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RESUMO

Diversos metabolitos secundarios séo sintetizados pelas plantas com o objetivo de
garantir sua sobrevivéncia no ambiente. Na propagacdo in vitro ambientes tOXicos
podem surgir com o acumulo de substancias quimicas em um sistema fechado de
cultivo, como observado para plantas de Dionaea muscipula, que apresentaram morte
precoce com sintomas de autointoxicacdo. A partir dessas observacdes, objetivou-se
investigar a fitotoxicidade e citogenotoxicidade de diferentes extratos de D. muscipula e
seu principal constituinte — plumbagina. A analise CG-EM revelou que os extratos de D.
muscipula variam suas concentracbes de plumbagina, sendo 89,71% no extrato da
planta viva (EDV) e 53,13% no extrato da planta morta (EDM). A fitotoxicidade foi
avaliada nas plantas modelo Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola) em
concentragdes variando de 100 a 1600 mg/L (PPM) para os extratos e de 12,5 a 1600
mg/L para a plumbagina. O percentual de germinacdo, o indice de velocidade de
germinacdo e o0s comprimentos da raiz e do coleoptilo foram significativamente
reduzidos de forma dose-resposta. Os extratos EDM, EDV e a plumbagina causaram
alteracdo no ciclo celular das células meristematicas da raiz de L. sativa e A. cepa,
evidenciada pela diminuicdo do indice mitético (IM) e aumento das aberragdes
cromossémicas (AC) e nucleares (AN) em concentragdes progressivas (100 a 1600
mg/L) nos extratos e (12,5 a 1600 mg/L) na plumbagina. A avaliacdo citogenotoxica
confirmou o efeito mitodepressivo dos compostos testados, embora a intensidade fosse
variavel. No geral, a plumbagina foi mais toxica seguida pelo EDV e EDM. Os
resultados encontrados sugerem a possibilidade de serem desenvolvidos produtos
ecologicamente corretos e aceitadveis para o manejo de plantas daninhas no sistema
agricola, além de indicar a plumbagina como substancia fitotoxica responsavel pela

morte precoce das plantas de D. muscipula durante seu cultivo in vitro.

Palavras-chave: alelopatia, citotoxidade, Droseraceae, fitotoxicidade, metabdlitos

secundarios, naftoquinona.
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1. INTRODUCAO

Em virtude da crescente demanda por alimentos devido ao crescimento
populacional, foi necessaria uma moderniza¢do na agricultura, com a introdugdo de
técnicas de manejo que aumentassem a produtividade, ou reduzissem as perdas de
rendimento. Neste contexto, surgem os herbicidas, cuja finalidade é controlar plantas
invasoras, conhecidas como ervas daninhas, que competem com a cultura tanto pela
demanda de luz quanto de nutrientes do solo (KHUSH, 2001). Segundo Tanveer et al.
(2015), as ervas daninhas sdo responsaveis pela perda de aproximadamente 34% da
produtividade agricola, tornando necessario seu manejo. Contudo, 0 USO eXcessivo,
intensivo e incorreto dos herbicidas tem acarretado problemas em varios ambitos
ambientais. Plantas daninhas e organismos patdgenos estdo adquirindo resisténcia pela
selecdo natural (OOSTENDORRP et al., 2001). Relacbes ecoldgicas e bioldgicas vém
sofrendo desequilibrio em funcdo da contaminacdo dos solos, flora, fauna e aguas
(superficiais e subterréaneas) (SILVA et al.,, 2012). Animais e plantas estdo sendo
eliminados como dano colateral a aplicagdo dos herbicidas em campo, diminuindo a
biodiversidade local (DUKE E DAYAN, 2015; ALVES, 2017). Intoxicacdes ao homem
vém sendo causadas por meio direto na pratica agricola ou indiretamente com a
contaminacdo dos alimentos, quadro clinico que pode levar ao desenvolvimento de
doencas neuroldgicas, hepaticas, respiratdrias, renais, canceres e outros (LONDRES,
2011; INCA, 2015). Segundo o Heap (2018) as plantas daninhas ja desenvolveram

resisténcia a 23 mecanismos de acdo, muitas com resisténcia a mais de um.

Os produtos naturais, ou metabdlitos secundarios, sdo produzidos por grupos de
plantas com funcgdes especificas nos érgdos e tecidos que os sintetizam. Por exemplo,
compostos volateis com odor floral evoluiram para atrair os insetos polinizadores tendo
por objetivo aumentar o sucesso reprodutivo das espécies, assim como a capacidade de
sintetizar produtos quimicos toxicos evoluiu para afastar patdgenos e herbivoros, ou até
suprimir o crescimento de plantas vizinhas competidoras (RICE, 1984; BENNET &
WALLSGROVE, 1994; PICHERSKY & GANG, 2000; DUDAREVA & PICHERSKY,
2000; PAIVA et al., 2003, ALVES et al., 2018). Representam uma importante fonte de
compostos ativos com potencial utilizacdo na agricultura. Frequentemente possuem
composigdes quimicas mais diversas, comparado aos herbicidas sintéticos,

consequéncia das suas formas isoméricas. O que proporciona uma ampla gama de
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moléculas atuando no metabolismo vegetal, dificultando assim, a aquisicdo de
resisténcia por estas espécies. Apresentam capacidade de degradacdo no ambiente mais
acelerada, diminuindo a contaminagdo ambiental causada, em funcdo de seu maior peso
molecular com pouca ou nenhuma presenga de atomos pesados ou halogénios, assim
como a capacidade das substancias organicas serem degradadas por microrganismos no
solo (DAYAN et al., 1999; DUKE et al., 2000a; DUKE et al., 2000b; DUKE et al.,
2002; SINGH et al., 2010).

Dentre as fontes naturais de importantes metabdlitos secundarios encontram-se
as plantas carnivoras da familia Droseraceae, que vém sendo usadas ha séculos na
medicina tradicional (JUNIPER, et al. 1989; KROLICKA, et al. 2008). Formada pelos
géneros Aldrovanda L., Dionaea J. Ellis e Drosera L., este Ultimo com maior nimero
de espécies (ZENK et al., 1969). Os géneros Dionaea e Drosera sdo produtoras de
naftoquinonas, flavondides, antocianinas e compostos fendlicos, utilizados como

substratos nas industrias farmacéuticas (KREHER et al., 1990).

Dionaea muscipula Ellis (Figura 1) é uma planta carnivora com requisitos
ambientais muito especificos, o que restringe sua dispersdo natural. Para superar esta
dificuldade é comumente utilizada a propagacdo por culturas in vitro (BARRUETO
CID e TEIXEIRA, 2014).

Figura 1 - Imagem de Dioneae muscipula. Fonte: GAASCHT et al., 2013.

O sistema de cultura in vitro além de proporcionar uma rapida multiplicacdo da

biomassa vegetal, também cria a possibilidade de aumentar o contetdo de metabdlitos
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secundarios, como a plumbagina (Figura 2) (FUMAGALI et al., 2008; KROLICKA et
al., 2008; BANASIUK et al., 2012).

O
o
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Figura 2 - Formula estrutural da plumbagina. Fonte: Sigma aldrich (2018). Disponivel

<https://www.sigmaaldrich.com/catalogls;gauct/sigma/p7262?Iang:pt&region:BR>.
A plumbagina (2-metil-5-hidroxi-1,4-naftoquinona) € uma substancia natural, de
coloracdo amarela produzida por espécies das familias Plumbaginaceae, Droseraceae e
Ebenaceae que se acumula principalmente em raizes (VAN DER VIVER, 1972;
PADHYE et al., 2012; PANICHAYUPAKARANANT & AHMAD, 2016). Foi descrita
como a primeira naftoquinona isolada na espécie D. muscipula (THOMSON, 1971) e
tem sido relacionada a uma gama de atividades biologicas, como antitumoral (KUO et
al., 1997; LIN et al., 2003; KAWIAK et al., 2007; AHMAD et al., 2008; GONCALVES
et al., 2010; KAWIAK et al, 2012), leishmanicida (CHAN-BACAB & PENA-
RODRIGUEZ, 2001), antimicrobiana (PAIVA et al., 2003; GONCALVES et al.,
2009b), bactericida (DURGA et al., 1990), anticarcinogénica (KUO, 2006;
MARCHIONATTI et al., 2009), antiinflamatoria (REESE et al., 2010), inseticida
(KUBO et al., 1980), antioxidante (TILAK et al., 2013), larvicida (GHOSH et al.,
2012.), tripanocida (SEPULVEDA-BOZZA & CASSELS, 1996), antimalarial
(PRADEEPA et al., 2014) e fitotoxica (MEYER et al., 2007), sendo capaz de inibir a
germinacdo de sementes (GONCALVES et al., 2009a). A plumbagina apresenta carater
fitotoxico, porém sdo escassas as informagdes a cerca do seu mecanismo de acdo nas

células vegetais.

A super acumulacdo de substancias toxicas exsudadas pelas plantas para 0 meio
de cultivo pode ser explorada pela industria farmacéutica para obtencdo de substancias
bioativas de interesse, ou pode comprometer a integridade da planta como observado no
Laboratdrio de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Vigosa- Campus Rio
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Paranaiba, onde a espécie D. muscipula apresentou sintomas de toxicidade
acompanhados da morte prematura das plantas (Dados ndo publicados). Segundo
Tokunaga et al. (2004), D. muscipula acumula uma grande quantidade de plumbagina
como um antialimentar, ou seja, como uma substancia defensiva que as impede de

serem usadas como alimento por predadores.

A triagem de extratos brutos e compostos purificados com atividade bioldgica é
uma estratégia muito utilizada para a deteccdo de compostos com potencial uso
industrial (VYVYAN, 2002). Uma forma de identificar e realizar a triagem desses
compostos é utilizando ensaios bioldgicos. Os ensaios utilizam espécies vegetais que
sdo organismos modelos, pois, sdo receptores bioldgicos diretos no ar, na agua e no solo
e sdo de facil utilizacdo e de baixo custo. Os efeitos provocados pela exposicdo aos
tratamentos sdo analisados em testes de fitotoxicidade, onde se avaliam desde a
germinacdo ao crescimento radicular e aéreo das sementes cultivadas em diferentes
concentracdes do extrato ou substancia (GRANT et al.,, 1982, RANK et al., 2002;
NOLDIN et al., 2003) A nivel microscépico sao realizados os testes de genotoxicidade,
capazes de avaliar mutacOes, danos e distor¢cbes na estrutura do DNA, e testes
citotoxicos, também realizados a fim de identificar o potencial dos agentes em
promover alteracdes significativas nas células dos organismos, ou seja, avaliar se esse
dano pode acarretar em um comprometimento de tecidos, 6rgaos ou do organismo como
um todo (FERNANDES, 2005).

