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RESUMO

A alelopatia é um processo derivado do metabolismo secundario das plantas, onde o
vegetal libera substancias quimicas, que podem apresentar mecanismos de agao
direta ou indireta no desenvolvimento de outras plantas, resultando em um efeito
inibitério ou uma acao estimuladora. A espécie Malpighia glabra L., conhecida
popularmente como acerola, possui amplo consumo no Brasil, com grande potencial
econdmico e nutricional, devido ao seu alto teor de vitamina C. As folhas apresentam
cumarinas, flavonoides, acidos fendlicos e aminoacidos (asparagina, prolina, alanina
e metionina). A presenca destes constituintes quimicos torna a acerola numa espécie
com potencial alelopatico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade alelopatica
de extratos foliares de M. glabra em bioteste com Lactuca sativa L. Onde obtemos
extratos secos, aquoso e hidroetandlico, para a realizagdo de estudos dos efeitos
fitotoxico e citogenotéxico na germinagao e crescimento inicial de L. sativa. As
solugbes testes foram preparadas nas concentragdes de 5, 10, 20 e 40 mg.mL"",
utilizou-se como grupo controle a agua destilada. Os parametros avaliados foram: a
porcentagem de germinacgao inicial e final, o indice de velocidade de germinagao, o
indice de efeito alelopatico, o comprimento de parte aérea, o alongamento de raiz, o
indice mitético e a frequéncia de anormalidades cromossOmicas. Os resultados
mostraram que os extratos em concentracdes mais altas causaram anormalidades na
divisao celular e reduziram o desempenho germinativo das sementes de alface. As
anormalidades incluiram micronucleos, pontes em anafase e teléfase, c-metafases,
stickiness, cromossomos perdidos e cromossomo atrasado em anafase e telofase.
Além disso, os extratos também causaram alteragdes na atividade enzimatica das
sementes de alface. Isso sugere que o uso desses extratos pode ter efeitos negativos

sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: Acerola; Alface; Bioensaios; Fitotoxicidade; Citotoxicidade.



ABSTRACT

Allelopathy is a process derived from the secondary metabolism of plants, where the
plant releases chemical substances, which may have mechanisms of direct or indirect
action on the development of other plants, resulting in an inhibitory effect or a
stimulating action. The species Malpighia glabra L., popularly known as acerola, is
widely consumed in Brazil, with great economic and nutritional potential, due to its high
vitamin C content. The leaves have coumarins, flavonoids, phenolic acids and amino
acids (asparagine, proline, alanine and methionine). The presence of these chemical
constituents makes acerola a species with allelopathic potential. The objective of this
work was to evaluate the allelopathic activity of foliar extracts of M. glabra in a biotest
with Lactuca sativa L. Where we obtained dry, aqueous and hydroethanolic extracts,
to carry out studies of the phytotoxic and cytogenotoxic effects on the germination and
initial growth of L. sativa. The test solutions were prepared at concentrations of 5, 10,
20 and 40 mg.mL -, using distilled water as a control group. The evaluated parameters
were: initial and final germination percentage, germination speed index, allelopathic
effect index, shoot length, root elongation, mitotic index and frequency of chromosomal
abnormalities. Results showed that extracts at higher concentrations caused
abnormalities in cell division and reduced germination performance of lettuce seeds.
Abnormalities included micronuclei, bridges in anaphase and telophase, c-
metaphases, stickiness, missing chromosomes, and chromosome delay in anaphase
and telophase. In addition, the extracts also caused changes in the enzymatic activity
of lettuce seeds. This suggests that the use of these extracts may have negative effects

on plant growth and development.

Keywords: Acerola; Lettuce; Bioassays; Phytotoxicity; Cytotoxicity.
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PARTE |

1 INTRODUGAO

O Brasil é o pais que abriga a maior biodiversidade do mundo. Estima-se que
em territério nacional estejam de 10% a 15% de toda a biodiversidade do planeta.
Com mais de 50 mil espécies de arvores e arbustos, ocupa o primeiro lugar em
biodiversidade vegetal (ICLEI, 2021). No setor agricola, com o aumento da demanda
mundial por alimentos, tem se intensificado o uso de agrotéxicos, agentes altamente
nocivos ao ambiente e a saude humana.

A familia Malpighiaceae é facilmente reconhecida pela presenca de nectarios
extraflorais dispostos aos pares, localizados na base das sépalas em quase todas as
espécies e por seus frutos comestiveis (SOUZA; LORENZI, 2019). O género
Malpighia, pertencente a familia, contém aproximadamente 45 espécies de arbustos
Ou pequenas arvores, que sao principalmente cultivadas pelo sabor doce de suas
frutas suculentas, ricas em vitamina C (MEZADRI et al. 2008). Entre elas, Malpighia
glabra L. e Malpighia emarginata DC. tém sido comumente cultivadas para fins
comerciais € consumo humano. Essas plantas sdo nativas da América Central,
América do Norte e América do Sul, principalmente no Brasil (BARROS et al., 2020;
NASCIMENTO et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2018).

M. glabra conhecida popularmente como aceroleira, possui amplo consumo no
Brasil, com grande potencial econémico e nutricional, devido ao seu alto teor de
vitamina C, que varia entre 1000 e 1800 mg / 100 g (ENGELS; BRINCKMANN, 2014).
Além da vitamina C, a fruta também contém aminoacidos (asparagina, prolina, alanina
e metionina), compostos fendlicos incluindo antocianinas, flavonoides e carotenoides
(DUSMAN et al., 2012). Tais constituintes possuem ainda atividade antioxidantes,
atuando na prevencao de patologias, como anti-inflamatério, anti-hiperglicémico,
antitumoral e hepatoprotetor (DELVA et al., 2013). Embora os frutos de M. glabra
sejam bem estudados por seu destaque nutricional e medicinal jA mencionado, pouca
atencéao tem sido atribuida as folhas.

Estudos recentes evidenciaram a presenca de 50 metabdlitos nas folhas,

pertencentes a diferentes classes como: cumarinas (capensina, dafnoretina e
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escopoletina), flavonoides (principalmente quercetina e glicosideos de apigenina),
acidos fendlicos (acido cinamico e derivados do acido quinico) e aminoacidos
(adenosina, homoisoleucina e fenilalanina) (EL-HAWARY et al., 2020).

Além do exposto acima, pode-se salientar, ainda, o seu facil cultivo, o sabor e
aroma agradaveis e a grande capacidade de aproveitamento industrial, que viabiliza
a elaboracdo de varios produtos ao mesmo tempo em que promove O
desenvolvimento do agronegdécio (COELHO et al., 2003).

Os bioherbicidas podem ser obtidos de diferentes maneiras, como através da
extragcdo de compostos obtidos do metabolismo vegetal, os chamados aleloquimicos
que tem potencial influéncia no desenvolvimento de organismos como fungos ou
outras espécies vegetais (GINDRE; COELHO, 2020).

Os compostos aleloquimicos sao variaveis quanto a constituicao, concentracao
e distribuicdo, sendo encontrados em todos os 6rgaos vegetais, mas frequentemente
acumulados nas folhas (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006). Dentre os principais
metabdlitos secundarios encontrados estdo compostos fendlicos, flavonoides,
terpenos, alcaloides, lactonas, poliacetilenos, taninos, cumarinas, acidos graxos,
peptideos, entre outros (ARROYO et al., 2018; GOVEA et al., 2020; GUSMAN et al.,
2015). Esses compostos podem interferir de varias maneiras no metabolismo das
plantas, atuando sobre hormdnios, respiracao, fotossintese, abertura dos estdématos,
sintese de proteinas, inibicdo do transporte de membrana e da atividade enzimatica e
alteragao no ciclo celular (GOVEA, 2020; SPIASSI et al., 2015).

Pode-se apontar ainda outras acdes causadas por substancias alelopaticas tais
como redugao e/ou inibicdo da germinagdo de sementes, do crescimento inicial da
parte aérea, do sistema radicular, clorose e dos teores de clorofila (AMANCIO et al.,
2019; CARVALHO et al., 2014; GUSMAN et al., 2015). Diferentes bioensaios em
laboratério tém avaliado o potencial fitotdxico destes compostos alelopaticos. Como
objeto de estudo, Lactuca sativa L. (alface) merece destaque, pelo fato de apresentar
rapida germinagdo, homogeneidade genética, germinagdo uniforme e facil
disponibilidade (MORAES et al., 2015). Como resultados destes estudos de alelopatia
em alface, os autores mencionam uma reducdo da germinagdo e no crescimento
inicial, assim como alteracdes no processo de divisdo celular (AMANCIO et al., 2019;
GOVEA et al. 2020; KATO-NOGUCHI et al., 2014; NOGUEIRA, et al., 2017; PAULA et
al, 2015; TREVISAN et al., 2012).
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Considerando a importancia da cultura da aceroleira no Brasil, assim como a
presenca destes constituintes quimicos nas folhas que a torna uma espécie com
potencial alelopatico, nosso objetivo com este trabalho foi avaliar a atividade

alelopatica de extratos foliares de M. glabra em bioteste com L. sativa.
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2 DESENVOLVIMENTO

A seguir, acompanha revisédo de literatura atualizada acerca dos temas
abordados nesta dissertagdo, com intuito de gerar embasamento teérico para a

analise e discussao dos resultados obtidos.

