de varios efeitos a niveis primarios. Entre eles, podem ser citados a transcricdo e
traducdo do RNA,; a respiracdo, por sequestro de oxigénio (fendis); a conformacéo de enzimas e de
receptores, ou ainda pela combinacgédo de todos esses fatores.

Apdbs as alteracdes fisiologicas, a morfologia dessas plantas também ¢é modificada,
expressando alteracdes fenotipicas, como mudancas no seu crescimento e desenvolvimento. Plantas
que germinam lentamente podem ser reduzidas em altura (GRISI et al., 2013; GOMES et al., 2019)
e, consequentemente, podem ser mais suscetiveis ao estresse e a predacao.

Tabela 1: Anélise do comportamento dos diferentes extratos dentro das concentracdes. As letras
minusculas diferem dentro das concentracGes pelo teste de Scott knott a 5% de

significancia.

Extrato Concentraces mg/ mL

25 5 10 20 40
FIA 10la 92a 92a 86a 35a
FIH 10la 98a 97a  74b 10b
FPA 98a 97a 89a 70b 10b
FPH 98a 98a 83a 61b 10b
FIA 90a 74a 59a 30a 11la
FIH 80b 67a 52a 29a 13a
FPA 71c  66a 45b 24a 9a
FPH 61d 60a 39b 28a 16a

- Alongamento de Raiz

112a 95a 63a 42a 1la
FIA 101b 9l1a 54a 37a 12a
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FIH 96 b 80b 47b 31b 14a
FPA 92b 72b 41b 28b 19a
FHO L Panulsanormas
FIA 0,8a 2a 1l2a 2,3a 3,8a
FIH 0a 1b 11a 19a 3,8a
FPA l4a 1b 1,7a 1,7a 3,5a
FPH 06a 03 16a 1,2a 4,6a
- Indice mitético
FIA 114a 95a 42a 25a *
FIH 109a 70b 55a 2la *
FPA 87b 68b 50a 30a *
FPH 78b 66b 45a 34a *
~ Anormalidades cromossomicas
FIA 49a 4la 33a 2la *
FIH 54a 38a 23b 16a *
FPA 46a 36a 21b 16a *
FPH 5la 44a 20b 11b *

Legenda: Anélise do comportamento dos diferentes extratos dentro das concentragdes. As letras
minusculas diferem dentro das concentracdes pelo teste de Scott knott a 5% de
significancia.

Nas anélises relacionadas ao crescimento inicial, o comprimento da raiz (CR) foi mais afetado
pelos extratos do que o comprimento da parte aérea (CPA), demonstrando efeito significativamente
toxico na maior concentracdo testada em todos os extratos (40mg/mL). De acordo com a literatura
(TANVEER et al., 2012; GRISI et al., 2015; GOMES et al., 2019), a raiz é geralmente o 6rgdo mais
afetado pelos aleloquimicos quando comparado a parte aérea. A dificuldade do crescimento do eixo
radicular das sementes se da decorrente a absorcao de fitotoxinas presentes nos extratos, pelos tecidos
radiculares, tal evento pode ter sido favorecido pelo contado fisico da raiz com o papel filtro, o qual
continha os extratos (GRISI et al., 2011). De acordo com a literatura, a bioatividade dos extratos esta
condicionada a capacidade de absorcdo, translocacdo e mecanismo de acdo de seus compostos
potencialmente alelopaticos (ANESE et al., 2016).

Para o parametro CPA fica evidente que os extratos atuam de maneira dose dependente, com
uma reducdo significativa na maior concentracdo testada (figural, D). Ao averiguar o comportamento
do material e concentragéo, nota-se que o extrato FIA foi 0 mais responsivo, quando comparado aos
demais extratos.

Segundo o estudo realizado com Huller e Schock (2011), ao testarem extrato aquoso de E.

involucatra (cerejeira-do-mato), também observaram inibi¢éo no crescimento radicular de alface. De
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maneira geral pode ser concluido que os extratos interferem na germinacao e no crescimento inicial
das plantulas alvo, sendo verificado efeito alelopatico mais evidente no IVG e crescimento inicial das
plantulas do que na porcentagem final de sementes germinadas.

