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Resumo

Para controlar plantas invasoras, o estudo dos efeitos alelopaticos de metabdlitos secundarios de
plantas tem se expandido. Esses compostos podem servir como alternativas sustentaveis, como
bioherbicidas. Este estudo buscou analisar o efeito alelopatico de extratos aquosos das folhas de
Passiflora edulis Sims. (maracuja roxo) e Passiflora mucronata Lam. (maracuja-de-restinga), na
germinacao e crescimento de sementes e plantulas de Lactuca sativa L. (alface). Os extratos foram
obtidos, filtrados e diluidos em concentragdes de 12,5; 25; 50 e 100 m/mL-, com quatro repeti¢cdes por
concentracgdes, &gua como controle negativo e glifosato como controle positivo. A analise macroscépica
avaliou germinacéo, indice de velocidade de germinacao, crescimento radicular e aéreo, enquanto a
andlise microscépica abordou a citotoxicidade, incluindo indice mitético e alteragBes
cromossémicas/nucleares. A concentracdo de extrato em 100 mg mL? das folhas de P. adulis Sims
apresentou efeito alelopatico no desenvolvimento inicial das plantulas de alface. Os extratos das folhas
de P. mucronata, nas concentra¢ges de 50 mg mL1 e 100 mg mL-1, apresentaram efeitos semelhantes
ao glifosato. Os extratos apresentaram efeitos genotdxicos e citotoxicos, evidenciados pelas alteragdes
cromossOémicas/nucleares observadas.
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Introducéo

A alelopatia € um fenémeno ecoldgico natural e é conhecido e utilizado na agricultura desde a
antiguidade (Zeng, 2014). Os aleloquimicos podem estimular ou inibir a germinacédo e o crescimento
das plantas e permitir o desenvolvimento de culturas com baixas quantidades de residuos fitotoxicos
na agua e no solo (Macias et al., 2003; Zeng et al., 2008). Eles sdo um substituto adequado para
herbicidas pois ndo apresentam efeitos residuais ou toxicos (Bhadoria, 2011).

Os aleloguimicos consistem principalmente em metabdlitos secundérios que séo liberados no meio
ambiente por vias naturais, como volatilizacao, lixiviacdo de folhas, decomposicao de residuos e/ou
exsudacéao de raizes (Inderjit e Nilsen, 2003). Esses compostos quimicos, resultantes do metabolismo
secundario das plantas, tém sido amplamente reconhecidos por sua eficacia em bioensaios vegetais
(Pandard et al., 2006), demonstrando seu potencial alelopatico ao afetar a capacidade de germinagao
de sementes e o desenvolvimento de plantulas (Pawlowski, 2012).

Segundo Braga et al (2010), sabe-se que algumas espécies frutiferas, como Passiflora edulis,
apresentam substancias inibidoras, como os compostos secundarios. Por ser um dos centros de origem
do maracuja, o Brasil dispde de uma ampla variabilidade genética e natural para as caracteristicas
diversas do fruto e da planta (Faleiro et al., 2011). Diante dessas observac¢fes, objetivou-se com o
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presente trabalho, avaliar o efeito alelopatico de extrato aquoso de folhas dos maracujazeiros Passiflora
mucronata Lam. (maracuja-de-restinga) e Passiflora edulis Sims (maracuja roxo) na germinagdo e
crescimento de sementes e plantulas de Lactuca sativa L. (alface).

Metodologia

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais e no
Laboratorio de Analise de Sementes no campus do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES). Foram utilizadas folhas de espécies de
maracujazeiro, Passiflora mucronata Lam. (maracuja-de-restinga) e Passiflora edulis Sims (maracuja
roxo) na germinacao e crescimento de sementes e plantulas de Lactuca sativa L. (alface).

As folhas das espécies de maracujazeiros foram secas em estufa a 60 °C por 48 horas e
posteriormente trituradas e o extrato aquoso obtido com 30 g de folhas colocadas em 300 mL de agua
destilada aquecida a 100 °C, e mantidas em repouso por 10 minutos foi diluido em agua destilada para
obter as seguintes concentragfes: 100; 50; 25 e 12,5 mg/mL1, e a dgua destilada foi utilizada como
controle negativo e o herbicida comercial glifosato 1% como controle positivo.

O bioensaio de fitotoxicidade foi realizado com vinte e cinco sementes de alface, colocadas em cada
placa de Petri (9 cm de didmetro) contendo papel filtro umedecido com 3 mL de solugdo. Os
experimentos seguiram um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeti¢cdes por
concentracdo. As placas de Petri foram vedadas com filme plastico transparente e mantidas Umidas
em uma camara de germinacéo do tipo demanda bioguimica de oxigénio (BOD) em temperatura
ambiente (24 + 2 ° C) durante todo o periodo do experimento. A porcentagem de germina¢éo (%G) e o
indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) foram avaliados de 8 em 8 h durante 48 h. Os outros
parametros macroscopicos avaliados foram o comprimento da raiz (CR) ap6s 48 h e o comprimento
aéreo (CA) apos 120 h.