2.1 ALELOPATIA E COMBATE A PLANTAS INVASORAS

O termo Alelopatia foi descrito por Hans Molisch, em que se demonstrava o
efeito estimulante ou inibitério sobre o desenvolvimento de plantas a partir da
interacdo de espécies vegetais diferentes (MOLISCH, 1938). Dessa forma, a
alelopatia pode ser definida como um processo em que plantas e microrganismos
possuem a capacidade de produzir metabdlitos secundarios, os quais sao liberados
no meio ambiente, de modo a influenciar negativa ou beneficamente o crescimento e
desenvolvimento de sistemas bioldgicos naturais ou implantados (CHENGXU et al.,
2011; FERREIRA; AQUILA, 2000; IAS, 2023; PUTNAM; DUKE, 1985; RICE, 1984).
Esses metabdlitos secundarios ou aleloquimicos podem ser liberados por meio de
raizes, folhas, flores e frutos. A alelopatia pode ter efeitos positivos ou negativos,
dependendo do tipo e da quantidade de substancias quimicas envolvidas e das
plantas envolvidas na interagdo. Alguns exemplos de efeitos positivos incluem a
protecdo de plantas contra pragas e doengas, enquanto que os efeitos negativos
podem incluir a inibicdo do crescimento de outras plantas e a redugdo da
biodiversidade em ecossistemas naturais. A alelopatia € uma area de pesquisa em
constante evolucéao, e os cientistas ainda estdo explorando seus mecanismos e seus
efeitos na natureza.

A palavra alelopatia é derivada de duas palavras gregas: alleton (mutuo) e
pathos (preconceito), referindo-se as interagdes bioquimicas benéficas e prejudiciais
entre todos os tipos de plantas, incluindo microorganismos (RICE, 1984). Substancias
alelopaticas, fitotoxinas, aleloquimicos ou subprodutos sdo nomes dados a produtos

quimicos liberados por organismos no meio ambiente que interagem com outros
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componentes da comunidade. Em grande parte dos estudos, os metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas sdo chamados de aleloquimicos, os quais
podem variar em quantidade e composi¢ao, de modo espécie dependente (TOKURA,;
NOBREGA, 2006). Os aleloquimicos podem afetar atividades fisioldgicas como a
germinagdo de sementes, respiragdo, fotossintese transporte de ions, atividade
enzimatica, o “status” hidrico, transpiragao, abertura estomatica e os niveis hormonais
(SCOGNAMIGLIO et al., 2013). E deste modo, podem afetar também a diviséo e
diferenciacao celular, a expressao génica, a permeabilidade das membranas e da
parede celular (REIGOSA et al., 1999).

A alelopatia € um processo derivado do metabolismo secundario das plantas,
em que o vegetal libera substancias quimicas, que podem apresentar mecanismos de
acao direta ou indireta no desenvolvimento de outras plantas, resultando em um efeito
inibitério ou uma acéao estimuladora (SANGEETHA et al., 2015). A liberagdo destas
substancias pode ocorrer por meio de lixiviagdo, exsudacido das raizes, ou por
volatilizagdo e decomposi¢cdo (CARVALHO et al., 2014; REIGOSA et al., 2013). Além
disso, tal processo é considerado como uma estratégia adaptativa das plantas,
possibilitando maior chance de sobrevivéncia do individuo (TAIZ et al., 2017). As
interacbes desencadeadas a partir da liberagdo de aleloquimicos apresenta singular
importancia nas diversas relagdes ecologicas presentes em cada comunidade, visto
que, seu papel se estende para modificagcdes na fertilidade do substrato ou ainda para
os processos de decomposicao (WARDLE et al., 2011).

Existem muitos exemplos de efeitos alelopaticos em culturas ou plantas
forrageiras na literatura, nos quais a atividade alelopatica de muitas plantas tem sido
apontada como um substituto natural para o controle de invasores (GLAB et al., 2017;
MOTMAINNA et al., 2021; RIZVI et al., 1992). Portanto, o uso de plantas como
herbicida devem ser consideradas (ABBAS et al., 2021; SZCZEPANSKI, 1977). O
potencial alelopatico de plantas nativas foi estudado por muitos autores (BORELLA,;
PASTORINI, 2010; LIMA et al. 2011; MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006; SOUZA et
al., 2010). Esses estudos possibilitaram maior conhecimento relacionado a interagao
entre plantas nativas e sobre as implicagdes que existem na coexisténcia entre essas
espécies na sucessao florestal (PENG et al., 2004). Além disso, espécies arboreas
com acao alelopatica demonstraram papel de extrema importancia na estabilidade e
manutengdo de sistemas agroflorestais, principalmente no controle de plantas

invasoras (SOUZA FILHO et al., 2006). Estudos relacionados a alelopatia tém sido
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alvo de muitas pesquisas, sendo que o objetivo principal da maioria desses estudos &
prospeccao de novas substancias/moléculas com atividades bioherbicidas (DUKE,
2015).

Na literatura sdo encontrados diversos estudos sobre efeitos alelopaticos de
culturas sazonais sobre outras e sobre plantas indesejaveis nas plantagdes. Estudos
como de Ferreira e Aquila (2000), mostram uma revisdo sobre todo o contexto de
diversos estudos de alelopatia, assim como trabalho de Nogueira et al. (2021), apesar
de ser um estudo de caso sobre espécie especifica, traz diversos conceitos acerca do
tema e trabalha com biotestes vegetais, como nesta dissertagao.

Diversos estudos acerca da alelopatia e seus mecanismos tém sido
desenvolvidos com a finalidade de aprimorar tecnologias, principalmente para a
agricultura, industria de cosméticos e medicamentos. E evidente que muitos
compostos aleloquimicos tém potencial medicinal, sendo que diversos trabalhos
investigam a potencial eficiéncia do uso de metabdlitos vegetais no tratamento de
doencgas como a diabetes, doengas cardiovasculares e doengas neurais (FRANCO et
al., 2021; PEREIRA; BOSSOLANI, 2020). Ainda, a temética é de interesse ambiental
no que tange a uma produgao agricola mais sustentavel e que dispense o0 uso de
defensivos quimicos principalmente no que tange ao combate de ervas daninhas
(ARAUJO et al., 2021).

Atualmente, ha uma grande dependéncia da produgao agricola nacional no uso
de agrotoéxicos, sendo que, segundo a EMBRAPA (2021), anualmente sao usados no
mundo aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de agrotdxicos e o consumo anual
de agrotdxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas de produtos comerciais.
Além disso, o uso de agrotdxicos nas atividades agricolas do pais, tem apresentado
um crescimento significativo nas varias regides do pais (VALADARES et al., 2020).
Sendo assim, o uso indiscriminado de defensivos quimicos €& de crescente
preocupacgao para o debate publico, o relatério do Programa de Analise de Residuos
de Agrotéxicos em Alimentos do periodo de 2017 a 2018 revelou que cerca de 51%
dos produtos agricolas comercializados, dentre os amostrados, apresentaram
residuos de agrotoxicos, sendo que 23% desses eram de alguma substancia quimica
proibida ou em doses superiores as estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Por tal, estratégias alternativas aos agroquimicos se fazem necessarias,

sendo o uso de alelopatia uma opgao.
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Alguns estudos demonstraram o potencial da alelopatia como uma alternativa
aos herbicidas convencionais utilizados atualmente na agricultura (JUNIOR, 2004;
PIRES et al.,, 2001). Exemplificando, as pesquisadoras Scrivanti e Anton (2021),
testaram o extrato aquoso de diferentes 6rgdos de espécies de Bothriochloa sobre
sementes de milho e alface e observaram que existe uma relagao direta entre a
inibicdo da germinagcdo e o tempo de exposi¢ao a solugado. Adicionalmente, Anwar
(2019) demonstrou o potencial do p6 obtido das folhas de Carica papaya na inibicao
do comprimento radicular de Avena fatua, bem como no comprimento das plumulas,
efeitos também observados na aplicacdo do extrato aquoso das sementes da mesma
especie. Por conseguinte, € de relevancia que a origem dos extratos obtidos de
espécies com potencial alelopatico € um fator de importdncia ao considerar o
desenvolvimento de técnicas para uso popular.