A citotoxicidade baseia-se na observacdo de atraso na proliferacdo celular,
enguanto a genotoxicidade na inducdo de aberracBes cromossémicas (numeéricas e
estruturais) no ciclo celular em organismos expostos diretamente ou indiretamente a
substancias potencialmente mutagénicas ou carcinogénicas (BENASSI, 2004;
TEDESCO & LAUGHINGHOUSE, 2012). Sendo assim, a combinacdo de analises
macroscopicas (germinacdo e desenvolvimento inicial da planta) e analises
microscopicas (indice mitotico e alteragdes do ciclo celular) é considerada um eficiente
método para investigar os efeitos alelopaticos, toxicos e mutagénicos das substancias
(ANDRADE et al., 2010).

Segundo Dayan et al. (2000) para determinar uma potencial seletividade da
substancia estudada devem ser utilizadas tanto espécies monocotileddneas como
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eudicotiledéneas como organismos modelos nos bioensaios. A espécie eudicotileddnea
Lactuca sativa L. (alface) foi utilizada por possuir germinacdo rapida e padronizada,
rpido desenvolvimento das pléantulas e elevado indice mitdtico (IM) com conjunto
cromossomico 2n=18. Enquanto a monocotiledonea Allium cepa L. (cebola) foi
escolhida uma vez que possui elevado numero de células em divisédo, alta tolerancia a
diferentes condi¢bes de cultivo e por possuir cromossomos em numero reduzido
(2n=16) e de grande tamanho (GRANT, 1982; FISKEJO, 1985; VIDAKOVIC’ -
CIFREK et al., 2002; MATSUMOTO & MARIN-MORALES, 2004; SILVEIRA et al.,
2017).

Buscando avaliar o potencial alelopatico de Dionaea muscipula cultivada in
vitro, foram investigadas as composi¢cdes quimicas dos extratos diclorometanélicos
obtidos a partir do meio de cultivo, onde as plantas se encontravam vivas (EMDV) e
apos sua morte (EMDM), e diretamente de plantas coletadas vivas (EDV) e mortas
(EDM). Os extratos com rendimento suficiente e 0 composto majoritario encontrado
foram testados frente a germinacdo, desenvolvimento inicial das plantulas e alteracdes
no ciclo celular de células meristeméticas de raizes de L. sativa e A. cepa. Os dados
obtidos forneceram informagfes a cerca do mecanismo de acdo que ocasionou a
autointoxicacdo das plantulas de D. muscipula em seu cultivo in vitro e identificou a
substancia aleloquimica nos extratos com base no seu potencial fitotdxico, citotdxico e

genotdxico.

2. OBJETIVOS GERAL

Avaliar a composicdo quimica dos extratos de D. muscipula obtidos a partir de
plantas cultivadas in vitro, identificar seu constituinte majoritario e determinar o
potencial alelopatico desses compostos, em diferentes concentracGes, atraves de testes

de fitotoxicidade e citogenotoxicidade nas plantas modelo, L. sativa e A. cepa.
2.1. Objetivos Especificos

= Analisar a composi¢do quimica dos extratos obtidos da planta viva, morta e dos
meios de cultura contaminados por Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), para determinar a fonte da substancia
toxica;
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= Quantificar a presenca do constituinte majoritario nos extratos de D. muscipula e
nos extratos do meio de cultura onde foram observados sintomas de

autointoxicacao;

= Desvendar as possiveis agdes fitotdxica, citotoxica e genotdxica do constituinte
majoritario atraves da andlise do ciclo celular de raizes de L. sativa e A. cepa
em diferentes concentracfes visando determinar a origem da morte prematura

de D. muscipula in vitro;

» Realizar o estudo da atividade fitotdxica, citotdxica e genotoxica dos extratos
obtidos a partir de D. muscipula em L. sativa e A. cepa visando sua utilizacao

como composto de origem natural para atuar no manejo de plantas daninhas.
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Utilizacdo de agrotoxicos no Brasil

Desde o inicio da “revolugdo verde” na década de 1950, mudangas no processo
de producdo agricola e seus impactos sobre o ambiente e na saide humana tém sido
observados. Tecnologias baseadas no uso extensivo de agrotoxicos foram
disponibilizadas visando um aumento de produtividade, protecdo contra pragas e
controle de espécies invasoras que competem com a cultura plantada. O uso intensivo
de um grande numero de substancias quimicas perigosas exp0ds as comunidades rurais a
um conjunto de riscos desconhecidos devido a auséncia de informacéo e o despreparo
dos agricultores na aplicagdo dos produtos nas plantacbes (MOREIRA et al., 2002).

Os agrotodxicos no Brasil sdo regidos pela Lei n° 7.802 de 11 de julho de 1989,
regulamentada pelo Decreto Federal n°® 4.074/2002 de 04 de janeiro de 2002. A lei
define “agrotoxicos e afins” como: “Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos
ou biologicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecédo de florestas, nativas
ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de

preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos ou substancias e
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produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento”.

O termo “defensivos agricolas” era utilizado antes da Constituicdo Federal de
1988, sendo substituido por “agrotdxicos” através da mobilizagdo da sociedade civil,
evidenciando a toxicidade desses produtos para o ambiente e 0Ss seres Vivos
(KANASHIRO, 2015; MACHADO, 2016).

Legislacdes recentemente publicadas e seus projetos de lei correspondentes, que
visam tornar cada vez mais flexivel a regularizagdo dos agrotoxicos, deixam uma
preocupacdo cada vez maior sobre a quantidade desses compostos consumidos pela
populacdo brasileira e suas consequéncias futuras para a salude e o ambiente. A
exemplo, o Projeto de lei (PL) 3.200/2015 visa alterar a lei 7.802/1989 substituindo a
terminologia “agrotoxico” por “produto defensivo fitossanitario”, o que diminui
drasticamente a percepcdo de toxicidade intrinseca que essas substancias apresentam.
Outra alteracdo é a criacdo de uma Comissdo Técnica Nacional de Fitossanitarios
(CTNFito), de carater consultivo e deliberativo, com a finalidade de apresentar
pareceres técnicos conclusivos aos pedidos de avaliagdo de novos “produtos defensivos
fitossanitarios”. O modelo atual permite um maior controle no registro dos agrotoxicos
tendo uma autorizacdo tripartite, e ndo unilateral. No modelo de autorizacéo tripartite,
cabe ao Ministério da Saude (MS), por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA), ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéaveis (IBAMA), e ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) julgar se todas as exigéncias dos trés Ministérios estdo sendo atendidas para o
registro comercial ser obtido. O PL prop6e uma concentracdo de poder pelo MAPA,
6rgdo que deveria apenas avaliar o desempenho agrondmico dos agrotdxicos no pais,
excluindo atribuicdes especificas do Ministério da Saude e do Ministério do Meio
Ambiente (MMA), responsaveis atuais pelas avaliacfes toxicologicas e ambientais,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2017; ALENCAR, 2018).

Existem no Brasil duas bases de dados para notificacdo de intoxicacdes por
agrotoxicos gerenciados pelo Ministério da Saude: o Sistema Nacional de Informacdes
Téxico-Farmacoldgicas (SINITOX), criado em 1980 e o Sistema Nacional de Agravos
de Notificagdo (SINAN). Segundo dados obtidos pelo SINITOX entre 2010 e 2016
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foram registrados 40.884 casos de intoxicacdo por agrotdxicos, incluindo consumo
agricola e domestico, sendo que destes 841 vieram a oObito. O SINITOX informa aos
usuarios de seu banco de dados que a diminuicdo no nimero de casos de intoxicagdes e
envenenamentos registrados nas estatisticas publicadas ocorreu em virtude da menor
participacdo dos Centros de Informacdo e Assisténcia Toxicoldgica (CIATs) nos
levantamentos publicados. Assim, o nimero de casos ndo vem decrescendo no pais, mas
sofrem com defasagem de informagdes (SINAN, 2018; SINITOX, 2018).

O Brasil é considerado o maior consumidor de agroquimicos no mundo desde
2008 (INCA, 2015). Cerca de 430 ingredientes ativos (IAs), 750 produtos técnicos e
1.400 formulagGes de agrotdxicos estdo autorizados pelo MS e pelo MMA e registrados
no MAPA para utilizagdo no pais. Dos cinquenta mais utilizados, 22 séo proibidos na
Unido Europeia e 14 estdo em processo de revisdo na Anvisa desde 2008, entre eles o
lider de vendas, glifosato (CARNEIRO et al., 2015). Dados sobre intoxicacdo de
alimentos por agrotdxicos no periodo de 2013 a 2015 foram apresentados por Lemos et
al. (2018) onde, do total de amostras monitoradas, 19,7% foram consideradas
insatisfatorias, sendo que 3% apresentaram concentracdes superiores ao limite maximo
de residuo e 18,3% apresentando residuos de agrotoxicos ndo autorizados para a cultura.
Evidenciando o despreparo dos agricultores no momento da utilizacdo dos agrotoxicos

no campo.

3.2. Mecanismos de agdo dos herbicidas e inconveniéncias relacionadas ao seu uso

intensivo

As elevadas dosagens de herbicidas empregados, geralmente com o uso continuo
de apenas um tipo de mecanismo de acdo, proporcionam um aumento no nimero de
plantas daninhas e patdgenos resistentes, devido a selecdo natural. O mecanismo de
acdo esta relacionado a inibicdo de processos bioquimicos e biofisicos, que ocorrem no
interior da célula. Normalmente, seguido por esse processo inicial, acontecem diversas
outras reacBes quimicas que sdo necessérias para matar efetivamente a planta, cujo
somatorio € intitulado modo de acéo, ou seja, o efeito final expresso nas plantas apds
uma série de eventos que matam ou inibem seu desenvolvimento, devido a inibi¢éo da

atividade de enzimas/proteinas nas células. Assim, os herbicidas que apresentam o
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mesmo mecanismo de agdo produzirdo sintomas de lesdo semelhantes nas plantas.
(ROSS & CHILDS, 1996; VIDAL, 1997; MARCHI et al., 2008).

Em 2017 j& existiam 495 casos de plantas daninhas resistentes a 23 mecanismos
de acdo conhecidos no mundo (Figura 3), sendo 256 -eudicotileddneas e 239
monocotileddneas. Algumas espécies apresentam resisténcia a mais de um sitio de acéo,
totalizando 255 espécies resistentes a 163 herbicidas diferentes, distribuidas em 70
paises (HEAP, 2018).
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Figura 3 - Aumento cronologico de plantas daninhas resistentes no mundo. Fonte:
HEAP, 2018. Disponivel em:
<http://www.weedscience.org/Graphs/Chronologicalincrease.aspx>.  Acessado  em:
26/09/2018.

