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APRESENTACAO

Aobra “Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar” aborda
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora, em seu Il volume, apresenta, em
seus 16 capitulos, os novos conhecimentos tecnoldgicos para Ciéncias Agrarias nas
areas de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e Zootecnia.

As Ciéncias Agrarias englobam, atualmente, alguns dos campos mais promissores
em termos de pesquisas tecnoldgicas nas areas de Agronomia, Engenharia Florestal,
Engenharia de Pesca, Medicina Veterinaria, Zootecnia, Engenharia Agropecuaria
e Ciéncias de Alimentos que visam o0 aumento produtivo e melhorias no manejo e
preservacao dos recursos naturais. Além disso, a crescente demanda por alimentos
aliada a necessidade de preservacao e reaproveitamento de recursos naturais, colocam
esses campos do conhecimento entre os mais importantes no ambito das pesquisas
cientificas atuais, gerando uma crescente demanda por profissionais atuantes nessas
areas.

As tecnologias das Ciéncias Agrarias estdo sempre sendo atualizadas e, a
recomendacao de uma determinada tecnologia hoje, possivelmente, ndo servira para
as futuras geracdes. Portanto, estamos em constantes mudancas para permitir os
avancos na Ciéncias Agrarias. E, cabe a nés pesquisadores buscarmos essa evolucao
tecnologica, para garantir a demanda crescente por alimentos em conjunto com a
sustentabilidade socioambiental.

Este volume dedicado a Ciéncia de Alimentos e Zootecnia traz artigos alinhados
com a qualidade e a producao sustentavel de alimentos, ao tratar de temas como a
caracterizagao fisico-quimica e microbiolégica de chas verde e vermelho, a elaboracao
de empanado de surubim-caparari, a preservacao de Lactobacillus acidophilus
utilizando Xantana pruni como agente encapsulante, o desempenho produtivo de
frangos de corte e de suinos, o consumo de energia elétrica em unidade de produgao
de leite, 0 manejo dos residuos solidos e o uso da integragdo lavoura-pecuaria-floresta
para pecuaristas da regidao da Amazoénia.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicagcao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnol6gicos nas
Ciéncias Agrarias, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e
pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area de Agronomia e,
assim, garantir incremento quantitativos e qualitativos na producgao de alimentos para
as futuras geracgdes de forma sustentavel.

Fabio Steiner
Alan Mario Zuffo
Jorge Gonzalez Aguilera
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RESUMO: A preocupacdo e as discussoes
sobre o0s impactos ambientais e a saude
humana provocados pela utilizagao de
herbicidas sintéticos tem aumentado nos
ultimos anos. Entretanto, tais compostos sao
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importantes para a agricultura mundial. Logo,
encontrar formas alternativas de combate as
ervas daninhas se faz necessario para suprir
a necessidade agricola e diminuir os danos
ambientais. Compostos naturais e plantas que
apresentam efeito alelopatico/antiproliferativo
podem ser uma alternativa. Assim, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o potencial
bioherbicida/antiproliferativo do extrato aquoso
de folhas de Piper tuberculatum em células
meristematicas de raizes de alface, uma planta
modelo utilizada em bioensaios vegetais. Para
isso, sementes de alface foram tratadas com
0 extrato aquoso de folhas de P. tuberculatum
com as concentracbes de 100mg/mL, 50mg/
mL, 25mg/mL e 12,5mg/mL e como controle
negativo foi utilizada agua destilada. Apos 48h
de exposicéo aos tratamentos as raizes foram
coletadas, fixadas e posteriormente foram
preparadas e analisadas as laminas. Observou-
se atividade antiproliferativa do extrato a partir
da diminuicdo do indice Mitético. Além disso,
houve aumento nas frequéncias das alteracoes
nucleares, destacando
poliploidizacé&o
cromossbmica e cromossomo perdido. Esses

cromossObmicas e
condensamento do nucleo,

resultados demonstraram o efeito aneugénicodo
extrato aquoso de P. tuberculatum e revelaram
atividade mutagénica, tendo potencial para ser
investido como bioherbicida.

PALAVRAS-CHAVE: alelopatia,
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aneugenicidade, bioensaios, bioherbicida, mutagénese.

