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RESUMO

A alelopatia € um fenbmeno natural que envolve a liberagdo de compostos quimicos
que podem apresentar agado inibidora ou estimuladora em outros organismos. A
especie Mimosa caesalpiniifolia Benth € considerada invasora e com potencial
alelopatico, assim, esse trabalho teve por objetivo realizar um estudo sobre a agdo do
extrato aquoso dessa espécie, em diferentes concentragdes, na germinagao e no ciclo
celular do biomodelo vegetal Lactuca sativa. A partir do extrato bruto, ao qual utilizou-
se 300g folhas frescas de M. caesalpiniifolia em um litro de agua destilada, foram
preparadas as concentracdes 25%, 50%, 75% e 100%. Para cada tratamento havia
trés placas de Petri com 100 sementes de alface que foram estabelecidas em DIC,
além do controle negativo, contendo agua. A cada 24h, por 72h, as sementes foram
avaliadas em relagdo ao percentual de germinagdo e, apds 72h de andlise, as
sementes germinadas tiveram o comprimento das suas radiculas mensurados. Além
disso, foram analisadas a progresséao do ciclo celular, indicios de morte e aberragdes
cromossOmicas. Realizaram-se analises bioquimicas do extrato liofilizado e das
sementes de alface no periodo 72h (enzimas SOD, POD, PPO e CAT). Apés as
primeiras 24h houve queda na taxa de germinacéo, sendo que, no periodo 72h, quase
todos os tratamentos igualaram-se ao controle, exceto o tratamento 100% que
manteve menor taxa em relagdo ao controle. A analise do comprimento radicular
indicou que, apds 72h, este foi menor que o controle em todos os tratamentos e que
todas as concentragdes dos extratos de M. caesalpiniifolia induziram a diminuigéo do
indice mitotico nos meristemas radiculares de L. sativa, além de aumentar o indice de
alteragcdes cromossOmicas nos meristemas radiculares. A taxa de micronucleos
apresentou diferengca em relagdo ao controle apenas na concentragao de 100% a 72h
de exposicdo, enquanto que a taxa de morte celular teve um crescimento com o
aumento das concentracdes dos extratos, havendo diferenca nas concentragoes de
50% a 100%. Extratos entre 50% -100% induziram um maior indice de mortes
celulares. A presencga de precipitado esbrangui¢ado indicou a complexagao tanino-
gelatina nas amostras e, consequentemente, presenga de taninos condensados. N&o
houve diferenca estatistica entre os teores de fendis encontrados. Na avaliagao da
atividade antioxidante pela reducdo do radical DPPH, os resultados nao
demonstraram diferenca estatistica. N&o houve diferenga significativa para
superoxidase dismutase. Para polifenol oxidade, houve diferenga entre o controle e
os demais tratamentos que nao tiveram diferenca entre si. Para catalase, ndo houve
diferenca significativa entre o grupo controle e o tratamento com 25%, mas houve
diferenga entre o controle e o tratamento com 25% em relagao aos tratamentos 50%,
75% e 100% que nado tiveram diferenga entre si. Na atividade enzimatica da
peroxidase, houve diferenga significativa entre o grupo controle, o tratamento 25% e
50% e os tratamentos 50%, 75% e 100%. Assim, conclui-se que o extrato aquoso de
Mimosa caesalpiniifolia possui atividade fitogenotoxica sobre as sementes de alface e
retardando a germinagéo e comprometendo o desenvolvimento radicular, causando
danos ao DNA que podem levar a morte das células.

Palavras-chaves: Alelopatia. Alteragdes cromossémicas. Sangao-do-campo.
Citometria de fluxo. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.



ABSTRACT

Allelopathy is a natural phenomenon that involves the release of chemical compounds
that may have an inhibitory or stimulating action on other organisms. The species
Mimosa caesalpiniifolia Benth is considered invasive and with allelopathic potential, so
this work aimed to carry out a study on the action of the aqueous extract of this species,
at different concentrations, on germination and cell cycle of the plant biomodel Lactuca
sativa. From the crude extract, which used 3009 of fresh leaves of M. caesalpiniifolia
in one liter of distilled water, concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% were
prepared. For each treatment there were three Petri dishes with 100 lettuce seeds that
were protected in DIC, in addition to the negative control, containing water. Every 24
hours, for 72 hours, the seeds were evaluated in relation to the percentage of
germination and, after 72 hours of analysis, the germinated seeds had the length of
their rootlets measured. In addition, cell cycle progression, manifestations of death and
chromosomal aberrations were monitored. Biochemical analyzes of the lyophilized
extract and lettuce seeds were carried out in the 72h period (SOD, POD, PPO and
CAT enzymes). After the first 24 hours, there was a decrease in the germination rate,
and, in the 72-hour period, almost all treatments were equal to the control, except for
the 100% treatment, which maintained a lower rate in relation to the control. An
analysis of the root length indicated that, after 72h, it was smaller than the control in
all treatments and that all concentrations of M. caesalpiniifolia extracts induced a
decrease in the mitotic index in the root meristems of L. sativa, in addition to increasing
the index of chromosomal alterations in root meristems. The rate of micronuclei
showed a difference in relation to the control only in the concentration of 100% at 72h
of exposure, while the rate of cell death increased with the increase in the
concentrations of the extracts, with a difference in the concentrations of 50% to 100%.
Extracts between 50% -100% induced a higher rate of cell death. The presence of a
whitish precipitate indicated tannin-gelatin complexation in the sample and,
consequently, the presence of condensed tannins. There was no statistical difference
between the phenol contents found. In the evaluation of the antioxidant activity by the
reduction of the DPPH radical, the results did not show statistical difference. There
was no significant difference for superoxidase dismutase. For polyphenol oxidation,
there was no difference between the control and the other treatments that there was
no difference between them. For catalase, there was no significant difference between
the control group and the 25% treatment, but there was a difference between the
control and the 25% treatment in relation to the 50%, 75% and 100% treatments, which
had no difference between them. In the enzymatic activity of peroxidase, there was a
significant difference between the control group, the 25% and 50% treatment and the
50%, 75% and 100% treatments. Thus, it is concluded that the aqueous extract of
Mimosa caesalpiniifolia has phytogenotoxic activity on lettuce seeds, delaying
germination and compromising root development, causing DNA damage that can lead
to cell death.

Keywords: Keywords: Allelopathy. Chromosomal changes. Field sanction. Flow
cytometry. High Performance Liquid Chromatography..
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1 INTRODUGAO

A alelopatia consiste em um fendmeno natural que envolve efeitos diretos
ou indiretos de plantas ou microrganismos pela liberagdo de compostos quimicos que
podem ter agdo inibidora ou estimuladora em outros organismos, causando-lhes
respostas fisiolégicas, celulares, moleculares, afetando a germinagao de plantas ou,
até mesmo, inibindo a divisdo celular, por exemplo. Além disso, alguns desses
compostos podem ser isolados e utilizados para a producdo de farmacos como
antimitéticos, herbicidas entre outros. E um reconhecido mecanismo ecolégico
responsavel por influenciar a vegetacdo existente em um ecossistema, a
sobrevivéncia e o estabelecimento de algumas espécies em um determinado local.
(OLIVEIRA et al, 2011; GLAB et al, 2017).

A Mimosa caesalpiniifolia (Fabaceae) possui multiplas aplicagbes que vao
desde a formacg&o de cercas-vivas a utilizagdo na medicina popular como anti-
inflamatorio para doengas crénicas. Além disso, é considerada espécie invasora e
com potencial alelopatico. Por ser uma planta tolerante a luz direta e de rapido
crescimento, vem sendo muito utilizada no reflorestamento de areas degradas,
formando ilhas desses individuos ao inibir o desenvolvimento de outras espécies.
(PINA-RODRIGUES & LOPES, 2001; PINTO, 2016; TEIXEIRA et al, 2017).

Embora o potencial alelopatico de M. caesalpiniaefolia seja reconhecido,
poucos estudos acerca do assunto foram realizados até o momento, sendo o objetivo
do presente trabalho avaliar o potencial citogenotoxico da espécie e sua agéo sobre a

germinagao e desenvolvimento radicular do biomodelo vegetal Lactuca sativa L.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALELOPATIA

A etimologia da palavra alelopatia é composta pelos elementos gregos
“allelon” que significa “outros” e “pathos” que significa “sofrer”. Consiste em um
fendmeno natural de interferéncia bioldgica com efeitos diretos ou indiretos de
compostos quimicos no ambiente, sendo essa interferéncia citada na literatura por
mais de 2000 anos até ser reconhecida como alelopatia pelo professor austriaco e

fisiologista vegetal, Hans Molish em 1937. Em 1996, a Sociedade de Alelopatia
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definiu-a como qualquer processo que envolva metabdlitos secundarios que sejam
produzidos por plantas, fungos, microrganismos ou virus e que influenciem no
desenvolvimento de sistemas biolégicos e agricola (GLAB et al., 2017,
SODAEIZADEH & HOSSEINI, 2012).

A alelopatia € um mecanismo quimico que auxilia as plantas dando-lhes
vantagens sob a competi¢cao de recursos, sendo que a habilidade de uma planta em
suprimir outra depende tanto da alelopatia inerente a espécies quanto da propria
competitividade. A alelopatia requer a introducdo de substancias quimicas no
ambiente enquanto a competitividade retira recursos de determinado ambiente, sendo
que quando os dois fenbmenos ocorrem ao mesmo tempo, caracteriza-se a
interferéncia. Os aleloquimicos sdo metabdlitos secundarios ndo nutricionais que
interagem com plantas que estdo ao redor afetando fungdes fisiologicas e, ainda,
comprometendo a germinagao ou o crescimento das mesmas, tanto inibindo quanto
estimulando, além de ser usados como herbicidas naturais em substituicdo aos
sintéticos (BACHHETI et al., 2019; CHENG & CHENG, 2015; PIRES & OLIVEIRA,
2011).

