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A aroeira mansa (Schinus terebinthifolia Raddi) é uma espécie nativa da América do Sul, com ampla
distribuicdo na costa brasileira e tem sido avaliada quanto as suas atividades bioldgicas, mas seu uso requer
cautela devido a sua toxicidade. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos fisiologicos,
fitotoxicos, citotoxico e genotoxico de extrato etandlico e aquoso de folhas e flores de aroeira mansa sobre
0 bioindicador vegetal alface. Os bioindicadores vegetais apresentam vantagens como baixo custo,
sensibilidade e reprodutibilidade. Para o bioensaio foram utilizadas 5 repeti¢des de 50 sementes de alface
para cada concentracdo dos diferentes extratos (5 mg-mL*, 10 mg-mL™, 20 mg-mL, 40 mg-mL™) e &gua
destilada como controle negativo. Para andlise do efeito alelopéatico e fitotoxico, as varidveis foram
respectivamente germinag&o inicial e final, comprimento de parte &erea e radicular. Para analise do efeito
cito e genotoxico, laminas com células meristematicas foram preparadas pela técnica de esmagamento,
coradas com orceina acética e analisadas em microscopio Optico através da técnica de varredura, contando
5000 células/tratamento. Foram calculados o indice mitético (IM) avaliando-se as células em diferentes
fases da mitose e o indice de anormalidades cromossémicas (IAC) em células em divisdo ativa.
Observou-se atividade alelopatica, fitotoxica e citotoxica dos extratos etanolicos e aquosos de folhas e de
flores de aroeira mansa nas concentragdes mais altas (20 e 40 mg-mL1) e atividade genotdxica dos extratos
etandlicos de folhas e de flores na concentragédo de 20 mg-mL™2. Conclui-se que estes extratos tém potencial
para estudos como insumos na agricultura.

Palavras-chave: extrato, aroeira mansa, Lactuca sativa.

Brazilian pepper (Schinus terebinthifolia Raddi) is a species native to South America, widely distributed
along the Brazilian coast and has been evaluated for its biological activities, but its use requires caution due
to its toxicity. In this context, the objective of this work was to evaluate the physiological, phytotoxic,
cytotoxic and genotoxic effects of ethanolic and aqueous extract of leaves and flowers of of Brazilian pipper
on lettuce vegetable bioindicator. Plant bioindicators have advantages such as low cost, sensitivity and
reproducibility. For the bioassay 5 repetitions of 50 lettuce seeds were used for each concentration of the
different extracts (5 mg-mL, 10 mg-mL, 20 mg-mL™, 40 mg-mL™) and distilled water as a negative
control. To analyzethe allelopathic and phytotoxic effect, the variables wereinitial and final germination,
shoot and root length. For analysis of the cytotoxic and genotoxic effect, slides with meristematic cells were
prepared using the crushing technique, stained with acetic orcein and analyzed under an optical microscope
using the scanning technique, counting 5000 cells/treatment. The mitotic index (MI) was calculated by
evaluating cells at different stages of mitosis and the chromosomal abnormality index (CAIl) in actively
dividing cells. Allelopathic, phytotoxic and cytotoxic activity of ethanolic and aqueous extracts of leaves
and flowers of Brazilian pepper was observed at the highest concentrations (20 and 40 mg-mL™?) and
genotoxic activity of ethanolic extracts of leaves and flowers at a concentration of 20 mg-mL™. It is
concluded that these extracts have potential for studies to apply in agriculture.

Key-words: extract, brazilian pepper, Lactuca sativa.
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1. INTRODUCAO

A aroeira mansa (Schinus terebinthifolia Raddi) é uma arvore frondosa, de casca fina e
escamosa. Possui folhas compostas por foliolos lanceolados e pontiagudos, numerosas flores,
dispostas em pediculos, pequenas e brancas ou amarelo esverdeadas. O fruto é drupa vermelha e
lustrosa, cujo cheiro se assemelha ao da pimenta [1]. Conhecida também como aroeira vermelha,
aroeira da praia, aroeira pimenteira € uma espécie nativa da América do Sul, tendo ampla
distribuigdo no Brasil (por todo o litoral do sul, sudeste, centro-oeste e nordeste) [2].

Apesar do uso popular generalizado como planta medicinal, a aroeira mansa tem mostrado
grande potencial para o desenvolvimento de novos produtos para utilizagdo na pecuéria e na
agricultura. Embora muitos estudos tenham avaliado as propriedades farmacoldgicas dessa planta,
pouca atencdo tem sido dada a identificagdo e quantificacdo de seus compostos quimicos em
diferentes tipos de extratos, sendo que a identificacdo de novos compostos e a correlagdo com as
propriedades bioldgicas é certamente um nicho que precisa ser explorado [2].