A inibicdo do crescimento da plantula pode se dar decorrente a presenca de determinados
aleloquimicos como os polifendis e taninos, os quais foram detectados em todos os extratos testados
(material suplementar). Ambos podem se ligar ao acido giberelinico (GA) comprometendo o
desenvolvimento do vegetal. Esse hormonio é responsavel pela inducdo da sintese de novos tecidos
na fase Il da germinacdo, atuando como ativador primario na cascata de sinais, que culmina com a
inducdo de um fator de transcricdo e a expressdo génica das enzimas amiloliticas (BUCKERIDGE et
al., 2004). Todos esses processos exibem grande importancia na fase 111 da germinacéo, sendo esse 0
responsavel pelo crescimento do eixo embrionario. Quando determinado aleloquimico se liga a esse
horménio a germinacdo e o crescimento do embrido podem ser comprometidos (PASSOS et al.,
2004).

Ainda, a presenca de metabdlitos como antraquinonas, triterpenos, saponinas e taninos
presentes nos extratos testados (material suplementar) sinaliza influéncia no crescimento e
desenvolvimento da planta- alvo. Essas substancias sdo capazes de agir isoladamente ou
sinergicamente em diferentes rotas metabolicas, provocando respostas toxicas a planta (PAULA et
al., 2015; FILHO et al., 2016).

Quanto ao método de extracdo e posicao foliar ndo foi detectado diferenca estatistica para o
parametro AR na maior concentracao testada (40 mg/mL), sendo essa a mais responsiva. Com relacdo
ao CPA os extratos ndo demonstram diferenca estatistica em nenhuma das concentracfes. As analises
referentes ao nimero de PA mostram que apenas a concentracdo de 5 mg/mL apresenta diferenca
estatistica. N&o demonstrando diferenca entre os extratos em nenhuma das demais concentracdes.

Nessa perspectiva, é possivel afirmar que a producéo dos extratos pode ser realizada com as

folhas mais expandidas, ou seja, as do interior da copa, no ato da coleta, o que simboliza maior
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rendimento do extrato. E ainda, ser realizado o0 método de extracdo aquoso, sendo essa a forma mais
rapida de extracdo, além de apresentarem baixo custo e facil producéo.

Alteracdes nos aspectos morfoldgicos das plantulas como, o atrofiamento, necrose e outras
alteracdes nas raizes e parte aérea, sdo resultados promovidos pelas alteracdes nas rotas metabdlicas
das plantulas. Macroscopicamente no experimento foi identificado o aparecimento de raizes
escurecidas, frageis e com geotropismo alterado. Segundo Cruz-Ortega (1998), tais disfuncdes se dao
em resposta a acdo das substancias toxicas presentes nos extratos.

A presenca de necrose e reducdo do tamanho das raizes encontrados no experimento pode
estar associada a acdo das saponinas presentes nos extratos (SOARES e VIEIRA, 2000; GRISI et al.,
2011). As saponinas afetam principalmente os parametros de germinacéo e crescimento inicial, pois
reduzem a difusdo de oxigénio através do revestimento da semente (MARCHAIM et al., 1974).
Ainda, a presenca de raizes retorcida pode se dar devido & interferéncia dos compostos no
metabolismo das auxinas (GINDRI, 2018). Esse hormonio é responsavel por controlar a curvatura
geotropica da raiz, quando reduzidos podem provocar inducao e inversdo gravitropica (ALONI et al.,

2006). Na figura 3, estdo ilustradas as imagens das plantulas no sétimo dia de condicao experimental.

Figura 3: Plantulas de alface exposta a diferentes concentracdes dos diferentes extratos testados



http://www.scielo.br/scielo.php?frbrVersion=4&script=sci_arttext&pid=S1807-86212015000200241&lng=en&tlng=en#B1
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Legenda: As letras mostram os extratos testados, A- FPA, B- FIA, C- FIH, D-FPH. Da direita para a
esquerda estdo representadas da menor para a maior concentracdo, sendo as plantulas

iniciais representadas pelo controle de agua e controle de aerosil.