Sao constituidos por diferentes compostos como, por exemplo: terpenos,
benzoquinonas, flavonoides, estrigolactonas, aminoacidos nao proteicos, acidos
fendlicos e graxos e séo classificados de acordo com suas estruturas e propriedades,
sendo que alguns precisam ser modificados por microrganismo ou pelas condigdes
ambientais, mas, geralmente, penetram no solo como compostos ja ativos para as
plantas. Por exemplo, o crescimento e o desenvolvimento de raizes podem ser
afetados por aleloquimicos que causam mudangas na sintese de DNA das células do
meristema apical, no metabolismo mitocondrial ou ainda na estrutura e dindmica dos
cromossomos nas ceélulas mitdticas. Plantas, grdos de podlen e sementes, sao
exemplos de biomodelos utilizados em pesquisas envolvendo alelopatia
(ROSHCHINA, 2004; GATTI, 2010; SOLTYS et al., 2013).

Quase todas as partes e tecidos das plantas podem produzir ou armazenar
aleloquimicos. Tais substancias podem ser liberadas, de varias formas, como pela
volatilizacéo, exsudacao de raizes ou da decomposicéo de residuos e lixiviagao foliar
e serapilheira. De maneira geral, o estudo da alelopatia € focado, principalmente, na
relagdo entre culturas vegetais e plantas invasoras, na busca por alternativas aos

herbicidas, mas também ¢é aplicavel no controle de insetos e doengas, melhorias na
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qualidade do solo, entre outros pontos (GLAB et al, 2017, POLYAK &
SUKCHAREVICH, 2019).

2.2 Mimosa Caesalpiniifolia BENTH (Fabaceae)

Lt 13

Mimosa caesalpiniifolia, conhecida popularmente como “sabia”, “sansao-

” “®

do-campo”, “angiquinho-sabia” ou “unha-de-gato”, é uma espécie de leguminosa
pertencente a subfamilia Mimosaceae que compreende cerca de 4000 espécies
distribuidas em 60 géneros em regibes subtropicais e tropicais. E uma arvore de
pequeno porte, nativa da Caatinga e do Cerrado brasileiro, encontrada principalmente
no Nordeste do Brasil que apresenta alta capacidade de adaptacao, de tolerancia a
solos acidos e de regeneracao do solo. Possui como caracteristicas principais flores
com cores branco-creme, ritidoma marrom-escamoso, semicaducifdlia, folhas
recompostas, ramos espinhosos, inflorescéncia em espiga, podendo alcancar altura

entre quatro a dez metros (MONCAO et al, 2014; ARAUJO et al., 2020).

A espécie M. caesalpiniifolia Benth possui uma gama de utilidades: as
cascas podem ser utilizadas no tratamento de bronquite e ferimentos; as flores para o
tratamento da hipertensao e de inflamagdes; a madeira € comumente utilizada como
sebe e carvao vegetal; as folhas como forrageamento para alimentagao de animais
em periodo de seca e, ainda, pode ser usada para reflorestamento de areas
degradadas. Devido a sua adaptagao, crescimento rapido e presenga de espinho, vem
sendo utilizada no paisagismo para formagao de cercas vivas nas Regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste do Brasil (ARAUJO e PAES, 2018; MEDEIROS et al., 2020).

Mesmo nativa do semiarido, a espécie possui boa adaptacdo a outros
biomas do pais devido a sua baixa exigéncia quanto a fertilidade do solo e a umidade,
sendo catalogada no Cerrado, na Caatinga, na Amazénia e na Mata Atlantica e
registrada em vinte e um estados do Brasil (OLIVEIRA et al, 2019; XAVIER et al.,
2020).

2.3 Potencial alelopatico de Mimosa Caesalpiniifolia Benth.

Quando pensamos nas causas que provocam a perda de biodiversidade

global, temos como um dos problemas potenciais as espécies exoticas invasoras que
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podem ser introduzidas em uma determinada area acidentalmente ou
intencionalmente, disseminando-se e causando impactos ambientais naquela regiao.
Basicamente, espécies invasoras sao aquelas capazes de se reproduzir, manter sua
populagdo com independéncia e com capacidade de dispersdo na nova regiao onde
se encontra, ndo necessariamente sendo agressiva com outras espécies nativas do
local (FERREIRA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2017).

O potencial invasor de uma espécie pode ser explicado através da
liberagdo de compostos alelopaticos, pois espécies nativas, em geral, ndo conseguem
desenvolver-se em conjunto a outras invasoras, sendo afetadas negativamente pelos
compostos alelopaticos liberados, o que pode comprometer a estrutura da
comunidade nativa, bem como a diversidade, a abundancia e a dindmica das mesmas
(ORR et al., 2005; ARAUJO et al., 2017).

Por ser uma espécie tolerante a luz direta e com capacidade de rapido
crescimento, bifurcagao e rebrota, muitos estudos concordam com a hipétese de seu
efeito alelopatico sobre outras espécies, ao prejudicar o estabelecimento e a eficiéncia
no reflorestamento (PINA-RODRIGUES e LOPES, 2001; FERREIRA et al., 2010).
Além disso, a espécie é possuir altas concentragdes de fendis, substancias essas
associadas a acao alelopatica da planta, que podem ser liberados no ambiente por
volatilizagdo, lixiviagdo, exsudagao radicular e decomposigdo, prejudicando a

germinagao de espécies nativas (ANDRADE et al, 2017).

O extrato bruto de M. caesalpiniifolia, confere a planta propriedades
antimicrobiana como observado no estudo realizado por Callou e seus colaboradores
(2012), que constatou a presenga de taninos, alcaloides, esteroides e terpenos em
sua casca, confirmando assim o potencial terapéutico da planta contra os
microrganismos: Staphylococcus aureus (gram-positiva), Pseudomonas aeruginosa
(gram-negativa) e Candida albicans (levedura). Ja no estudo realizado por Teixeira
(2013), a serrapilheira do sabia interferiu negativamente na velocidade de crescimento

de M. bimucronata.
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2.4 Citogenotoxicidade e Estresse Vegetal

Todos os elementos que sao toxicos as células, sejam eles fisicos,
quimicos ou biolégicos, que impedem o desenvolvimento ou levam a morte, séo
chamados de agentes citotoxicos. Para considerar a citotoxicidade de substancias,
deve-se avaliar o aparecimento de alteragdes que ocorram na divisdo celular pela
inibicdo do indice mitético ou alteragdes na estrutura e morfologia das células (SOUZA
et al., 2005; CELIK, 2018; ISTIFLI e ILA, 2019). Pode-se determinar a citotoxicidade,
por exemplo, examinando as células pelo microscopio, determinando se o efeito é
atoxico, leve, moderado ou severo através da avaliagdo das mudangas na morfologia,
vacuolizagao, lise celular ou de membrana ou pela quantificagcdo da morte celular
(ROGEROA et al., 2003).

Ja a genotoxicidade é definida como a capacidade de algumas substancias em
induzir alteragdes no material genético de organismos causando-lhes danos no DNA,
aberragdes cromossOmicas e mutacgdes. A atividade genotoxica pode ser determinada
através de ensaios como, por exemplo, quantificacdo de alteracbes cromossémicas,

teste de micronucleos e o ensaio Tunel (DAMASIO, 2016).

Um importante aliado na determinagéo da genotoxicidade é a citometria de
fluxo que fundamenta-se em analisar a dispersao da luz ou fluorescéncia emitida por
particulas que sdo submetidas a um sistema de fluxo por fluidos em que os sinais
eletrdbnicos gerados sao convertidos em sinais digitais que demonstram esses
resultados a partir de histogramas, graficos ou dotplots, sendo que as particulas, em
questao, sdo analisadas individualmente e em alta velocidade. Basicamente, baseia-
se no corte do matéria vegetal que tem seus nucleos isolados por uma solugédo tampéo
que sao filtrados e, posteriormente, corados com um fluocromo intercalante ao
material do DNA. No citdmetro, sdo gerados os histogramas baseados na
quantificagéo dos nucleos corados que emitem fluorescéncia na amostra (DOLEZEL,
1997; LOUREIRO e SANTOS, 2004; PELLICER E LEITCH, 2014; COSTA, 2018).

Adaptando as técnicas de citometria de fluxo para aplicagdo em células
vegetais € possivel otimizar as analises do conteudo de DNA, atividade mitdtica,
selecdo de cromossomos, entre outras, tornando-se uma alternativa para
determinacao de conteudo de DNA devido a sua precisao, facilidade e velocidade
(NOIROT et al, 2000; DIAS et al, 2017).
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De forma geral, a citogenotoxicidade pode ser desencadeada por diversos
estressores que causam danos celulares e genéticos, podendo citar a superprodugéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (HAQ et al, 2018; HAQ & KALAMDHAD,
2021). O estresse causado por aleloquimicos leva a mudanga do papel regulador
EROs na sinalizacao celular em vista da sua toxicidade que podem estar relacionadas
as alteragdes do desequilibrio entre a producgao e a eliminagado dos mesmos (ZERLIN,
2015).

O estresse vegetal tem inicio quando ocorre, imprevisivelmente, variagéo
ou restricdo de fatores abidticos ou bidticos que causam prejuizos a determinadas
fungdes e que, como consequéncia, perturbam a homeostase fisiolégica da planta. O
estresse ambiental abidtico é aquele causado por fatores edafoclimaticos, ou seja,
relacionados ao clima e ao solo, como por exemplo altas ou baixas temperaturas,
déficit hidrico ou deficiéncia de nutrientes. Ja o estresse ambiental bidtico é aquele
causado por outros organismos, tais como as plantas (competicdo por recursos e
alelopatia), microrganismos (fungos, virus e bactérias), animais (herbivoria ou
pisoteio) e agdo humana (poluigdo, fogo, compactacdo do solo, entre outros)
(LARCHER, 2000; LARCHER, 2006).