Assim sendo, no que tange ao potencial aleloquimico, o érgéo vegetal de
origem do extrato obtido é um fator de importancia, visto que como ja observado, uma
mesma espécie pode ter acdo alelopatica dubia (estimulando e inibindo o receptor),
caso observado em Achillea millefolium, em que o extrato aquoso obtido da folha e
flor tiveram efeitos inibitérios na germinagao e crescimento da plantula no trigo,
enquanto o insumo obtido de caule e raiz geraram um aumento desses parametros
(POURESMAEIL; MOTAFAKKERAZAD, 2018). Outro fator € a concentracédo do
composto a ser administrado, ao testar o extrato de ervas-daninhas sobre o trigo (0,5;
1,0 e 1,5 g/L), os pesquisadores observaram que a maior concentragao, 1,5 g/L,
resultou em uma inibic&o total na germinacao do cultivar (SIYAR et al., 2019). Por fim,
a alelopatia também pode ser uma ferramenta no combate contra outros organismos,
pois muitos dos componentes aleloquimicos das plantas também sao liberados como
forma de evitar a predagao ou a acao patolégica de microrganismos (AFZAL et al.,
2019; REDDY et al., 2020; SINGH et al., 2021). A tabela 1 abaixo, mostra diversos

usos da alelopatia.



Tabela 1 - Culturas com propriedades alelopaticas
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Cultura doadora

Cultura receptora

Efeito causado sobre as
espécies receptoras

Helianthus annuus (girassol)

Helianthus annuus (girassol)

Brassica campestris (nabo)

Raphanus sativus (rabanete)

Ipomoea batatas (batata-
doce)

Glycine max (soja)

Lupinus albus (tremogo)

Medicago sativa (alfafa)

Medicago sativa (alfafa)

Trifolium alexandrinum
(trevo)

Coffea arabica (café)

Sorghum bicolor (sorgo)

Triticum aestivum (trigo)

Glycine max (soja), Sorghum
spp. (sorgo)

Triticum aestivum (trigo)

Vigna radiata (feijao mungo-
verde)

Lactuca sativa (alface)

Cyperus esculentus (tiriricao),
Medicago sativa (alfafa)

Brassica rapa (mostarda),
Medicago sativa (alfafa),
Raphanus sativus (rabanete),
Zea mays (milho)

Amaranthus retroexus
(caruru), Chenopodium album
(ancgarinha branca)

Triticum spp. (trigo)

Cucumis sativus (pepino)

Allium cepa (cebola), Daucus
carota (cenoura), Lycopersicon
esculentum (tomate)

Lactuca sativa (alface), Lolium
multiorum (azevém)

Triticum aestivum (trigo)

Gossypium hirsutum (algodéao)

Folhas secas quando misturadas
ao solo inibem a germinagéao e
reduzem o crescimento das
plantulas

Residuos da cultura de girassol no
campo, reduzem de 4 a 33% a
germinacao de sementes de trigo

Extrato aquoso de residuos inibe a
germinacao e reduz o crescimento
das plantulas

Residuo de raizes ou de parte
aérea inibe a germinagéao

Extrato aquoso e metandlico
retardam a germinagao e reduzem
a matéria seca das plantas

Extrato aquoso inibe a germinacao
das quatro espécies e o
crescimento inicial das plantas de
milho

Exsudatos radiculares reduzem o
crescimento e aumentam a
atividade enzimatica

Extratos aquoso e alcoolico
reduzem a germinagdo e
crescimento das plantulas

Residuos da planta inibem
germinacdo e crescimento das
plantulas

Compostos volateis originarios do
residuo das plantas, reduzem a
germinacado e o crescimento das
plantas

Extratos aquosos de folhas secas
e raizes reduzem a germinagéo e
o crescimento da radicula

Residuo da cultura de sorgo no
campo, reduz de 10 a 31% a
germinagao

Residuo da cultura reduz a
geminacdo e a matéria seca das
plantas

Fonte: Kohli et al. (1988)
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2.2 CARACTERIZAGAO BOTANICA E AGRONOMICA DE M. glabra

A familia Malpighiaceae é facilmente reconhecida pela presenca de nectarios
extraflorais dispostos aos pares, localizados na base das sépalas em quase todas as
espécies e por seus frutos comestiveis (SOUZA; LORENZI, 2019). Malpighiaceae
apresenta 47 géneros descritos, sendo 4 géneros endémicos da flora brasileira. A
familia possui cerca de 588 espécies registradas, com 360 espécies endémicas do
Brasil (BRASIL, 2023). Considerada a sétima familia mais representativa do Cerrado
(NOVAES et al., 2013), no entanto ha poucos relatos sobre o perfil quimico e potencial
fitotoxico de espécies dessa familia (ANESE et al., 2016).

O género Malpighia, pertencente a familia, contém aproximadamente 45
especies e apresenta importante papel econdmico e nutricional. No Brasil, 4 espécies
sao amplamente cultivadas, principalmente para fins alimentares. Entre eles, temos a
M. glabra (BRASIL, 2023), seus frutos sdo muito apreciados pela abundéncia em
vitamina C, além de conter aminoacidos, compostos fendlicos incluindo antocianinas,
flavonoides e carotenoides (DUSMAN et al., 2012). Tais constituintes possuem
atividade antioxidantes, atuando na prevengao de patologias, como anti-inflamatorio,
anti-hiperglicémico, antitumoral e hepatoprotetor (DELVA et al., 2013). Embora os
frutos de M. glabra sejam bem estudados por seu destaque nutricional e medicinal ja
mencionado, pouca atengdo tem sido atribuida as folhas. Estudos recentes
evidenciaram a presenca de 50 metabdlitos nas folhas, pertencentes a diferentes
classes como: cumarinas (capensina, dafnoretina e escopoletina), flavonoides
(principalmente quercetina e glicosideos de apigenina), acidos fendlicos (acido
cinamico e derivados do acido quinico) e aminoacidos (adenosina, homoisoleucina e
fenilalanina) (EL HAWARY et al., 2020).

A aceroleira € uma planta originaria do Mar das Antilhas, norte da América do
Sul e América Central. Segundo o Censo Agropecuario de 2017, no Brasil a maior
producéo do fruto se deu principalmente na regido Nordeste do pais, tendo como pivo
principal o estado de Pernambuco que produziu cerca de vinte e uma mil toneladas
(IBGE, 2017). Conhecida como cereja-das-antilhas, a aceroleira caracteriza-se como
uma arvore de 2m a 4m de altura, com ramificagdo compacta ou espalhada. As folhas
sao elipticas, ovais ou obovadas de 2 cm a 7,5 cm de comprimento e 1 cm a 6 cm de

largura. O fruto da aceroleira € uma drupa de forma arredondada, com diametro
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variando de 1 cma 3 cmou 3 g a 16 g; o tamanho do fruto varia em fungao do potencial
genético da planta, tratos culturais e do numero de frutos por axila. A coloragao dos
frutos, quando maduros, pode ser vermelha, roxa ou amarela (FERREIRA; RIBEIRO,
2006). Na tabela 2 abaixo constam alguns parametros fisico-quimicos do fruto de M.
glabra. No Brasil, existem poucas variagbes da aceroleira, as presentes no pais sao
originarias de Porto Rico, devido a sua formagao das duas principais espécies (M.
glabra elou Malpighia punicifolia L.), no entanto ha relatos de pomares ao redores do
submeédio S&do Francisco que plantas glabras que n&do provoca irritagdo na pele dos
colhedores, entretanto ha outras que causa graves problemas dermatolégicos nas
pessoas que tém contato ao colher os frutos, devido ao pélo nas plantas. Tais relatos

confirmam a suspeita que ha as duas principais variagcbes da Malpighia no Brasil.

Tabela 2 - Paradmetros fisico-quimicos do fruto de M. glabra.

Componente Souza et al. (2020) Soares et al (2001)
Umidade (%) 92,28 89,92
Proteina % 3,32 1,27
Lipideo % 0 0,21
Carboidratos % 3,52 5,49
Fibra % 6,38 Tragos
Antocianina (mg/100g) 28,92 -
Flavonoides (mg/100g) 15,46 -
Cinzas (%) 0,88 0,45

Fonte: Souza et al. (2020) Soares et al (2001).

As inflorescéncias de aceroleira estdo dispostas em pequenas axilares
pedunculadas, com trés a cinco flores perfeitas, de 1 a 2 cm de didmetro. Sua cor
varia do rosa esbranquicado ao vermelho. O copo tem seis a dez sépalas; a coroa
consiste em cinco pétalas estriadas ou irregularmente serrilhadas com dez estames
perfeitos. As flores sempre aparecem apds um surto de crescimento vegetativo. Eles
podem surgir nas axilas das folhas de ramos maduros em crescimento ou nas axilas
das folhas recém-germinadas. Os frutos da aceroleira sdo pequenos; seu peso varia
de 3 a 16 gramas, dependendo basicamente do potencial genético da planta e das
condigdes de cultivo. Em geral, o tamanho do fruto que cresce isolado € maior do que

o do fruto que forma o cacho (SIMAO, 1971). De acordo com Arostegui € Pennock



20

(1955), a acerola tem um teor médio de vitamina C de cerca de 2% e um rendimento
médio de suco de 59 a 73% em peso.