Para a analise de citotoxicidade, 10 raizes de cada tratamento foram fixadas em etanol: acido
acético (3:1), coradas com orceina 2% e colocadas em laminas cobertas por laminulas para serem
analisadas em microscopio. Para a realizacdo da analise microscépica, 4000 células meristemaéticas
foram analisadas por tratamento, sendo observadas e quantificadas as diferentes fases da divisdo
mitética, possiveis alteragdes cromossémicas (AC) e nucleares (NA). O indice mitético (IM) foi obtido
pelo quociente do numero de células em divisdo (préfase, metafase, anafase e teléfase).

Todos os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e & anélise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as anélises
estatisticas foi utilizado o software R (R Core Team, 2023).

Resultados

Nos ensaios macroscaépicos foi possivel analisar a %G, o IVG, o0 CR e o CA, comparando-0s com o
controle positivo (glifosato) e com o controle negativo (agua) e entre gendtipos cujos resultados estao
representados na Figura 1.

As sementes de alface tratadas com a maior concentracéo (100 mg/mL1) do extrato aquoso de P.
edulis diferiram significativamente das demais concentracdes e controles. As sementes submetidas as
maiores concentragbes (50 mg/mL? e 100 mg/mL?) do extrato de P. mucronata ndo germinaram,
indicando efeitos alelopéticos (Figura 1a).

O vigor das sementes, medido pelo IVG, diminuiu & medida que as concentragdes dos extratos
aumentaram, especialmente para P. mucronata, com diferencas significativas entre todos os
tratamentos e controles (Figura 1b). As sementes de alface tratadas com 100 mg/mL1 e 50 mg/mL-* de
P. edulis, e 100 mg/mL-1 de P. mucronata, ndo apresentaram crescimento radicular devido a falta de
germinacdo. Tanto o CR quanto o CA (Figuras 1c e 1d) reduziram com o aumento das concentracdes,
mostrando efeitos aleloquimicos semelhantes aos do glifosato.
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Figura 1- Efeito do extrato aquoso na germinacéo, indice de velocidade de germinagéo, crescimento radicular e
crescimento aéreo em Lactuca sativa.
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Letras mailsculas indicam diferencas significativas entre os genoétipos e os controles; Letras minusculas indicam
diferencas significativas entre as concentracdes e os controles, de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. Fonte: elaborado pelos autores.

A analise dos parametros de divisdo celular revelou que os extratos de P. edulis e P. mucronata tém
efeito citotdxico, reduzindo o Indice Mitético (IM) conforme aumentam as concentra¢des do extrato. Na
maior concentragdo, o IM foi menor que o observado para o herbicida glifosato, indicando um efeito

citotdxico mais forte.

A Tabela 1 mostra que, com o extrato de P. edulis, o IM diminuiu significativamente nas
concentragdes mais altas, sugerindo que o extrato afeta o ciclo celular, causando efeitos aneugénicos
e clastogénicos, que resultam em maiores alteracdes nucleares.

Tabela 1- Efeito do extrato aquoso das folhas de Passiflora edulis Sims nos parametros de divisGes mitéticas e
indice mitético da raiz meristeméatica de Lactuca sativa.

Concentracdes . . .
(mg/mLY) IM AC AN Aderente  C-metafase Perdido Ponte Multipolar
Agua (C-) 11.125a 0.325ab  0.775a 0.9625ab 1.0725a Oa 1.0775a Oa

Glifosato (C+)  2.75bc Ob 3.75a Ob 0a Oa Oa Oa
12.5 6.475a  0.35ab  0.925a  1575ab 1.46a 1.3a 1.785a 0.385a
25 7.35ab  0.525a 1.225a  3.0525a 3.0025a 0.3975a  0.995a Oa
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50 9.725a 0.5a 2.575a 1.1375ab 2.1775a 0.605a  1.875a 0a

100 Oa 0Ob Oa Ob Oa Oa Oa Oa

Médias com letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). IM: indice mitético. CA: alteragbes
cromossdmicas. NA: alteragBes nucleares. Fonte: elaborado pelos autores.

A Tabela 2 demonstra que o extrato de P. mucronata, nas concentragfes de 50 mg/mL* e 100
mg/mL-1, inibiu completamente a germinacao, evidenciando forte acéo alelopatica. O IM foi maior no
controle negativo e nas menores concentragdes (12,5 mg/mL* e 25 mg/mL1) em comparacdo aos
outros tratamentos. O numero médio de alteragdes cromossdmicas (AC) foi maior no controle negativo
do que nos outros tratamentos, enquanto as alteragdes nucleares (AN) foram mais frequentes na
concentracao de 12,5 mg/mL-1, sem diferenca significativa em relagdo a concentracdo de 25 mg/mL1
e ao controle negativo, mas com diferenca significativa em relacéo ao controle positivo.

Tabela 2- Efeito do extrato aquoso das folhas de Passiflora mucronata nos parametros de divisGes mit6ticas e
indice mitético da raiz meristeméatica de Lactuca sativa.