Ao sofrerem estresse, muitos organismos aerdbicos, como as plantas,
produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente o anion superdxido
(O27), o radical hidroxil (OH) e o peroxido de hidrogénio (H202) que em excesso
causam danos as proteinas, acidos nucleicos e lipideos (MATSUO et al, 2015). Alguns
mecanismos enzimaticos sdo uma das ferramentas envolvidas para a detoxificagao
das espécies reativas de oxigénio que, juntamente com 0s mecanismos n&o
enzimaticos, causam a explosao oxidativa que é uma resposta de defesa da planta
devido a geragcao de espécies reativas de oxigénio (RESENDE et al, 2003). Sao
exemplos dessas enzimas, as superoxidos desmutases (SODs) que desmutam
radicais superoxidos em peroxido de hidrogénio e oxigénio; as catalases (CATs) que
convertem H20:2 oriundo da fotorrespiracdo em H20 e O2; as peroxidases que estao
envolvidas na protecao, cicatrizacao, lignificagado entre outras fungées (HSU & KAO,
2003; CALVANCANTI et al, 2007; MATSUO et al, 2015).

Além disso, as plantas produzem diferentes produtos quimicos
classificados como metabdlitos primarios e secundarios. Metabdlitos primarios sao

aqueles envolvidos diretamente no crescimento e desenvolvimento das plantas como,
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por exemplo, agucares, acidos graxos, aminoacidos, lipideos e moléculas maiores
sintetizadas a partir desses como o0 RNA e DNA (GARCIA & CARRIL, 2009). Ja os
metabdlitos secundarios, sao responsaveis pela evolugao e interagao entre as plantas
e outros seres vivos. Esses compostos sao sintetizados e segregados nos tricomas e,
geralmente, pertencem a uma das trés classes principais de moléculas, sendo essas
os terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados que, em suma, estéo
relacionados na protecdo das plantas contra os estresse abidtico e bidtico
(CHAMPAGNE & BOUTRY, 2016; TENENBOIM & BROTMAN, 2016).

2.5 Biomodelos usados no estudo de alelopatia

A citogenética é amplamente utilizada em analises de monitoramento de
compostos toxicos por apresentar baixo custo, facil manuseio e boa correlagdo em
combinagdo com outros testes. Os agentes genotoxicos sdo aqueles capazes de
afetar, de forma negativa, o material genético de células e, assim, causar alteracdes
em sua estrutura ou fungdo que podem induzir mutagdes (DRAGOEVA et al., 2015;
MORSI & ABDELMIGID, 2016; TERCEIRO & OLIVEIRA, 2020).

No decorrer do reconhecimento da alelopatia como ciéncia, foram
desenvolvidos procedimentos experimentais para a identificagcdo dos compostos
quimicos nas plantas, inclusive aqueles relacionados a atividade alelopatica
(NARWAL, 1996; FERREIRA & AQUILA, 2000; PIRES & OLIVEIRA, 2011). Dentre os
biomodelos vegetais de maior ocorréncia no estudo da alelopatia, pode-se destacar
as espécies Allium cepal. (cebola), Solanum lycopersicum L. (tomate) e Lactuca
sativalL. (alface), devido a alta sensibilidade que apresentam as mais diversas
concentragdes de aleloquimicos, além da rapida germinagéo e tolerancia as variagbes
de pH; adicionalmente s&o de baixo custo e ndo necessitam da aprovagao de comités
de ética. Além do teste com A. cepa, o teste utilizando L. sativa também é amplamente
aplicado para avaliar o efeito toxico que ocorre sobre a germinacao e desenvolvimento
inicial de plantulas. Entretanto, muitos trabalhos também tem utilizado esta espécie
para analises de citogenotoxicidade (FERREIRA & AQUILA, 2000; SILVEIRA, 2016).

A Lactuca sativa L. é considerada uma espécie bioindicadora de
fitotoxicidade e citogenotoxicidade de um composto ou de um conjunto de compostos

como, por exemplo, estudos de interagdes alelopaticas, efluentes domésticos e
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industriais, lixiviado de aterros sanitarios, residuos da construgdo civil, agua e
sedimentos contaminados. Além disso, oferece vantagens sobre outros organismos-
teste pelo seu baixo custo, facil cultivo e baixa manutengao durante os bioensaios em
que sao avaliados a inibigdo da germinacédo e o desenvolvimento da radicula e do
hipocotilo. As etapas de germinagdo e desenvolvimento das pléntulas sédo téo
sensiveis que até a minima concentracdo de um contaminante pode retardar o seu
desenvolvimento (SOARES, 2015; SILVEIRA, 2016; LELES, 2017; GRYCZAK et al.,
2018).

Aragao et al. (2017), por exemplo, utilizaram diferentes extratos de
Lepidaploa rufogrisea (Asteraceae) para investigar o mecanismo de agédo sob a
germinagao, o desenvolvimento de mudas e do meristema apical da raiz celular de L.
sativa. Como resultado, houve diminuicdo na velocidade de germinagéo e do tamanho
da raiz, mostrando a eficiéncia do biomodelo. Ja no trabalho realizado por Vieira et al
(2018), os autores utilizaram o biomodelo L. sativa para avaliar o efeito toxico do dleo
extraido das sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas) sobre as células
meristematicas. Como resultados foram observados efeitos citotoxicos e fitotoxicos
sobre o biomodelo, o que é util na identificagdo de variedades téxicas e ndo tdxicas
do dleo de pinhdo-manso. No trabalho realizado por Swiech e seus colaboradores
(2021), as sementes de L.sativa foram utilizadas para avaliar a agao alelopatica dos
extratos cetdnicos e etandlicos do caule e da folha de Philodendron meridionale,
confirmada pelo efeito negativo sobre a germinagéo, o crescimento, a respiragao e as
atividades enzimaticas sobre esse biomodelo, sugerindo relagéo desse efeito com a

permeabilidade da membrana e estresse oxidativo sofridos pelas semente.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a agao do extrato aquoso bruto da espécie Mimosa caesalpiniifolia,
em diferentes concentragdes, sobre a germinagdo e o ciclo celular do biomodelo

vegetal Lactuca sativa.
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3.2 Objetivos especificos

e Identificar e correlacionar possiveis alteragcbes cromossdémicas com o
desenvolvimento de plantas na germinagdo de sementes de alface tratadas
com o extrato de M. caesalpiniifolia

e Averiguar qual a concentragdo do extrato de M. Caesalpiniifolia, sendo elas
25%, 50%, 75% e 100%, € mais citogenotdxica

o Validar o carater alelopatico de M. caesalpiniifolia

e Identificar a presenca de compostos fendlicos e realizar analise da atividade
enzimatica nas sementes embebidas com extrato das enzimas superoxido

dismutase, catalase, peroxidase e polifenol oxidase.

4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

Folhas frescas de Mimosa caesalpiniifolia foram coletadas no periodo da
manha em uma populagcido encontrada no bairro Sdo Pedro na cidade de Juiz de Fora/
MG (latitude: 21° 46' 19" Sul; Longitude: 43° 23' 13" Oeste). A coleta foi realizada em
Junho de 2021. As folhas foram acondicionadas em sacos de papel, levadas até o
Laboratério de Genética e Biotecnologia da Universidade Federal de Juiz de Fora a

fim de utiliza-las no preparo do extrato aquoso bruto.

4.2 Preparagao do extrato aquoso bruto de Mimosa Caesalpiniifolia

Para o preparo do extrato aquoso das folhas de M caesalpiniifolia foi
utilizada a metodologia descrita por Celik e Alansturk (2007) com algumas
modificagdes. Folhas frescas foram pesadas e o extrato aquoso bruto foi preparado
utilizando-se 300g de folhas em 1L de agua destilada. As folhas foram rasgadas a
mao e mergulhadas em agua destilada em um béquer de vidro coberto com papel
aluminio. Apos 24h de extragado, a temperatura ambiente (21°C), os pedagos de folhas
foram desprezados, utilizando-se o auxilio de uma peneira de metal, e a solugao

aquosa coletada, filtrada em papel de filtro. Apds o processo de filtragem, a solugéo
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obtida foi imediatamente utilizada para preparar as diluicdes com acréscimo de agua
destilada em quatro diferentes concentracdes estabelecidas para o experimento:
100%; 75%; 50% e 25%.

4.3 Teste de fitotoxicidade

Para a avaliagao da fitotoxicidade das diferentes concentra¢des do extrato
aquoso obtido, sementes de alface, variedade Santa Mbnica, obtidas comercialmente,
foram utilizadas e distribuidas em placas de Petri de vidro (15x150 mm), forradas com
papel de filtro umedecido com 6ml das diferentes concentracbes descritas
anteriormente. O delineamento experimental utilizado foi o DIC (inteiramente
casualizado), estabelecendo-se triplicatas de cada tratamento, sendo que cada placa
de Petri continha 100 sementes de alface. Como controle negativo, sementes de
alface foram germinadas em placas de Petri contendo agua destilada. O experimento
foi mantido em temperatura ambiente (21°C) na auséncia de luz. A cada 24h, durante
um periodo de 72h, as sementes foram avaliadas em relagdo ao percentual de
germinagao e apds 72h de analise as sementes germinadas tiveram o comprimento
das suas radiculas mensurados (30 raizes por repeticdo, 90 por tratamento) com o

auxilio de um paquimetro digital.

