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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 | volume, apresenta, em
seus 16 capitulos, os novos conhecimentos tecnolégicos para Ciéncias Agrarias na
area de Agronomia.

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 Agronomia traz artigos alinhados com a producgao
agricola sustentavel, ao tratar de temas como a conservacdo da qualidades dos
recursos hidricos, o uso de irrigagcdo com agua tratada magneticamente, a avaliacédo
dos sistemas de irrigacdo, o uso de praticas de manejo de adubacgao, inoculagao
de microorganismos simbi6ticos para a melhoria do crescimento das culturas
cultivadas e da qualidade quimica do solo. Temas contemporéneos de interrelacoes
e responsabilidade socioambientais tem especial apelo, conforme a discussdo da
sustentabilidade da producéo agropecuaria e da preservacéo dos recursos hidricos.

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.

Alan Mario Zuffo
Fabio Steiner
Jorge Gonzalez Aguilera
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RESUMO: Myrsine umbellata Mart é uma
espécie de grande importancia ecoloégica por
ser considerada pioneira. Entretanto, existem
poucos relatos sobre sua composi¢cao quimica
e sobre o efeito que a mesma exerce sob outras
espécies. O reconhecimento dessa interacao
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SATIVA L., UM MODELO VEGETAL

€ importante visto que €& determinante para
reestruturacao de florestas devastadas. Além
disso, a existéncia de alelopatia pode ser um
indicativo de um possivel herbicida natural,
substituindo assim os artificiais, que podem
causar sérios danos ao ambiente. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar o potencial
alelopatico do extrato aquoso de folhas de
M. umbellata no desenvolvimento inicial e no
ciclo celular de sementes de Lactuca sativa
L. por meio de ensaios de fitotoxicidade e
citotoxicidade. Cinco (100mg/
mL, 50mg/mL, 25mg/mL, 12,5mg/mL e agua)

tratamentos

foram utilizados ap6s o preparo dos extratos
foliares. Verificou-se diferencas significativas
nos parametros porcentagem de germinacgao,
crescimento radicular e aéreo, de modo que
houve uma queda nos valores em relacédo ao
controle negativo (agua). Também verificou-se o
aumento no niveis de alteragdes cromossdmicas
(AC) e nucleares em todos os tratamentos com
extrato aquoso avaliados. O extrato promoveu
dois mecanismos de acg&do: aneugénico e
clastogénico, evidenciados a partir das ACs,
aderéncia e pontes, respectivamente. Esses
resultados sugerem que M. umbellata possui
vantagens em ambientes naturais devido sua
acédo alelopatica, bem como evidencia seu
potencial bioherbicida.

PALAVRAS-CHAVE: alface, citotoxicidade,
fitotoxicidade, herbicidas naturais.
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ABSTRACT: Myrsine umbellata Mart is a species of great ecological importance due to
be considered as a pioneer. However, there are few studies on its chemical composition
and its effect on other species. The recognition of this interaction is important since it
is determinant in the restructuring of devastated forests. Allelopathy may be indicated
as a possible natural herbicide, consequently replacing artificial ones, which can cause
serious damage to the environment. The objective of this study was to evaluate the
allelopathic potential of the aqueous leaf extract of M. umbellatain the initial development
and in the cell cycle of Lactuca sativa L. seeds through phytotoxicity and cytotoxicity
assays. Five treatments (100mg/mL, 50mg/mL, 25mg/mL, 12,5mg/mL and water)
were used after preparing the leaf extracts. Significant differences were observed in
the germination percentage, root and aerial growth, and there was a decrease in the
values regarding the negative control (water). There was also an increase in the levels
of chromosomal (AC) and nuclear changes in all treatments with aqueous extract. The
extract promoted two mechanisms of action: aneugenic and clastogenic, shown in the
ACs, adhesion and bridges, respectively. These results suggest that M. umbellata has
advantages in natural environments due to its allelopathic action, as well as its potential
bioherbicide.

KEYWORDS: lettuce, cytotoxicity, phytotoxicity, natural herbicides.

11 INTRODUCAO

Myrsine L. (Primulaceae) é um género pantropical com cerca de 300 espécies,
dentre as quais cerca de 26 ocorrem no Brasil (JACKES, 2005; FREITAS te al.,
2014). Caracteriza-se como arbustos de folhas simples e alternas, sem estipulas e
apresentam inflorescéncias umbeliformes, racemosas e dispostas ao longo dos ramos,
o que diferencia Myrsine dos demais géneros de Primulaceae (COSTA et al., 2013).