O Brasil é o pais que abriga a maior biodiversidade do mundo. Estima-se que
em territério nacional estejam de 10% a 15% de toda a biodiversidade do planeta.
Com mais de 50 mil espécies de arvores e arbustos, ocupa o primeiro lugar em
biodiversidade vegetal (ICLEI, 2021). No setor agricola, com o aumento da demanda
mundial por alimentos, tem se intensificado o uso de agrotéxicos, agentes altamente
nocivos ao ambiente e a saude humana. Nesse sentido, estudos de prospecc¢ao que
visam identificar a atividade alelopatica das plantas surgem como alternativa, pois
podem servir de base para o controle natural de ervas daninhas, dando origem a
herbicidas naturais com menor impacto ambiental (HOSSEN; KATO-NOGUCHI,
2020). Além do exposto acima, pode-se salientar, ainda, o seu facil cultivo, o sabor e
aroma agradaveis e a grande capacidade de aproveitamento industrial, que viabiliza
a elaboragdo de varios produtos ao mesmo tempo em que promove O
desenvolvimento do agronegdcio (COELHO et al., 2003).

Depois de conquistar europeus, japoneses e americanos da América do Norte,
a acerola sera o principal produto da pauta das exportacdes. De acordo com Ferreira
(2006) a acerola pode ser utilizada na forma de refresco, sorvete, balas, capsulas de
vitamina C pura, creme gelado, geléia, compota, néctar e conserva. Os frutos da
aceroleira apresentam rendimento de suco entre 59% e 75% do seu peso, solidos
soluveis 16,60%; acidez titulavel 1,36% e pH 3,30. Em 100 g de polpa, € encontrada
a seguinte composicao: Vitamina C 1.200-2500 mg; proteina 0,68 g; tiamina 24 mg;
riboflavina 73 mg; niacina 480 mg; acido pantoténico 205 mg; calcio 11,70 mg; fosforo
10,90 mg; ferro 0,24 mg; sodio 10 mg.

Embora os frutos de M. glabra sejam bem estudados por seu destaque
nutricional e medicinal ja mencionado, pouca atencado tem sido atribuida as folhas.
Estudos recentes evidenciaram a presenca de 50 metabdlitos nas folhas,
pertencentes a diferentes classes como: cumarinas (capensina, dafnoretina e
escopoletina), flavonoides (principalmente quercetina e glicosideos de apigenina),
acidos fendlicos (acido cinamico e derivados do acido quinico) e aminoacidos

(adenosina, homoisoleucina e fenilalanina) (EL HAWARY et al., 2020).
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2.3 FITOQUIMICA APLICADA A ALELOPATIA

Os compostos aleloquimicos sao variaveis quanto a constituicdo, concentracao
e distribuicdo, sendo encontrados em todos os 6rgaos vegetais, mas frequentemente
acumulados nas folhas (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006). Dentre os principais
metabdlitos secundarios encontrados estdo compostos fendlicos, flavonoides,
terpenos, alcaloides, lactonas, poliacetilenos, taninos, cumarinas, acidos graxos,
peptideos, entre outros (ARROYO et al., 2018; GOVEA, et al., 2020; GUSMAN et al.,
2015). O estudo de Dos Santos (2021) identificou a presenga de varios compostos
organicos em extratos de folhas da aceroleira, usando cromatografia em camada
delgada, detectando compostos fendlicos, flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas,
antraquinonas, catequinas e cumarinas simples. Esses compostos podem ter
diferentes efeitos no metabolismo das plantas, como interferir na atividade de
hormonios, na respiracao, na fotossintese, na abertura dos estdmatos, na sintese de
proteinas, no transporte de membrana e na atividade enzimatica, bem como no ciclo
celular (GOVEA, et al, 2020; SPIASSI et al., 2015). Além disso, substancias
alelopaticas presentes nos extratos podem ter efeitos negativos em outras plantas,
como reduzir ou inibir a germinacédo de sementes, o crescimento inicial da parte aérea
e do sistema radicular, clorose e diminuicdo dos teores de clorofila (AMANCIO et al.,
2019; CARVALHO et al., 2014; GUSMAN et al., 2015). Esses efeitos podem ser
relevantes em contextos agricolas, pois podem afetar o desenvolvimento de culturas
vizinhas.

Os aleloquimicos podem ser produzidos como resposta a fatores ambientais
como produtos do metabolismo secundario obtidos a partir de processos bioquimicos
que ocorrem na planta para suprir demandas distintas (TAIZ; ZEIGER, 2006). Tais
compostos variam em relacao a fatores como a idade da planta e disponibilidade de
recursos como a luminosidade, um exemplo esta nos individuos da espécie
Camptotheca acuminata que apresentam maiores concentracdes do metabdlito
secundario camptotecina em detrimento da idade dos individuos ou ainda dos 6rgao
vegetais, sendo que plantas mais jovens ou folhas mais jovens de um mesmo
individuo possuem maiores concentragdes do metabdlito (LIU et al., 1998). Dessa
maneira, o estudo dos componentes potencialmente aleloquimicos oriundos do

metabolismo vegetal € de grande interesse para o desenvolvimento de tecnologias
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que podem ser aplicadas tanto na produgao de farmacos, quanto na melhoria do
cultivo agricola (WINK, 1988).

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grupos principais,
sendo estes, os compostos fendlicos, os terpenoides e alcaloides (CROTEAU, 2000).
Contudo, sédo considerados 10 categorias, dentre os metabdlitos secundarios, como
sendo os principais aleloquimicos: acidos organicos soluveis, lactonas simples, acidos
graxos, poliacetilenos, fendlicos, cumarinas, flavonoides e taninos (SOLTYS et al.,
2013).

Dentre os compostos fendlicos, os principais aleloquimicos sdo os acidos
benzdicos e seus derivados. Sdo componentes desta categoria que proporcionam aos
eucaliptos seu efeito alelopatico, uma vez que restringe tanto a germinagado quanto o
crescimento da plantula de outras espécies (NEGA; GUDETA, 2019). Outro exemplo
da acdo alelopatica de compostos fendlicos pode ser observado no estudo
desenvolvido por Pardo-Muras e Pedrol (2022), que testaram o efeito alelopatico em
extrato aquoso, associados ou ndo, na germinagao e crescimento de ervas daninhas,
seus resultados demonstraram que os compostos reduziram a germinagao em 54% e
o crescimento em 80%.

Os alcaloides, apresentam vias de sinteses diversas, bem como uma variagao
da regido de armazenamento dado a sua citotoxicidade, porém s&o armazenadas em
geral em idioblastos, laticiferos, raiz endoderme e cortex ou medula no caule
(ZIEGLER; FACCHINI, 2008). Ademais, Ogunsusi et al. (2018), observaram que
aplicacdes de compostos alcaloides sobre feijao, geram espécies reativas de oxigénio,
uma vez que a planta tende a aumentar a produgao de superdéxido desmutase e
catalase, moléculas com acéo antioxidante.

Finalmente, considera-se que a agao alelopatica dos terpenoides deva se dar
pela inibicdo da formacgao de ATP, inibicao da respiracao celular, inibicao da atividade
hormonal, dentre outros fatores (BACHHETI et al., 2020; PENUELAS et al., 1995). Um
estudo avaliou o extrato da casca de trés frutas citricas (Citrus sinensis, Citrus
aurantium e Citrus reticulata) e demonstrou que sua aplicagdo sobre algumas
especies testadas resultaram na inibicdo no crescimento e germinagao,
exemplificando, o extrato de C. aurantium inibiu completamente crescimento de
plantula e germinagao de sementes de Portulaca oleracea (EL SAWI et al., 2019).

Um estudo revelou efeito alelopatico, citotdéxico e antifugico de extratos de

folhas e raizes de Banisteriopsis anisandra (Malpighiaceae) sobre a germinagao de L.
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sativa (FREITAS et al., 2015). O mesmo observado por Amancio et al (2021), em que
extratos de Byrsonima spp. (Malpighiaceae) também foram capazes de interferir na
germinacao de sementes de L. sativa. Outro estudo, que utilizou extrato metandlico
do caule e folhas de Acridocarpus orientalis, outra espécie da familia Malpighiaceae,
demonstrou, em maiores concentragdes, a inibicdo da germinagao e crescimento da
alface (REHMAN et al., 2019).

2.4 BIOTESTES APLICADOS A ESTUDOS DE ALELOPATIA

A atividade alelopatica de produtos naturais tem sido alvo de muitas pesquisas
com o objetivo de investigar extratos vegetais aplicados a biotestes de germinagao e
desenvolvimento de mudas (GOVEA et al., 2020; MOTMAINNA, et al., 2021;
SANTOS, 2012). Biotestes utilizados na investigacéo da alelopatia podem ser feitos
de diversas maneiras e muitas plantas apresentam caracteristicas que sao
indicadores de efeitos citogenéticos e mutagénicos (ALVES et al., 2004; GOVEA et
al., 2020; SILVEIRA, et al., 2021).

O uso de biotestes vegetais como L. sativa (alface) vem sendo amplamente
utilizados na investigacado da atividade alelopatica de extratos vegetais com foco na
producdo de produtos naturais (NOGUEIRA et al., 2018). A alface tem sido um
importante objeto de estudos em alelopatia em razdo principalmente ao seu ciclo
rapido de germinagao e desenvolvimento, o que permite otimizar o tempo de avaliagao
em pesquisas, reduzindo assim, gastos de tempo e investimentos. Além disso, a
espécie exibe uma sensibilidade a exposi¢cao de metabdlitos secundarios (FERREIRA,;
AQUILA, 2000), reforcando seu destaque como bom modelo de estudos em alelopatia
(GRISI et al., 2011; SANTOS et al., 2018).