O uso continuo e indiscriminado de herbicidas também pode levar a desnutricdo
do solo, aumentando cada vez mais a necessidade da utilizacdo de insumos quimicos
para a producgdo agricola. Além da degradacdo dos biossistemas naturais, a intoxicacad
da populacdo e os efeitos cronicos da exposicao aos agrotoxicos também sdo motivos de
preocupacdo. De acordo com o relatorio do Conselho de Direitos Humanos sobre o

direito a alimentacdo, publicado pela Organizacdo Mundial das Nag¢des Unidas (ONU)
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em 2017, o contato com os pesticidas pode causar cancer, Alzheimer, Pakinson,
transtornos hormonais, problemas de desenvolvimento e esterelidade. Podendo também
causar danos neuroldgicos, como perda de memoria e reducdo da capacidade visual ou
motora, além de alergias, asma e hipersensibilidade (SILVA et al., 2012; INCA, 2015).

3.3. Metabolitos secundarios como potenciais bioherbicidas

Os herbicidas s@o substancias quimicas responsaveis por suprimir ou dificultar o
desenvolvimento de espécies daninhas, plantas que comprometem a produtividade de
culturas agricolas com interesse comercial (ROMAN et al., 2007). De acordo com 0
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal (SINDIVEG), as
vendas de pesticidas totalizaram US$ 8,9 bilhdes em 2017, sendo o segmento de
herbicidas responsavel pelo maior volume de vendas, com 35% do total. Embora seja
um meétodo eficaz no controle de espécies indesejaveis, 0s impactos ocasionados pelos
compostos sintéticos no ambiente podem ser catastroficos. Problemas como o elevado
potencial de lixiviacdo (Capacidade de se deslocar no perfil do solo), alta persisténcia

no solo e baixa solubilidade em &gua séo relatados por Almeida et al. (2006).

A exposicao frequente e repetitiva dessas substancias também impds uma grande
pressdo de selecdo natural nas plantas, como consequéncia, foi observada a
sobrevivéncia de plantas daninhas apds a aplicacdo de doses, antes, consideradas letais
aquela espécie. Diminuicdo do rendimento da colheita, produtos sem a qualidade
exigida pelo mercado consumidor e inviabilizacdo da utilizacdo de importantes
herbicidas, sdo algumas consequéncias da resisténcia adquirida por algumas espécies
indesejaveis. A necessidade constante de substituir os herbicidas empregados no cultivo
agricola e o conhecimento popular sobre as atividades medicinais das plantas, explorado
pela indUstria farmacéutica, estimulou a pesquisa de espécies vegetais sob o ponto de
vista fitoquimico (PERES & MALHEIROS, 2001; SILVA et al., 2017).

O Brasil € detentor de seis grandes dominios fitogeograficos: Amazénia,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal, e a exclusiva Caatinga. Isto significa uma
variedade de fitofisionomias, habitats, micro-habitats e tipos de vegetacdo ocupados por
uma ampla diversidade de plantas, fungos e animais. Em 2010, através do projeto “Lista

do Brasil”, foi montada uma plataforma online para a elaboragdo de um catélogo de
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plantas e fungos no Brasil com o objetivo de atualizar e manter atualizados os dados de
diversidade compilados no pais. Em 2016 foi apresentada a continuacdo do projeto
intitulado “Projeto Flora do Brasil” com cooperacio do Centro Nacional de
Conservacao da Flora bem como do The New York Botanical Garden. O projeto conta
com quase 700 pesquisadores trabalhando em tempo real para a divulgacdo de novas
informacdes que vao desde nomenclaturas, distribuicdo geografica, substrato, tipos de
vegetacdo até imagens de exsicatas depositadas nos herbarios virtuais. Neste momento,
sdo reconhecidas 46650 espécies para a flora brasileira, sendo 4754 de Algas, 33221 de
Angiospermas, 1567 de Briofitas, 5719 de Fungos, 29 de Gimnospermas e 1360 de
Samambaias e Licdéfitas. Estima-se que de 8,8 a 12,8% das quase 500 mil espécies de
plantas que existem no mundo encontram-se no Brasil. Porém apenas cerca de 5% das
plantas tém seus fitoquimicos conhecidos e, uma porcentagem ainda menor, suas
atividades bioldgicas documentadas (FORZZA, et al., 2010; FLORA DO BRASIL 2020
EM CONSTRUCAO, 2018).

As plantas superiores produzem uma diversidade de compostos organicos
utilizados na execucdo de funcBes essenciais e na manutencdo da espécie, como
fotossintese, respiracdo e transporte de nutrientes. A esses compostos (aminoacidos,
nucleotideos, lipidios, carboidratos e clorofila) sdo atribuidas a nomenclatura,
metabolitos primarios. Derivados do metabolismo priméario estdo os metabdlitos
secundarios ou produtos naturais, compostos sem ampla distribuicdo em todas as
plantas, mas que executam funcdes especificas e restritas a espécie ou a familia botanica
a qual ela se relaciona. Entre 0s grupos quimicos presentes nas plantas encontram-se
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados que estdo envolvidos
principalmente com seus mecanismos de defesa (TAIZ E ZEIGER, 2013). As
substancias naturalmente produzidas, fitoquimicos, podem ser responsaveis por
interferir positivamente ou negativamente no ciclo de vida de outras plantas e insetos,

fendmeno denominado alelopatia (SOUZA et al., 2017).

O potencial terapéutico de plantas medicinais tem sido verificado a partir de
extratos e 0leos essenciais utilizando bioensaios laboratoriais ou em campo, avaliando o
potencial que um composto apresenta em promover ou impedir danos a um organismo.

Conduzidos em condigdes controladas, os efeitos provocados por agentes fisicos,
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quimicos ou biolégicos em organismos modelos sdo observados e quantificados para
diferentes tempos de exposicdo e concentracdo em testes de toxicidade. Para investigar
0 potencial alelopédtico dos compostos naturais, testes de fitotoxicidade e
citogenotoxicidade utilizando plantas como organismos modelo sdo mais utilizados. Os
parametros avaliados na fitotoxicidade vao desde a germinacéo ao crescimento radicular
e aéreo, uma vez que as raizes sofrem o primeiro contato com as substancias testes e por
consequéncia sdo as primeiras a demostrarem os efeitos causados. Reducdes nesse
parametro podem ser originadas por diferentes mecanismos de a¢do, como deficiéncia
na absorcdo de nutrientes, inibicdo da divisdo e alongamento celular e morte celular.
Assim, € importante associar o teste de citogenotoxicidade para avaliar anormalidades
nas fases de divisdo celular, nos cromossomos e no ndcleo das células, buscando
desvendar o0 modo de agdo da substancia (RAO, 1989; GRANT, 1982; GRANT, 1994;
KONG & MA, 1999; RANK et al., 2002; NOLDIN et al., 2003; FERNANDES et al.,
2007; KUMAR & DWIVEDI, 2016; ARAGAO et al., 2017).

Trabalhos evidenciando e identificando 0s compostos quimicos responsaveis
pelo potencial alelopéatico de espécies vegetais sdao importantes bancos de dados para a
producdo de herbicidas mais especificos e menos nocivos ao ambiente, comparados aos
atualmente utilizados na agricultura. Abaixo estdo relacionados alguns exemplos do

potencial biolégico dos compostos naturais investigados por diferentes pesquisadores.

Os efeitos do extrato aquoso de Eucalyptus globulus Labill foram testados na
germinacdo e crescimento inicial das espécies L. sativa e Agrostis stolonifera (capim-
bravo). Foram observados efeitos inibitorios de pré-emergéncia em ambas as espeécies,
sendo os efeitos comparéveis ao herbicida metolacloro. Avaliando plantas adultas de
alface, pulverizadas com o extrato, foi observada redugdo de biomassa aérea e radicular,
reducdo do conteldo protéico e nas concentracdes de clorofila revelando diferentes
modos de acdo, dependendo do local de entrada da fitotoxina. Foram identificados,
através de analises por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) um total de oito
compostos fenolicos (clorogénicos, dois derivados f-cumaricos, elagico, hiperosideo,
rutina, quercitrina e 3-O-glicosideo kaempferol) e outros 5 acidos organicos de baixo
peso (citrico, malico, shikimico, succinico e acidos fumarico) no extrato aquoso de E.

globulus. Apesar de terem sido encontrados efeitos fitotoxicos em plantas adultas de
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alface, 0 uso do extrato aquoso de eucalipto seria descartado em pos-emergéncia, sendo

promissor como bioherbicida de pré-emergéncia (PUIG et al., 2018).

A composicdo quimica e os efeitos alelopaticos de Hydrocotyle bonariensis
LAM (Araliaceae), também foram investidos por Silva et al. (2009), que encontraram
58,1% de monoterpenos e 19% de sesquiterpenos. Os compostos majoritarios foram
limoneno (53,6%), y-muuroleno (10,5%), E-cariofileno (2,7%), sabineno (1,9%), a-
copaeno (1,8%), d-cadineno (1,4%) e g-terpineol (0,9%). O 6leo teve seus efeitos
testados em sementes de L. sativa L. e A. cepa L. obtendo redugfes nas porcentagens de
germinacdo (54% em L. sativa e 34% em A. cepa) com inibicdo significativa no
crescimento radicular. No crescimento aéreo de L. sativa as menores concentragdes
(0,12 e 0,25%) estimularam o alongamento do hipocotilo entre 4 e 7%, respectivamente.
A maior concentracgdo, de 1,0%, inibiu o crescimento aéreo de L. sativa em 20%. Em A.
cepa foi verificada inibicdo no crescimento aéreo em todas as concentracbes com

relacdo dose-dependéncia.

Os produtos de extracdo podem variar em qualidade, quantidade e composicéo
de acordo com o clima, composicao do solo, 6rgdo da planta, idade e estagio do ciclo
vegetativo em que se encontra no momento da coleta (MASOTTI et al., 2003,
ANGIONI et al., 2006). Extratos aquosos de folhas de Senna obtusifolia causaram
inibicdo na germinacao e reducdo da velocidade com que as sementes de Lycopersicum
esculentum (tomate) germinaram (SOUZA & VENDRAMIM, 2001). O extrato obtido
da raiz de Cenchrus echinatus L. apresentou atividade inibitoria na espécie Panicum
maximum L. nas concentra¢fes de 100 e 200mg/L (BESSA et al., 2010). O extrato
diclorometandlico das folhas de Curatella americana L. (lixeira) apresentou maior
capacidade de inibicdo do que o extrato de seu caule, quando testado na germinacéo,
crescimento radicular e aéreo de P. Maximum (capim maximum), evidenciando a
diferencga de constituicdo quimica dos metabolitos secundarios em diferentes 6rgdos da
planta (BARBOSA et al., 2008).

