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RESUMO

A presente pesquisa teve por intuito avaliar o potencial alelopatico e genotoxico do extrato aquoso da Erva de
Santa Maria sobre sementes de alface (Lactuca sativa L.) e raizes de cebola (Allium cepa L.), em diferentes
concentracdes. O bioensaio de alelopatia foi conduzido em BOD (25°C), e fotoperiodo de 12 horas, com extrato
aquoso nas concentragdes de 0, 3, 6, 12, e 24 g/L, obtido por infusdo de folhas frescas e um controle negativo de
agua destilada. Os resultados obtidos variaram, sendo que algumas das concentracdes ndo se diferiram
estatisticamente do controle, exceto no IVG, o qual apresentou médias superiores, demonstrando um efeito
positivo. Os dados apresentados ao longo da pesquisa, evidenciaram que as infusbes da Erva de Santa Maria
apresentam efeito alelopético sobre sementes de alface, e efeito genotoxico sobre raizes de cebola quando elevadas
as concentracdes dos extratos para a preparacdo do ché.

Palavras-chave: Divisdo celular. Germinabilidade. Mutagénese.

ABSTRACT

The present research aimed to evaluate the allelopathic and genotoxic potential of the aqueous extract of Santa
Maria herb on lettuce seeds (Lactuca sativa L.) and onion roots (Allium cepa L.), in different concentrations. The
allelopathy bioassay was conducted in BOD (25°C), and photoperiod of 12 hours, with aqueous extract in
concentrations of 0, 3, 6, 12, and 24 g / L, obtained by infusing fresh leaves and a negative control of distilled
water. The results obtained varied, being that some of the concentrations did not differ statistically from the control,
except in the IVG, which presented superior averages, demonstrating a positive effect. The data presented
throughout the research, showed that the infusions of the Santa Maria herb have an allelopathic effect on lettuce
seeds, and a genotoxic effect on onion roots when the concentrations of extracts for the preparation of tea are high.
Key words: Cell division. Germinability. Mutagenesis.

1. INTRODUCAO

O uso de plantas para verificacdo de potenciais alelopaticos tem se tornado cada vez
mais comum [1], pois as plantas fitoterapicas vém se mostrando promissoras e com
probabilidade de inumeras aplicaces clinicas [2].

As espécie Chenopodium ambrosioides L., popularmente conhecida como Erva de
Santa Maria, uma planta da familia Amaranthaceae, nativa da Ameérica, originaria do México,
sendo encontrada em todos os paises de clima temperado e tropical, apresenta habito herbaceo,
podendo chegar a até um metro de altura, caule piloso e sulcado, folhas inteiras e simples, sendo
as superiores sésseis, e as inferiores pecioladas, de dimens@es variadas e providas de pélos [3].
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A referida espécie apresenta varias aplicagbes e esta entre os fitoterapicos mais
utilizados pelos povos tradicionais no Brasil [4] e no mundo, principalmente no controle e
tratamento de parasitas [2]. Sendo vista como alternativa para contornar o problema da
resisténcia apresentada pelos parasitas em relacdo aos farmacos alopaticos, ou seja, 0s anti-
helminticos [4], também apresenta propriedades vermifugas [5], e inseticida [6], bem como
toxicidade quando administrada em altas doses, independente da via de administracdo, porém
isso depende da espécie animal a qual € administrada [7].

Em pesquisa empreendida [8], aponta que 0s compostos que apresentam atividade
alelopaticas, sdo muitas vezes utilizados na medicina popular na cura de doencas por meio dos
chas e infusdes, poréem seus efeitos genotdxicos necessitam de melhores investigacdes.
Verifica-se assim, que a utilizacdo das plantas é supervalorizada na fitoterapia tradicional pelos
seus beneficios medicinais, contudo, € necessario conhecer a dose certa e a parte empregada da
planta, para além de suas propriedades terapéuticas, pois existem plantas que sdo altamente
toxicas, mesmo quando ingeridas em pequenas doses [9].

Nessa perspectiva [10] aponta que os bioensaios vegetais tém demonstrado eficacia na
acao de compostos quimicos derivados do metabolismo secundario das plantas. Ja para [11], a
resisténcia ou tolerdncia aos compostos quimicos podem atuar desencadeando efeitos
alelopéticos ou citotoxicos podendo ser mais ou menos especifica de acordo com as espécies,
algumas mais sensiveis que outras, como € o caso da alface.