Pesquisadores e agricultores tém buscado por produtos bioativos a base de extratos ou dleo
essencial de plantas que possam reduzir o uso de herbicidas, inseticidas e outros pesticidas,
reduzindo a polui¢do ambiental e diminuindo os riscos de toxicidade a seres humanos e animais
em substituicdo aos agroquimicos sintéticos que normalmente possuem alta toxicidade, efeitos
colaterais em humanos e animais, além de requerer longo periodo para a completa degradacéo [3-
5]. Esses principios bioativos, chamados aleloquimicos, sdo metabdlitos secundarios das plantas
e podem estar presentes em todos os érgdos das plantas (folhas, flores, frutos, raizes, rizomas,
caules e sementes) [6]. Alguns aleloquimicos extraidos das raizes ou brotagdes das plantas inibem
ou estimulam diretamente o crescimento e desenvolvimento de outras plantas, assim como de
algumas plantas extrai-se substancias com efeitos inseticidas que agem sobre insetos adultos,
matando ou induzindo & inibi¢do completa da atividade alimentar das pragas [7, 8].

Menezes-Filho (2020) [9] traz importantes relatos sobre os aspectos quimicos e fitoquimicos
de S. terebinthifolia que demostram que ha uma variacdo significativa de compostos quimicos
relacionados ao tipo de 6rgdos da planta utilizados na obtencdo do extrato. Alguns compostos
quimicos tém sido associados a acdo alelopatica sendo eles os grupos dos acidos fendlicos,
cumarinas, terpendides, flavonoides, alcal6ides, glicosideos, cianogénicos, derivados do acido
benzéico, taninos e quinonas complexas [10]. Destes os terpenoides, fendis e flavonoides tém
sido citados como compostos que mais estdo presentes em extratos de S. terebinthifolia [2, 8].

Bioensaios vegetais tém sido amplamente utilizados nas analises de efeito bioldgico visando
0 monitoramento de substancias potencialmente toxicas ao ambiente. Sistemas de avaliagdo
toxicoldgica utilizando bioindicadores vegetais como Lactuca sativa L., possuem muitas
vantagens como: a facilidade na realizagdo do ensaio, baixo custo, sensibilidade na indicacdo
qualitativa da presenca de substancias toxicas ou inibidores biologicos (existindo espécies mais
sensiveis que outras), reprodutibilidade do experimento, auséncia de sazonalidade, sementes
facilmente adquiridas no comércio, pequeno volume de amostra, rapida germinagéo e por terem
boa correlagdo com outros sistemas testes, principalmente mamiferos [11, 12]. Segundo Ferreira
e Aquila (2000) [13] para ser utilizada como planta teste, a espécie deve apresentar germinago
rapida e uniforme.

Diversos pardmetros podem ser avaliados pelos bioensaios vegetais visando investigar os
efeitos toxicos dos compostos e/ou substancias quimicas testadas, sendo 0s mais comumente
analisados as taxas de germinagdo inicial e final e o indice de velocidade de germinagéo [14-16].
Porém, existem outros parametros, como exemplo, massa fresca, massa seca, tempo médio de
germinacdo, alongamento da parte aérea e sistema radicular, nimero de sementes mortas e
sementes ndo germinadas, entre outros, além de pardmetros genéticos como indice mitotico e
anormalidades cromossomicas [15, 16].

Fiskesjo (1993) [17] e (1994) [18] destacou a importancia e a utilidade dos sistemas testes
vegetais na avaliacdo de riscos de genotoxicidade e ressaltou algumas semelhangas em detrimento
das diferengas entre os metabolismos de plantas e animais. A andlise de altera¢cdes cromossémicas
e de ciclo celular em plantas como teste de mutagenicidade ¢ uma das técnicas diretas para
mensurar 0s danos em sistemas expostos a mutagénicos ou carcinogénicos potenciais [19]. A
amostra deve estar em constante divisdo mitética para a avaliacdo dos efeitos e danos que 0s
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agentes mutagénicos possam causar, visando caracterizar os efeitos toxicos e as alteracdes ao
longo de um ciclo celular, para os quais testes com alface ou cebola tém sido amplamente
empregados [20, 21].

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos alelopético, fitotdxico, citotoxico e
genotoxico entre os extratos etanodlicos obtidos a partir de folhas e de flores de aroeira mansa
(Schinus terebinthifolia Raddi) sobre sementes de alface (Lactuca sativa L.) como bioindicador
e da mesma forma o efeito de extratos aquosos obtidos a partir de folhas e de flores.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Genética do Departamento de Ecologia,
Zoologia e Genética (DEZG) do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel).

2.1 Material botanico

Foram coletadas folhas e flores de aroeira mansa de arvores adultas localizadas no campus
universitario do Capdo do Ledo UFPel, no municipio de Capéo do Ledo — RS, Brasil, latitude
31°48°05.1’S e longitude 52°24°54.5”W durante o més de fevereiro de 2019. Um exemplar da
espécie foi herbarizado e depositado no Herbério Pel do Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas sob nimero PEL27.072.

2.2. Obtencéo dos extratos

O material foi triado, separando-se manualmente folhas e flores, e levado ao Laboratério de
Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN) do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos (CCQFA/UFPel). Para secagem do material utilizou-se estufa com circulacdo de ar a
uma temperatura de 37 °C, as folhas e as flores foram secas separadamente, e posteriormente, as
folhas foram trituradas em moinho de facas para producdo do extrato.