As espécies de Myrsine séo consideradas pioneiras com grande capacidade
de colonizacdo e potencial utilizacdo para arborizacdo urbana (DORNELES e
NEGRELLE, 2000; PASCOTTO, 2007; BACKES e IRGANG, 2004). Também detém
importante papel ecoldgico e econémico, com frutos constituindo fonte de alimento
para fauna, sendo a casca empregada na industria de curtume. A planta € utilizada
como antidoto em intoxicacdes, cicatrizante, antidiarreico, antisséptico e antioxidante
pela industria farmacéutica. A madeira pode ser empregada na construcéao civil, lenha
e carvao (MONTEIRO et al., 2005; PASCOTTO, 2007; BEGNINI, 2011). Existem
poucos relatos a respeito do género, sendo escassa informacao a respeito da Myrsine
umbellata Mart. Esta espécie é importante por sua capacidade de se estabelecer em
areas descampadas e em ambientes extremos (JUNG-MENDANCOLLI e BERNACCI,
2005). A superficie abaxial de suas folhas apresenta canais e pequenas pontuacoes,
acumulando terpenos e taninos (MAUSETH, 1988) e seu decocto ja foi considerado
remédio contra a lepra (BACKES E IRGANG, 2002).

Nas ultimas décadas tem crescido o interesse pelos metabdlitos secundarios com
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propriedades alelopaticas (PINHEIRO et al., 2015; ARAGAO et al., 2015 e 2017), em
virtude da procura por herbicidas naturais que agem diretamente nas ervas daninhas
e nao causam danos ao ambiente (QUAYYUM et al., 2000; HAIG et al., 2009; WANG
et al., 2001). O principal estimulo para a conducao de estudos dessa natureza é a
reducao do uso de herbicidas sintéticos, diminuindo os custos com a producgao agricola
e reduzindo o impacto ambiental e a saude humana.

Os compostos que possuem efeito alelopatico direto ou indireto causam danos em
outras plantas, e também microrganismos, através da produgcédo de compostos quimicos
que sao liberados no ambiente (FERNANDEZ et al., 2008). Estes compostos inibem
o estabelecimento de sementes e podem influenciar na competicéao interespecifica e
intraespecifica durante a regeneracéo florestal (KATO-NOGUCHI et al., 2009; LI et al.,
2011).

Compostos alelopaticos desempenham papéis importantes na determinagcéao da
diversidade de plantas, dominéncia, sucessao, e climax da vegetacdo natural e na
produtividade dos agroecossistemas (CHOU, 1999). Podem ser um de varios atributos
que permitem estabelecer uma planta em um novo ecossistema (BAIS et al 2003;
CALLAWAY e ASCHEHOUG, 2000; KILRONOMOS, 2002; CALLAWAY e RIDENOUR,
2004), e sao importantes no estabelecimento e manutencao dos limites da comunidade
(RICHARDSON e WILLIAMSON, 1988).

Em virtude da importancia ecologica de M. umbellata no reestabelecimento de
florestas devastadas, este estudo teve o objetivo de avaliar o potencial alelopatico
do extrato aquoso das suas folhas e demonstrar o potencial bioherbicide da espécie.
Para isso, avaliou-se o desenvolvimento inicial de sementes e o ciclo celular de células
meristematicas de Lactuca sativa (alface), espécie modelo comumente utilizada
em bioensaios em virtude da sua rapida germinacao, uniformidade, por possuir
cromossomos grandes e apresentar alta sensibilidade a metabdlitos secundarios
(ARAGAO et al., 2015 e 2017).

2| METODOLOGIA

Sementes de Lactuca sativa L. foram utilizadas como modelo vegetal. A
germinacao foi realizada em placas de Petri de 9 cm de diametro, forradas com papel
filtro fino e regadas com os tratamentos. Foram utilizadas quatro concentrac¢des (100,
50, 25 e 12,5mg/mL) do extrato aquoso de folhas de M. umbellata. Como controle
negativo utilizou-se agua de osmose reversa. As placas foram lacradas com papel
filme e acondicionadas a uma camara de germinagao (BOD) a 24°C+2°C e fotoperiodo
de 12h, onde ficaram armazenadas durante o experimento (Figura 1).
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Figura 1 — Placas de Petri com sementes de Lactuca sativa tratadas com extrato aquoso de
Myrsine umbellata, acondicionadas em BOD a 24° C e com fotoperiodo de 12h.

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado, sendo
cada tratamento constituido por cinco repeticdes com 25 sementes cada, totalizando
25 placas de Petri e 625 sementes. A germinagcdo das sementes foi acompanhada
em periodos de 8 em 8 horas até completar 48 horas, de modo a avaliar o indice
de velocidade de germinacao (IVG). A porcentagem de germinacao final (%G) foi
avaliada ap6s 48h, assim como o comprimento da raiz (CR). Ap6s 120h as partes
aéreas das plantulas foram medidas para determinar a média do crescimento aéreo
(CA), como demonstrado nas figuras 2 e 3.