O sistema teste vegetal de A. cepa (cebola) mostrou-se como excelente bioindicador
para o primeiro screening da genotoxicidade de plantas medicinais, devido ao baixo custo, a
confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade, auxiliando os estudos de
prevencao de danos a salide humana [12]. Diante de tais argumentos, o objetivo foi demonstrar
o potencial alelopatico na germinacdo de sementes de alface e genotoxicidade de raizes de

cebola, apos exposicdes em diferentes concentragdes do extrato aquoso de Erva de Santa Maria.

2. MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada no Laboratério Didatico | e no Laboratério de
Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade do Estado de Mato Grosso —
UNEMAT. Para realizacdo deste estudo foi utilizado como amostra, folhas da C. ambrosioides
L. (Erva de Santa Maria), que foram coletadas a campo no municipio de Alta Floresta-MT. Os

organismos testes utilizados foram sementes de L. sativa L. (alface) e bulbos de A. cepa L.
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(cebola). Tanto as cebolas quanto as sementes de alface (marca FELTRIN®), tratadas com
0,15% de Captan (Captan 750), foram adquiridas no comércio local.

O extrato aquoso utilizado foi preparado com folhas frescas da planta C. ambrosioides
L. coletadas a campo. Foram utilizados cinco tratamentos: 0, 3, 6, 12, e 24 g/L e 4gua destilada.
Primeiramente foi feito o extrato bruto utilizando 24 g/L de massa fresca, triturada em
almofariz, em seguida o material foi transferido para um Becker com capacidade de 1L e
acrescentado agua a 100°C quantidade suficiente para (q.s.p) 1.000mL. As metodologias para
as concentracdes seguiram o uso popular com modificacdes. O material ficou em repouso até o
completo resfriamento, sendo filtrados em peneira descartaveis. Apds a infusdo, o extrato
aquoso foi diluido para a obtencéo das concentra¢des, sendo posteriormente utilizados para 0s
experimentos.

Para a avaliacdo de alelopatia foi utilizado como organismo-teste sementes de alface.
Os tratamentos testados foram os seguintes: T1 — 24 g/L v/v concentrado; T2 — 12 g/L v/v
concentrado; T3 — 6 g/L v/v concentrado; T4 — 3 g/L v/v concentrado; T5- Controle negativo -
germiteste umedecido com agua destilada.

Primeiramente as gerbox foram desinfectadas com hipoclorito comercial a 2,5%. As
sementes foram colocadas em gerbox utilizando-se como substrato papel filtro (autoclavado) e
umedecido, apds foram colocadas em camara de germinacao tipo BOD, a temperatura de 25°C,
com 12 horas de claro e 12 horas escuro. As contagens de sementes germinadas foram feitas
diariamente, no mesmo horério, durante sete dias.

O indice de velocidade de germinacdo IVG seguiu [13], onde IVG = G1, G2, ... Gn =
namero de plantulas normais germinadas a cada dia/ N1, N2, ... Nn= nimero de dias decorridos
da semeadura a primeira e Ultima contagem.

A porcentagem de germinagdo na primeira contagem e germinabilidade foi calculada
com o uso da seguinte férmula: G = (N/A) x 100 sendo N o numero total de sementes
germinadas e A o numero total de sementes colocadas para germinar. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualisado com cinco repeticdes de 40 sementes seguindo as Regras de
Analise de Sementes [14].

Para avaliagdo da genotoxicidade, foram utilizados como organismo teste bulbos de
cebola adquiridos em comércio local. Os tratamentos foram os seguintes: T1 — 24 g/L v/v
concentrado; T2 — 12 g/L v/v concentrado; T3 — 6 g/L v/v concentrado; T4 — 3 g/L viv

concentrado; T5- Controle negativo com agua destilada.

Enviado em: 08/03/2020 - Aprovado em: 22/09/2020




SOUTH AMERICAN JOURNAL

V. 7 n. 2 (2020): Edicdo mai/ago, p. 105-116

of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

Para os testes foram utilizados cinco bulbos para cada concentragdo, sendo que quatro
desses foram colocados nas infusdes e um em &gua destilada (controle negativo). Os bulbos
foram colocados em copos plasticos descartaveis (50mL) para o enraizamento das cebolas. A
infusdo foi trocada a cada 24 horas. Apos 72 horas as radiculas com aproximadamente 1-35
mm de comprimento foram medidas com paquimetro digital para obtencdo da média de
crescimento e fixadas em etanol-acido acético (3:1) por 24 h. Posteriormente, elas foram
conservadas no refrigerador até o uso.