4.4 Citometria de fluxo

Com a finalidade de se analisar a progressao do ciclo celular e indicios de
morte celular, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. Apdés 72h do inicio do
experimento, 5 raizes de cada replicata, sendo 15 raizes por tratamento, foram
coletadas e avaliadas em citometria de fluxo. Com o auxilio de uma lamina, os
meristemas foram seccionados em uma placa de Petri contendo 400 uL de solugao
tampao WPB (LOUREIRO et al, 2007). Utilizando uma rede nylon de 30 ym, as
solucdes nucleares foram filtradas apdés o isolamento dos nucleos para maxima
retirada de residuos, sendo posteriormente corada com 25 pL de iodeto de propideo
(1Tmg/mL). As suspensdes obtidas foram avaliadas em citbmetro de fluxo Cytoflex
(Beckman Coulter, Alemanha) e os dados gerados analisados com o software
CytExpert 2.0.
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4.5 Analise do ciclo celular e aberragdoes cromossomicas

Apods 72h do inicio de avaliagao, raizes de alface, para cada replicata do
experimento, foram fixadas em Carnoy | (etanol: acido acético, 3:1 v/v) e mantidas em
freezer a -20°C. Para o preparo das laminas, as radiculas fixadas foram lavadas em
agua destilada e a regido meristematica isolada e, posteriormente, digerida em
solugao enzimatica [20% de pectinase (Sigma) e 2% de celulase (Serva-Onozuka R-
10)] a 37°C por um periodo de 3h. A técnica de esmagamento descrita por Guerra &
Souza (2002) foi utilizada para a confecgdo das laminas que foram coradas com
Giemsa (Sigma-Aldrich, 0,4% w/v em Metanol) 5% (v/v). Todas as laminas produzidas
foram observadas em microscopio de luz (Olympus BX41). Apds a finalizagdo da
analise das laminas, para obtengao do indice mitético (IM), do indice de aberragbes
cromossOmicas (AC) e frequéncia de micronucleo (MN), foram contabilizadas,
aproximadamente, 5000 células por repeticdo (15.000 por tratamento). Para tal

finalidade, foram utilizadas as equacgdes descritas abaixo:

Indice Mitético (IM)

=n2de células em divisiao + n® total de células analisadas X 100

Aberracoes Cromossémicas (AC)

=n2de cél.com AC + n®total de cél.em divisao X 100

Taxa de Microntcleos (MN)

= n2de células com micronicleos =+ n? total de cél. analisadas X 100

Taxa de Morte Celulas (MC)

=n2de células mortas + n® total de cél.analisadas X 100

4.6 Teste de TUNEL

Para complementar as analises de citogenotoxidade, foi realizado o teste
de morte celular pelo kit DeadendTM Fluorometric Kit do sistema TUNEL (Promega®).
Para isso, 3 raizes de cada placa, totalizando 12 raizes para cada concentragao de
extrato e o controle negativo (agua) foram utilizadas para analise, ou seja, no total 60

laminas foram utilizadas no teste.
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Apods 72 h de exposigao aos extrato, raizes foram coletadas e lavadas em
agua destilada. Em seguida, as mesmas foram secas e digeridas por 15 minutos a
37°C em solugdo enzimatica [20% de pectinase (Sigma) e 2% de celulase (Serva-
Onozuka R-10)]. As laminas foram preparadas com o método de esmagamento e as
laminulas removidas pelo congelamento em nitrogénio liquido. Apds o preparo, as
laminas foram fixadas em paraformaldeido 4% e submetidas aos procedimentos
descritos pelo fabricante do Kit utilizado. Para a analise, as laminas receberam 20 uL
de Vectashield® com 1 ug mL-1 de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). Em seguida,
as mesmas foram cobertas com laminulas, seladas com esmalte incolor e analisadas
em Microscopio de Fluorescéncia (Olympux BX 51) em um comprimento de onda de
488-495 nm para fluoresceina e de 345 a 358 nm para DAPI. Os nucleos foram
analisados em ambos comprimentos de ondas, as imagens capturadas e sobrepostas,
permitindo a deteccdo de danos nos nucleos através da emissao de fluorescéncia
verde. De acordo com a coloragdo observada no microscopio de fluorescéncia, os
nucleos foram classificados como: sem danos (auséncia de fluorescéncia verde),
contendo danos leves (nucleos com porgdes azuis e verdes) e contendo danos
severos (nucleos completamente verdes). Foram analisados 500 nucleos por lamina,

trés laminas por tratamento.

4.7 Analises bioquimicas

4.71 Caracterizagao bioquimicas do extrato liofilizado de M.

Caesalpiniifolia
Identificagao de Taninos:

A identificacdo de taninos nos extratos de M. caesalpiniifolia foi
determinado pelo método disponivel no site da Sociedade Brasileira de
Farmacognosia (2009) com algumas modificagbes. Para a realizacdo do experimento,
35 ml de cada extrato foram liofilizados (Liofilizador Alpha 1-2 LD Plus — Christ).
Posteriormente, foram pesadas 10 mg de extrato lioflizado de cada
tratamento/concentragdo que, em sequéncia, foram diluidos em 1 ml de agua
destilada e solubilizados com ajuda de aparelho vértex (uma solugdo aquosa de
gelatina a 2,5% foi preparada pesando-se 0,25g de gelatina incolor comercial em 10

ml de agua destilada que subsequentemente foi homogeneizada em manta
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aquecedora até total solubilizagdo. Em seguida, foram adicionados 300 pL da solugao
de gelatiha a solugdo aquosa do extrato liofilizado dos quatro

tratamento/concentragdes e, em seguida, estes foram centrifugados por 5 minutos.

Determinagdo do conteudo de fendis pelo método de Folin e

Ciocalteau:

O conteudo de fendis nas amostras foi determinado pelo método de Folin
e Ciocalteau (1927), com algumas modificagdes. Foram adicionados em microplacas
de 96 pogos, 120 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (20% v/v em agua destilada), 30
ML das amostras [1 mg/mL em etanol e agua (95:5 v/v)] e 100 yL de solugdo carbonato
de sddio (4% m/v em agua destilada). Pogos com os mesmos volumes dos reagentes
e etanol foram preparados como branco do teste e uma curva analitica do padrao
acido tanico foi obtida nas mesmas condi¢gdes das amostras, com concentragcoes de
0,9 a 60 yL/mL. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. Apds 30
minutos em repouso e ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em leitor automatico
de microplacas (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA) a 750 nm. Os resultados foram
expressos em mg/g de amostra em equivalente ao acido tanico (EAT) + desvio padréo,

utilizando regresséo linear no Excel.

Determinacao da atividade antioxidante pelo ensaio de redugcao do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH):

Ja a determinagédo da atividade antioxidante das amostras foi realizada pelo
ensaio de reducéo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de acordo com
a metodologia proposta por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Para a
realizacéo do ensaio, as amostras foram solubilizadas em etanol e agua (95:5 v/v)
para a obtencdo de uma solugéo estoque a 2 mg/mL. Aliquotas de 100 pyL de cada
solucado foram transferidas para uma microplaca de 96 pocos. Foi preparado um
branco do teste com todos os reagentes, excetuando-se as amostras que foram
substituidas por etanol. A quercetina foi utilizada como substancia de referéncia, nas
mesmas condi¢cdes das amostras. Foram preparadas dez solugdes nas concentracdes

de 0,97 a 500 yg/mL, em que esses valores sobem de dobro em dobro até chegar a
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500 pg/mL. Em seguida, foram adicionados 150 uL de solugdo de DPPH (20 pug/mL
em etanol) em todos os pogos. A leitura da absorbéancia foi realizada no comprimento
de onda de 517 nm em leitor automatico de microplacas (Thermo Fisher,
Massachusetts, EUA). O procedimento foi realizado em triplicata e por meio dos
valores encontrados, foi possivel o calculo do percentual de inibicdo dos extratos de
acordo com a Equacao:

% de inibicdo de amostras = (Ab — Aa) x 100.
Em que:

e Ab: absorvancia do branco do teste.

e Aa: absorvancia das amostras.

Identificagao de constituintes quimicos pela Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE):

Para a identificacdo dos constituintes quimicos, os extratos liofilizados de
Mimosa caesalpiniifolia Benth foram submetidos a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) realizada no equipamento Agilent 1200 (Agilent Technologies®,
Santa Clara, Califérnia, EUA) no Laboratorio de Bioquimica da Universidade Federal
de Juiz de Fora. O equipamento é constituido por bomba quaternaria, detector de
arranjos de diodo-ultravioleta (DAD-UV) e injetor automatico, além de uma coluna de
fase reserva Kromasil C18 (Kromasil®, Bohus, Suécia) que possui cerca de 4,6 mm
de largura e 150 mm de comprimento. O espectro ultravioleta (UV) foi determinado
entre 190 a 400 nm, sendo o comprimento de 350 nm o utilizado na detecg¢ao. Os
extratos foram preparados a 10 mg/mL e solubilizados em acetonitrila e agua (05:95

v/v). As condigbes cromatograficas utilizadas estdo descritas na Tabela 1:
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Tabela 1. Condi¢6es cromatograficas utilizadas nas analises em CLAE para os

extratos de M. caesalpiniifolia

SOLVENTES
Volume de Fluxo Tempo de
Injegéo (uL) (mL/min.) Eluigao (min.) Acetonitrila Agua
0,00 5 95
20 0,800 5,00 15 85
35,00 60 40

Fonte: elaborada pela autora

4.7.2 Analises das atividades enzimaticas da catalase (cat),
superoxidase desmutase (sod), peroxidade (pod) e polifenol oxidase

(ppo) das sementes de L. Sativa

Para a realizagdo das analises de atividade enzimatica foram utilizadas as
mesmas diretrizes do teste de fitotoxicidade, obtendo, assim, trés placas por
tratamento, totalizando quinze placas (quatro tratamento mais o controle negativo).
Para cada placa colocou-se aproximadamente 0,01 g de sementes de alface (cerca
de 100 sementes) para que os valores iniciais fossem préximos. Apos o periodo de
72 horas de germinacéo, as placas contendo as sementes de alface germinadas foram
levadas ao Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Juiz de Fora

para prosseguir com o experimento.