Outro fator que é importante na escolha da alface como planta alvo é a sua
comercializagdo em grande escala e em diversos locais, facilitando a obtenc&o das
sementes (aquénio) para a realizagdo dos biotestes. Além disso, compostos
aleloquimicos sao testados em biotestes vegetais, para avaliagao e monitoramento da
germinacgao, crescimento inicial de plantulas, alteragdes no DNA nuclear e na fisiologia
de outras plantas alvo, em especial da alface, por apresentar sensibilidade a agentes
quimicos (DOS SANTOS et al., 2017; SIMOES et al., 2013).
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Outra caracteristica que possibilita o uso de L. sativa como planta alvo nos
estudos alelopaticos, consiste na sensibilidade da espécie, mesmo em baixas
concentracdes de aleloquimicos, além do baixo custo de pesquisa (DOS SANTOS, et
al., 2017; RICE, 1984; SIMOES et al., 2013). Além disso, Souza Filho (2010) relata
que em biotestes onde se avalia diferentes plantas alvo, incluindo a L. sativa, observa-
se que a tendéncia geral € de que os maiores efeitos inibitérios sejam verificados

sobre a alface.
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3 JUSTIFICATIVA

O uso de agrotoxicos tem sido uma preocupacéo crescente em relagdo aos
seus impactos negativos na saude humana e no meio ambiente. A busca por
alternativas sustentaveis € essencial para a manuteng¢ao da saude do planeta e das
pessoas. Nesse contexto, os estudos de prospeccao para identificar a atividade
alelopatica das plantas podem oferecer uma alternativa viavel ao uso de agrotoxicos,
com implicagbées importantes na ecologia das plantas e no manejo de espécies
indesejadas.

Considerando a importancia e a presencga dos constituintes quimicos nas
folhas de M. glabra (aceroleira) a torna uma espécie com potencial alelopatico. Os
biotestes com a L. sativa (alface) sdo uma ferramenta importante para avaliar a
atividade alelopatica dos extratos das folhas da M. glabra. Através desses biotestes
€ possivel observar a citotoxicidade e a fitotoxicidade dos extratos, ou seja, sua
capacidade de afetar a germinagéo, crescimento, desenvolvimento inicial e indice
mitético das plantas.

Os resultados desses estudos podem fornecer informacdes valiosas para o
desenvolvimento de herbicidas naturais com menor impacto ambiental. Além disso,
a prospeccao de atividades alelopaticas de plantas pode abrir novas perspectivas

para a agricultura sustentavel e a preservag¢ao da biodiversidade.
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4. OBJETIVOS

A sessao a seguir trata dos objetivos gerais e especificos deste trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade alelopatica de extratos foliares aquosos e hidroetandlicos de
M. glabra, sobre a germinacéo inicial de L. sativa, visando subsidiar programas de

pesquisas aplicando ao desenvolvimento de bioherbicidas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho se propés a:

a) Avaliar o efeito inibitorio dos extratos foliares da M. glabra sobre a germinagéo
e a velocidade de germinacgao;

b) Caracterizar o comportamento resposta de seedlings de L. sativa expostas a
diferentes concentragdes de diferentes extratos de folhas de M. glabra;

c) Estudar os efeitos dos extratos aquosos e hidroetandlicos de folhas de M.

glabra sobre o ciclo celular e 0 complemento cromossdmico de L. sativa.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo confirma que M. glabra tem potencial em atividades alelopaticas, o
que a torna uma candidata promissora para ser utilizada como bioherbicida em uma
agricultura mais sustentavel e agroecoldégica.

Portanto, a prospecgao de plantas com atividade alelopatica pode representar
uma alternativa viavel e sustentavel para a agricultura, com beneficios tanto para o
meio ambiente quanto para a saude humana. O estudo da M. gabra € um exemplo

promissor dessa abordagem.
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Resumo

Malpighia glabra L. (aceroleira) é uma planta com potencial econdmico e nutricional devido ao alto teor de
vitamina C. Suas folhas contém compostos quimicos que possuem propriedades alelopaticas, afetando outras
plantas de forma benéfica ou prejudicial. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial alelopatico de
extratos foliares de M. glabra e os seus efeitos fitotoxicos e citogenotéxicos em bioensaios com Lactuca sativa L.
(Alface). Foram obtidos extratos aquoso e hidroetanélico, pelos métodos de decoccdo e percolacdo exaustiva,
secos por liofilizacdo e Spray Dry, respectivamente. As concentra¢fes empregadas foram de 5, 10, 20 e 40 mg.mL-
1 e 4gua destilada como controle. Os parametros avaliados foram: a porcentagem de germinagéo inicial e final, o
indice de velocidade de germinagdo, o indice de efeito alelopético, a massa fresca, comprimento de parte aérea,
alongamento de raiz, indice mitdtico e a frequéncia de anormalidades cromossdémicas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC), os dados foram analisados por analise de variancia, teste de

Scott-Knott a 5% e regressdo, utilizando o programa Sisvar. Os resultados indicam que os dois extratos avaliados
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influenciaram negativamente os pardmetros germinativos e morfoldgicos da alface. Contudo ndo apresentou
alterac@es sobre o indice mitético, mas afetou o padrdo de anormalidades cromossdmicas, pelo aumento de ponte
em anafase e tel6fase. M. glabra é um alvo interessante para o desenvolvimento de estudos fitoquimicos, que pode
levar a identificacdo de substancias quimicas naturais eficazes contra plantas daninhas.

Palavras-chave: Acerola. Lactuca sativa L. Bioensaios. Fitotoxicidade. Citotoxicidade.

Introducdo

A familia Malpighiaceae é facilmente reconhecida pela presenga de nectérios extraflorais dispostos aos
pares, localizados na base das sépalas em quase todas as espécies e por seus frutos comestiveis (SOUZA and
LORENZI, 2012). O género Malpighia, contém aproximadamente 45 espécies de arbustos ou pequenas arvores,
que sdo principalmente cultivadas pelo sabor de suas frutas (Mezadri et al., 2008). Entre elas, Malpighia glabra
L. tem sido comumente cultivada para fins comerciais e consumo humano (Barros et al., 2020).

Conhecida popularmente como aceroleira, apresenta facil cultivo, e com grande capacidade de
aproveitamento industrial, que viabiliza a elaboragdo de varios produtos a0 mesmo tempo em que promove o
desenvolvimento do agroneg6cio (Nasser et al., 2020). Embora os frutos de M. glabra sejam bem estudados por
seu destaque nutricional e medicinal j& mencionado, pouca atencdo tem sido atribuida as folhas. Alguns estudos
evidenciaram a presenca de 50 metabolitos nas folhas, pertencentes a diferentes classes como: cumarinas
(capensina, dafnoretina e escopoletina), flavonoides (principalmente quercetina e glicosideos de apigenina), &cidos
fendlicos (&cido cinamico e derivados do acido quinico) e aminoacidos (adenosina, homoisoleucina e fenilalanina)
(El-Hawary et al., 2021).

Com o aumento da demanda mundial por alimentos, tem se intensificado o uso de agrotdxicos, agentes
altamente nocivos ao ambiente e & sadde humana. Nesse sentido, estudos de prospeccao que visam identificar a
atividade alelopatica das plantas (Calvelli et al., 2023) surgem como alternativa, pois podem servir de base para o
controle integrado de ervas daninhas, dando origem a métodos naturais com menor impacto ambiental (Hossen
and Kato-Noguchi, 2020).

A alelopatia € um processo derivado do metabolismo secundario das plantas, em que o vegetal libera
substancias quimicas, que podem apresentar mecanismos de a¢do direta ou indireta no desenvolvimento de outras
plantas, resultando em um efeito inibitdrio ou uma a¢do estimuladora (Sangeetha and Baskar, 2015). A cobertura
morta, também conhecida como palhada, tem varios efeitos que podem ajudar no controle de plantas daninhas,

criando um ambiente fisico desfavoravel e que também pode liberar substancias quimicas que inibem seu
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crescimento e desenvolvimento. E uma técnica importante no manejo de plantas daninhas de forma natural e
sustentavel, sendo a utilizacdo das folhas caducas da aceroleira uma alternativa vidvel.

Os compostos aleloquimicos sdo variados quanto & constituicdo, concentracdo e distribuicdo, sendo
encontrados em todos 0s 6rgaos vegetais, mas frequentemente acumulados nas folhas (Amancio et al., 2021). Esses
compostos podem interferir de varias maneiras no metabolismo das plantas como reducdo e/ou inibicdo da
germinacdo de sementes, do crescimento inicial da parte aérea, do sistema radicular, clorose e dos teores de
clorofila (Calvelli et al., 2023).