A analise citogenética foi realizada segundo a técnica de esmagamento [15],
hidrolisadas em HCI5N por dez minutos a + 26°C. Em seguida foram lavadas em &gua destilada
e coradas com orceina acética 2%. O indice mitético (IM) foi obtido pela seguinte equacéao
[16]: IM=(m/T) x 100 sendo que m= namero de células em mitose; T =numero total de células.

Foram confeccionadas 10 laminas por tratamento e analisadas 300 células de cada
lamina, de cada bulbo foram confeccionadas duas laminas, totalizando 3.000 células por
concentracdo. As laminas foram avaliadas observando-se as células em intérfase, profase,
metafase, anafase e tel6fase, com auxilio de microscopio 6tico com a objetiva de 40X. Foi
determinado o indice mitdtico (IM) e calculado os valores médios do numero de células que
estdo em cada uma das fases do ciclo celular.

Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia por meio do programa
SISVAR® [17], e suas médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes infusbes do chd da Erva de Santa Maria utilizados na germinacao de
sementes de alface, apresentaram efeito alelopatico quando aumentadas suas concentragdes
(Tabela 1). O efeito alelopatico, segundo [18], é classificado em dois tipos: autotoxidade
caracterizado como mecanismo intraespecifico de alelopatia, que ocorre quando uma espécie
de planta libera uma substancia quimica especifica que inibi ou retarda a germinagdo ou
crescimento da propria espécie, e a heterotoxidade que ocorre quando a substéancia liberada tem
efeito fitotoxico afetando a germinacéo e o crescimento de plantas de outra espécie.
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Tabela 1. Primeira contagem (PC), Percentual de germinacdo (%G) e IVG de plantulas de
Lactuca sativa L. germinadas sob diferentes concentragdes da infusdo de Chenopodium

ambrosioides L.

Concentracoes (g/L) PC (%) %G IVG (%)
24 18,00 ¢ 11,00 c 4,06 d
12 34,50 b 29,00 c 9,97c
6 47,00 b 43,50 b 15,17 b
3 73,50 a 69,00 a 23,69 a
Controle negativo 68,50 a 62,00 a 19,21 b
cVv 16,31 14,60 14,21

Média seguida pelas mesmas letras minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando aumentadas as concentragdes das infusdes para 6, 12 ou 24 g/L, as porcentagens
das variaveis PC, %G e IVG foram reduzidas diferindo-se do controle negativo e do tratamento
de 3 g/L. Nota-se, também, um efeito mais agressivo nos parametros avaliados quando utilizada
a concentragdo de 24g g/L (18 % na PC, 11 % na %G e 4,06% no IVG) (Tabela 1). Em relagao
ao efeito no IVG, PC e percentual de germinacdo, foi observado que a medida que as
concentracdes aumentavam, maior o efeito de alelopatia (tabela 1). O controle negativo
apresentou 68,5 % de sementes germinadas na variavel primeira contagem (PC), 62 % de
porcentagem de germinacao (%G) e 19,21 % no indice de velocidade de germinacdo (IVG). Os
resultados obtidos das variaveis PC, %G e IVG mostrou que a concentracdo de 3 g/L ndo se
diferiu estatisticamente do controle, exceto no IVG, o qual apresentou medias superiores,
demonstrando um efeito positivo do cha nesta infusdo.

Pesquisas demonstram que a planta que apresenta alelopatia, as fungbes mais
prejudicadas séo assimilacdo de nutrientes, crescimento, concentragdo de hormonios, relacdes
hidricas, conducdo de &gua e nutrientes, fotossintese, respiracdo, sintese de proteinas,
permeabilidade da membrana celular, material genético, alteracdes no DNA e RNA, e a
atividade enzimatica [19]. Sendo a inibicdo da germinacdo das sementes e o crescimento inicial
das plantulas, a etapa mais afetada nas interacOes alelopéaticas [20]. Os aleloquimicos, nas
plantas receptoras, podem vir a interferir em diversas vias do metabolismo do organismo,
alterando, por exemplo, o processo de divisdo celular, pois a reducdo do crescimento de plantas
na presenca destes compostos é associada a uma forte inibicdo da mitose e/ou rompimento da

estrutura de organelas como nucleo e mitocéndrias [21].
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Quando avaliado o efeito alelopatico do extrato aquoso da Erva de Santa Maria na
germinacdo do tomateiro pelos autores [22], resultados semelhantes foram encontrados em
relacdo ao presente estudo, onde conforme o aumento das concentracBes observou-se uma
reducdo na velocidade de germinacéo.