Os extratos brutos utilizados para determinar os teores de proteinas totais
e das atividades enzimaticas, sendo essas a superédxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), a peroxidase (POD) e a polifenol oxidase (PPO), foram obtidos através do
processo de maceracao das raizes contidas em cada placa. As raizes foram alocadas
em almofarizes de porcelana apos a retirada do excesso de agua/ extrato e maceradas
em N2 em conjunto com 20 mg de Polyvinylpyrrolidone (PVPP), 50 uL de Fluoreto de

Fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e 10 ml de solugdo Tampao Fosfato de Potassio 0,1
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M, pH 6,8 (Tampao de Extracdo) + Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM
(Peixoto et al., 1999). O extrato obtido foi filtrado em gaze e centrifugado a 10.000 g
por 20 minutos e a 2°C, sendo esse procedimento realizado duas vezes para

purificacdo do sobrenadante.

Os teores de proteinas totais foram determinados através do método de
Lowry et al. (1951) utilizando-se de trés reagentes: reagente A [0,5g de CuS04.5H20
+ 1,0g de citrato de sédio em 100 ml de agual; reagente B (10g de Na2COs3 + 2,0g
NaOH 0,1 N em 500 ml de agua destilada); reagente C (solug&o resultante da adigao
de 50 ml do reagente B + 1ml do reagente A) e reagente D constituido de 7,5 ml do
reagente Folin-Ciocalteau diluido em 7,5 ml de agua destilada. Para cada amostra de
extrato enzimatico foram preparadas trés replicatas, sendo que em cada tubo foram
adicionados 100 pL do extrato enzimatico bruto acrescidos de 2,5 mL do reagente C,
homogeneizados em agitacdo suave seguidos de 10 minutos de repouso em
temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 250 uL do reagente D, seguida

de agitacdo em vortex e repouso de 30 minutos em temperatura ambiente.

Para determinar o teor de proteinas, fez-se necessario determinar a curva
de calibragéo utilizando BSA (albumina de soro bovino) 1 mg/mL-' como padrdo. Os
resultados encontrados para os teores de proteinas nas amostras foram utilizados

para calcular as atividades especificas das enzimas SOD, CAT, POD e PPO.

Para a determinagdo da atividade da catalase (CAT) nos tecidos de L.
sativa, utilizou-se a metodologia proposta por Havir e McHale (1987). O meio de
reacao foi constituido de tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30 °C + H202
12,5 mM do qual foram utilizados 2,9 ml com posterior adicdo de 100 uL do extrato
enzimatico bruto. Considerando o decréscimo na absorbancia a 240 nm, a atividade
enzimatica foi determinada pela estimativa do consumo de H202 utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 36 M- ' cm™' para os calculos como sugerido por
Anderson et al (1995).

A metodologia utilizada para a determinagdo de superéxido dismutase
(SOD) nos tecidos do material vegetal foi a proposta por Del Longo e seus
colaboradores (1993). Para qual, utilizou-se metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazodlio (NBT) 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina 2 yM em tampéao de fosfato de

sodio 50 mM, pH 7,8, adicionado de 100 yL do extrato enzimatico bruto que
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constituiam a mistura de reacado, posteriormente conduzida em camara de reagao sob
a iluminagdo de uma lampada fluorescente de 15 W a 25 °C com o interior da caixa
coberta com papel aluminio ligada por 5 minutos (GIANNOPOLITIS E RIES, 1977). A
resultante da fotorredugcédo do NBT (formazana azul) foi medida, na absorbéancia a 560
nm, pela determinagdo do incremento, subtraido do controle, no qual a mistura de
reacao foi mantida no escuro, considerando que uma unidade de SOD é definida como
a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugdo do NBT
(BEAUCHAMP E FRIDOVICH,1971).

O método de Kar e Mishra (1976) foi utilizado para determinar as atividades
da POD e da PPO. Para qual, 100 pL do extrato enzimatico bruto foi adicionado a 4,9
mL de uma mistura de reagdo composta por tampao de fosfato de potassio 25 mM,
pH 6,8 + pirogalol 20 mM + H202 20 mM (POD) ou agua deionizada (PPO). Apds o
periodo de incubagao da solugdo por um minuto a 25°C, adicionou-se 200 yL de
H2S04 5% (v/v) a fim de interromper a reagao, seguindo a absorbéancia da solugao,
entdo, lida em espectrofotdmetro a 420 nm, contra o controle, que teve a enzima
previamente inativada pela adigdo de 200 pL de H2SOs4 5% (v/v). Para estimar as
atividades da POD e da PPO, determinou-se a quantidade de purpurogalina formada,
utilizando-se, como sugerido por Chance e Maehley (1955), o coeficiente de extingéao

molar de 2,47 mM-' cm™! para os célculos.

4.8 Analise de dados

Para a analise dos testes foi realizada analise de variancia (ANOVA) dos dados
obtidos, seguido da comparag¢ao de médias por meio do teste de Tukey (p < 0,05) no

programa estatistico GraphPad Prism 7.04 (2017).

5 RESULTADOS
5.1 Teste de fitotoxidade

Por meio do teste de fitotoxidade foi possivel observar que, apds 24h de
exposicao das sementes de L. sativa as diferentes concentragdes do extrato aquoso
bruto de M. caesalpiniifolia, as taxas de germinagdo das sementes de alface

apresentaram atraso em relagdo ao controle (Figura 1A). Na maior concentragéo
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(100%), a taxa de germinagéo foi muito proxima de zero, enquanto que para o controle
quase 100% das sementes germinaram (Figura 1A). Apds 48h de exposicao, a taxa
de germinacgao das sementes do tratamento a 25% se igualou ao controle, enquanto
os tratamentos a 50%, 75% e 100%, apesar de terem um incremento em suas taxas
de germinacgao, ainda se apresentaram diferentes do controle (Figura 1B), mostrando
uma taxa de germinagédo menor. Por outro lado, apds 72h de exposi¢do, quase todos
os tratamentos igualaram sua taxa de germinacao ao controle (Figura 1C), exceto o
tratamento com maior concentragéo (100%), que mesmo apds esse tempo apresentou
uma taxa de germinagdo menor quando comparado ao controle (Figura 1C).

Embora as sementes tenham apresentado recuperacdo da taxa de
germinagao apos 72h de experimentacgéo, a analise do comprimento radicular indicou
que o comprimento radicular, em todos os tratamentos, foi menor que o comprimento
radicular do controle (Figura 2 e Figura 3). Havendo uma diminui¢do continua do

desenvolvimento radicular com o aumento das concentragcdes dos extratos de M.

caesalpiniifolia.
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Figura 1. Taxas de germinag¢do de sementes de L. sativa expostas ao extrato aquoso
bruto de Mimosa caesalpiniifolia nas concentracdes de 0; 25%; 50%; 75% e 100% nos
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Figura 2. Comprimento radicular de Lactuca sativa expostas a diferentes concentragoes
do extrato aquoso bruto de M. caesalpiniifolia apés 72h de exposigao

Fonte: elaborado pela autora

controle

Figura 3. Desenvolvimento radicular de sementes de L. sativa expostas a diferentes
concentragoes do extrato aquoso bruto de M. caesalpiniifolia apés 72h de exposigao.

Fonte: elaborado pela autora

5.2 Analise do ciclo celular, aberragcées cromossémicas, taxa de

micronucleo e indice de morte celular

Levando-se em consideragcao as analises de citotoxidade, foi observado
que todas as concentragdes dos extratos de M. caesalpiniifolia avaliadas aqui, a 72h
de exposigao, induziram a diminuicdo do indice mitdético nos meristemas radiculares
de L. sativa quando os dados observados foram comparados aos dados do controle.
Este decréscimo se deu de forma continua de acordo com o incremento das

concentracdes dos extratos (Tabela 2).
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Por outro lado, o incremento da concentracdo dos extratos de M.
caesalpiniifolia induziu um aumento do indice de alteragbes cromossdmicas nos
meristemas radiculares de L sativa a 72h de exposi¢ao (Tabela 3) em comparagao ao
controle. Entretanto, os dados observados no tratamento a 25% de concentragao nao
mostraram diferenga significativa do controle. Dentre estas altera¢des foi possivel
observar metafases com cromossomos aderentes (stickness), anafases e teléfases

com pontes e fragmentagdes cromossémicas (Figura 4).

A taxa de micronucleos apresentou diferenga significativa em relagdo ao
controle apenas na concentracdo de 100% a 72h de exposi¢cédo, enquanto que a taxa
de morte celular (nucleos heteropicnéticos) teve um crescimento significativo com o
aumento das concentragdes dos extratos, havendo diferenga significativa apenas nas
concentragdes de 50%, 75% e 100% quando comparado ao controle (Tabela 4; Figura
5).

Tabela 2. indice mitético observado nos meristemas radiculares de L. sativa a

72h de exposigao aos extratos de M. caesalpiniifolia

Concentragoes indice Mitético indice de aberragées cromossémicas
(%) (%)
Controle 25,6+ 2,32 0,1+0,122
25% 15,6+ 2,10 0,3 + 0,052
50% 13+1,5° 1,6+0,37°
75% 7,611,4° 2,0+0,10°
100% 6,3+3,0° 23+0,58°

*Significativamente diferente do controle; Teste de Tukey p<0,05. Os dados apresentados s&o as
médias obtidas seguidas de seus desvios padrdes.