Figura 2 — Raizes de Lactuca sativa tratadas com agua, apés 48h de germinagéo.
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Figura 3 — Crescimento aéreo de plantulas de Lactuca sativa tratadas com agua, apés 120h de
germinacéo.

Dez raizes foram coletadas e fixadas em alcool etilico:acido Acético (3:1), apds
48h de exposicao e armazenadas a -4°C por pelo menos 24 horas. Apés, foi realizada a
analise citogenética com laminas preparadas pela técnica de esmagamento e coradas
com Orceina acética 2% (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014). Cerca de 5000 células
meristematicas foram avaliadas por tratamento, sendo observadas e quantificadas
as diferentes fases da divisdo mitotica, possiveis alteragcdbes cromossémicas (AC) e
nucleares (AN). O indice mitdtico (IM) foi obtido dividindo o numero de células em
divisao (profase, metafase, anafase e teléfase) pelo total de células avaliadas em cada
tratamento. As frequéncias das AC e AN foram obtidas dividindo o nUmero de alteracao
(cromossémica e nuclear) pelo numero total de células avaliadas (ANDRADE-VIEIRA
et al., 2014).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Dunnett (p<0,05), no programa GENES (CRUZ, 2013).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato aquoso das folhas de M. umbellata provocaram efeitos na germinacéo
e crescimento das plantulas e L. sativa. O percentual de germinag¢do das sementes foi
decrescente a medida que as concentragdes dos tratamentos aumentaram. O Unico
tratamento estatisticamente igual ao controle foi o de 12,5mg/mL (Tabela 1). Quanto ao
IVG, todos os tratamentos diferiram do controle demonstrando que o extrato aquoso
das folhas de M. umbellata inibi e retarda a germinacédo de L. sativa (Tabela 1). Tais
resultados, confirmam o efeito alelopatico dos extratos em todas as concentragdes
testadas. Esse efeito, muitas vezes, ndo se expressa através da quantidade de
sementes germinadas, mas sim, pelo retardo na germinacéo (IGANCI et al., 2006).
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Tratamentos Germinacao IVG CR CA

100 mg/mL 0,00 0,00 0,00 0,00
50 mg/mL 0,80 0,04 0,02 0,00
25 mg/mL 38,40 1,81 0,87 0,30
12,5 mg/mL 71,20a 4,16 3,30 2,20a
Controle (agua) 86,40a 7,42a 5,50a 2,28a

Tabela 1 — Parametros avaliados para mensurar o efeito fitotdxico do extrato aquoso de folhas
de Myrsine umbellata em sementes de Lactuca sativa

* Médias seguidas pela letra a se igualaram com o controle negativo (agua) de acordo com o teste de Dunnett
(p<0,05). As siglas representam: germinacao - porcentagem de sementes germinadas apos 48h; IVG - indice de
velocidade de germinacdo; CR - crescimento radicular em mm ap6s 48h de exposicao; CA - crescimento aéreo

em mm apo6s 120h de exposicao.

O crescimento radicular também foi bastante afetado pelas diferentes
concentragbes dos extratos. Nenhum dos tratamentos se igualou ao controle. Em
relacdo ao crescimento aéreo, observou-se que apenas o tratamento 12,5 mg/mL foi
igual a 4gua, conforme demonstrado na tabela 1. Segundo Maraschin-Silva e Aquila
(2006), extratos aquosos podem exercer maior efeito alelopatico no crescimento
radicular em detrimento do aéreo, em virtude da raiz se encontrar em contato direto
com o substrato.

O Indice Mitético (IM) é um importante pardmetro a ser estudado em testes
citotdxicos, pois tanto o seu aumento, quanto sua reducdo pode ser prejudicial a
planta se acompanhado de ACs e ANs (PINHEIRO et al., 2015). As anélises das
células meristematicas das raizes de L. sativa demonstraram que o IM aumentou
significativamente quando tratados com os extratos de M. umbellata em relagéo ao
controle, ou seja, as raizes tratadas apresentaram aumento nas células em divisao,
conforme a tabela 2. Entretanto, tal aumento foi acompanhado por aumento das ACs
e ANs, sendo desse modo prejudicial a planta. Nao foi possivel realizar as analises
citotdxicas com os tratamentos de 50 e 100mg/mL porque as raizes ndo cresceram

(Tabela 1).