Concentracfes

3 M AC AN Aderente  C-metafase  Perdido Ponte
(mg/mL™)
Agua (C-) 11.125a 0.325a 0.775b  0.9625a 1.0725a Ob 1.0775a
Glifosato (C+) 2.75bc Oa 3.75a Oa Oa 0Ob Oa
12.5 8ab 0.75a  0.15b 1.18a 5.7125a 2.1375a 0.58a
25 9.1a 0.75a 0Ob 1.98a 5.315a 0.82ab 0.635a
50 Oc Oa 0Ob 0a 0a 0b Oa
100 Oc 0Ob 0Ob Oa 0a 0b Oa

Médias com letras iguais néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias seguidas pela letra a sdo
estatisticamente iguais a agua. Médias seguidas pela letra b séo estatisticamente iguais ao glifosato. IM: indice
mitético. CA: alteragBes cromossOmicas. NA: alteragdes nucleares. Fonte: elaborado pelos autores.

Nas andlises de citotoxicidade foram utilizados ensaios microscopicos para possiveis avaliagdes,
destacando-se as alteracdes cromossémicas (AC) e as alteragdes nucleares (AN), como também as
frequéncias de cada tipo de AC, no qual, foram observados cromossomos aderentes, cromossomos
perdidos, pontes cromoss6micas, c-metafases e cromossomo multipolar (Figura 2).

Figura 2- Principais alteragdes encontradas nas células meristematicas de Lactuca sativa expostas aos extratos

aquosos de Passiflora edulis Sims e Passiflora mucronata Lam.
- —

a) metafase normal, b) metafase com aderéncia cromossémica, ¢) metafase com cromossomo perdido, d) c-
metafase, e) anafase, f) anafase multipolar, g) anafase com ponte e h) tel6fase. Fonte: elaborado pelos autores.
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Discusséo

Os resultados indicaram um efeito inibitério na germinacéo e crescimento das plantulas na espécie
receptora, especialmente nas concentracdes mais altas dos extratos aquosos de maracujazeiro. Isso
sugere que esses extratos podem conter substancias fitotoxicas com atividade alelopatica. O bioensaio
mostrou que a germinacéo das sementes foi mais sensivel as concentragfes mais altas, resultando em
inibicao total (100%) da germinacéo. Os aleloquimicos presentes nos extratos afetaram especialmente
o crescimento radicular, conforme observado em outros estudos (Balievi¢ et al., 2014b; Konstantinovic¢
et al., 2014), com maior impacto na raiz primaria devido ao maior contato com o extrato (Maraschin et
al., 2005).

Costalonga e Batitucci (2014) testaram a alelopatia usando folhas de Passiflora edulis em sementes
de Allium cepa (cebola) e observaram que essa espécie de maracuja interferia no ciclo celular das
sementes de cebola, causando diminuicdo do indice mitético (IM) e inibicdo da germinacéo.

O IM foi utilizado como parametro de citotoxicidade, indicando que o bloqueio da divisdo mitética e
a morte do nucleo resultam em redu¢do do mesmo, o que prejudica o crescimento da raiz (Andrade et
al., 2010). Segundo Fernandes et al. (2007), a variagdo no IM permite determinar o nivel de
citotoxicidade de um composto.

As alteracdes cromossdmicas sugerem que os extratos aquosos tém agdo genotdxica, afetando a
estrutura e/ou numero de cromossomos. De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), aumentos na
frequéncia de alteracdes cromossbmicas (AC) indicam efeitos genotéxicos, enquanto a elevada
ocorréncia de alteragBes nucleares (AN) revela efeitos citotoxicos. Compostos clastogénicos causam
quebras no DNA, enquanto compostos aneugénicos interferem no fuso mitético, resultando em erros
na segregacdo cromossémica e formacédo de células poliploides (Fernandes et al., 2007).

No estudo, a concentracédo de 12,5 mg/mL-! de P. edulis mostrou anafase multipolar, causada por
mau funcionamento do fuso mitdtico, que leva a distribui¢éo irregular dos cromossomos em mais de
dois polos celulares (Rank e Nielsen, 1997). Foi observada alta incidéncia de células com aderéncia
cromossbmica, c-metafases e pontes cromossdmicas em todos os tratamentos. As pontes
cromossémicas, resultantes de aderéncias, podem persistir até a tel6fase e causar fragmentacdes
cromossémicas quando decorrentes de rearranjos estruturais (Giacomelli, 1999).

Conclusao

A concentragdo do extrato aquoso em 100 mg/mL* das folhas de P. adulis possui efeitos
alelopéticos sobre a germinacao das sementes e desenvolvimento inicial das plantulas de alface. Os
extratos das folhas de P. mucronata, nas concentragdes de 50 mg/mL* e 100 mg/mL-%, apresentaram
efeitos semelhantes ao glifosato, inibindo a germinacéo das sementes.

Os extratos aquosos apresentam modos de acdo aneugénico e clastogénico, assim como nos
ensaios de germinagdo e crescimento, que foi possivel observar diferencas na sensibilidade da espécie
modelo aos tratamentos.

Dessa forma, este estudo se torna um passo inicial importante para compreender o mecanismo de
acao dos extratos aquosos de espécies de Passiflora, e se os mesmo terdo efeitos significativos em
plantas daninhas. Bioensaios complementares precisam ser realizados para responder a estas
questdes.
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