2.2.1 Extracgdo Etandlica

O extrato etandlico bruto foi obtido acondicionando-se em baldo de 250 mL, 15 g de folhas ou
flores frescas conforme o extrato a ser produzido e 150mL de etanol PA. A solucdo foi mantida
sob agitacdo constante em placa de aquecimento com banho de 6leo a uma temperatura de 60 °C
por 24 horas [22].

Posteriormente, o extrato foi filtrado e o solvente retirado completamente por evaporacéao
utilizando-se um rotaevaporador [23]. Os extratos brutos prontos foram armazenados em frascos
identificados, hermeticamente selados e conservados a -4 °C para posterior dilui¢do e utilizacdo.

2.2.2 Extragdo Aquosa

O extrato aquoso de folha foi obtido acondicionando-se em baldo de 250 mL, 15 g de folhas
ou flores conforme o extrato a ser produzido e 150 mL de &gua destilada. A solucdo foi mantida
sob agitacdo constante em placa de aquecimento com banho de 6leo a uma temperatura de 60 °C
por 24 horas da mesma forma que para o extrato etandlico [22]. Foi realizada decantagdo e
posterior filtracdo, e entdo liofilizadas para retirada do solvente. O extrato bruto liofilizado foi
acondicionado em frascos hermeticamente fechados, identificados e conservados a -4 °C para
posterior diluicdo e utilizacdo.
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2.3 Biotestes

Como bioindicador vegetal foram utilizadas sementes de alface cultivar Elisabeth,
acondicionadas em embalagem hermeticamente fechadas, compradas no comércio local, sem
defensivos, dentro do prazo de validade e submetidas a resfriamento de 4 °C por no minimo 72 h,
para superacdo da dorméncia. As embalagens foram abertas no momento da instalacdo do
experimento para 0 posicionamento das sementes nas 85 placas de Petri (12 cm de didmetro)
forradas com papel germiteste umedecido com 2 mL de extrato. Para todos os extratos testados
(extrato etanolico de folha, extrato etandlico de flor, extrato aquoso de folha e extrato aquoso de
flor), as concentragdes utilizadas foram 5 mg-mL*, 10 mg-mL™*, 20 mg-mL*e 40 mg-mL*e agua
destilada como controle negativo.

Foram utilizadas cinco repeticdes de 50 sementes, para cada concentracdo de extrato e do
controle. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Apds a
semeadura, placas foram transferidas para cAmara de germinacdo com temperatura controlada de
25 + 1 °C, mantidas por sete dias, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (RAS) [24].
Para analise alelopatica foram avaliadas a primeira contagem de germinagao, aos quatro dias ap6s
a semeadura, e a contagem de germinacao final, aos sete dias. Foram consideradas germinadas as
sementes que apresentaram 2mm de protusao radicular [24].

A fitotoxicidade foi avaliada pelo crescimento da parte aérea (PA) e da parte radicular (PR),
sendo que para obtencdo dos valores utilizou-se régua milimetrada e os resultados expressos em
centimetros. A avaliacdo foi realizada aos sete dias apos a semeadura, sendo analisadas dez
plantulas de cada repeticdo, escolhidas de forma aleatéria.

Para a analise de citotoxicidade e genotoxicidade foram coletadas aleatoriamente, de cada
tratamento, 10 pontas de raizes por repeticdo quando atingiram entre 0,5 e 1,0 cm. Estas foram
fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: 4cido acético) por 24 h a temperatura ambiente e, posteriormente,
acondicionadas em congelador até serem analisadas. Para analise foi empregada a técnica de
esmagamento e visualizagdo por varredura em microscopio dptico [25]. A preparac¢éo do material
para analise foi realizada na seguinte ordem: imersdo em agua destilada por cinco minutos,
transferéncia para HCI 5N por 10 minutos a temperatura ambiente e imersdo novamente em agua
destilada por cinco minutos.

Apds este procedimento as raizes foram transferidas para ldamina, adicionada orceina acética
2%, realizada a maceracdo do material com bastéo de vidro conforme descrito por Guerra e Souza
(2002) [25], coberta com uma laminula e observadas em microscopio Optico a uma magnitude de
400x. Foram preparadas 10 laminas por tratamento e analisadas 5000 células por concentracao.

A citotoxicidade foi determinada pelo calculo de indice mitético (IM), o qual foi obtido
dividindo-se o niumero de células em mitose pelo nimero total de células observadas multiplicado
por 100, através da seguinte expressao:

IM=NCM- 100
NTC

Onde: IM = indice mit6tico; NCM = nimero de células em mitose; NTC = numero total de células
observadas.