ABSTRACT: Concern and discussions on environmental and human health impacts
of synthetic herbicides have increased in recent years. However, such compounds
are important for the world agriculture. Finding alternative ways of weed control is
necessary to meet the agricultural need and to reduce environmental damage. Natural
compounds and plants that exhibit allelopathic/antiproliferative effect may be an
alternative. Therefore, the objective of this study was to evaluate the bioherbicidal/
antiproliferative potential of Piper tuberculatum aqueous leaf extract in meristematic
cells of lettuce roots, a model plant used in plant bioassays. Lettuce seeds were treated
with the aqueous leaf extract of Piper tuberculatum with concentrations of 100mg/
mL, 50mg/mL, 25mg/mL and 12,5mg/mL and distilled water was used as a negative
control. After 48 hours of exposure to the treatments, the roots were collected and
placed on slides in order to be analyzed. Antiproliferative activity of the extract was
observed from the decrease in the Mitotic Index. Furthermore, there was an increase
in the frequencies of chromosomal and nuclear alterations, highlighting condensation
nucleus, chromosome polyploidization and lost chromosome. These results show the
aneugenic effect of the aqueous extract of P. tuberculatum and mutagenic activity, and
a potential to be invested as a bioherbicide.

KEYWORDS: allelopathy, aneugenicity, bioassays, bioherbicide, mutagenesis.

11 INTRODUCAO

A aplicacdo de defensivos agricolas é uma atividade corriqueira na agricultura
atual. Tal fato, pode ser comprovado pelos consecutivos aumentos nas vendas
desses compostos quimicos. Porém existem duas preocupagdes acerca do uso de
tais moléculas e especialmente em relagcdo aos herbicidas sintéticos: a primeira é
relacionada a eficacia desses compostos, devido a resisténcia adquirida pelas plantas
daninhas ap0s varias aplicacbes do composto; a segunda é com a saude humana e
0s impactos ambientais que os defensivos podem provocar (EDDLESTON et al., 2002;
TRANEL e WRIGHT, 2002; CABRERA et al., 2008; PINHEIRO et al., 2015). Dessa
maneira, uma forma de minimizar tais problemas é a aplicacao de bioherbicidas.

A avaliacao do potencial alelopatico das plantas e seus mecanismos de acao tem
sido relevante para a agricultura, tanto na busca de bioherbicidas, que € uma forma
alternativa de controlar as plantas daninhas, diminuindo a aplicacédo de herbicidas
sintéticos nas lavouras, quanto no manejo das culturas, evitando que espécies
vegetais com efeito alelopatico sejam cultivadas préximas as outras, otimizando assim
a producao (IGANCI et al., 2006).

O género Piper se destaca pela importancia comercial e econémica, abrigando
as pimentas (PARMAR et al, 1997). Além da importéncia comercial, ha relatos de
atividades biolégicas como: inseticida, larvicida, além do uso medicinal, para diversas
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espécies (MORAIS et al., 2007; SANTOS et al., 2015; MULLALLY et al., 2016).

Dentre as mais de 1000 espécies pertencentes ao género Piper, esta Piper
tuberculatum, que possui distribuicdo nas Américas e pode ser encontrada do México
a Argentina (GUIMARAES e GIORDANO, 2004). Segundo facundo et al. (2008), P,
tuberculatum é utilizada na medicina popular como antidoto para veneno de cobras e
como sedativo. Tal atividade biolégica pode estar relacionada com suas propriedades
quimicas. Pamar et al. (1997), relatou a presenca de amidas, acido benzdico e
flavonoides, reconhecidos como compostos fitotdxicos (ARAGAO et al., 2017).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito antiproliferativo do extrato aquoso
de folhas de P. tuberculatum, bem como elucidar o seu mecanismo de acao frente ao
ciclo celular de Lactuca sativa, além de averiguar seu potencial para aplicagdo como
bioherbicida.