Diante do exposto sobre a necessidade de desenvolver estudos sobre alelopatia com o viés de utilizar esta
ferramenta na agricultura de baixo impacto, objetivou-se avaliar a atividade alelopatica de extratos foliares de M.
glabra sobre a germinacdo de sementes, crescimento inicial de Lactuca sativa e verificar os efeitos no ciclo celular

e anormalidades cromossémicas.

Materiais e métodos

Coleta e preparo da amostra

As folhas de M. glabra foram coletadas em espécimes localizados na regido de Alfenas, estado de Minas
Gerais, Brasil (latitude 45° 57° 14” Sul e longitude 21° 24’ 56 Oeste). As exsicatas do material botanico foram
preparadas, identificadas e registradas no herbario da Universidade Federal de Alfenas, com o nimero de tombo
3250. As amostras foram secas em estufa de circulagdo e renovacgdo de ar (Solab® SL 102), até atingir peso
constante. Em seguida foram trituradas em moinho de facas (Cienlab® CE 430) e a droga vegetal pulverizada foi

classificada quanto ao tamanho da particula (Brasil, 2019) em agitador eletromagnético (Bertel®).

Métodos extrativos

O extrato aquoso foi obtido pelo método de decocgdo a 20% (Brasil, 2019), a solucdo foi filtrada em
bomba a vacuo com papel filtro, congeladas e submetidas ao processo de liofilizagdo, sob temperatura de -57 °C,
pressao de 500 pHg por 3 dias e armazenados em dessecador.

Para o extrato hidroetanolico, foi empregado o método de percolacdo exaustiva, com etanol a 70%
segundo Brasil (2019). O percolador foi montado com 100g de folha pulverizada e mantido em maceracéo por 3
dias, com o liquido extrator e percolacdo na frequéncia de 20 gotas por minuto, até a extracdo completa. O
percolado foi concentrado por rotaevaporacdo, no sistema da Buchi (Rotavapor R-100, Heating Bath B-100 e

Vaccum Pump V-100) a temperatura de 45 °C, para retirada do etanol. Para a secagem foi usado o método “spray
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drying” (Mini Spray Dryer B-290 da BUCHI), na temperatura de 130 °C e presséo de -30 pHg. Para esse processo,

foi calculado o teor de sélidos totais do extrato e adicionado diéxido de silicio coloidal (Aerosil®200) a 50% (p/v).

CondicGes experimentais

Os experimentos de fitotoxicidade e citotoxicidade foram realizados em placas de Petri 60 mm de
diametro, com duas folhas de papel germitest® por placa, umedecidas com 3 mL de cada extrato nas concentragdes
de 0, 5, 10, 20 e 40 mg.mL™, em 3 repeticGes, contendo 30 cipselas de Lactuca sativa cv. Moana para cada
repeticdo (Calvelli et al., 2023; Simdes et al., 2013). O experimento foi conduzido em camara de crescimento de

demanda de oxigénio (BOD - Ethik 411 FPD) a 20 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

Avaliacdo de fitotoxicidade

Apos a conducdo dos bioensaios, foram avaliados a protrusao radicular com 24 horas, porcentagem de
germinacdo com 4 e 7 dias (Brasil, 2009) e indice de velocidade de germinagdo (IVG) que foi calculado pela
contagem das sementes, no periodo de 4 em 4 horas nas primeiras 48 horas, em seguida de 12 em 12 horas, até o
decorrer de sete dias, de acordo com (Maguire, 1962):

IVG=(G1/N1)+(G2/N2)+.+(Gn/Nn)
Onde: G1 = nimero de sementes germinadas na primeira contagem; N1 = primeira contagem; G2 = nimero de
sementes germinadas na segunda contagem; N2 = segunda contagem; n = Gltima contagem
Também foi calculado o indice de efeito alelopatico (RI) com base no célculo de velocidade de
germinacdo, por intervalos de 24 horas, utilizando o indice de resposta proposto por (Williamson and Richardson,
1988) e adaptacdes de (Calvelli et al., 2023):
RI=1-C/T(T 2C)ouRI=T/C -1 (T<C)

C = velocidade de germinacdo (GS) do controle; T = velocidade de germinag&o do tratamento.

(%)

For germination speed (GS), we used:
Gc

Ve oe = Z y (Wx 100)

Where Gt: Number of seeds germinated daily from the treatment and Gc: Number of seeds germinated daily from

the control, D: the number of corresponding days.
Apos 7 dias de conducdo experimental, foram determinadas o nimero de plantulas normais e anormais

de acordo com os seguintes critérios; eixo vegetal completo (radicula, caliculo e folha cotiledonar), com
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caracteristicas visuais inalteradas para plantulas normais. O comprimento de raiz e de parte aérea foram realizadas
através do programa ImageJ®, onde as 10 maiores plantulas foram digitalizadas em papel milimetrado. A biomassa

fresca foi mensurada em balanca analitica ap6s a captura das imagens..

Avaliacdo de citotoxicidade

A partir da conducdo experimental descrita anteriormente, as pontas de raizes foram coletadas com 24
horas ap0s a exposicao aos extratos e fixadas em solucgéo de Carnoy 3:1 (alcool:&cido acético) por 24 horas, seguido
de renovacéo do fixador e armazenadas a -15 °C (Amancio et al., 2020).

As pontas de raizes, passaram por trés banhos hipotdnicos com agua destilada, seguido de hidrélises em
HCI 5 M por 20 minutos em temperatura ambiente, posteriormente foram enxaguadas e coradas com reativo de
Schiff por 45 minutos. O meristema foi coletado, adicionado uma gota de &cido acético 45% e a lamina
confeccionada pelo método de esmagamento (Calvelli et al., 2023).

O Indice Mitético (IM), foi calculado a partir da contagem de 6000 células por tratamento. Sendo
contabilizado: interfases, préfases, metéafases, anafases e tel6fases, segundo a equacéo:

IM = (NCM/NTC) x 100

Onde 0 NCM é o nimero de células em mitose e NTC é o nimero total de células analisadas

A frequéncia de anormalidades cromossdmicas (FAC) foram analisadas pela presenca de alteracfes nas
fases da mitose (Cunha Neto et al., 2023; Leme and Marin-Morales, 2009), sendo avaliados a presenca de
microndcleo, ponte em anafase, ponte em teléfase, C-metafase, cromossomo pegajoso, cromossomo perdido,
cromossomo atrasado em anafase, cromossomo atrasado em teléfase, broto nuclear e nicleo lobulado. A FAC foi
calculada com base no nimero total de células avaliadas por tratamento seguindo a equago:

FAC = (NAC/NTC) X 100

Onde NAC é o nimero de anormalidades cromossomicas no tratamento e NTC é o nimero total de células.

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 2 métodos extrativos (aquoso e
hidroetandlico) e cinco concentragdes (0, 5, 10, 20 e 40 mg.mL™?), sendo o controle realizado com agua destilada.
Cada tratamento foi composto de trés repeticdes de 30 sementes de Lactuca sativa cada. Os dados foram analisados
por meio de andlise de variancia e submetidos ao teste de comparagdo de médias de Scott-Knott a 5% e analise de

regressdo, com significancia estatistica (p<0,05), utilizando o programa Sisvar versao 5.4 (Ferreira, 2019).
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Resultados

A granulometria das folhas pulverizadas foi classificada como po6 fino, de acordo com Brasil (2019), cujas
particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 pum.

Para o pardmetro de protrusdo radicular, houve interacdo entre os fatores tipo de extracéo e as diferentes
concentracdes testadas. Em ambos extratos, as concentragdes a partir de 10 mg.mL" inibiram a protrus&o radicular.
Na menor concentragéo testada, 5 mg.mL™, 32% das sementes apresentaram protrusao da raiz quando expostas ao
extrato aquoso e 5% em extrato hidroetandlico (Fig. 1 A)

Ao avaliar a germinacdo inicial, que ocorreu no 4° dia, e a germinacao final, no 7° dia, observa-se que o
tipo de extracdo nao foi significativo sendo apenas o fator concentracdo determinante para estes parametros (Fig.
1B e C). A maior concentracdo testada dos extratos (40 mg.mLt) resultou em efeitos fitotoxicos mais acentuados
inibindo a germinacéo inicial das sementes de L. sativa no 4° dia de avaliagéo. Ja no 7° dia de avaliac&o, ocorreu

uma reducédo de 35% na germinacdo das sementes quando expostas a maior concentracdo dos extratos.
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Fig. 1 Parmetros germinativos de Lactuca sativa em diferentes concentra¢Bes dos extratos aquoso e
hidroetandlico de folhas de Malpighia glabra. A Protrusdo radicular em 24 horas; B Primeira contagem 4° dia; C
Segunda contagem 7° dia de sementes.