Para determinar a genotoxicidade, foi utilizado o indice de alterac6es cromossémicas (IAC),
sendo consideradas as alteragdes nos estagios da divisao celular (préfase, metéafase, anafase e
telofase), como c-metéfase, andfase multipolar, quebras cromatidicas, pontes anafésicas, perda de
cromossomos inteiros ou formacéo de micronucleos. O IAC foi obtido pelo nimero de células
com alteracBGes cromossdmicas em relacdo ao nimero de células observadas multiplicado por 100,
através da seguinte expressao:

IAC =NCAC -100
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NTC

Onde: IAC = indice alteracBes cromossémicas; NCAC = numero de células com alteractes
cromossdmicas; NTC = numero total de células observadas.

Os dados foram submetidos a analise de normalidade residual, e atendendo as pressuposi¢coes
foi realizada a andlise de variancia 2-way (ANOVA) e a comparacdo multipla das médias pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Para essas analises foi utilizado o programa Statistix
9® e os graficos elaborados utilizando Microsoft Excel®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise de efeitos fisioldgicos

A anélise de germinabilidade é muito utilizada em estudos alelopéticos, no entanto também
podem ocorrer alteracbes no padrdo de germinacdo, alterando sincronia e velocidade da
germinacéo [26].

A andlise estatistica dos resultados do efeito do extrato etanolico de folhas e de flores de
S. terebinthifolia mostrou interacdo significativa entre os fatores tipos de explante utilizados na
extracdo e concentracdo dos extratos. Os efeitos do extrato etandlico de folha de aroeira mansa
sobre a germinacdo inicial de sementes de alface (Figura 1A) nos permitem observar que a
germinacdo inicial no tratamento controle (99,6%) foi estatisticamente similar as concentragdes
menores de 5 mg-mL™ (99,2%) e 10 mg-mL™ (89,6%). Enquanto a concentracéo intermediaria de
20 mg-mL* (41,6%) inibiu a germinacgdo aos 4 dias ap6s a semeadura, diferindo estatisticamente
tanto das concentragGes menores e do controle quanto da concentracdo mais alta, 40 mg-mL*
(8%), que causou grande inibicdo da germinacdo e diferiu das demais concentragbes. Os
percentuais de germinacdo final (Figura 1B) deste mesmo extrato nas concentragdes testadas
apresentaram o0 mesmo resultado estatistico, porém com médias de 99,6; 100; 93,6; 60 e 27,2%,
respectivamente.

Dentro do fator concentracdo 0s percentuais de germinagdo iniciais no bioensaio com
aplicacdo do extrato etanolico de flor (Figura 1A) foram: para o controle 99,6%, sendo
estatisticamente igual as concentragbes menores, 5 mg-mL* (100%) e 10 mg-mL™* (96,8%).
Enquanto a concentracdo de 20mg-mL* (46,8%), diferiu estatisticamente tanto das concentragdes
menores e do controle quanto da concentragdo mais alta. A concentragdo mais elevada, 40 mg-mL-
! (3%) diferiu estatisticamente das demais concentragdes. A germinacéo final (Figura 1B) deste
mesmo extrato apresentou 0 mesmo resultado estatistico, porém com médias de: 99,6; 100; 99,6;
75,6 e 25,2%, respectivamente.

Na comparacdo do efeito do tipo de explante utilizado para obtencdo do extrato etandlico
podemos observar que na germinagdo final o fator explante apresentou diferenca estatistica
significativa na concentracdo de 20 mg. mL™, sendo que o extrato obtido a partir de folhas se
mostrou com maior potencial de inibicdo de germinacao que aquele obtido de flores (Figura 1B).
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Figura 1 — Analises de germinacao inicial (A) e final (B) de sementes expostas ao extrato etanolico de
folha e de flor de Schinus terebinthifolia Raddi, com interacdo entre os fatores concentragéo e extratos.
*Letras maidsculas distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey entre os tipos de explante
(folha e flor) utilizado na extracgéo etandlica dentro de cada concentracao utilizada. ** Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey na comparagdo das diferentes
concentracdes do extrato etandlico dentro do fator explante folha. *** Letras mindsculas em italico
diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey na comparacéao das diferentes
concentracdes do extrato etandlico dentro do fator explante flor.

Germinagéo Inicial (%)
Germinagao Final (%)

A andlise estatistica dos resultados do efeito do extrato aquoso de folhas e de flores de
S. terebinthifolia mostrou interacdo significativa entre os fatores tipos de explante utilizados na
extracdo e concentracdo dos extratos (Figura 2). As médias de germinacéo inicial (Figura 2A) e
final (Figura 2B) de sementes expostas ao extrato aquoso de folhas e de flores de S. terebinthifolia,
e podemos observar que apenas na germinacdo inicial o fator explante apresentou diferenca
estatistica significativa, sendo que na concentracdo de 20 mg-mL* o extrato obtido a partir de
folhas se mostrou com maior potencial de inibicdo de germinacdo que aquele obtido de flores
(Figura 2A), 0 mesmo resultado pode ser observado na germinacdo final nas concentrac6es de 20
e 40 mg-mL™* (Figura 2B).