Fonte: elaborado pela autora
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Figura 4. Representagao das irregularidades: (a) metafase normal; (b) metafase stickness; (c)
anafase normal; (d-g) anafase com varias pontes cromossomicas; (h) anafase com fragmentos
cromossomicos; (i) metafase com fragmento cromossémico; (j-k) teléfases com ponte; (I)
micronucleo. Bara= 10 ym

Fonte: elaborado pela autora

Tabela 3. Valor médio de aberragoes cromossdmicas observados meristemas
radiculares de L sativa expostos a diferentes concentragoes do extrato aquoso

de M caesalpiniifolia por 72h

Concentragoes Metéfase Anafase com Telofase com Fragmentos
(%) stickness ponte ponte cromossomicos
(%) (%) (%) (%)
Controle 4,66 + 2,082 2,33+ 2,512 0+0a 0+0°
25% 12,00 + 6,002 5,33 + 2,452 0,33 + 0,502 002
50% 29,00 + 5,13 28,66 + 1,15 3,33 + 3,212 002
75% 34,00 £ 7,210 31,33 +2,88° 8,67 + 4,04° 1,33 £ 1,302
100% 42,66 + 6,43° 35,66 + 6,08° 12,00 £ 3,00° 10,35 £ 1,52°

*Significativamente diferente do controle; Teste de Tukey p<0,05. Os dados apresentados s&o as
medias obtidas seguidas de seus desvios padrdes.

Fonte: elaborado pela autora
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Tabela 4. Taxas de micronucleos e nucleos mortos observados em meristemas

radiculares de L sativa expostos a diferentes concentragoes do extrato aquoso

de M caesalpiniifolia por 72h

Concentragées Taxa de micronucleos Taxa de morte celular
(%) (%) (%)

0 02 1,01+£0,132

25% 02 1,89 £ 0,152

50% 0,66 £ 0,522 2,94 + 0,86°

75% 0,73 £ 0,552 2,73 £ 0,87

100% 1,89 +0,61° 4,75+ 0,71°

*Significativamente diferente do controle; Teste de Tukey p<0,05. Os dados apresentados séo as
médias obtidas seguidas de seus desvios padrdes.

5.3 Teste de Tunel e citometria de fluxo

Fonte: elaborado pela autora

Foi possivel observa que, com o aumento na concentragdao dos extratos,

também ocorreu incremento nas taxas de morte celular pela avaliagao do percentual

de nucleos heteropicnéticos e normais. Extratos entre 50%-100% induziram um maior

indice de mortes celulares de forma significativa em comparagao ao controle (Tabela

5). Da mesma forma, pelo teste de Tunel, foi possivel observar que nessas

concentracdes ocorreram taxa elevada de nucleos com danos severos ao DNA, um

indicativo de morte celular (Figura 5; Tabela 5).
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Figura 5. Nucleos heteropicnéticos indicando morte celular (a); Campo visual indicando células
com fragmentacgao do DNA (verde), como um indicativo de morte celular (b); Detalhes de células
com auséncia de danos, danos leves e danos severos ao DNA pelo teste de Tunel. Barra = 20

Mm

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 5. — Classificagcao de nucleos apresentando auséncia de danos, danos

leves e danos severos ao DNA por meio do teste de TUNEL

Concentragao Nucleos sem danos Nucleos com danos Nucleos com danos
(%) moderados (%) severos
(%)

Controle 96,00 + 0,88 2,17 £ 0,30 1,82+ 0,78
25% 95,70 + 0,96 2,69 + 0,51 1,60 £ 0,44
50% 76,26 + 0,99* 16,66 + 2,81* 7,07 +2,12*
75% 76,57 £ 1,44* 19,53 + 1,54* 3,89 +£0,75*
100% 39,46 * 6,34* 36,41 +£2,75* 2412 +2,81*

*Significativamente diferente do controle; Teste de Tukey p<0,05. Os dados apresentados sio as
medias obtidas seguidas de seus desvios padroes.

Fonte: elaborado pela autora



37

Os resultados obtidos com a citometria de fluxo, mostraram que o
tratamento a 100% apresentou aumento de células na fase sub G1 do ciclo celular
(Figura 6), o que pode, segundo a literatura, pode estar relacionado a um incremento
da taxa de morte celular. Os dados obtidos para os extratos entre 50%-100%

apresentaram diferencas quando comparados ao controle.

Controle Extrato 25% G1

sub G1 -1 Ssub G1

Extrato 50% G1 =1 Extrato 75% G1

sub G1 o] sub G1

G1
Extrato 100%

Sub G1

Figura 6. Histogramas mostrando o incremento de célula/eventos na fase sub G1

Fonte: Elaborado pelo autora

5.4 Testes fitoquimicos e de estresse enzimatico

Os teores de fenois nos extratos de M. caesalpiniifolia estao representados
na Tabela 6. Nota-se que nao houve diferenga estatistica significativa entre os teores
de fenodis encontrados nas amostra, o que sugere que os extratos possuem
composi¢cdes semelhantes mesmo apods o processo de liofilizagdo. No teste de

identificacdo de taninos € possivel observar, na Figura 7, presenca de precipitado
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esbranguigado indicando a complexacéo tanino-gelatina nas quatro amostras. Na
avaliacao da atividade antioxidante pela reducao do radical DPPH, os resultados néo

demonstraram diferencas as amostras como demonstrado na Tabela 7.

Tabela 6. Teores de fendis nos extratos liofilizados de M. caesalpiniifolia

Amostras Fenodis
EAT (mg AT/g) * DP
100% 112,71 £ 63,502
75% 87,85 + 52,862
50% 90,54 + 25,082
25% 94,83 + 33,33°

DP — Desvio padrao; EAT — Equivalentes de acido tanico. Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrao (n = 3). Analise estatistica realizada por teste de ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
Letras iguais representam valores significativamente iguais entre as amostras (p>0,05).

Fonte: elaborado pela autora

Figura 7. Amostras com precipitagcao indicando presenca de taninos nos extratos de M.
caesalpiniiffolia

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 7. Avaliacao da atividade antioxidante pela redugcao do radical DPPH

AMOSTRAS Mcéeg I(K?II\JIIII;)
100% 12,15 + 1,207"ab
75% 10,14 + 1,05""ac
50% 14,50 + 0,54
25% 8,87 £1,37"¢

Quercetina 0,17 £ 0,08

Clso — Concentracao inibitéria média; DP — Desvio padrao. Analise estatistica realizada por teste de
ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Valores significativamente diferentes da quercetina para
""p<0,0001. Letras iguais representam valores significativamente iguais entre as amostras (p>0,05).

Fonte: elaborado pela autora

Como demosntrado na Figura 8, referente a identificagdo dos constituintes
quimicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi possivel observar
que os cromatogramas das amostras possuem sinais semelhantes, demonstrando
semelhanga das amostras apos o procedimento de liofilizagdo, independentemente
da concentragdo. Além disso, na figura 9, os sinais A, B, C e D representam espectros
encontrados nas amostras apresentando maxima absorcao proximo a 200, 240-280 e
300-380 nm, indicando caracteristicas de flavonoides com absorcéao referente ao anel
B (265 nm) e A (350 nm) do nucleo fundamental desse grupo, reforgando a

predominancia de flavonoides nas folhas da espécie (JANG et al., 2019).
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Figura 8. Perfil cromatografico do extrato liofilizado de M. caesalpiniifolia (concentragao 25%,
50%, 75% e 100%) por CLAE-UV

Fonte: Elaborado pelo autora
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N&o houve diferenca significativa no conteudo de proteinas soluveis totais entre
os tratamentos. Também ndo houve significativa para a atividade da superoxidase
dismutase (SOD), independentemente da concentragao do extrato. Ja para polifenol
oxidade (POL), houve diferencas entre o controle e os demais tratamentos que, por
sua vez, nao diferiram entre si. Para catalase (CAT), ndo houve diferenga entre o
grupo controle e o tratamento com 25%, mas houve diferenga entre esses tratamento
e os tratamentos 50%, 75% e 100% que diferiram entre si. Por ultimo, a atividade
enzimatica da peroxidase (POD), ndo apresentou diferengas entre os tratamentos
25% e 50%, entre os tratamentos 50% e 75% e entre os tratamentos 75% e 100%.
Em suma, houve diferenga significativa entre o grupo controle, o tratamento 25% e
50% e os tratamentos 50%, 75% e 100%. Os resultados estdo representados na

Figura 10.

POLIFENOL OXIDASE

PROTEINA TOTAL SUPEROXIDO DISMUTASE
0.6

a

de proteina

mg proteina/g matéria fresca
Unidade SOD/ mg de proteina
Mmeol de purpurogalina formada/ min/mg

Tratamento Tratamento Tratamento

PEROXIDASE

de proteina
de proteina

pmol de H202 consumido/minute/mg
pmol de purpurogalina formada/ min/mg

Tratamento Tratamento

Figura 10. Médias dos contelidos de proteinas totais (A — mg g' MF), (B), catalase (CAT, umol de
H202 min-'/ mg* proteina), (C), peroxidase (POD, umol mg* prot) (D), polifenol oxidase (PPO; umol
mg! prot) (E), superéxido dismutase (SOD, unidades de SOD mg' proteina) em sementes de L.
sativa germinadas em placa de Petri, por 72 horas, contendo extrato aquoso de M. caesalpiniifolia em
quatro concentragdes distintas (25%, 50%, 75% e 100%) e o controle contendo agua destilada. Colunas
identificadas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; n =
15.Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). (@-°).

Fonte: elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

A germinacgao é o processo em que o embrido da semente se desenvolve
em planta e que, basicamente, ocorre em trés fases. A fase | que consiste na captagéao
de agua para o reinicio das atividades metabdlicas podendo ocorrer em condigdes
anaerdbicas, baixas temperaturas, em sementes viaveis e dormentes, em tecidos
vivos ou ndo. A fase Il que se caracteriza pela drastica redugao tanto na velocidade
de hidratacdo quanto na intensidade de respiracao. Ja na fase Il ocorre a visibilidade

da retomada do crescimento do embri&o pela protrusao da raiz (RAMALHO, 2017).