A respeito do indice de velocidade de germinacdo (IVG) do bioteste exposto aos extratos de Malpighia
glabra (Fig. 2 A), observa-se que houve interagdo entre os fatores estudados. Verifica-se também que o 1VG foi

afetado em todas as concentra¢des dos dois extratos. Isso indica que a velocidade de germinagéo e o vigor das
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sementes de L. sativa foi afetada negativamente pela presenca dos extratos. Além disso, o extrato hidroetandlico
apresentou um maior impacto negativo na velocidade de germinacéo, levando a um atraso mais significativo no

processo de germinacdo das sementes em comparagio com 0 extrato aguoso.
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y=00104x2 - 0.6349x + 9.4251 y=0.0079x2 - 0.5392x + 9.9768 R*=0852 R*=00248

R*=03852 R*=0.9248

Fig. 2 Processo germinativo de sementes de Lactuca sativa em diferentes concentrages dos extratos aquoso e

hidroetandlico de folhas de Malpighia glabra. A indice de Velocidade de Germinagio; B indice de Efeito

Alopatico.

Para o indice de efeito alelopético houve interagdo entre os fatores. Dessa forma, os resultados desse
indice (Fig. 2B), indicam o nivel de inibicdo da germinacdo das sementes de L. sativa. Sendo observada uma
relacdo dose-dependente, onde a concentragdo de 40 mg.mL* foi alcangado um valor médio de -0.95.

Além da reducdo nos parametros germinativos, a exposi¢ao aos extratos causou reducao no crescimento
e desenvolvimento das plantulas. O comprimento de parte aérea foi influenciado apenas pelo fator concentracao,
0 qual reduz a partir da concentracdo de 10 mg.mL* (Fig. 3A).

Para o comprimento radicular, os dois fatores foram significativos de forma individual, ndo ocorrendo

interacdo. Observa-se que 0 extrato hidroetanélico proporciona raizes menores de Lactuca sativa quando
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comparado ao extrato aquoso (Fig. 3B). Ja em relacdo as concentragfes testadas, observa-se uma relagdo dose-

dependente para este parametro (Fig. 3C).
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Fig. 3 Desenvolvimento de plantulas de Lactuca sativa em diferentes concentragdes dos extratos aquoso e
hidroetandlico de folhas de Malpighia glabra. A Shoot elongation; B Root elongation, onde letras iguais ndo

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%; C Root elongation; D Hidroetanélico; E Aquoso.

O pardmetro de massa fresca, assim como o comprimento radicular, foi significativo para os dois fatores
de forma individual, ndo havendo interacdo entre eles. Observa-se que o extrato hidroetandlico confere menor
massa as plantulas de L. sativa quando comparadas com o extrato aquoso (Fig. 4A). Em relacdo as concentracdes,
a menor testada promoveu um ganho de massa seca e as demais apresentaram um efeito téxico reduzindo este

parametro quando comparado com o controle (Fig. 4B).
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Fig. 4 Massa fresca das plantulas de Lactuca sativa em diferentes concentracBes dos extratos aquoso e
hidroetanolico de folhas de Malpighia glabra. A Massa fresca, onde letras iguais ndo diferem entre si pelo teste

de Scott-Knott a 5%; B Massa fresca

Para nimero de plantulas normais e anormais ndo houve interagdo entre os fatores, sendo que a maior
porcentagem de plantulas normais ocorre no controle até a concentragéo de 5 mg.mL™. Dessa forma, as plantulas
expostas as demais concentragdes tem porcentagem maior de anormalidades na sua morfologia (Fig 5) sendo esses
dois parametros inversamente proporcionais. Por outro lado, para plantulas mortas houve interacéo entre os fatores,

sendo o extrato hidroetanélico maior causador de mortes de L. sativa.
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Fig. 5 Caracteristicas morfoldgicas das plantulas de Lactuca sativa em diferentes concentragdes dos extratos
aquoso e hidroetandlico de folhas de Malpighia glabra. Sendo que, para: A Hidroetandlico e B Aquoso,
concentragbes em mg.mL™. C Relacdo entre plantulas normais e anormais, de acordo com a porcentagem de

germinacdo; D Plantulas mortas.
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Com base nas anélises de citotoxicidade (Fig. 6A), demonstra que, tanto nos extratos hidroetandlico e
aquoso, houve uma diminuicdo no indice mit6tico ao se comparar o grupo controle e as concentragdes (5, 10, 20
e 40 mg.mL%. Contudo para a frequéncia de anormalidades cromossémicas, foi observada diferenca entre ao grupo
controle e as diferentes concentragBes (Fig. 6B). Observa-se que na concentragio de 40 mg.mL* ndo foi possivel

analisar, pois nesta concentra¢do ndo houve presenca de radiculas viaveis.
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Fig. 6 Pardmetros citogenéticos de Lactuca sativa em diferentes concentracdes dos extratos aquoso e
hidroetanolico de folhas de Malpighia glabra. A indice mitético (IM); B Frequéncia de anormalidades

cromossdmicas (AC). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.

As analises citogenéticas mostraram que o extrato de folhas da M.glabra teve efeitos sobre o material
genético de L. sativa, com uma reducdo nos indices mitdticos das raizes expostas aos extratos. As concentragdes
de 5, 10 e 20 mg.mL " do extrato hidroetandlico apresentaram uma reducéo de aproximadamente 20%, 30% e 30%,
respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 6.A), enquanto as concentracdes correspondentes do extrato
aquoso apresentaram uma reducdo de aproximadamente 30%, 25% e 30% em relacdo ao controle (Figura 6.A),
ambos 0s extratos apresentaram efeitos citotoxicos significativos nas raizes expostas a eles.

A frequéncia de anormalidades cromossémicas diferiram estatisticamente do controle, no extrato
hidroetandlico, nas concentragdes 5, 10 e 20 mg.mL%, ocorreu um aumento de aproximadamente 0,30%, 0,20% e
0,25%, respectivamente. No entanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre as concentracdes
de extrato hidroetandlico testadas. Isso sugere que todas as concentracdes de extrato hidroetanolico testadas
tiveram um efeito semelhante na frequéncia de anormalidades cromossdmicas observadas. O que também ocorreu
no extrato aquoso, onde houve diferengas estatisticas em relacdo ao grupo controle e as concentragdes (Figura

6.B). Observa-se que o indice mitdtico mais baixo estad associado a uma maior frequéncia de anormalidades
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cromossdmicas, enquanto um indice mitdtico mais alto indica uma menor frequéncia dessas alteracGes, quando se
compara ao grupo controle.

Em relagdo as anormalidades cromossdmicas (Tabela 1), foram identificadas ponte em anafase, ponte em
tel6fase, c-metafase, stickiness, cromossomo perdido, cromossomo atrasado em anafase, broto nuclear e nucleo

lobulado. Né&o sendo encontrados micronlcleos em nenhum dos tratamentos.

Tabela 1 Média das Anormalidades Cromoss6micas nos extratos Aquoso e Hidroetanolico nas concentragdes 0, 5,
10 e 20 mg.mL™!

Anormalidades Cromossdmicas

Egomr?ﬁ P.ANF P.TEL C-M  STICK CP CAA CAT NB NL
0 0 0 63.33 21.67 0 0 0 0 15.00
(;Altl 5 44.08 11.50 10.82 17.77 3.70 0 0 1.52 10.61
ﬁcs) 10 40.28 7.87 28.24 15.74 3.70 0 4.17 0 0
20 19.94 3.70 28.77 27.64 0 0 0 2.56 17.38
|_(Ij 0 40.00 8.33 15.00 6.67 13.33 0 0 16.67 0
)Ifo 5 22.62 12.30 10.32 22.62 2.38 0 0 4.76 25.00
ﬁ; 10 28.89 0 28.52 35.56 3.33 3.70 0 0 0
Rg 20 16.50 0 23.91 53.54 0 0 0 0 6.06

Legenda: CONC: concentracgdo; P. ANF: ponte em anafase; P. TEL: ponte em telofase; C-M: C-metéfase; STICK:
stickiness; CP: cromossomo perdido; CAA: cromossomo atrasado em anafase; CAT: cromossomo atrasado em
teléfase; NB: broto nuclear; NL: nicleo lobulado. Consta a presenga de margem de erro.

Fig. 7 Anormalidades cromoss6micas identificadas nos meristemas radiculares de L. sativa. A Broto nuclear; B

Nucleo lobulado; C and D Cromossomo perdido em metafase; E Stickiness; F C-metafase; G Cromossomo
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perdido em anafase; H Ponte em anafase; | Cromossomo atrasado em anéfase; J, Ponte em tel6fase. Barras

correspondem a 10pum

Discussao

O estudo realizado mostrou que os aleloquimicos presentes na planta M. glabra tém um efeito direto sobre
0 processo de germinacao das sementes, resultando em modificagcdes no GSI. Indicando que os aleloquimicos tém
a capacidade de afetar o vigor germinativo das sementes, mesmo que ndo impecam completamente a germinacao.
Nesse sentido, apesar de alguns estudos demonstrarem que a germinagao é um dos parametros menos afetados
pelos aleloquimicos, o GSI é considerado um parametro de maior relevancia para as andlises por apresentar
maiores sensibilidade em detectar mudancas nos processos germinativos (Calvelli et al., 2023; Santos et al., 2017).