Com o desmembramento das médias dentro do fator concentracdo, podemos visualizar na
Figura 2A que nas sementes sob influéncia do extrato aquoso de folha ha igualdade estatistica
entre as taxas de germinacdo iniciais do controle (99,6%) e as concentra¢cBes mais baixas,
5 mg-mL* (97,6%) e 10 mg-mL* (92,8%). Enquanto a concentragdo intermediaria, 20 mg-mL*
(13,2%), apresentou grande inibicdo de germinagdo, diferindo estatisticamente tanto das
concentragdes baixas quanto das concentragdes mais alta. A concentragdo mais alta, 40 mg-mL™*
(0%), apresentou inibigdo total de germinacéo e diferiu estatisticamente das outras concentragdes.
Os percentuais de germinacdo finais (Figura 2B) deste mesmo extrato obtiveram o mesmo
resultado estatistico, porém com médias de: 99,6; 99,2; 97,2; 32,4 e 0%, respectivamente.
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Figura 2 — Analises de germinacao inicial (A) e final (B) de sementes expostas ao extrato aquoso de folha

e de flor de Schinus terebinthifolia Raddi, com interacéo entre os fatores concentragéo e extratos.*Letras

maiusculas distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey entre os tipos de explante (folha e

flor) utilizado na extracdo aquosa dentro de cada concentracdo utilizada. ** Letras mindsculas
diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey na comparacéo das diferentes
concentracdes do extrato aquoso dentro do fator explante folha. *** Letras minGsculas em italico
diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey na comparacéo das diferentes
concentracdes do extrato aquoso dentro do fator explante flor.

Nas sementes sob influéncia do extrato aquoso de flor (Figura 2A) observou-se igualdade
estatistica entre as taxas de germinacdo do controle (99,6%) e as concentracbes mais baixas,
5mg-mL* (98,8%) e 10 mg-mL™* (98%). Enquanto a concentracdo intermediaria, 20 mg-mL™*
(73,6%), diferiu estatisticamente das concentracBes mais baixas e da mais alta. A concentracdo
mais alta, 40 mg-mL? (0,8%), apresentou inibicdo quase total de germinacgdo, diferindo
estatisticamente das outras concentracfes. A germinacdo final (Figura 2B) em todas as
concentracdes testadas desde mesmo extrato apresentou 0 mesmo resultado estatistico, porém
com médias de: 99,6; 100; 99,6; 90,8 e 7,6%, respectivamente.

Na concentracdo de 20 mg-mL™* houve diferenca estatistica significativa entre os extratos de
folha e flor tanto para germinagdo inicial como para a germinagdo final, bem como na
concentracdo de 40 mg-mL™* (Figura 2), quando avaliada a germinacdo final. Rozete et al. (2007)
[10] e Simdes et al. (2017) [27], relatam que os produtos quimicos mais comuns causadores de
efeitos alelopaticos pertencem aos grupos dos acidos fendlicos, cumarinas, terpendides,
flavonoides, alcaldides, glicosideos, cianogénicos, derivados do &cido benzoico, taninos e
guinonas complexas.. No extrato aquoso, onde observamos um efeito inibitorio significativo na
germinacédo em concentracdes acima de 20 mg-mL™.

Bitencourt et al. (2021) [28] analisando o efeito do extrato etandlico de folhas de
S. terebinthifolia sobre sementes de alface obtiveram diferencas significativas na germinacéo
inicial e final de sementes em fungdo ao aumento da concentracdo do extrato, resultados também
observados neste experimento para as concentra¢es mais altas.

Ao utilizar extratos de S. molle, planta da mesma familia de S. terebinthifolia, Nogueira et al.
(2021) [29] observaram que os extratos obtidos de diferentes explantes s6 apresentaram diferenca
estatisticamente significativa para germinacgéo de alface nas concentragdes de 20 e 40 mg.mL * . E
comparando os diferentes tipos de explantes utilizados, as maiores interferéncias para 0s extratos
aquosos obtidos de folhas e inflorescéncias ocorreu na concentracdo de 40 mg.mL . Os mesmos
resultados foram encontrados também com extratos aquosos de S. molle onde o efeito negativo
sobre a germinacgdo ocorreu para a concentracao de 40 mg.mL *, resultados similares aos obtidos
neste experimento.

Tanto para o extrato etandlico quanto para o extrato aquoso, observamos um efeito inibitorio
significativo na germinagdo em concentragdes acima de 20 mg-mL™?, e este efeito foi mais
pronunciado para extratos obtidos de folhas.

A extracdo aquosa simula as condicdes de lixiviacdo pela 4gua da chuva, porém, a extracdo
com etanol como solvente é mais eficaz para obtencéo de metabdlitos secundarios e esse maior
numero de substancias quando associadas otimizariam a atividade alelopética [30]. Mendes et al.
(2020) [31] sugerem ha necessidade de avaliacdo do melhor método de extracdo de acordo com
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0 objetivo de uso, e podemos enfatizar ainda que é sempre importante considerar também o efeito
sinérgico dos compostos.