Chapla e Campos (2010) avaliaram o potencial alelopatico do extrato aquoso de
folhas de Psidium guajava nas concentragdes de 20, 10 e 5% em bioensaios com
Lactuca sativa. A maior concentracdo aplicada foi responsavel por reduzir a germinacgao
e 0 comprimento médio das raizes. Periotto et al. (2004) compararam 0 crescimento
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radicular e aéreo de L. sativa L. tratada com extratos de Andira humilis Mart. ex Benth.
Segundo o pesquisador, o crescimento radicular em L. sativa foi mais afetado do que o
crescimento aéreo por causa da absorcdo, translocacdo e mecanismo de acdo dos

compostos potencialmente alelopatico em contato fisico com a raiz.

Seguindo a tendéncia de minimizar os impactos dos herbicidas sintéticos na
producdo agricola, pesquisadores estdo selecionando fungos fitopatogénicos para
producdo de metabdlitos secundarios com atividade herbicida. Souza et al. (2017)
isolaram 39 fungos de plantas infectadas em culturas de arroz. Vinte e oito fungos
apresentaram sintomas fitotdxicos contra a planta Cucumis sativus L. (pepino), o fungo
VP51, identificado como pertencente ao género Diaporthe, com o melhor potencial
bioherbicida. Também utilizando Diaporthe sp. Bastos et al. (2017) produziu um
bioherbicida por fermentacdo em estado sélido (SSF) com potencial uso em pos-
emergéncia. Uma formulacdo utilizando 5,5% de éleo de palma, 5,5% de adjuvantes e
HLB (balango hidrofilico lipofilico) 15,0 resultou em uma eficiéncia trés vezes maior
do que o produto ndo formulado. Estudos trazendo formulagdes com o objetivo de
potencializar o efeito bioherbicida de produtos naturais estdo aumentando. Todero et
al., 2018 buscou potencializar o efeito fitotoxico de fungos do género Phoma sp,
utilizando 6leo de palma e Tween®80 obtendo uma formulacdo de grande potencial
para pré-emergéncia e pés-emergéncia das plantas daninhas Bidens pilosa, Conyza

canadensis e, principalmente, Amaranthus retroflexus.

A atividade alelopética raramente € resultado de uma Unica substéncia, devido a
complexidade do numero de componentes encontrados nos 6leos essenciais, pode nédo
ser determinado com precisdo qual (is) componente (s) é responsavel pela atividade
biolégica evidenciada na literatura. Entretanto, estudos com alguns componentes
isolados podem ser desenvolvidos para verificar a eficacia da atividade, ou ainda, pode
ser sugerido que determinados componentes apresentem efeito biolégico sinérgico
(PERES & MALHEIROS, 2001; BERNARDES et al., 2017).

Fagodia et al. (2017) avaliaram a fitotoxicidade e a citotoxicidade do oleo
essencial de Citrus aurantiifolia e seus constituintes majoritarios, limoneno (40,92%) e
citral (27,46%). Os indices de germinacdo, crescimento radicular e aéreo foram testados
nas concentracdes de 0,10 a 1,50 mg/mL nas espécies Avena fatua, Echinochloa crus-
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galli e Phalaris minor. Evidenciando um efeito dose-resposta, os indices apresentaram
resultados significativamente reduzidos. A diminuicdo do indice mitotico e o aumento
das aberragbes cromossomicas nas concentragdes de 0,01-0,10 mg/mL, indicam
alteracOes no ciclo celular das células meristematicas de A. cepa quando tratadas com o
oleo de C. aurantiifolia, citral e limoneno. Sendo o citral o composto de maior

toxicidade, seguido pelo 6leo de C. aurantiifolia e limoneno.

Conforme exposto acima em estudos de diversos pesquisadores, as plantas sdo
excelentes organismos modelo na investigacdo de toxicidade ambiental, bem como na
prospecc¢do de substancias naturais com potencial alelopatico. Sdo atribuidos o potencial
alelopatico a espécies que possuem componentes quimicos comprovadamente
fitotoxicos, citotdxicos, genotdxicos e /ou mutagénicos, impedindo a germinagdo ou
comprometendo a capacidade de plantas modelos e daninhas de se desenvolverem. As
pesquisas relacionadas foram desenvolvidas em condi¢fes controladas de laboratério,
assim, para confirmar os efeitos observados in vitro devem-se extravasar 0S
experimentos para campo ou casas de vegetacOes que simulem o ambiente e as
interacbes naturais que nele existem. A investigacdo da toxicidade dos produtos e
extratos naturais € um importante passo no conhecimento das atividades bioldgicas
atribuidas aos mesmos (FATIMA & AHMAD, 2006).

3.4. Dionaea muscipula Ellis e seu potencial bioldgico

Popularmente conhecida como Vénus papa-moscas, Trapézio de Vénus ou
Armadilha de Vénus, Dionaea muscipula Ellis (Figura 1 e 4) foi descrita em 1770 pelo
britanico John Ellis. Seu nome cientifico é composto das seguintes partes: Dionaea: vem
do latim "Diana", que € a deusa grega da caca; muscipula: vem do latim "musci", que
significa "voar", enquanto "pula" significa "armadilhas", entdo muscipula n&o é mais do
que "cagadora com armadilha" escrito em latim. Pertencente a familia de habito
carnivoro Droseraceae, assim como Aldrovanda e Drosera, cada folha de D. muscipula
consiste de um par de lobulos articulados que rapidamente se fecham quando
estimulados por um inseto visitante. A armadilha criada por suas folhas modificadas
permanece fechada até que a vitima esteja morta e digerida, representando assim, a
Unica espécie do género Dionaea. E nativa de zonas Gimidas subtropicais da Carolina do
Norte e do Sul nos Estados Unidos e é encontrada em solos com baixas concentracdes
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de nitrogénio e fésforo. Possui um crescimento lento e resisténcia ao fogo e a baixas
temperaturas, o que contribui para o sucesso de seu cultivo ao redor do mundo
(WIDHALM & RHODES, 2016; PAVLOVIC et al., 2017; PEREZ et al., 2017).

Figura 4 - Desenho de uma Armadilha de Vénus por William Curtis (1746-1799).
Disponivel em <http://www.nal.usda.gov/curtis/images/785.jpg> Acessado em: 20
jun.18

Tradicionalmente, sua propagacao € realizada com sementes, estacas de folhas
ou partes basais da planta. Porém, a técnica de multiplicacdo atual mais utilizada pelos
produtores ornamentais é a cultura de tecidos de D. muscipula (PEREZ et al., 2017). A
utilizacdo do cultivo in vitro traz variadas possibilidades quando se leva em
consideracdo a possibilidade de se controlar totalmente o ambiente em que as plantas
irdo se desenvolver. Sendo assim, a cultura de tecidos se torna uma ferramenta
indispensavel para que possamos multiplicar Dionaea, entre outras plantas carnivoras,
com alta qualidade fitossanitaria (BARRUETO CID E TEIXEIRA, 2014), utilizando-se

da propagacdo vegetativa deste material.
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Além disso, 0 uso de elicitores bidticos e abidticos pode elevar a sintese de
compostos farmacologicamente ativos, como naftoquinonas, flavondides, antocianinas e
compostos fenolicos presentes como metabolitos secundarios importantes nos géneros
Dionaea e Drosera (ZENK et al., 1969; KREHER et al., 1990; WANG & ZONG,
2002). A super acumulacdo dessas substancias exsudadas pelas plantas para 0 meio de
cultivo também pode comprometer a integridade da planta como observado no
laboratério de cultura de tecidos da Universidade Federal de Vigosa — Campus Rio
Paranaiba, onde a espécie apresentou sintomas de toxicidade seguido da morte das

plantas.

A andlise dos metabdlitos secundarios isolados e identificados para a D.
muscipula (Tabela 1) revela uma diversidade de naftoquinonas, flavonoides e acidos
fendlicos com especial atencdo a plumbagina.

Tabela 1 - Compostos quimicos identificados em D. muscipula Ellis.

Compostos identificados Referéncias

Plumbagina, diomuscinona e diomuscipulona MIYOSHI et al., 1984

Plumbagina, hidroxitumbagina 4-O-p-glucopiranésido, KREHER et al., 1990.
droserona e 3-cloroplumbagina

Plumbagina,  3-cloroplumbagina,  8,8’-biplumbagina PAKULSKI &
(maritinona), 1-O-p-glicoilglucose, acido elégico, acido 3- BUDZIANOWSK, 1996.
O-metilglagico, 3,3-di-O acido O-metilelagico, glucosidio

e 4,4 -di-glucosidio do acido 3,3 -di- metilelagico

Plumbagina HOOK, 2001.

Plumbagina, ramentaceona, quercetina e miricetina KROLICKA et al.. 2008.

Plumbagina BANASIUK et al., 2012
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A plumbagina é produzida por espécies das familias Plumbaginaceae,
Droseraceae e Ebenaceae em suas folhas, cascas e com maior acumulacdo em raizes.
Em plantas carnivoras, a plumbagina é produzida pela via acetato-malato, onde os
precursores sdo acetil-CoA e malonil-CoA (VAN DER VIJVER, 1972; CROUCH et al.,
1990; PANICHAYUPAKARANANT e AHMAD , 2016; TOKARZ et al., 2018).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material vegetal

Para os testes bioldgicos foram utilizadas sementes comerciais de Lactuca sativa
L. variedade “baba de verdo manteiga” da marca Feltrin Sementes® e sementes de
Allium cepa L. variedade “baia periforme” da Top seed®, adquiridas em lojas agricolas.
As sementes foram submetidas a um ensaio preliminar com agua para verificar sua

capacidade de germinacao.
4.2. Procedimentos Experimentais Gerais

As plantas de D. muscipula (Figura 5) foram manipuladas durante um ano no
Laboratdrio de Cultura de Tecidos de Plantas da Universidade Federal de Vicosa —
Campus de Rio Paranaiba (UFV-CRP). Obtidas de sementes compradas em loja
especializada em plantas carnivoras e germinadas in vitro, foram mantidas em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 15 horas a temperatura de 26 + 2 °C, sob irradiancia de
cerca de 36 pmol m™ s™ (2 lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20W, Osram,
Brasil). O meio de cultura utilizado para manutencdo e multiplicagdo foi o MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), com sais na metade da forca total, 30 g L™ de
sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 2,3 g L™ de Phytagel e pH de 5,8.
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Figura 5 — Evolucdo de Dionaea muscipula in vitro durante 3 meses (a) plantula sadia,
(b) plantula morta com acimulo de substancia exsudada, (c) planta morta com acumulo
maior de substéncia exsudada.