Tratando-se dos compostos aleloquimicos, a germinagao tende a ser
menos sensivel que o crescimento da plantula, muitas vezes influenciando mais sobre
a velocidade de germinacao do que necessariamente a germinabilidade. Além disso,
os aleloquimicos podem induzir o aparecimento de plantulas anormais, sendo que
alteragdes no padrédo de germinagao podem ser resultado de efeitos sobre a
permeabilidade de membranas, transcricdo e traducdo do DNA, respiracéo,
conformacdo enzimatica e de receptores, funcionamento dos mensageiros
secundarios e/ou por sequestro de oxigénio (FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

A reducdo das taxas de germinagdo e desenvolvimento radicular
observadas no presente trabalho, indicam que M. caesalpiniifolia apresenta atividade
fitotoxica, sendo o extrato a 100% € o mais toxico, inibindo a geminagéo, assim como
o desenvolvimento radicular. As concentragdes mais baixas inibiram a germinagao
nas primeiras 24 horas, mas assim como o extrato a 100%, também inibiram o

desenvolvimento radicular em relagéo ao controle a 72h de exposicao.

Alguns estudos também demonstraram resultados similares aos
observados aqui em relacio a fitotoxidade da espécie. No estudo realizado por Pifa-
Rodriguez e Lopes (2001), por exemplo, em que se avaliou o potencial alelopatico dos
extratos das folhas de M. caesalpiniaefolia sobre as sementes de Ipé-amarelo
(Tabebuia alba), foi observado maior inibicdo na velocidade de germinagdo na
concentragdo 1:8 (maior concentracdo) em relacdo as demais, enquanto que o

percentual de germinagao das sementes nao foi afetado.

Outros estudos envolvendo espécies da familia Mimosaceae, corroboram
com os achados neste estudo, indicando que o género Mimosa possui substancias de

carater alelopatico. Silveira e seus colaboradores (2012), por exemplo, avaliaram o
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potencial alelopatico do extrato aquoso das folhas da Mimosa tenuiflora sobre a
germinagao de sementes e crescimento de plantulas de L. sativa nas concentragdes
de 25%, 50%, 75% e 100%, concluindo que, o extrato aquoso de folhas da Mimosa
tenuiflora nas maiores concentragdes, extraido a 100°C, reduziu a germinagéo e
causou efeito alelopatico negativo no desenvolvimento de pléntulas de alface, inibindo
o crescimento da raiz e aumentando a o numero de plantulas anormais. Em outro
trabalho, Santos e seus colaboradores (2018), também avaliaram o potencial
alelopatico do extrato aquoso de folhas secas de Mimosa pudica L., sobre a
germinagao e o crescimento inicial da alface e os resultados, da mesma maneira do
que vem sendo indicado até aqui, demostraram redugdo da germinagdo e no

crescimento da alface em resposta ao aumento das concentragdes.

Além das avaliagbes de fitotoxicidade, analises citologicas tém sido
realizadas para avaliar a fitotoxicidade, contribuindo para a elucidacdo dos
mecanismos de atuagao de extratos vegetais no ciclo celular de biomodelos uma vez
que os efeitos visiveis na germinagao e crescimento de partes dos biomodelos sao
considerados manifestacdes secundarias da agcao de compostos téxicos nas células
e moléculas de plantas receptoras, sendo resultados de alteragdes no ciclo celular,
taxa de morte celular, aberragdes cromossémicas e fragmentagdo do DNA (Carvalho
et al., 2019; Santos et al., 2019; Vasconcelos et al., 2019).

Os resultados observados no presente estudo indicam que os extratos
aquosos de M caesalpiniifolia possuem atividade citogenotoxica uma vez que a
diminuicdo do indice mitdtico, incremento de anormalidades cromossOmicas e

nucleares no ciclo celular de Lactuca sativa.

De acordo com Andrade et al (2010) a diminuigdo do indice mitético indica
uma perturbagdo na divisdo celular com o bloqueio do inicio da préfase e,
consequentemente, o impedimento da divisao celular (Sousa et al, 2009). Os efeitos
citotoxicos causado pelo extrato aquoso de M. caesalpiniifolia (concentragdes 25 a
100%) nas células meristematicas de L. sativa, observado no presente trabalho
podem ter sido uma das causas da inibigao do crescimento das raizes, visto que o

alongamento radicular depende da divisdo normal da célula no meristema radicular.

Quando os dados foram comparados ao grupo controle, observou-se que,

além de diminuir a taxa de divisao celular, os extratos aquosos de M. também levaram
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a um incremento de aberracbes cromossdmicas e da taxa de morte celular em L.
sativa. O incremento do percentual de alteragbes cromossOmicas em relagédo ao
controle indica uma agéo genotdxica de M. caesalpiniifolia. Em geral as aberragbes
cromossOmicas ocorrem devido a modificagdbes na estrutura e/ou numero de
cromossomos (LEME & MARIN-MORALES, 2009). O tipo de alteragdo cromossémica
induzida por um composto toxico indica 0 modo de acédo de tal composto sobre o
material genético. Substancias clastogénicas induzem quebras no DNA e as
aneugénicas induzem modificacbes no fuso mitético, levando a erros durante a
separagao de cromatides na mitose, o que pode resultar na eliminacido de material
genético e na formagao de células poliploides ou aneuploides (FERNANDES et al.,
2007).

No presente estudo foi possivel observar alteracdes cromossdmicas devido
a acdes aneugénicas e clastogéncias. A aderéncia cromossémica ou metafase
Stickness € caracterizada pela agédo de substéncias toxicas aos grupamentos fosfato
do DNA durante a condensacgao ou pela formagao de ligagdes inter e intracromatideas
durante a metafase (BABICH, 1997; EL-GHAMERY et al., 2003). Segundo EI-
Ghamery et al. (2003) essa anormalidade pode estar relacionada ao surgimento de
quebras cromossOmicas e formagao de pontes entre as cromatides. Os dois tipos de
alteragcdes cromossdmicas mais observados no presente trabalho foram
Cromossomos pegajosos e pontes cromossémicas (tanto em anafase quanto em
telofase), seguido de fragmentagdes, corroborando com o exposto por EI-Ghamery et
al. (2003). A formacdo de pontes cromossOmicas € uma alteragao clastogénica,
diretamente ligada a perda de teldbmeros por quebras nas extremidades seguida pela
unido cromatidica, gerando cromossomos dicéntrico durante anafases e telofases
(Matsumoto et al., 2006; Leme e Marin-Morales, 2009), segregacao, fragmentos
cromossOmicos podem ser gerados, levando a perda de material genético e a um

desbalanco de informagdes genéticas entre as células filhas geradas com a citocinese.

Os micronucleos foram induzidos de forma significativa pela concentragao
de 100% do extrato de M. caesalpiniifolia, concentracdo essa onde houve maior indice
de pontes cromossdémicas e fragmentacbes cromossOmicas. Essas alteragdes
indicam os efeitos mutagénicos de uma substancia, originadas a partir de fragmentos

e perdas cromossOmicas que nao foram incorporados ao nucleo durante o ciclo celular,
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sendo formados para a exclusao de tais fragmentos ou cromossomos perdidos da
célula (FENECH, 2000).

A citometria de fluxo mostrou que concentragdes mais elevadas dos
extratos de M. caesalpiniifolia induzem um incremento na taxa de células em sub G1,
indicando a presencga de morte celular (ANDRADE-VIEIRA et al. 2012). O teste de
TUNEL ainda indicou que os danos causados ao DNA das células meristematicas de
L. sativa podem ser classificados em danos leves e danos severos. Exatamente nas
concentracbes mais elevadas os danos severos tiveram sua taxa aumentada,
indicando que os extratos sédo bastante téxicos em concentragdes elevadas e causam
a morte celular, alguns trabalhos indicam resultados similares com tais ferramentas
(ANDRADE-VIEIRA et al. 2012, SANTIAGO et al. 2017). Tais dados em adi¢cao aos
observados pelo indice de morte celular e danos causados ao DNA (resultados do
teste de TUNEL) indicam que os extratos de M. caesalpiniifolia (50%-100%) induzem

um incremento da taxa de morte celular

Quanto aos resultados das analises bioquimicas, segundo Oliveira et al
(2020), o género Mimosa possui flavonoides (compostos fendlicos ou polifendis) que
sdo substancias conhecidas por desempenharem atividade alelopatica. Esses
compostos sdo basicamente caracterizados pela presenga de um sistema benzénico
com um ou mais grupos hidroxila que podem ser encontrados metilados ou
glicosilados. Fazem parte desses compostos os flavondides (flavandis, flavonais,
flavanondis, flavonas e antocianinas), taninos, acidos fendlicos, fendis simples,
ligninas, entre outros (ANGELO e JORGE, 2007).

Os taninos s&do substancias capazes de formar complexos e precipitar
proteinas, sendo classificados em hidrolisaveis e condensados. Os taninos
hidrolisaveis sado constituidos por ésteres de acidos galicos e acidos elagicos
glicosilados formados a partir do chiquimato em que a hidroxila presente no agucar é
esterificada com os acidos fendlicos e possui fungdo de defesa contra a herbovoria.
Ja os taninos condensados ou proantocianidinas sdo polimeros de unidades de
flavonoides flavan-3-ol e/ou flavan3,4-diol resultantes do metabolismo do
fenilpropanol 6,20-23 e possuem fungdo de defesa contra microrganismos
patogénicos (MELLO e SANTOS, 2001; HAGERMAN, 2012).
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O teste de identificagdo de taninos com gelatina, baseiam-se na formagao
de complexo tanino-proteina, ou seja, correlacionam a capacidade adstringente que
os taninos possuem com o acido tanico (tanino hidrolisavel) que é uma designacgéao
atribuida a um conjunto de substancias amareladas que apresentam leve sabor
adstringente pertencente a classe dos galotaninos (BRANDAO et al, 2008). Assim,
sugere-se, atraveés da realizagcédo desse teste, a presenga de taninos hidrolisaveis no
extrato de M. caesalpiniifolia.