Efeitos fisioldgicos negativos foram reportados sobre a germinacdo de sementes de alface
utilizando extrato aquoso de S. terebinthifolia, sendo mais expressivo com aumento da
concentracdo do extrato de forma similar aos resultados observados neste experimento [4, 32].

3.2 Analise de fitotoxicidade

A fitotoxicidade é o resultado da acéo toxica de compostos sobre diversos parametros como a
inibicdo de crescimento de um organismo biomonitor vegetal e esse efeito no desenvolvimento
que pode ser avaliado por anélise macroscdpica com observacfes métricas e visuais [33, 34].

A andlise de variagdo para os resultados do desenvolvimento de parte aérea (PA) indicou que
houve uma interagdo significativa entre os fatores tipo de explante utilizado para extracéo
etanolica (flor e folha) e as concentracdes utilizadas. A média de comprimento da parte aérea
(PA) (Figura 3A) das plantulas sob influéncia do extrato etanélico de folha, em relagdo ao controle
(3,196¢cm), foi reduzida significativamente desde a concentracdo mais baixa, 5 mg-mL*
(2,246¢cm). A concentragdo de 10 mg-mL* (1,584cm) causou maior reducdo em comparagdo a
concentragdo menor, diferindo estatisticamente das outras concentragdes do mesmo extrato. A
concentracdo de 20 mg-mL™ (0,884cm) causou maior redugédo em comparagdo ao controle e as
duas doses menores, diferindo estatisticamente das outras concentragdes do mesmo extrato. A
concentracdo de 40 mg-mL™* (0,132cm) reduziu significativamente o crescimento da PA das
plantulas em comparag¢do com as outras concentragdes do mesmo extrato.

A média de comprimento da PA das plantulas sob influéncia do extrato etandlico de flor
(Figura 3A), em relacdo ao controle (3,196cm), sofreu reducdo significativa desde a concentracao
mais baixa, 5 mg-mL? (2,206cm). A concentracdo de 10 mg-mL* (1,502cm) causou reducdo
significativa em relacdo ao controle e a concentragdo mais baixa, diferindo estatisticamente das
demais concentragdes. A concentracdo de 20 mg-mL* (0,458cm) também causou reducdo de
crescimento em relacdo as concentragdes menores e o controle, também diferiu estatisticamente
da concentracdo mais alta. A concentracdo mais alta, 40 mg-mL™* (0,112cm), causou a maior
reducdo da média de tamanho, diferindo estatisticamente das outras concentracdes e do controle.

A média de comprimento da parte radicular (PR) (Figura 3B) das plantulas sob influéncia do
extrato etanolico de folha, em relacdo ao controle (3,136¢cm), sofreu reducdo significativa desde
a concentracdo mais baixa, 5 mg-mL* (2,608cm). As concentracdes de 10 mg-mL* (1,416cm) e
20 mg-mL* (1,138cm), diferiram estatisticamente do controle, da concentragdo mais baixa e da
concentracdo mais alta do mesmo extrato, porém nao diferiram estatisticamente entre si. A
concentracdo mais alta, 40 mg-mL? (0,264cm) causou maior reducdo das médias, diferindo
estatisticamente das outras concentragdes do mesmo extrato.

A média de comprimento da PR das plantulas sob influéncia do extrato etandlico de flor
(Figura 3B), em relagéo a controle (3,136¢cm), sofreu reducdo significativa desde a concentracio
mais baixa, 5 mg-mL? (2,206cm). A concentracdo de 10 mg-mL? (1,068cm) causou reducdo
significativa em relacdo ao controle e a concentragcdo menor. As concentracdes de 20 mg-mL™*
(0,312cm) e 40 mg-mL™! (0,16cm) causaram reducdo significativa em relacdo ao controle as doses
menores, porém ndo diferiram entre si.

Tanto para a variavel comprimento de parte aérea como para parte radicular observamos uma
diferenca estatisticamente significativa entre os extratos etandlico de folhas e de flor na
concentragdo de 20 mg-mL™, sendo que o extrato de flor causou uma reducéo de crescimento
maior em ambas as variaveis (Figura 3).

Resultados semelhantes foram observados em ensaio utilizando S. molle avaliando o efeito de
extratos etandlicos obtidos a partir de diferentes estruturas da planta. Quando comparados o
extrato etanolico de folhas e flores dentro da mesma concentracdo, observaram uma reducao
maior na elongacgdo radicular causada pelo extrato etanolico de folha. Ao analisarem dentro da
mesma estrutura para obtengéo do extrato verificaram que houve uma reducdo do crescimento da
radicula conforme aumento da concentracao tanto nos extratos obtidos de folhas como naqueles
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obtidos a partir de flores, resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho para S. terebinthifolia
[29].
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Figura 3 - Mmédias de comprimento da Parte Aérea (A) e Parte Radicular (B) de plantulas sob efeito de
concentracdes dos extratos etandlicos de folha e flor de Schinus terebinthifolia Raddi, com interagédo
entre os fatores concentracdo e extratos. *Letras mailsculas distintas indicam diferenga significativa

pelo teste de Tukey entre os tipos de explante (folha e flor) utilizado na extragéo etandlica dentro de cada
concentracdo utilizada. ** Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de

Tukey na comparacao das diferentes concentragdes do extrato etanélico dentro do fator explante folha.