Os extratos foram obtidos no Laboratdrio de Desenvolvimento de Agroquimicos
Naturais da UFV-CRP. A analise quimica foi realizada no Laboratério de
Cromatografia da UFV-CRP. Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de
Citogenética da Universidade Federal do Espirito Santo — Centro de Ciéncias Agrarias e

Engenharias.
4.3. Obtencéo e fracionamento do extrato

Os extratos foram obtidos de plantas vivas (EDV) e mortas (EDM) secas em
estufa de ventilagdo forcada a 36°C e também dos respectivos meios de cultura em que
se encontravam in vitro, vivas (EMDV) e mortas (EMDM). As amostras foram
maceradas e transferidas para Erlemmeyer, onde foi adicionado diclorometano (DCM)
como solvente extrator. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética por 2h. Foram
realizadas extracbes mdaltiplas sequenciais, trés vezes, para obtencdo do méximo de
extrato, que foi concentrado a partir da evaporacdo rotativa em baixa pressdo até a

completa eliminacédo do solvente extrator.
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4.4. Analise da composicado quimica e quantificacdo do composto majoritario nos

extratos

Para investigar a presenca do composto majoritario na planta e no meio de
cultura, os extratos brutos foram dissolvidos em diclorometano até uma concentracéo de
10 mg/mL e pequenas fracdes das solucBes foram aplicados em placas de cromatografia
em camada delgada preparativa (CCD) que foram desenvolvidas com fase maével de
hexano: diclorometano (1: 1 V/V). Em seguida as placas foram observadas sob luz UV
a 254 nm, e o constituinte principal relevado foi marcado, raspado e recuperado por

extracdo com o solvente diclorometano (MEYER et al., 2007).

A determinacdo da composicdo quimica das amostras foi realizada pelo preparo
de solucéo 1% de extrato e das fragdes recolhidas da CCD em diclorometano (10mg do
extrato bruto em 1mL CH,CI,) que foram analisadas utilizando-se um cromatografo a
gas acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) da marca Shimadzu QP2010
Plus. As condicdes cromatograficas das analises foram: coluna capilar de silica fundida
(30 m x 0,25 mm) com fase estacionaria RTX5 (0,25 um de espessura do filme);
empregando Hélio (He) como gés de arraste a uma vazdo de 1,0 mL/min, a temperatura
do forno foi inicialmente programada a 120°C e seguido de aumento de 5°C/min até
atingir 290°C, permanecendo por 20 minutos. Foi injetado 1,0 uL de solugdo através do
auto injetor modelo AOC-20i da marca Shimadzu a uma temperatura de 270°C; a
temperatura do detector (ou interface) foi de 280°C; foi utilizada razéo de split de 1:20.
A quantidade do composto majoritario foi determinada pelo percentual relativo das

areas dos cromatogramas (PAIVA et al., 2004).
4.5. Teste de fitotoxicidade

Os extratos EDM e EDV foram diluidos utilizando o solvente diclorometano nas
concentragcdes de 1600, 800, 400, 200 e 100 mg/L (ppm), baseadas na quantidade de
material disponivel. O composto majoritario, identificado nos extratos, também foi
diluido em diclorometano nas mesmas concentracbes, porém concentracoes
consecutivas adicionais foram investigadas objetivando encontrar uma menor dosagem
com efeitos toxicos. Sendo assim, o tratamento com o constituinte majoritario (CM)
contou com as concentragdes de 1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg/L.
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e Meétodo direto:

O ensaio foi realizado com placas de Petri de vidro contendo 9 cm de diametro
forradas com papel filtro. Estes foram embebidos com aliquotas de 2,5 mL das
diferentes concentracbes dos tratamentos diluidos em DCM. Apés a completa
evaporacdo do diclorometano, 25 sementes de L. sativa e de A. cepa foram adicionadas
para germinar em conjunto com 2,5 ml de 4gua ionizada. As placas, entdo, foram
vedadas com pléastico filme e acondicionadas em BOD a 25°C + 2°C durante o periodo
de avaliacdo. O Delineamento foi Inteiramente Casualizado (DIC) e como controles
negativos foram utilizados &gua ionizada de osmose reversa e o solvente diclorometano,
utilizado na diluicdo dos extratos. O herbicida comercial mais utilizado no Brasil, 0

glifosato, foi utilizado como controle positivo na concentracdo de 0,05%.
e Método indireto:

Sementes de L. sativa e A. cepa foram germinadas em agua até a obtencao de
aproximadamente 2 mm de raizes. As plantulas, ja formadas, foram transferidas para as
placas de Petri seguindo os mesmos pardmetros descritos acima para 0 método direto

utilizando sementes.

O numero de sementes germinadas no método direto foi contado ap6s 8, 16, 24,
32 e 48 horas de tratamento com a alface para determinacdo do indice de velocidade de
germinacdo (IVG). A cebola teve sua avaliacdo em 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas
segundo Bernardes et al. (2015). O IVG foi obtido de acordo com a formula:

IVG = (N8h x 1) + (N16h - N8h) x 12 + (N24h -N16h) x 14 + (N32h — N24h) x 18 +
(N40h — N32h) x 1/16+ (N48h — N40h) x 1/32

Onde Nxh representa 0 nimero de sementes germinadas em um determinado
periodo de horas. A porcentagem de sementes de L. sativa germinadas no método direto
(GR) e 0 comprimento de raiz (CR) foram avaliados apds 48 horas com o auxilio de um
paquimetro digital. Os mesmos parametros foram avaliados para as sementes de A.

cepa, porem apos 96 horas de tratamento.
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A parte aérea das plantulas de L. sativa foram medidas ap6s 120h para
determinar o crescimento aéreo (CA) no meétodo direto (ALVES et al., 2018). As
plantulas de A. cepa ndo tiveram seu crescimento aéreo aferido de acordo com
Bernardes et al. (2015).

4.6. Teste de citogenotoxicidade

Ap0s 48 horas de exposicdo aos tratamentos nos dois métodos de germinacéo,
foram analisadas 10 raizes de L. sativa e de cada placa de Petri. Estas foram fixadas em
metanol e &cido acético (3:1) e armazenadas em geladeira, conforme descrito pelo
protocolo de Aragdo et al. (2015). Para as raizes de A. cepa empregou-se 0 mesmo

protocolo apds 96 horas de tratamento.

As radiculas fixadas foram submetidas a uma hidrolise &cida em HCI 5N a
temperatura ambiente por 18 minutos para a confec¢do das laminas. As pontas das
raizes foram seccionadas, em lamina, para extracdo das suas regides meristematicas e
coradas com orceina acética a 2%. O material foi recoberto por laminulas e o meristema
foi macerado suavemente com o auxilio de uma caneta de ponta redonda. As laminas
foram analisadas em microscopio de luz da marca NIKON modelo eclipse Ci-S com
aumento de 400x e 1000x.

Cinco laminas de cada tratamento foram preparadas para as analises citoldgicas,
sendo analisadas 1000 células/lamina totalizando 5000 células, para cada concentracdo

investigada. O mesmo nimero foi observado para os tratamentos controles.

O indice mitético (IM) foi avaliado dividindo o nimero de células em divisédo
(profase, metéfase, anafase e tel6fase) pelo nimero total de células avaliadas em cada
tratamento. As frequéncias de alteracbes cromossomicas (AC) e alteragbes nucleares
(AN) foram calculadas dividindo o nimero de alteragdes pelo nimero total de células
analisadas. Foram contabilizadas as alteragcGes cromossémicas dos tipos: cromossomo
perdido, cromossomo aderente, poliploidia, C-metéfase, ponte cromossdmica e atraso.
As frequéncias de micronlcleos (MNC), brotos celulares e nucleos condensados
observados foram categorizadas como as alteracdes nucleares (ARAGAO et al., 2015;
ALVES et al., 2018). A genotoxicidade dos compostos foi avaliada a partir da contagem
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de AC e AN, enquanto o IM foi utilizado para a avaliacdo do potencial citotoxico
(LEME E MARIN-MORALES, 2009; MARTINS et al., 2016).

Os efeitos aneugénicos foram analisados mediante identificacdo de células em
divisdo com metéafase irregular (C-metéfase), alteracdes na anafase (multipolar, com
atraso, etc.), mudancas na tel6fase (atrasos) e/ou células binucleadas, multinucleadas,
perdas cromossdmicas e modificacBes nas proteinas expressas, gerando Cromossomos
pegajosos ou aderéncia cromossdmica. Os efeitos clastogénicos foram identificados
baseando-se na frequéncia de células com pontes e quebras cromossémicas
(COSTALONGA & BATITUCCI, 2014).

4.7. Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e as médias ao
teste de Dunnett a 5% de significancia para comparar os tratamentos com os controles
(BERNARDES et al., 2015). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

aplicativo computacional em estatistica aplicada a genética "Genes" (CRUZ, 1998).
5. RESULTADOS
5.1. Obtencdo e fracionamento dos extratos diclorometandlicos

Os extratos obtidos apresentaram caracteristica de um semi-solido e coloracéo

castanho escuro como observado na figura 6.

Figura 6 - Extrato obtido a partir de plantas de D. muscipula mortas durante seu cultivo
in vitro. Fonte: autora (2017).
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Com base nos dados dos extratos (Tabela 2), o rendimento da extracdo foi maior
utilizando a planta D. muscipula ap6s a sua morte, uma vez que foi observado um
rendimento de 2,23%, valor 16% maior do que o obtido na extracdo quando a planta
ainda se encontrava viva (1,92%).

Tabela 2 - Obtencéo de extratos de meios de cultura e da planta de D. muscipula morta e

viva
Extratos Identificacéo Rendimento
(%)
Meio de cultura D. muscipula morta EMDM 8,15x 107
Meio de cultura D. muscipula viva EMDV 8,41x10™
Planta D. muscipula morta EDM 2,23
Planta D. muscipula viva EDV 1,92

5.2. Analise da composi¢do quimica e quantificagdo do composto majoritario nos

extratos

A plumbagina foi identificada como o composto majoritario presente nos quatro
extratos de D. muscipula através da cromatografia em camada delgada (CCD), seguido

da identificagcdo por CG-EM da maior fracédo recolhida nas cromatoplacas.

Extratos da planta juntamente com a plumbagina padrdo comercial foram
submetidos a CCD para confirmar sua presenca. Outras fracbes de compostos em
menores concentracdes no extrato foram reveladas com a exposicdo da cromatoplaca de

silica a luz ultravioleta.