Para o parametro biomassa fresca (BF) as plantulas demostraram reducdo de peso de modo
dependente ao aumento da concentracdo, quando expostas aos extratos por sete dias. Provavelmente essa
reducdo esta relacionada com a quantidade de dgua absorvida nos tecidos vegetais. Plantas expostas a
substancias potencialmente toxicas desenvolvem mecanismos de defesa capazes de dificultar a absor¢édo
de agua. Entretanto, a interagd@o entre os extratos e as concentracfes ndo foi significativa com p>0,05. Em
relacdo a biomassa seca, ndo foram observadas diferencas significativas para nenhum dos extratos.

Analise do ciclo celular sobre a acdo de todos os extratos em sementes de L. sativa permitiu
verificar que a reducdo do indice mitético foi decorrente a0 aumento da concentracéo, (figural, H). Os
dados indicam que nas duas maiores concentracdes avaliadas (10, 20 mg/mL) ndo houve diferenca entre

0s extratos avaliados para nenhuma das amostras (tabela 4).

Figura 4: Fases da divisao celular utilizadas para a avaliacao do indice mitético

| |
E F

Legenda: (A) Todas as fases do ciclo celular, (B) interfase, (C) Préfase (D) Metéfase (E) anafase
(F) telofase.

O alongamento de raiz se da em consequéncia de dois fatores, expansdo ou divisao celular. Com

iSS0, nota-se nesse experimento a grande influéncia da diviséo celular no alongamento da raiz. Pois as
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maiores concentracdes testadas sdo marcadas pela reducdo do crescimento radicular, seguidas de baixa
divisdo mitdtica. Resultados semelhantes foram encontrados por Guarda, 2017, Nogueira, 2020. De
acordo com a literatura, a proliferacdo da atividade mitética é marcada pela fase 111 da germinacéo, a qual
proporciona como resultado a protrusdo da raiz primaria

Quanto ao aparecimento de anormalidades cromossdmicas (AC) foram identificadas, ponte
em anafase, ponte em teléfase, stickines, cromossomo perdido e c-metafase. A maior frequéncia de
anormalidades foi observada na concentracdo de 2,5 mg/mL, sendo o aparecimento de stickines e
ponte em anafase os mais frequentes (figura 1, H). Ao averiguar o comportamento dos diferentes
extratos, nota-se que nas concentracdes de 2,5 e 5 mg/mL ndo ha diferenca entre eles, sendo essas
concentracdes as responsaveis pelo maior indice de anormalidade. A reducdo do nUmero de
anormalidades cromossémicas nas maiores concentragdes ocorre, pois, a taxa de divisao celular é
baixa, sendo assim, poucas anormalidades sdo observadas uma vez que praticamente todas as
anormalidades avaliadas sdo observadas em alguma das fases da divisdo celular. Entretanto, o
aumento do ndmero de anormalidades cromossdmicas na menor concentracdo testada pode ser
explicado devido a queda do indice mit6tico nas maiores concentracdes.

Alteracdes cromossémicas como pontes e fragmentos cromossémicos indicam mecanismo de
acdo clastogénico dos extratos testados com alguma atividade relacionada a genotoxicidade (acdo na
estrutura do DNA). Ja& o aparecimento de anormalidades como cromossomos perdidos e as C-
metéafases estdo relacionadas ao mecanismo de acdo aneugénico decorrente de um efeito citotoxico
da substancia testada nas proteinas (LEME e MARIN, 2009; RIBEIRO, 2018). Neste caso, 0s extratos

de E. florida apresentaram modo de acdo misto (aneugénico e clastogénico).

CONCLUSOES
Os quatro extratos avaliados possuem acao alelopatica e fitotoxica evidenciada principalmente
nas maiores concentragdes, ou seja, provocam reducdo na germinacao e no crescimento inicial das
plantulas de alface. Para os parametros IVG, AR e CPA na maior concentracdo (40 mg/mL) nédo ha

diferenca entre os extratos testados. Os extratos provocaram alem dos efeitos fisiologicos, grandes
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alteracdes na morfologia das plantulas testadas, demonstrando sua atividade pds emergente. Quanto
as analises citogenéticas, 0s quatro extratos apresentaram influéncia sobre o ciclo celular das
sementes de alface, reduzindo o indice mitético e o aparecimento de anormalidades cromossémicas
diante do aumento da concentracao.