Em outros estudos como em [23], o qual analisaram o efeito genotoxico do extrato bruto
e diluicdes de 25% e 50% da Erva de Santa Maria em células de Drosophila melanogaster,
efeitos toxicos também foram encontrados. No experimento, 0s autores constataram uma
provavel acdo recombinacdo génica em virtude do aumento de manchas gémeas nas moscas
analisadas. Quando em associagdo com a doxorrubicina houve uma reducdo das manchas
mutantes, sugerindo um provavel efeito protetor da erva, no entanto, a redu¢do do nimero de
moscas nos tratamentos com os extratos demonstrou um possivel efeito citotoxico.

De acordo com [24], avaliaram o potencial de controle da Erva de Santa Maria em
nematdides inoculados em plantas de soja. A priori, obtiveram uma reducdo significativa na
populacdo dos nematdides, contudo, foi observado fito toxidez nas plantas analisadas,
sugerindo uma provavel acdo tdxica desta erva nestas plantas de soja.

Portanto é possivel inferir pelos dados obtidos, que a melhor dosagem, a qual ndo
interferiu nos indices de germinacdo, e na velocidade de germinacdo foi o tratamento que
utilizou 3 g/L, sendo similar ao tratamento controle com agua destilada. Sementes de L. sativa
L. é considerada planta-teste mais comum para examinar alelopatia em decorréncia de sua
sensibilidade aos metabdlitos secundarios que funcionam como aleloquimicos [11].

Em relacdo ao numero de células em divisdo mitética normais (NCDMN) (Tabela 2),
analisadas os meristemas apicais das raizes de cebola, novamente o efeito mais agressivo foi
constatado na concentragédo de 24 g/L. Enquanto, que no controle negativo foram encontradas

105 células em divisdo, no tratamento de 24 g/L apenas uma célula foi contabilizada.

Tabela 2. Taxas (%) de profase, metafase, anafase, telofase em células de cebola exposta a
concentracdes de extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides L.

Concentracfes (g/L) NCDMN PRO MET ANA TEL
24 01 100 0 0 0
12 66 87,88 4,54 1,51 6,06
6 193 58,03 11,39 6,73 23,83
3 56 16,07 39,28 14,28 30,35
Controle Negativo 105 33,33 26,67 14,28 25,71
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Meédia seguida pelas mesmas letras minusculas na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. NCDMN= Ndmero de células em divisdo mitotica normais;
PRO= préfase; MET= metafase; ANA= anafase; TEL= teléfase; IM= indice mitdtico.

Tal resultado é fundamental para demonstrar a toxidade desta planta, quando utilizada
em altas dosagens, podendo ser extremamente prejudicial ao ser humano, pois o sistema teste
vegetal de A. cepa L. é um excelente bioindicador para o primeiro screening da genotoxicidade
de plantas medicinais, pelo seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros testes de
genotoxicidade, auxiliando os estudos de prevencdo de danos a satide humana [12].

A concentracdo de 6 g/L apresentou maior NCDMN, 193 células, quando comparados
aos demais tratamentos de 12 e 3 g/L em que foram encontrados 66 e 56 células
respectivamente. Nas concentraces de 3 e 6 g/L, assim como no controle negativo, foram
observadas maiores porcentagens de células em todas as fases da divisdo celular, préfase,
metéfase, anéfase e telofase.

Na tabela 03, estdo contidos os resultados referentes as porcentagens de células
anormais (%CA), em cada uma das fases mitoticas, em relacdo ao nimero total de células
analisadas (3.000 células por tratamento).

Uma baixa %CA foi identificada em todos os tratamentos. Em alguns elementos foram
encontradas algumas anormalidades, bem como metafases e anafases com cromossomos
isolados, anafase com retardo da separacdo das cromatides, presenca de micronucleo em célula

interfasica e tel6fase com cromatide isolada.

Tabela 3. Taxas (%) de intérfase, préfase, metafase, anafase, tel6fase anormais em células de

cebola exposta a concentragdes de extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides L.