As fragdes dos extratos de D. muscipula recolhidas apés sua submisséo a CCD e
identificadas através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) confirmam a capacidade de se isolar a plumbagina pura como 0 composto

majoritario presente nos extratos, conforme mostra a figura 7.
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Figura 7 - Cromatograma da fracéo obtida do extrato de D. muscipula por CG-EM.

As porcentagens de plumbagina encontradas nos extratos foram de 36,86% no
extrato do meio de cultura da planta morta (EMDM), 54,12% no extrato do meio de
cultura da planta viva (EMDV), 53,13% no extrato da planta morta (EDM) e 89,71% no
extrato da planta viva (EDV) (Figura 8).
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Figura 8 - Cromatograma com os teores de plumbagina encontrados nos extratos de D.
muscipula: (a) meio de cultura da planta morta, (b) meio de cultura da planta viva (c) da
planta morta, (d) da planta viva por meio de CG-EM.
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5.3. Fitotoxicidade em bioensaios vegetais

Nos ensaios macroscéopicos foram avaliados a porcentagem de germinacao (%
germinacdo), o indice de velocidade de germinacéo (IVG), o crescimento radicular (CR)
e o crescimento aéreo (CA), sendo este Ultimo apenas para L. sativa. As sementes, das
duas plantas modelo, tratadas com os extratos de D. muscipula morta (EDM), D.
muscipula viva (EDV) e plumbagina (PLUM) apresentaram inibicdo gradual de todos
0S parametros observados, de acordo com o aumento das concentracfes aplicadas
(Figura 9).

Os tratamentos com EDM e EDV foram responsaveis por reduzir a %
germinacdo, o IVG, o CR e o CA nas concentracdes de 1600, 800 e 400mg/L em L.
sativa, espécie em que também se observou a reducdo do IVG e do CR na concentragao
de 200mg/L e diminuigdo do CR em 100mg/L em ambos os tratamentos. O tratamento
com plumbagina reduziu todos os parametros avaliados em L. sativa nas concentracdes
de 1600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25mg/L. A concentracdo de 12,5mg/L reduziu o IVG,
CReCA.

Na espécie A. cepa, os tratamentos de EDM e EDV reduziram os indices de %
germinacdo, IVG e CR nas concentracdes de 1600, 800 e 400mg/L. Enquanto a
concentracdo de 200mg/L de EDM reduziu o CR e a mesma de EDV reduziu a % de
germinacdo, o IVG e o CR, este ultimo parametro também reduzido na concentracdo de
100mg/L de EDV. A plumbagina reduziu todos os indices avaliados em A. cepa (%
germinacdo, IVG e CR) em todas as concentracfes ensaiadas (1600, 800, 400, 200, 100,
50, 25, 12,5mg/L).
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Figura 9 - Porcentagem de germinacéo (a), indice de velocidade de germinacéo (b),
Crescimento radicular (c) e Crescimento aéreo (d) de sementes de alface e cebola
tratadas no método direto com diferentes concentragdes dos extratos de D. muscipula
morta (EDM) e D. muscipula viva (EDV), plumbagina (PLUM), agua (AGUA),
diclorometano (DCM) e glifosato (GLIF). Os nimeros no eixo horizontal da figura
representam as concentracdes em mg/L, avaliadas dos tratamentos. As médias seguidas
pela letra “a” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo com agua (H,0), as
médias seguidas de “b” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo com solvente
diclorometano (DCM), e as médias seguidas de “c” sdo estatisticamente idénticas ao
controle positivo glifosato (GLIF), de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05), e médias
com auséncia de letras sdo estatisticamente diferentes de todos os controles.

Durante a condugdo do experimento foram observadas algumas anormalidades
morfoldgicas nas plantulas de L. sativa e A. cepa, germinadas nos métodos direto e
indireto. Além de inibir o alongamento da radicula e do hipocétilo, as raizes que
eclodiram nas maiores concentracdes em todos os tratamentos foram mais espessas e de

coloragéo escurecida conforme mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Plantulas de L. sativa (1) e A. cepa (2) com meristemas apicais escurecidos
(setas) no tratamento com a plumbagina no método indireto, acompanhados por
plantulas desenvolvidas no controle negativo, agua.
5.4. Citogenotoxicidade em L. sativa

Para as andlises de citogenotoxicidade foram utilizados ensaios microscopicos

para avaliar o indice mitdtico (IM), as alteracdes cromossdmicas (AC), as alteracoes
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nucleares (AN) e a frequéncia de micronucleos (MNC). Conjuntamente, as frequéncias
de cada tipo de AC induzidas foram contabilizadas, sendo elas: cromossomo perdido
(PER), pegajoso (PEG), C-metéfase (CMET), ponte cromossémica (PON) e atraso
(ATRA).

Dois métodos foram utilizados para a germinacgdo das sementes visto que alguns
tratamentos apresentaram elevada atividade fitotoxica, impedindo completamente a
obtencdo de raizes para as anélises citogenéticas. No método direto (MD), as sementes
foram germinadas em contato com o agente tdxico desde o inicio do experimento, no
caso, em contato direto com os extratos de D. muscipula (EDM e EDV) e sua substancia
majoritaria, plumbagina. No método indireto (M), primeiro as raizes foram obtidas
com a germinacdo das sementes em agua e posteriormente foram transferidas para as

placas de Petri contendo o tratamento com a plumbagina em diferentes concentraces.

A analise das células meristematicas de L. sativa tratadas no MD mostrou que 0s
tratamentos de 400 mg/L de EDM e EDV causaram reducdes no IM similares ao
encontrado para o controle positivo, glifosato (Figura 11). As taxas de AC observadas
nos tratamentos EDM 100, EDV 200, EDV 100 e PLUM 25 foram superiores as
alteracdes induzidas no tratamento com glifosato. No tratamento EDV 100, por
exemplo, foram observadas alteracbes dos tipos MNC, PER, PEG e CMET, maior
diversidade de alteragdes em um mesmo tratamento. A alteracdo cromossémica do tipo

PEG foi a mais comum aos tratamentos aplicados no MD em L. sativa (Figura 11).
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Figura 11 - Citogenotoxicidade dos extratos obtidos a partir de D. muscipula morta (EDM), D. muscipula viva (EDV), plumbagina (PLUM),
glifosato (GLIF), diclorometano (DCM) e 4gua (AGUA), testados em células meristematicas de L. sativa obtidas pelo método direto. Os
nameros no eixo horizontal da figura representam as concentra¢fes em mg/L, avaliadas dos tratamentos. As médias seguidas pela letra “a” sdo
estatisticamente idénticas ao controle positivo (GLIF), as médias seguidas de “b” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo com
solvente (DCM), as médias seguidas de “c” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo (AGUA), e as médias seguidas por “o0” sio
idénticas a todos os controles, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05), e médias com auséncia de letras sdo estatisticamente diferentes de
todos os controles.
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Foram observados aumentos nos indices da variavel AN nos tratamentos PLUM
25 e EDV 400 nas celulas meristematicas de raizes da L. sativa, tratadas no método
direto (Figura 11). Néo foi possivel observar os efeitos das concentra¢es de 1600 e 800
mg/L dos tratamentos com EDM e EDV e 50 mg/L de PLUM em virtude da auséncia de

raizes para a analise.

O tratamento com a plumbagina no MI ocasionou reducGes estatisticamente
diferentes do controle positivo, glifosato, no IM de L. sativa em todas as concentragdes
avaliadas. Promovendo também, em todas as concentra¢cdes, um aumento nas AC
observadas, especialmente PEG, ap6s 48 horas de exposicdo a substancia. Enquanto as
concentracdes de 1600 e 200 mg/L de plumbagina foram responsaveis por aumentar a

incidéncia de AN observadas (Figura 12).
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Figura 12 - Citogenotoxicidade dos extratos obtidos a partir de D. muscipula morta (EDM), D. muscipula viva (EDV), plumbagina (PLUM),
glifosato (GLIF), diclorometano (DCM) e 4gua (AGUA), testados em células meristematicas de L. sativa obtidas pelo método indireto. Os
nameros no eixo horizontal da figura representam as concentracfes em mg/L, avaliadas dos tratamentos. As médias seguidas pela letra “a” sdo
estatisticamente idénticas ao controle positivo (GLIF), as médias seguidas de “b” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo com
solvente (DCM), as médias seguidas de “c” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo (AGUA), e as médias seguidas por “o0” sio
idénticas a todos os controles, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05), e médias com auséncia de letras sdo estatisticamente diferentes de

todos os controles.
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Foram observadas manifestacdes de apoptose nas células meristematicas de L.
sativa, como ilustrado na Figura 13A e 13B. A Alteracdo Cromossdmica com maior

incidéncia de observagdo nas células meristematicas de alface em todos os tratamentos

foi cromossomo pegajoso (Figura 13D).
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Figura 13 - Células meristematicas de L. sativa tratadas com EDM, EDV e PLUM. (A)
Nucleos condensados, (B) Nucleos condensados com microntcleo, (C) Teléfase com
ponte e micronucleo, (D) Cromossomo pegajoso, (E) C-Metéfase, (F) Micronucleo, (G)
C-Metéfase poliploide, (H) Anafase com ponte dupla, (I) Anafase com atraso e perda
cromossémica. Barra: 10 pm.
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5.6. Citotoxicidade em A. cepa

As analises das células meristeméticas de A. cepa tratadas no MD mostraram
que os tratamentos EDM 200, EDM 400, PLUM 25, EDM 800, EDV 400 e EDV 200
mg/L causaram reducdes no IM similares estatisticamente, segundo Dunnet 0,05%, ao
encontrado para o controle positivo, glifosato. Foi observado um aumento no indice de
AN, estatisticamente similares aos efeitos do glifosato, nos tratamentos PLUM 25,
PLUM 12,5 e EDV 200 mg/L. J& as inducBes de AN nos tratamentos EDV 400, EDV
800 e EDM 800 mg/L foram, estatisticamente, superiores ao controle positivo (Figura
14).

Com excecdo da concentracdo 400 mg/L na variavel AC, todas as concentracoes
de plumbagina avaliadas no MI foram responsaveis pela reducdo do 1M, aumento de
AC e aumento nas AN (Figura 15).