Parametros 25 mg/mL 12,5 mg/mL Controle (agua)

Interfase (%) 85,24 85,16 92,60a

Préfase (%) 47,89 49,68 40,75a

Metafase (%) 20,12a 21,76a 21,84a

Anafase (%) 11,88a 7,97 11,92a

Telofase (%) 24,99a 30,41a 24,66a

IM (%) 8,82 10,78 7,06a

AC (%) 1,06 1,16 0,48a

AN (%) 5,94 4,06 0,34a

C. Perdido (%) 0,16a 0,10a 0,02a

C. Quebrado (%) 0,02a 0,00a 0,00a

C. Pegajoso (%) 0,44a 0,50 0,24a

C-metafase (%) 0,06a 0,06a 0,02a
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Ponte (%) 0,30 0,28 0,10a
Poliploidizacao (%) 0,08a 0,22a 0,10a

Tabela 2 — Parametros avaliados para mensurar a citotoxicidade do extrato aquoso de Myrsine
umbellata em células meristematicas de raizes de Lactuca sativa

* Médias seguidas pela letra a na linha se igualaram com o controle negativo (adgua) de acordo com o teste de
Dunnett (p<0,05). Onde: interfase (%) - total de células em interfase; profase (%) - células em divisédo em préfase;
metafase (%) - células em divisdo em metafase; anafase (%) - células em divisédo em anafase; teléfase (%) -
células em divisdo em teléfase; IM (%) - indice mitotico; AC (%) - alteracdes cromossdmicas por total de células;
AN - alteragbes nucleares por total de células; c. perdido (%) - cromossomos perdidos por total de células; c.
quebrado (%) - cromossomos quebrados por total de células; c. pegajoso (%) - cromossomos pegajosos por total
de células; c-metafase (%) - c-metafase por total de células; ponte (%) - ponte por total de células; poliploidizagao
(%) - poliploidizagéo por total de células.

As principais ACs observadas foram: cromossomos aderentes e pontes (Tabela
2), ilustrados na figura 4. Essas altera¢des elucidam o mecanismo de ac¢ao do extrato
estudado. A presenca de cromossomos aderentes esta relacionada com o mal
funcionamento das fibras do fuso mitético, sendo um mecanismo de acao aneugénico
(ARAGAO etal., 2015 e 2017; COSTA et al. 2017; ALVES et al., 2018). Ja a ocorréncia
de pontes entre cromossomos esta associada a alteragdes na sequéncia do DNA do
individuo, sendo provocada por agentes clastogénicos (FERNANDES et al., 2009).
Assim o extrato aquoso de M. umbellata possui mecanismo de a¢cado aneugénico e
clastogénico.
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Figura 4 — Alteracdes cromossdmicas observadas em células meristematicas de raizes de
Lactuca sativa tratadas com extrato aquoso de Myrsine umbellata. Metafase aderente (A);
tel6fase com ponte (B). Barra = 10ym

A AN mais frequentemente encontrada foi nacleo condensado, ilustrado na figura
5. Tal alteragcdo demonstra que tais células ndo se encontram mais no ciclo celular,
pelo contrario, estdo em processo de morte celular (ALVES et al. 2018).
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Figura 5 — Nucleo condensado em células meristematicas de raizes de Lactuca sativa tratadas
com extrato aquoso de Myrsine umbellata. Barra = 10ym

Em relacédo as fases do ciclo celular, observou-se reducao de células em intérfase
e aumento das células em préfase, o que corrobora com o aumento do IM (Tabela 2). Tal
resultado, associado com o aumento de ACs demonstra que o extrato esta promovendo
danos a maquinaria celular, de maneira que mesmo em condi¢des inapropriadas (com
problemas celulares e/ou danos no DNA) as células estao se dividindo e propagando
tais “erros” para as células-filhas (ARAGAO et al., 2015 e 2017). Além disso, observou-
se reducao de 33,14% das células em anéafase nas células tratadas com o extrato com
12,5mg/mL, o qual promoveu aumento de 2X no numero de células aderentes. Assim,
tais resultados podem estar associados, uma vez que, a aderéncia cromossémica &
uma AC observada na metafase e que normalmente é irreversivel (FERNANDES et
al., 2009), logo as células nao estdo passando para a prdéxima fase do ciclo celular
(anafase).

41 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que o extrato de folhas de Myrsine umbellata
apresenta alto efeito alelopatico sobre Lactuca sativa, inibindo todas as variaveis
fitotbxicas avaliadas. Além disso, a analise mutagénica realizada demonstrou que
extrato € citototoxico em todas as concentracbes avaliadas, tendo mecanismos de
acao aneugénico e clastogénico, demonstrando assim, seu potencial bioherbicida e
seu efeito alelopatico.
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