2| METODOLOGIA

Inicialmente, foram coletadas folhas adultas de diferentes individuos de Piper
tuberculatum. Essas folhas foram liofilizadas por 72h. Para preparo do extrato aquoso
foram pesados 30g de folhas trituradas, as quais foram colocadas em 300 mL de 4gua
destilada aquecida a 100°C. Ap6s 10 min de descanso, o extrato foi filtrado, obtendo-
se o concentrado de 100mg/mL, o qual foi diluido para a obteng¢ao das concentracoes
de 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas sementes de Lactuca
sativa como modelo vegetal e como controle negativo foi utilizado agua destilada.
Utilizou-se placa de Petri para acondicionar as sementes tratadas, as quais foram
lacradas com papel filme e acondicionadas a uma camara de germinacao (BOD) a
24°C=+2°C, onde ficaram armazenadas durante o experimento.

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado, sendo
cada tratamento constituido por cinco repeticdes. Apos 48h de exposicao, 10 raizes
de cada tratamento foram coletadas, fixadas em alcool etilico:acido acético (3:1), e
armazenadas a -20°C por pelo menos 24 horas.Posteriormente foi realizada a analise
citogenética. Para isso, as laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e
coradas com orceina acética 2% (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014).

Foram avaliadas 5000 células meristematicas por tratamento, sendo observadas
e quantificadas as diferentes fases da divisdo mitdtica, possiveis alteracoes
cromossémicas (AC) e nucleares (AN). O indice mitético (IM) foi obtido dividindo o
numero de células em divisdo (profase, metafase, anafase e teléfase) pelo total de
células avaliadas em cada tratamento. As frequéncias das ACs foram obtidas dividindo
o numero de AC pelo numero total de células em divisdo. J& as frequéncias das
ANs foram obtidas dividindo o numero de AN pelo numero total de células avaliadas
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2014).
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Os dados encontrados com as analises foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas com teste de Dunnett (p<0,05), no programa GENES (CRUZ,
2013).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A anadlise das laminas preparadas com os meristemas radiculares de alface
expostas aos diferentes tratamentos com os extratos de folhas de Piper tuberculatum
revelou atividade antiproliferativa dose dependente. Observou-se um decréscimo no
IM a medida que aumentou-se a concentracdo do extrato aquoso. Essa inibicao do
IM foi significativa quando comparado com o controle negativo, sendo 89% e 33%
nos tratamentos de 50 mg/mL e 25 mg/mL, respectivamente, conforme demonstrado
na tabela 1. Nao foi possivel realizar analises citogenéticas do tratamento de 100
mg/mL, pois as sementes tratadas com essa concentracdo do extrato aquoso nao
germinaram, ndo tendo dessa forma, desenvolvimento do meristema. Essa auséncia
de germinacao revelou o potencial téxico dos extratos para as sementes de alface.

Em ambientes toxicos o IM pode ser bastante plastico podendo sofrer aumento
ou diminuicdo. Dessa forma, o aumento do IM é indicativo de citotoxicidade quando
acompanhado de acréscimo nas AC e AN. Uma vez que, as células mantém o processo
de diviséo celular ativo, entretanto defeituoso, passando esses “erros” genéticos para
as células-filhas. Ja a reducao do IM indica que o ambiente n&o esta propicio e um
menor numero de células estd em processo de divisdo mitética, logo, tem-se menor
proliferacdo celular (IGANCI et al., 2006; PINHEIRO et al., 2015), sendo essa ultima
observada no presente trabalho.

50mg/mL 25mg/mL 12,5mg/mL Agua destilada
IM 1,10 6,98 8,98a 10,38a
AC 28,82 15,29a 15,13a 1,81a
AN 15,16 5,32 4,68 0,00a
MN 0,16a 0,12a 0,08a 0,00a
Perdido 0,00a 0,93a 1,98 0,22a
Pegajoso 5,57a 3,98a 5,11a 1,39a
C-Metafase 7,35a 3,22a 1,13a 0,20a
Ponte 2,35a 1,66a 1,81a 0,00a
Poliploide 0,00a 3,47 4,21 0,00a

Tabela 1 — Parédmetros para avaliar a citotoxidade do extrato aquoso de Piper tuberculatum em
células meristematicas de Lactuca sativa