48



M mAC mAN sMNC ®EPER EPEG mCMET mPON ®mATRA

80 -

70 a
g
& 60 |
9
£
= a
= 30 A
)
=
E a
= 40 4 a
E ac
&
=
5 30 o .
w
e
w20 4
et be
= o be o be b c
5 10 - a a a
2 a
= 0 ° be be &0 I ° b
K aoflood?%Ad Tl 20%00 %00 oco N2%0ood™% ao|ooa 20 aofooe > B%Roo0os® [ 1020 o |[LooTo00 [ 093020 aalaaz bbbbbb cfcee

0. i L B T STe ¢ S a

300 400 200 100 300 400 200 100 23 125
EDM EDV FLUM GLIF DCM AGUA
-10 -
Tratamentos pelo método direto

Figura 14 - Citogenotoxicidade dos extratos obtidos a partir de D. muscipula morta (EDM), D. muscipula viva (EDV), plumbagina (PLUM),
glifosato (GLIF), diclorometano (DCM) e agua (AGUA), testados em células meristematicas de A. cepa obtidas pelo método direto. Os nlimeros
no eixo horizontal da figura representam as concentracdes em mg/L, avaliadas dos tratamentos. As médias seguidas pela letra “a” sdo
estatisticamente idénticas ao controle positivo (GLIF), as médias seguidas de “b” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo com
solvente (DCM), as médias seguidas de “c” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo (AGUA), e as médias seguidas por “o0” sio
idénticas a todos os controles, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05), e médias com auséncia de letras sdo estatisticamente diferentes de
todos os controles.
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Figura 15 - Citogenotoxicidade dos extratos obtidos a partir de D. muscipula morta (EDM), D. muscipula viva (EDV), plumbagina (PLUM),
glifosato (GLIF), diclorometano (DCM) e agua (AGUA), testados em células meristematicas de A. cepa obtidas pelo método indireto. Os
nimeros no eixo horizontal da figura representam as concentra¢fes em mg/L, avaliadas dos tratamentos. As médias seguidas pela letra “a” sdo
estatisticamente idénticas ao controle positivo (GLIF), as médias seguidas de “b” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo com
solvente (DCM), as médias seguidas de “c” sdo estatisticamente idénticas ao controle negativo (AGUA), e as médias seguidas por “o0” sio
idénticas a todos os controles, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05), e médias com auséncia de letras sdo estatisticamente diferentes de

todos 0S controles.
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A alteracdo cromossdmica com maior incidéncia de observacdo nas células
meristematicas de A. cepa foi cromossomo pegajoso (PEG), assim como o encontrado
para a L. sativa (Figura 15). Alteracdes nucleares tipo célula binucleada (16F), broto
celular (16C), microndcleo, (16B) e nucleo condensado (16B, 16C), assim como células

em processo de morte celular por apoptose (16J, 16K, 16L) também foram observadas.

Figura 16 - Células meristematicas de A. cepa tratadas com EDM, EDV e PLUM. (A)
Tel6fase com perda cromossdmica, (B) Nucleo condensado com micronicleo, (C)
Nucleo condensado com broto celular, (D) Tel6fase com comunicacdo celular, (E)
Cromossomo pegajoso, (F) Célula binucleada com nucleo condensado, (G) Anafase
com ponte e perda cromossémica, (H) C-metafase, (I) Anafase com formacéo de brotos,
(J) Cromossomo pegajoso com inicio de apoptose, (K) Apoptose, (L) Apoptose. Barra:
10 pum.
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6. DISCUSSAO

A andlise de fitotoxicidade dos extratos e da plumbagina buscou avaliar a
capacidade destes compostos em induzir alteracbes que possam comprometer a
sobrevivéncia de modelos vegetais. A elevada reducdo dos parametros de porcentagem
de germinacdo, indice de velocidade de germinagdo, crescimento radicular e
crescimento aéreo observado na L. sativa em resposta ao tratamento com a substancia
isolada, confirmam o potencial alelopatico dos extratos de D. muscipula e da
plumbagina. As concentragdes de 1600 mg/L e 800 mg/L do EDV foram responsaveis
pela ndo germinacdo de 100% das sementes de L. sativa, sendo que as mesmas
concentracdes do EDM apresentaram 1,6% e 13,6% de germinacdo, respectivamente.
Enquanto o glifosato a 0,05% (500 mg/L) apresentou efeito idéntico ao tratamento com
a agua, tendo uma taxa de germinacao de 97,6% em L. sativa. As sementes de L. sativa
quando tratadas com as diluicdes de 1600, 800, 400, 200 e 100 mg/L de plumbagina
apresentaram auséncia completa de germinacdo. A diluicdo de 50 mg/L reduziu para

5,6% a germinacéo e 25 mg/L para 80,8% (Figura 9a).

Para o modelo A. cepa, o glifosato expressou uma taxa de germinacgéo igual a
66,4%, ligeiramente maior que a agua, com 64%. As sementes de A. cepa apresentaram
7,2% e 28% de germinacdo nas duas maiores concentracdes de EDM, enguanto as
mesmas concentracfes de EDV resultaram em 6,4% e 13,6% de germinagédo (Figura
9a). A concentracdo de 400 mg/L dos dois extratos também interferiu na porcentagem
de germinacdo em ambas as espécies modelo. A concentracdo de 200 mg/L do EDV
reduziu a porcentagem de germinacdo de A. cepa para 35,2%. No tratamento com
plumbagina, as sementes de A. cepa apresentaram reducdo nas taxas de germinacao
estatisticamente diferentes dos controles em todas as concentragcdes estudadas. A
concentracdo de 1600 mg/L inibiu completamente a germinacdo, enquanto a 800 mg/L
germinaram apenas 3,2% das sementes, 400 mg/L (7,2%), 200 mg/L (4%), 100 mg/L
(17,6%), 50 mg/L (6,4%), 25 mg/L (18,4%) e 12,5 mg/L (30,4%) (Figura 9a).

Compostos fenolicos, como a plumbagina, estdo entre os principais grupos de
metabolitos secundéarios sintetizados pelas plantas, entre eles destacam-se os fendis
naturais timol e carvacrol por apresentarem atividade fitotoxica (TAIZ E ZEIGER,
2013; PINHEIRO et al., 2015). Utilizando cloroacetato de sodio, sob refluxo, seguido
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por acidificacdo, Alves et al. (2018) sintetizaram o0s acidos timoxiacético e
carvacroxiacetico, andlogos dos herbicidas 2,4-D e MCPA isentos de cloro. Os fendis e
seus respectivos acidos fenoxiacéticos foram testados no desenvolvimento inicial de
sementes de L. sativa e Sorghum bicolor (sorgo). A concentracdo de 3 mmol L- 1 de
carvacrol ocasionou aproximadamente 40% de inibicdo da germinacéo e 56% do indice
de velocidade de germinacdo em S. bicolor, sendo mais eficiente que o herbicida
comercial testado. Ao contrario do presente estudo, o efeito tdxico do &cido
timoxiacético foi seletivo, semelhante ao do herbicida comercial 2,4-D, enquanto os
tratamentos com EDM, EDV e plumbagina foram mais eficientes que o glifosato em

inibir o desenvolvimento inicial de L. sativa e A. cepa.

A reducdo do CR promovida pelo controle positivo, glifosato, foi de 50,74%,
comparado ao observado para o controle negativo com agua. Ja nas plantulas de alface
tratadas com as diferentes concentracdes do EDM, a reducdo variou de 97,7 a 23,89%,
sendo que as concentraces de 1600 mg/L e 800 mg/L com melhores resultados. A
reducdo observada para o tratamento com EDV foi mais promissora, com redugdes de
100 a 87,69% entre as concentragdes de 1600, 800 e 400 mg/L. Enquanto o tratamento
com a PLUM, nas oito concentracfes estudadas (1600 a 12,5 mg/L), foi responsavel por
reducdes entre 100 a 46% no CR em alface. Resultados similares foram observados nas

plantulas de cebola, porém em menores porcentagens (Figura 9c).

Gongalves et al. (2009a) visualizaram a inibicdo da expansdo radicular nas
poucas sementes germinadas nas maiores concentracdes dos extratos de D. lusitanicum
e reducdo significativa no comprimento radicular, aéreo e na biomassa produzida.
Assim como o observado no presente estudo, a espécie A. cepa estudada foi menos
afetada pelo tratamento com o0s extratos quando comparado a espécie L. sativa. Segundo
Silveira et al., (2017), ao compararem os efeitos toxicos do Cadmio em L. sativa e A.
cepa num periodo de 120h, A. cepa ndo apresentou desenvolvimento da parte aérea nem
mesmo no controle, sendo atribuido sua menor sensibilidade a sua caracteristica
fisiologica, uma vez que seu desenvolvimento seria mais lento que o da L. sativa.
Corroborando com os estudos realizados por Tigre et al. (2012) e Silveira et al. (2017),

L. sativa foi mais eficiente em demostrar a fitotoxicidade dos extratos EDM e EDV,
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bem como da préopria plumbagina, devido sua maior sensibilidade e rapidez no

desenvolvimento inicial.

Importante ressaltar que as plantas mortas, que seriam descartadas, apresentaram
rendimento suficiente para a conducdo dos testes assim como um elevado teor de
plumbagina (53,13% do conteddo). Ja as plantas vivas, que ndo apresentaram
interrupcdo na sintese de metabolitos, apresentaram concentracdo de plumbagina
superiores chegando a 89,71% no EDV. A concentragdo de 89,71% de plumbagina no
EDV pode explicar os resultados superiores de fitotoxicidade encontrados para este

tratamento, quando comparados ao que utilizou 0 EDM, que possuia apenas 53,13%.

Os parametros de crescimento radicular e aéreo dos modelos vegetais tratados
com EDM, EDV e PLUM mostraram-se equivalentes ao encontrado para o herbicida
glifosato, que atua bloqueando o desenvolvimento das plantulas. O glifosato, N-
fosfonometil glicina, € um herbicida (disponivel comercialmente como Roundup)
organofosforado nédo-seletivo, sistémico e de atuacdo pds-emergente capaz de inibir
especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPs) que
catalisa a reacdo do chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato. Essa inibigdo evita a
sintese de trés aminoacidos essenciais: triptofano, fenilalanina e tirosina, precursores de
produtos como lignina, antocianinas, compostos fendlicos e promotores e inibidores de
crescimento (ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004). A fenilalanina é uma substancia
intermediéria na biossintese da maioria dos compostos fenélicos que atuam como
compostos de defesa contra herbivoros e patdgenos, e também como suporte mecanico,
atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos, na protecdo contra radiacdo
ultravioleta ou reduzindo o crescimento de plantas competidoras adjacentes (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

A estimulacdo do crescimento radicular foi observada nas menores
concentragdes, de 100 mg/L, dos extratos com a planta viva e morta no modelo
bioldgico alface. No entanto, esse crescimento ndo envolve simplesmente a proliferagcdo
celular, mas também uma func@o de alongamento das células comum para pequenas
concentracdes de substancias auxinicas. Que agem proporcionando 0 crescimento

vegetal a partir do afrouxamento da parede celular pelas proteinas expansinas no
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processo de diferenciagdo (HARASHIMA E SCHNITTGER, 2010; TAIZ E ZEIGER,
2013).