Os metabdlitos presentes nos extratos podem interferir nos processos metabdlicos das sementes,
blogueando ou retardando seu desenvolvimento, o que resulta em alteragdes na curva de distribuicdo da
germinacdo (Ferreira and Borguetti, 2009) (Diogenes et al., 2014). Essas descobertas sdo relevantes para a
compreensdo dos efeitos alelopaticos. Amancio et al. (2021) relataram que 0s extratos aquosos nao interferiram
de modo significativo na germinagdo, em especial na contagem final. Contudo, interferiram na velocidade de
germinacao.

O indice de efeito alelopético (RI) indica o estimulo ou a inibi¢éo causada pelos compostos alelopaticos
em estudo, em comparacdo com o controle (Calvelli et al., 2023; Wang et al., 2019). No caso especifico, o0s
resultados do RI indicam efeito inibitério dos extratos de M. glabra. Assim, o efeito alelopatico pode provocar
alteracfes na curva de distribuicdo da germinacdo ou no padrdo polimodal de distribuicdo de germinacdo das
sementes devido as interferéncias de metabdlitos presentes nos extratos que bloqueiam ou retardam o andamento
de processos metabolicos (Bewley et al., 2013).

A inibicdo aumenta a medida que a concentracdo do extrato aumenta, demonstrando uma resposta dose-
dependente. Essas observaces reforgam a evidéncia do efeito alelopatico dos compostos presentes em M. glabra
sobre a germinacdo das sementes de alface, mostrando uma inibicdo significativa que pode ter implicacdes
importantes na ecologia e no manejo de plantas daninhas.

Efeitos similares para o crescimento da parte aérea, sendo que o0 parametro se pronunciou de forma mais
lenta sob concentragdes maiores dos extratos. Assim, diversos autores (Amancio et al., 2021; Calvelli et al., 2023;
Iganci et al., 2006; Nogueira et al., 2021) destacaram que o efeito de compostos alelopaticos geralmente é mais
drastico sobre o crescimento do que na germinacao, tendo o desenvolvimento de plantulas uma maior sensibilidade

e, consequentemente, respostas mais visiveis a influéncia alelopatica. As alteracfes induzidas por substancias
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alelopéticas no desenvolvimento inicial de plantulas podem resultar de diversos efeitos causados no metabolismo
primario (Weir et al., 2004). Além disso, alguns estudos apontam para a maior sensibilidade de raizes a exposicéo
de extratos aleloquimicos (SILVA et al., 2018; Silveira et al., 2012), que pode se dar pelo maior contato com
compostos presentes nos substratos (Ferreira and Aquila, 2000) (DE CONTI E FRANCO, 2011), afetando o
crescimento da parte aérea ja que os mecanismos de absorcao, translocacdo e acdo das fitotoxinas variarem entre
espécies (Yamashita et al., 2022).

Adicionalmente, a massa seca foi menor em plantulas de alface expostas a maiores concentraces dos
extratos, bem como, foi maior no extrato aquoso. Tal redugdo pode estar relacionada com a quantidade de agua
absorvida pelos tecidos vegetais, ja que plantas expostas a substancias potencialmente téxicas desenvolvem
mecanismos de defesa capazes de dificultar a absorcdo de agua (Amancio et al., 2021). Além disso, outros estudos
gue se concentram no desenvolvimento de bioherbicidas ou nos efeitos de ervas-daninha sobre a agricultura
observaram o potencial de compostos aleloquimicos reduzindo o crescimento e a massa, bem como o contetido de
pigmentos fotossintéticos (clorofilas, carotendides) da espécie receptora (Ghimire et al., 2020; Shi et al., 2023).
Hussain et al. (2020), observaram que a redugdo na massa de diferentes 0rgdos vegetais expostos a extratos
aleloguimicos pode se dar pela reducdo de proteinas presentes nos tecidos vegetais.

Ademais, o aparecimento de plantulas anormais foi mais pronunciado em 10 mg.L. Assim, tal
prevaléncia pode se dar por substancias alelopéaticas presentes nos extratos afetarem o desenvolvimento das
plantulas, sendo a necrose da radicula o sintoma mais recorrente (Ferreira and Aquila, 2000). Tais substancias
podem afetar o desenvolvimento da planta de modo severo, levando a morte, efeito observado quando expostas a
concentracéo de 40 mg.L.

O extrato etandlico dos frutos de Byrsonima intermedia, outra espécie da familia Malpighiaceae
encontrada no Cerrado, apresentou efeitos fitotoxicos sobre as espécies alvo tomate e cebola, sendo a atividade
atribuida ao elevado conteildo de compostos fendlicos (Amancio et al., 2021). Outro estudo revelou que folhas e
frutos de Banisteriopsis oxyclada, também Malpighiaceae, apresentaram efeitos fitotoxicos sobre ambas as
espécies de plantas daninhas investigadas (Anese et al., 2016).

Pelo resultado obtido no presente estudo a M. glabra possui potencial fitotdxico para inibir o crescimento
da L. sativa. Até o presente momento, ndo existem relatos de estudos sobre a presenca de metabdlitos secundarios
e potencial fitotdxico na espécie investigada. Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que
M. glabra se constitui um alvo interessante para o desenvolvimento de estudos fitoquimicos, visando selecionar

compostos que possam ser bons candidatos para o desenvolvimento de futuros herbicidas naturais. A vantagem
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dos compostos alelopéticos é que geralmente exibem bioatividade em baixas concentracdes, sdo biodegradaveis,
raramente contém atomos halogenados e tém baixa ou nenhuma toxicidade sobre espécies ndo alvo (Oliveros,
2008), o que podera contribuir para o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel, que respeita 0 meio
ambiente e valoriza a biodiversidade.

As alteracfes no indice mitético sdo indicadores eficazes de poluicdo ambiental, especialmente na
avaliacdo de substancias com potencial citotoxico (Hoshina and Marin-Morales, 2009). As anormalidades
cromossémicas, como pontes e quebras cromossdmicas, sdo indicativas de acdo clastogénica, enquanto a perda de
cromossomos, aderéncias e C-metéfases resultam em efeitos aneugénicos (Pereira et al., 2014). A reducédo do
indice mitético observado pode ser devido & acéo dos aleloquimicos presentes nos extratos de folhas da aceroleira
sobre as células de L. sativa.

O fendmeno da inibicdo da divisdo celular é um indicador dos efeitos da citotoxicidade. O indice mitdtico
é usado como um indicador da adequada proliferacao celular (Pastori et al., 2015). Durante a diviséo celular, a
formacdo e a separacdo dos cromossomos S8o essenciais para garantir a replicacdo e distribuicdo correta do
material genético nas células filhas. A interferéncia nos processos de formagdo do fuso mitdtico ou na separacéo
dos cromossomos pode levar a erros na divisdo celular, resultando em células filhas com um nimero anormal de
cromossomos ou alteragdes no material genético. Isso pode ter efeitos prejudiciais no desenvolvimento e na
sobrevivéncia das células. Portanto, os aleloquimicos presentes nos extratos de folhas da aceroleira podem estar
afetando diretamente o processo de divisdo celular em L. sativa, levando a uma redugdo no indice mitético
observado no estudo.

A detecgdo e quantificacdo de anormalidades cromossdmicas (AC) por analises citogenéticas tém sido
amplamente utilizadas para avaliar o potencial mutagénico de amostras (Amancio et al., 2021). As alteracfes
cromossdmicas frequentemente observadas incluem cromossomos quebrados, metastases, pontes, retardatarios,
células binucleadas e células micronucleadas (Tamie et al., 2005). No entanto, para este estudo, foi observada
diferenca significativa na ocorréncia de anormalidades cromossdémicas, indicando que os extratos podem causar
tais anormalidades. M. glabra contém compostos que afetam o material genético das células, o que pode ter
implicacdes em sua utilizacdo na agricultura.

Esses resultados mostram que 0s extratos, tanto aquoso quanto ao hidroetandlico, podem ter efeitos
inibitdrios sobre o processo de mitose em concentra¢Bes mais elevadas, o que pode ter implicagfes para o seu uso.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos dos extratos em outros sistemas biolégicos e

determinar sua toxicidade em outras doses de concentragdes.
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Conclusao

Os extratos foliares de M. glabra causa atraso na germinacdo de sementes em concentragdo proxima a 40
mg.mL* e afeta o crescimento inicial de L. sativa, promovendo a diminuicdo da protrusdo da radicula, efeito
negativo no crescimento e desenvolvimento do sistema radicular e também da parte aérea da planta, constatando
assim o potencial efeito alelopéatico. Foi observado diferencas entre os extratos aquoso e hidroetandlico, indicando
que pode haver uma influéncia do tipo de extrato e concentracao no resultado final das analises.

Para avancar na area, € importante continuar os estudos testando o efeito alelopatico da planta sobre outras
espécies vegetais, especialmente plantas invasoras que representam um grande problema para a agricultura. Além
disso, € importante identificar os compostos responsaveis pelo efeito alelopatico, o que pode permitir o

desenvolvimento de produtos mais especificos e eficazes.
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