Por fim, a pesquisa permite concluir que os extratos da espécie E. florida apresentam
atividade toxica, causando efeitos no processo pré-emergente e pos-emergente da plantula. A
principio seu uso € uma boa opg¢éo de controle para os pequenos agricultores, que buscam medidas
praticas e de baixo custo. Podendo ainda, vir a ser alvo de estudo para futuros produtos eficientes e
menos agressivos ao meio ambiente.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

ANEXO 1- TABELA DOS VALORES DE PH E POTENCIAL OSMOTICO

Extrato pH Potencial Osmotico

(Mpa)

FPA 4,71 -0,297
FPH 43 -0,174
FIA 43 -0,299
FIH 41 -0,177
0

AGUA 7,0

ANEXO 2- Valores dos sélidos totais (g) obtidos por secagem (100°C) dos extratos hidroetanélicos 70%
das folhas (periferia e interior da copa) de E. Florida.
Extrato Peso ‘ Peso Final ‘ Proporcdes
0,2
0,2 0,21
0,25
0,4
0,4 0,4
0,4

FPD

FIH

W N P W DN

ANEXO 3- Andlise por cromatografia de camada delgada (CCD) dos extratos (FIA) folhas de sombra
aquosa; (FPA) folhas de sol aquosa; (FIH) folhas de sombra hidroetanolica; (FPH) folhas de sol
hidroetandlica da espécie E. florida. O sinal (+) indica a presenca e (-) auséncia do composto testado.

Extratos Flavonoides Fendis Alcaloides Taninos Catequina Saponinas Terpenos Antraquinonas

FSOA + + - + + + + -
FSBA + + - + + + + -
FSOHD + + - + + + + -
FSBHD + + - + + + + -

Legenda: (FSBA) folhas de sombra aquosa; (FSOA) folhas de sol aquosa; (FSBHD) folhas de sombra
hidroetanolica; (FSOHD) folhas de sol hidroetandlica.

ANEXO 4- ANALISES DAS REGRESOES



52

FIA FIH FPA FPH

IVG | Y=95,4028- Y=92,365- Y=74,8965- y=78,3207-
4,7529X+0,0668 X2 4,0942X+0,0527X2 | 3,2747X+0,0411X? | 3,8315x+0,0574x2

R2=0.994696 R2=0.961311 R2=0.972224

R?=0.970020

AR |y=119,8302- y=103,5362- y=115,2478- y=105,6809-
7,3333x+0,1167x2 5,4665x+0,0808x? 6,1757x+0,0918x? | 4,2905x+0,0535x>
R2=0.949841 R2=0.892100 R2=0.970046 R2=0.982964

4 dias y=109,6910- y=97,3562-
y=100,7711-0,6931x- | y=103,0183-0,3693x- | 2,4520x 0,1116x-0,0351x?
0,0393x? 0,0490x? R2-0.991514 R?- 0.950130
R?=0.994878 R20.997279

IM Y=146,5145- Y=133,3551- Y=81,4510- Y=107,5739-
13,8113X+0,3855X2 11,3792X+0,2915X2 | 2,6496X 8,8412X+0,2601X?2
R% 0.979992 R%0.938428 R%0.965919 R% 0.999007

PA | y=98,3826+0,9519x- NAO
0,0643x? SIGNIFICATIVO
R2=0.989732

BF y=133,5691- y=117,1518-2,2891x | y=116,5687- y=102,6984-
4.9786x+0,0554x> R2=0.980550 2,2161x 0,8502x-0,0197x?
R?=0.942521 R2=0.974860 R?=0.988747

7 Y=98,7581+0,3821*X- | NAO

DIAS | 0,0366X? SIGNIFICATIVO

R?0.999363