*as médias seguidas pela letra a nas linhas se igualaram ao controle (Agua) de acordo com o teste de Dunnett &
5% de significancia. Onde: IM — representa a porcentagem do indice mitético, AC — a porcentagem das alteracoes
cromossomicas, AN — a porcentagem das alteragdes nucleares, MN — a porcentagem dos micronucleos,
Perdidos — a porcentagem dos cromossomos perdidos, Pegajoso - a porcentagem de cromossomos pegajosos,
C-Metafase - a porcentagem de cromossomos em c-metafase, Ponte - a porcentagem de pontes cromossémicas,
Poliploide - a porcentagem de poliplodizagéo cromossomica.
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Com a reducéo do IM ocorreu um aumento de 15 vezes na frequéncia de AC nas
células meristematicas das raizes tratadas com o extrato aquoso na concentragcdo de
50mg/mL, comparado com o controle. Houve ainda aumento na frequéncia de AN nas
células meristematicas de todos os tratamentos com o extrato aquoso testado, sendo
0s mais acentuados na maior concentracdo (Tabela 1).

As AN se apresentaram de duas formas: nucleo condensado e micronucleo (MN),
porém como observado na tabela 1, ndo houve diferenca significativa entre as médias
de MN dos tratamentos quando comparados com o controle. Dessa forma, a principal
AN encontrada foi o condensamento dos nucleos, sendo essa uma caracteristica
de morte celular programada. Essa alteracdo pode ser encontrada em células que
sofreram algum tipo de injuria que foi identificada por sua maquinaria, e que, para
evitar danos maiores e transferéncia de erros para células filhas, entram em processo
de morte. Assim, essa AN evidencia o efeito toxico. Além disso, 0 aumento de células
com nudcleo condensado, ou seja, células que néo estdo se dividindo mais, apoia a
diminuicéo do IM encontrada (ANDRADE et al., 2010; ANDRADE-VIEIRA et al., 2011;
ALVES et al., 2018).

Observou-se acréscimo significativo de 9 vezes na frequéncia de cromossomos
perdidos no tratamento com extrato aquoso de 12,5mg/mL e aumento na frequéncia
de células poliploides no tratamento com 25 e 12,5mg/mL (Tabela 1). A presenca de
cromossomos perdidos indica uma alteragao parcial na dindmica do fuso mitético, a qual
resulta na inativagdo de algum/alguns microtubulos. Assim, um ou mais cromossomos
ndo sao ligados a nenhum dos polos da célula, ficando “perdidos”. A ocorréncia de
células poliploides também demonstra alteracéo no estabelecimento do fuso mitético.
Entretanto, em casos de poliploidias, ocorre a inativacdo completa dos microtubulos,
resultando em uma célula com o dobro de cépias genética (FERNANDES et al., 2009;
SANTOS et al., 2018).

As AC podem ser utilizadas para elucidacédo do mecanismo de acéo do agente
toxico, o qual pode ser dividido em: (1) clastogénico - quando o DNA do individuo
€ alterado pela substancia mutagénica, sendo expresso pela ocorréncia de pontes
e fragmentos cromossémicos, e (2) aneugénico - caracterizado pela atividade da
substancia frente a maquinaria do fuso mitético, sendo expresso pelo aumento na
frequéncia de cromossomos perdidos e poliploidizacao cromossémica. Assim, de
acordo com os resultados observados (Tabela 1), o extrato folhear avaliado apresenta
mecanismo de acao aneugénico, alterando assim, a dindmica dos microtubulos durante
a mitose (ANDRADE-VIEIRA, 2012; ARAGAO et al., 2015; BERNARDES et al., 2015;
COSTA et al., 2017; ALVES et al., 2018).

41 CONCLUSOES

Os dados acessados demonstraram o efeito antiproliferativo do extrato aquoso
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de Piper tuberculatum em relacdo ao ciclo celular de células meristematicas de Lactuca
sativa, sendo este efeito evidenciado pela reducdo gradativa do indice mitotico. Esta
pesquisa também permitiu a elucidacédo do mecanismo de agao do extrato a partir da
observacao das alteracdes cromossdmicas, podendo-se concluir que o extrato aquoso
de P. tuberculatum possui mecanismo de a¢ao aneugénico e apresenta potencial para
ser aplicado como bioherbicida.
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