*** | etras mindsculas em italico diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey na
comparacdo das diferentes concentragdes do extrato etandlico dentro do fator explante flor.

Nas médias de comprimento da PA das plantulas sob influéncia do extrato aquoso de folha
(Figura 4A), em relagdo ao controle (3,196cm), observou-se igualdade estatistica com as
concentragdes de 5 mg-mL* (2,708cm) e 10 mg-mL? (2,582), diferindo das concentracoes
elevadas. A concentragdo de 20mg-mL* do extrato aquoso de folha (0,088cm) diferiu das demais.
A concentracdo de 40 mg-mLtinibiu a emissdo de parte aérea e/ou germinacéo.

Na média de comprimento da PA de plantulas sob influéncia do extrato aquoso de flor (Figura
4A), em relacdo ao controle (3,196cm), observou-se igualdade estatistica com a concentracdo de
5 mg-mL™* (2,762cm). A concentracdo de 5 mg-mL* foi estatisticamente igual a concentragéo de
10 mg-mL* (2,28cm), embora esta Ultima tenha sofrido redugdo significativa em relagdo ao
controle. Na concentracdo de 20 mg-mL™ (1,35cm) a reducéo da PA foi significativa em relacéo
as concentracdes anteriores e a concentracao mais elevada. Nao houve crescimento radicular na
concentracédo de 40 mg-mL™,

A média de comprimento da PR das plantulas sob influéncia do extrato aquoso de folha (Figura
4B), em relacdo ao controle (3,136cm), sofreu reducgéo significativa desde a concentragdo mais
baixa, 5 mg-mL? (1,88cm). A concentragdo de 10 mg-mL*? (1,066cm) provocou reducgdo
significativa tanto do controle quanto da concentracdo mais baixa. Na concentracdo de
20 mg-mL* (0,082cm) também houve reducéo significativa quando comparada as concentragGes
menores. Ndo houve crescimento radicular na concentragdo de 40 mg-mL™.

A media de comprimento da PR das plantulas sob influéncia do extrato aquoso de flor (Figura
4B), em relacdo ao controle (3,136¢cm), sofreu reducgdo significativa desde a concentragdo mais
baixa, 5 mg-mL? (1,718cm). A concentracdo de 10 mg-mL™ (0,966cm) apresentou reducdo
significativa quando comparada ao controle e a concentracdo mais baixa. A concentracdo de
20 mg-mL? (0,4cm) também apresentou reducdo significativa quando comparado as
concentracdes menores. Ndo houve crescimento radicular na concentracdo de 40 mg-mL™.

Apenas para PA, na concentracdo de 20 mg-mL* (Figura 4A) houve diferenca estatistica entre
0 extrato aquoso de folha e o extrato aquoso de flor, sendo que o extrato aquoso de flor reduziu
menos o comprimento das plantulas.
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Figura 4 - Médias de comprimento da Parte Aérea (A) e Parte Radicular (B) de plantulas sob efeito de

concentracdes dos extratos aquosos de folha e flor de Schinus terebinthifolia Raddi, com interacéo entre

os fatores concentracdo e extratos. *Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa pelo teste
de Tukey entre os tipos de explante (folha e flor) utilizado na extra¢édo aquosa dentro de cada

concentracdo utilizada. ** Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de

Tukey na comparacéo das diferentes concentracgdes do extrato aquoso dentro do fator explante folha. ***

Letras minusculas em italico diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey na
comparacdo das diferentes concentragdes do extrato aquoso dentro do fator explante flor.

Resultados semelhantes para reducdo no comprimento total de plantulas de alface submetidas
a extrato aquoso de folhas frescas de S. terebinthifolia foram observados por Comiotto et al.
(2012) [4] que indicaram a existéncia de uma fitotoxicidade bastante acentuada dos extratos
aquosos de aroeira sobre a qualidade fisioldgica dos aquénios de alface.

Em ensaio analisando o crescimento de parte aérea de L. sativa, os autores verificaram que o
extrato aquoso de folhas de S. terebinthifolia promoveu interferéncia negativa em funcéo do
aumento da concentragdo, sugerindo que o extrato retardou crescimento das plantulas quando
comparado ao controle, resultados similares aos encontrados nas doses mais altas deste
experimento [28].

Fonseca et al. (2015) [32] trabalhando com concentragdes maiores de extratos de
S. terebinthifolia que as utilizadas neste trabalho verificaram que tanto sementes de alface tratadas
com extrato aquoso de folha quanto com extrato de flores nas doses mais altas (50 e 100%) nao
possibilitaram o crescimento de PA nem de PR.