As anormalidades morfoldgicas nas plantulas de L. sativa e A. cepa, com
indicios de oxidacdo, também foram relatadas por Gongalves et al. (2009a) no
tratamento de L. sativa e trigo com extratos da planta carnivora D. lusitanicum,
evidenciando o efeito toxico dos extratos contendo plumbagina, bem como da propria

substancia.

O potencial que uma determinada substédncia tem em inibir ou aumentar a
proliferacdo celular pode ser avaliado através dos valores de indices mitéticos. O IM é
uma variavel muito plastica uma vez que, se aumentada pode permitir uma maior
visualizagdo no nimero de AC e sua diminuicdo pode ser desencadeada através do
mecanismo de defesa da célula aos danos celulares provocados pelo ambiente
(PINHEIRO et al. 2015, ALVES et al, 2017). Com isso, a diminui¢cdo do IM nas
maiores concentracfes dos tratamentos EDM, EDV e PLUM, significa que existe um
menor numero de células em processo de divisdo celular devido as alteracGes
proporcionadas pelos compostos quimicos presentes nos extratos. Em resposta a
citotoxicidade dos tratamentos nas plantas modelos, foram observadas reducdes da taxa
de germinacdo, do crescimento radicular e do crescimento aéreo, apenas em L. sativa,

variaveis que atestam a fitotoxicidade dos compostos ensaiados.

Células de Nicotiana tabacum cv. amarelo brilhante -2 (BY-2) tratadas com
plumbagina apresentaram citotoxicidade em concentracdes acima de 50 pg/L. As
células apresentaram reducdo da viabilidade celular com forte inibicdo do crescimento,
diminuicdo no IM, elevada condensacdo da cromatina, alteragdes cromossdmicas do
tipo ponte e C-metéfases. Resultados que corroboram a citotoxicidade da plumbagina
observada para L. sativa acima de 100 mg/L e A. cepa acima de 25 mg/L, no presente
estudo. A morte celular por apoptose, induzida pela geragdo de espécies reativas de
oxigénio, apés o tratamento com plumbagina é bem documentada (INBARAJ e
CHIGNELL, 2004; POWOLNY e SINGH, 2008; KUMAR et al., 2009; KLAUS et al.,
2010). Isto pdde ser observada através de sondas fluorescentes de dihidroetidio,
confirmando o mecanismo que desencadeia a morte celular programada por apoptose
induzida pela naftoquinona plumbagina (BABULA et al, 2009).
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No modelo vegetal L. sativa foi possivel visualizar um maior nimero de
diluicdes promovendo um aumento no indice de AC, quando comparado a A. cepa. O
tratamento EDV 100 mg/L no MD, por exemplo, foi responsavel por uma taxa de AC
5,48 vezes o valor de AC promovidas pelo glifosato. No MI esse valor chegou a ser
10,20 vezes o valor de AC encontradas no glifosato no tratamento PLUM 100. A
alteracdo cromossémica com maior incidéncia foi a aderéncia para ambos 0s sistemas
testes. Caracteriza pela unido dos cromossomos, seu efeito irreversivel pode levar a
morte celular (ARAGAO et al. 2015; BERNARDES et al 2015, ALVES et al. 2017). E
uma alteracéo que pode indicar diferentes mecanismos de acdo simultaneamente, sendo:
clastogénico, aneugénico, e/ou epigenético (FREITAS et al., 2016; SILVEIRA et al.,
2017; SANTOS et al., 2018).

As alteragdes nucleares sdo mudancas morfoldgicas e bioquimicas ocorridas no
nucleo celular podendo ser expressas nas formas de micronucleo, broto nuclear, célula
binucleada e nucleo condensado. (FERNANDES et al., 2007; ANDRADE-VIEIRA et
al., 2011; ALVES et al., 2018). Andrade-Vieira et al. (2011 e 2014) explicam que, em
termos citolégicos, a morte celular pode ser caracterizada pela presenca de nucleo
condensado, representado no estudo como AN. Em A. cepa foram identificados um
namero maior de tratamentos promovendo AN, sendo 0 EDV 400 responsavel por 3,26
vezes a taxa de alteracGes induzidas pelo glifosato no MD e PLUM 1600 mg/L com
1,77 vezes o glifosato no MI. A formagdo de micronlcleos observado no tratamento
EDV 100 mg/L, em ambos os modelos vegetais, estd relacionada a fragmentos
acéntricos ou retardatarios dos cromossomos sendo excluidos do ndcleo propriamente
dito durante a mitose (MA, et al., 1995).

Varios mecanismos de acdo foram identificados para a plumbagina utilizando
diferentes modelos bioldgicos. Fujii et al. (1992) e Kawiak et al. (2007) relataram a
formacdo de um “complexo clivavel” reversivel entre a Topoisomerase II e a
plumbagina, resultando na fragmentagdo do DNA. Segundo Acharya et al. (2008), a
plumbagina é responsavel por inibir a polimerizagdo da tubulina em microtdbulos em
estudos in vitro utilizando células de carcinoma do epitélio do pulm&o. Gongalves et al.
(2010) observaram a inibi¢do do ciclo celular na fase G2 da mitose até a inducdo de

apoptose em células do adenocarcinoma cervical humano (HelLa). Segundo Seshadri et
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al. (2011) a plumbagina induz a condensacdo da cromatina e a formacdo de corpos
apoptoticos com a ativacdo da enzima caspase-3, resultado do estresse oxidativo que as
mitocdndrias sofrem pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em linfdcitos

do sangue periférico humano.

Baseado nos resultados encontrados todos os extratos utilizados apresentaram
efeitos citotoxicos e genotoxicos nas células das raizes de L. sativa e A. cepa. Sendo
que, os efeitos foram mais pronunciados em EDV devido a maior quantidade de
plumbagina.

A analise da frequéncia dos diferentes tipos de AC que ocorreram nas células
meristematicas da L. sativa e A. cepa pode indicar o mecanismo de acdo dos extratos e
da plumbagina. A maior incidéncia de aderéncia cromossdmica e Cromossomos
perdidos indicaram um efeito aneugénico dos tratamentos EDM, EDV, PLUM e
GLIFOSATO. Diferente dos efeitos clastogénicos relatados para a plumbagina em
células de tabaco (BABULA et al. (2009) e corroborando o efeito aneugénico do
glifosato, investigado em células de A. cepa por Rank e Nielsen (1994). Entretanto, a
aderéncia pode ter sido originada por efeitos clastogénicos que alteraram as
propriedades fisico-quimicas do DNA (FREITAS et al., 2016; SANTOS et al., 2018) ou
por alteracdes epigenéticas, com menores sinais de fosforilacdo da histona 3 (FREITAS
et al., 2016).

As maiores inducbes de danos no ciclo celular de L. sativa e A. cepa pelo
tratamento com plumbagina corroboraram a hipotese dela ter causado a morte
prematura das plantas carnivoras da espécie D. muscipula no seu cultivo in vitro. A
cultura de tecidos possui uma elevada aplicabilidade, além de uma solucéo para salvar
espécies ameacadas, pode ser utilizada como fonte alternativa para fins farmacolégicos.
Além da répida multiplicacdo de biomassa vegetal, também cria a possibilidade de se
aumentar o conteudo de metabdlitos secundarios sintetizados com a aplicagdo de
precursores biossintéticos (VERPOORTE et al., 1999) ou a aplicacéo de elicitores que
induzem respostas de defesa nas plantas (NAHALKA et al., 1996; HOOK, 2001;
KROLICKA et al., 2008).
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A atividade antibacteriana de extratos de D. muscipula, por exemplo, foi
aumentada com a utilizacdo de acido jasmoénico como elicitor, sendo responsavel por
aumentar em 2,6 vezes o nivel de plumbagina, comparado ao controle (KROLICKA et
al., 2008). Pesquisas com a utilizagdo de elicitores em espécies da familia Droseraceae
tambeém estdo sendo conduzidas no Laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Vigosa- Campus Rio Paranaiba (Dados ndo publicados). Assim, baseando-se
nos resultados encontrados de fitotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade dos
extratos diclorometandlicos de D. muscipula em L. sativa e A. cepa, espera-se ampliar o
estudo do efeito alelopatico do extrato, melhorando seu potencial para utilizacdo no

controle de plantas daninhas.
7. CONCLUSAO

As porcentagens de plumbagina encontradas nos extratos foram superiores aos
demais constituintes, indicando-a como constituinte majoritario com 36,86% no extrato
do meio de cultura da planta morta (EMDM), 54,12% no extrato do meio de cultura da
planta viva (EMDV), 53,13% no extrato da planta morta (EDM) e 89,71% no extrato da
planta viva (EDV). Indicando que a substancia amarela foi naturalmente sintetizada
pelas plantas e em funcdo do cultivo in vitro ficou acumulada, fornecendo assim, um

ambiente propicio para sua autointoxicacao.

A elevada fitotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade da plumbagina a
indicam como substancia alelogquimica nos extratos, fato confirmado devido a
observacdo de maiores efeitos em extratos que a apresentaram em maiores

concentragdes.

ReducBes na germinacdo, crescimento radicular e indice mitético foram
observados nas plantulas de L. sativa e A. cepa tratadas com os extratos de D.
muscipula viva e morta, comparado ao controle positivo, glifosato, indicando seu
potencial fitotdxico e citotdxico. As concentragdes de 1600, 800 e 400 mg/L dos EDV e
EDM se mostram boas opc¢Bes no controle pré-emergente de espécies modelos.
Enquanto as concentracdes de 800, 400 e 200 mg/L apresentaram alteragdes no ciclo

celular que podem comprometer a integridade dos dois modelos vegetais ensaiados.
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Reducdes no Indice Mitético acompanhados de aumento de Alteragdes
cromossomicas e nucleares nos meristemas radiculares de L. sativa e A. cepa confirmam
a capacidade dos extratos e da plumbagina em causar a morte celular em espécies
vegetais. A reducdo no Indice mitético, conforme dose-dependéncia, demostra o efeito
citotoxico dos tratamentos, EDM, EDV e PLUM, que também apresentaram efeito
genotoxico devido ao aumento nas alteragdes nucleares e cromossdémicas. Dentre elas,
as maiores visualizagfes de cromossomos pegajosos e perdidos indicam uma agéo

aneugénica dos compostos.

Os resultados da investigacdo das atividades fitotoxicas, citotoxicas e
genotoxicas dos tratamentos EDM, EDV e PLUM contribuiram para identificar a causa
da morte prematura de Dionaea muscipula in vitro e sugerem a possibilidade de serem
desenvolvidos produtos ecologicamente corretos e aceitaveis para 0 manejo de plantas

daninhas no sistema agricola.
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