Ja a avaliagao da atividade antioxidante pela reducdo do radical DPPH,
determina a capacidade antioxidante de um composto através da transferéncia de um
atomo de hidrogénio que causa neutralizagao ou redug¢ao de um radical livre, o DPPH,
em 50% (OLIVEIRA, 2015). Os resultados obtidos aqui sugerem alta atividade
antioxidante em relacdo ao padrao quercetina e, consequentemente, acdo de
mecanismo antioxidante nas folhas de M. caesalpiniifolia. A quercetina pertencente a
classe dos flavonois e € um dos flavondides com maior capacidade oxirredutora, ou
seja, de sequestrar espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo inibir ou diminuir

0 estresse oxidativo nas plantas.

Silva e seus colaboradores (2012) analisaram o extrato etandlico das folhas
de M. caesalpiniifolia avaliando teor total de polifendis e taninos (reacdo com gelatina,
reacao com sais de ferro, vapores de iodo e solugdes de CeSOs4, iodoplatinato e
vapores de amoéniae anisaldeido/acido sulfurico), tendo como padrdo acido galico
(tanino hidrolisavel), além da agado antioxidante do extrato através do consumo do
radical livre DPPH com o acido ascérbico como padrdao. Similarmente ao que
observado no presente trabalho, os autores identificaram padrdes que evidenciam
presengca de flavonoides derivados de quercetina e de acido galico, ou seja, de
flavonoides e taninos, respectivamente. Além disso, a capacidade antioxidante foi
diretamente proporcional ao teor de polifendis totais, sendo que a porcentagem de
atividade antioxidante corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo
antioxidante e essa quantidade deve decrescer a concentracéo inicial de DPPH em
50%, a chamada concentragéo eficiente (Ce50) ou concentracao inibitoria (Ci50).
Quanto maior o consumo de DPPH, menor a Ce50 e, consequentemente, maior a sua
atividade antioxidante, sugerindo-se que o extrato aquoso de M. caesalpiniifolia possui

alta atividade antioxidante e, provavelmente, alto teor de polifendis.
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Os mesmos autores citados anteriormente sugeriram correlagdes entre a
capacidade antioxidante do extrato de M. caesalpiniifolia e a atividade de oxirredugao
em espécies contendo taninos e flavonoides que podem contribuir tanto na prevengéao
quanto na redugao de patologias relacionadas ao estresse oxidativo, como, or
exemplo, os antioxidantes agem na manutengdo de baixos niveis de espécies nao

reativas de oxigénio (EROs) para evitar danos as células.

Em geral, as EROs servem como sinalizadoras para vias responsivas ao
estresse. Para evitar um quadro de estresse oxidativo pelo aumento das
concentragcdes de EROs, quando esses ndo sao devidamente contidos pelo sistema
antioxidante n&o-enzimatico, desencadeia-se outra via de resposta provocado por
esses estimulos, as enzimas oxidases (BOGUSZENWSKA e ZAGDANSKA, 2012).
Dentre essas enzimas, podemos citar a superéxido dismutase (SOD) que constitui a
defesa primaria contra esses radicais, catalisando a dismutac¢ao do radical superéxido
em H202 e O2. A catalase (CAT) que catalisa a dismutagao de duas moléculas de H202
em H20 e O2 (ALSCHER et al., 2002). A peroxidase (POD) que catalisa a oxirredugéo
entre H202 (NASCIMENTO & BARRIGOSSI, 2014) e a polifenol oxidase (PPO) que
atua na hidroxilagdo de monofendis produzindo o-difendis e na remocdo de
hidrogénios dos o-difendis, produzindo quinonas que polimerizam-se formando
melaninas (PAS et al, 2012).

Nota-se, pelos resultados obtidos no presente trabalho, que, embora nao
significativos, os niveis da enzima superoéxido dismutase (SOD) sofreram uma queda
nos quatro tratamentos quando comparados ao controle, sendo que estes mantém
certa linearidade de seus padrbes, enquanto que os niveis de catalase (CAT),
peroxidase (POD) e polifenol oxidase (PPO) decairam bastante conforme o aumento
das concentragdes utilizadas dos extratos de M. caesalpiniifolia, indicando que a
espécie apresenta alguma substancia, ou conjunto de substancias que podem
interferir negativamente na atividade das enzimas avaliadas, impedindo o sistema
enzimatico do biomodelo usado de realizar sua fungdo de defesa aos estressores

encontrados nos extratos em teste.

Sunmonu e Staden (2013) avaliaram a atividade fitotoxica utilizando os
extratos aquosos de folhas moidas de seis arvores do Sul da Africa (Vachellia
sieberiana, Albizia adianthifolia, Buddleja saligna, Combretum kraussii, Halleria lucida

e Rapanea melanophloeos) sobre as sementes de L. sativa. As concentragdes
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utilizadas de cada extrato foram 0,25%, 0,50%, 1,0% e 2,0% e os niveis das enzimas
CAT, SOD e POD foram avaliados no sétimo dia de teste. Das cinco arvores avaliadas,
o extrato de Albizia adianthifolia causou decréscimo nos niveis das trés enzimas nas
sementes de alface em relagdo ao grupo controle, ou seja, os niveis das enzimas
diminuiram conforme a concentracdo do extrato aumentou. O mesmo padrao foi
observado para os extratos de Halleria lucida e Rapanea melanophloeos para SOD e
POD, mas nao inicialmente para CAT que teve seus niveis aumentados em relacao
ao controle na concentragdo de 0,25% e, depois, queda progressiva chegando a
niveis na maior concentragcdo que o grupo controle, sendo que esse mesmo
comportamento foi observado nas espécies Buddleja saligna e Combretum kraussii
nos niveis de CAT, SOD e POL. Os autores supdem, que em respostas aos
compostos alelopaticos presentes nos extratos vegetais, houve indugao enzimatica
como mecanismo de defesa a presenga de aleloquimicos, mas que o0 estresse
causado nado foi suficiente e as EROs geradas eram minimas em baixas
concentragbdes podendo, assim, as enzimas SOD, POD e CAT ainda terem acgao de

eliminagao das espécies reativas de oxigénio.

Ja o trabalho realizado por Lara-Nufiez e seus colaboradores (2016)
investigou o efeito do estresse alelopatico pelo lixiviado de S. Deppei (Cucurbitaceae)
no sistema antioxidante do tomate, questinando se a inibi¢ao radicular na germinagao
estaria associada a um desequilibrio e se o estresse induzia defesa ou morte celular
neste. A concentragcdo do extrato era de 1g/ 100ml e os periodos analisados foram
12hs, 24hs, 48hs e 72hs. As enzimas superoxido dismutase e catalase foram
analisadas, bem como o superoxido (O2) e o peroxido de hidrogénio (H202).
Comparando os tratamentos com o controle, no periodo de 72hs, a atividade da SOD
decresceu, ou seja, os niveis da enzima cairam drasticamente em relagdo ao grupo
controle, porém, em relagédo a CAT, mesmo os niveis da enzima terem diminuido nos
periodos de 12 e 24hs, aumentaram em 48 e 72hs quase linearmente. Segundo os
autores, a SOD, além de ser considerada a primeira linha de defesa contra as EROs,
também atuam na regulagdo da concentracdo intracelular de superéxido (O27) e no
equilibrio oxidativo da célula, sendo que os niveis de superoxido (Oz’) foram baixos no
periodo 48hs e 72hs. Além disso, indicaram que a queda inicial da catalase se deve
ao baixo nivel de H202, visto que essa enzima catalisa a dismutacado dessa EROs em
H20 e Oa.
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Um outro estudo, realizado por Silva e Gomes (2016), que teve por objetivo
avaliar a fitotoxidade de extrato e fragbes obtidas da casca do caule de Dasyphyllum
tomentosum em plantulas de alface, as sementes do biomodelo foram expostas as
concentragdes de 250, 500 e 1000 ug/mL do extrato. Sete dias apds a germinacéao,
as amostras foram avaliadas quanto a sua atividade enzimatica. Para o tratamento
feito com o extrato bruto os valores encontrados em relagdo ao controle foram: para
SOD todos os tratamentos tiveram valores acima do grupo controle; para POD apenas
o tratamento 500ug/mL foi superior ao controle; para CAT todos os valores foram
superiores e o tratamento 500ug/mL foi o menor valor; para PPO o tratamento
500ug/mL foi igual ao controle e o tratamento 250 e 1000ug/mL foram inferiores.Para
os autores, a substancia responsavel pela atividade alelopatica presente nas amostras
poderia ter inibido a atividade da POD em relagao ao tratamento teste 1000 pg/mL e
que esses aleloquimicos estimularam o aumento da atividade da POD simulando
ataque de algum microrganismo, o que explicaria 0 aumento da atividade da enzima

no tratamento 500 ug/mL.

7 CONCLUSOES

Através dos experimentos realizados com o extrato aquoso de Mimosa
caesalpiniifolia sobre as sementes de Lactuca sativa é possivel indicar que a espécie
possui atividade fitogenotdxica sobre tal biomodelo e que sua agao alelopatica se da
no retardo inicial da germinagdo das sementes de alface e no comprometimento do
desenvolvimento radicular, causando comprometimento do metabolismo antioxidante

e danos significativos ao DNA que podem levar a morte das células.
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