Zoncentragdes (g/L) NTCA INT PRO MET ANA TEL
24 3000 0,1 0 0 0 0
12 3000 0,27 0 0,03 0,13 0
6 3000 0,1 0,07 0,1 0,2 0
3 3000 0,13 0 0 0 0
Controle Negativo 3000 0,03 0,07 0,6 0,13 0,03

Média seguida pelas mesmas letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. NTCA= Numero total de células analisadas; INT= intérfase;
PRO= préfase; MET= metafase; ANA= anafase; TEL= tel6fase.
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Apesar do controle negativo amostrar a maior quantidade de %CA, deve-se ressaltar o
fato que, quando aumentadas as concentracdes dos extratos dos chas da Erva de Santa Maria,
ocorreu, consequentemente, um decréscimo no IM. Quando analisados os valores do IM os
tratamentos de 3, 6 e 12 g/L foram similares estatisticamente, exceto para a concentracao de 24
(g/L) o qual diferiu-se das demais infusdes (Tabela 04).

Tabela 4. Numero de células em divisao mitotica e indice mitotico em células de raiz de Allium

cepa L. exposta a concentracdes de extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides L.

Concentragdes (g/L) NCDM IM (%) (%)
24 01 0,03c

12 66 2,20 ab

6 193 6,43 a

3 56 1,87 ab
Controle Negativo 105 3,50 ab
CV (%) - 32,4

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Dados transformados para (x+1)0,5. Concentracdo de extratos; NCDM=

Numero de células em divisdo mitética; IM = indice mitotico.

Em linfécitos humanos efeitos genotoxicos foram observados decorrentes da decoc¢édo
e infusdo do extrato da planta de C. ambrosioides L. O aumento foi significativo na
porcentagem de células com aberragdes cromossdmicas e na frequéncia de permutas nas
cromatides irmas. Observou-se também uma diminui¢do nos indices mitoticos [25].

Quando avaliadas as infusdes em relacdo ao crescimento das raizes de cebola,

detectaram-se efeitos alelopéticos, assim como na germinacdo de sementes de alface quando
em altas concentracdes.
Para o controle negativo a maior medida foi de 26,8mm, enquanto, que nos tratamentos de 3,
6, 12 e 24 g/L, os valores foram de 19mm, 11,76 mm, 9,74mm e 8,24mm respectivamente. Os
resultados corroboram com os ja citados anteriormente em relagdo a germinagdo em L. sativa
L. (Tabela 05).
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Tabela 5. Comprimento da maior e menor raiz de Allium cepa L. exposta ao extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides L.

Concentragdes (gL™) Maior (mm) Menor (mm)
Controle 26,80 a 4,96 a
3 19,00 b 4,40 ab
6 11,76 c 2,80 ab
12 9,74 c 2,28b
24 8,24 ¢ 3,26 ab
CVv 22,95 38,89

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.

Os resultados encontrados nos experimentos avaliados nos sistemas testes A. cepa L. e L. sativa
L. reforcam a ideia, da importancia da utilizacdo de chas de plantas medicinais em suas
concentracdes ideais, evidenciando que altas concentracdes podem ser toxicas. Este resultado
é um alerta a populacdo, que devido a grande demora dos sistemas de salde aliados a outras
questdes sociais e educacionais, levam as pessoas a praticarem a automedicacdo, incluindo o
uso de fitoterapicos [26].

E importante saber, que o uso de plantas medicinais classificado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, caracteriza como medicamentos fitoterapicos aqueles em que a matéria-
prima é exclusivamente vegetal e sua eficacia e riscos sdo conhecidos e caracterizados [26],
diferentemente dos chas preparados de forma caseira sem o conhecimento prévio de seus reais

efeitos.

4. CONCLUSOES

Concluiu-se que as infusbes da Erva de Santa Maria apresentam efeito alelopatico sobre
sementes de alface e também efeito genotoxico sobre raizes de cebola quando elevadas as
concentracdes dos extratos para a preparacdo do cha. Além disso, em dosagens baixas 0s
resultados reforcam a ideia do uso correto da concentracdo em chas obtidos de plantas

medicinais auxiliando no tratamento contra doengas, contudo altas concentragfes podem ser
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toxicas para o ser humano, desta forma a concentragdo de 3g/L, é a mais indicada, ja que a

mesma ndo causou danos a germinagdo, bem como, na diviséo celular.
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