Nogueira et al. (2021) [29], analisando o efeito do extrato aquoso de S. molle de diferentes
partes da planta, observaram que o extrato aquoso de folha causou uma redugdo significativa do
crescimento de parte radicular conforme aumento da concentragdo, resultados também avaliados
para extrato aquoso de flores, resultados estes semelhantes aos obtidos neste experimento. E
quando comparados os extratos de folhas e flores dentro da mesma concentracdo s6 foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nas concentracdes de 20 e 40 mg. mL?, o
gue observamos na concentracdo de 20mg.mL-1 para o extrato aquoso de folhas.

Podemos considerar a efetiva acao alelopatica de Schinus terebinthifolia a partir dos resultados
observados, pois conforme Ferreira e Borghetti (2004) [35] “A alelopatia pode ser definida como
a interferéncia positiva ou negativa de compostos metabdlicos secundarios produzidos por uma
planta (aleloquimicos) e langados no meio”, sendo os sintomas mais comuns o desenvolvimento
anormal das plantulas, reducdo da germinacdo e necrose radicular [4, 13]. Neste trabalho foram
verificados efeitos inibitérios tanto nas variaveis germinativas quanto nas de crescimento
vegetativo, principalmente nas concentragfes mais elevadas tanto do extrato etanélico como do
aquoso de folhas e flores de S. terebinthifolia. Esses sintomas séo observados e indicados como
acdo alelopética de Schinus terebinthifolia Raddi por varios autores [28, 32, 36].
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3.3 Analise de citotoxicidade

O indice mitético é um parametro indicativo da citotoxicidade de extratos, pois valores
menores do que os do controle podem indicar citotoxicidade causada pelo tratamento [37],
enquanto valores acima do controle podem indicar efeito proliferativo.

A analise estatistica indicou que ndo houve diferenca estatistica entre os extratos de folha e
flor na mesma concentracdo para a variavel Indice Mitdtico (IM). Na Figura 5 estdo demonstrados
os valores do indice que indicam igualdade estatistica do controle (9,3%) com as concentragdes
de 5 mg-mL* (10,88%), 10 mg-mL* (7,1%) e 20 mg-mL* (7,76%) do extrato etanélico da folha.
O IM na concentracdo de 5 mg-mL? diferiu estatisticamente daquele de 10 mg-mL? e de
40 mg-mL* (2,4%), sendo que este Ultimo diferiu estatisticamente do controle.

A influéncia do extrato etandlico de flor (Figura 5) também apresentou igualdade estatistica
entre o controle (9,3%) e as concentragdes de 5 mg-mL™? (8,58%), 10 mg-mL* (8,18%) e
20 mg-mL* (6,24%). A concentragdo de 40mg-mL* (3,6%) apresentou diminuicdo do IM,
diferindo estatisticamente do controle e das concentragdes de 5 mg-mL™* e 10 mg-mL™, porém
igualando-se a concentracdo de 20 mg-mL™,
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Figura 5 - indice mitético de células meristematicas sob influéncia de extratos etanélicos de folha e de
flor de Schinus terebinthifolia Raddi, com interacéo entre os fatores concentragéo e extratos. *Letras
maiusculas distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey do fator explante folha dentro do
fator concentracdo. ** Letras minGsculas diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
do fator explante flor dentro do fator concentracéo.

Quando comparados os extratos aquosos de folha e flor, ndo se observou diferenca estatistica
significativa dentro das mesmas concentragdes. Em células sob influéncia do extrato aquoso de
folha (Figura 6) também se observou igualdade estatistica entre o controle (9,3%) e as
concentragdes de 5 mg-mL™ (6,84%) e 10 mg-mL™ (7,6%). A concentragéo de 20 mg-mL*(3,6%)
apresentou reducgdo significativa do IM em relagdo aos anteriores. A concentracdo de
40 mg-mL?* (0%) ndo apresentou células em divisdo, tendo seu indice em 0%, diferindo
estaticamente das outras concentracbes do mesmo extrato. Em relagdo ao controle (9,3%), as
células sob influéncia do extrato aquoso de flor (Figura 6) apresentaram igualdade estatistica na
concentracdo de 5 mg-mL™ (8,98%) em relacdo ao controle. A concentracdo de 10 mg-mL*
(4,96%) apresentou igualdade estatistica com a concentracdo de 20mg-mL* (3,8%), e ambas
apresentaram reducéo significativa em relacdo ao controle e a concentracdo de 5 mg-mL™2. A
concentragdo de 40 mg-mL* (0,74%) apresentou reducéo significativa em relagéo ao controle e
as outras concentragdes do mesmo extrato.



N.F. da Rosa et al., Scientia Plena 19, 121501 (2023) 12

A a -
AB
AB
bc

c © m Folha

Flor

d
D
0 5 10 20 40

Concentragdes dos extratos aquosos de folha e flor (mg.ml')

indice mitético (%)
O =2 N W & O O N © ©

Figura 6 - indice mitético de células meristematicas sob influéncia de extratos aquosos de folha e de flor
de Schinus terebinthifolia Raddi, com interac&o entre os fatores concentracéo e extratos. *Letras
maiusculas distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey do fator explante folha dentro do
fator concentragdo. ** Letras minGsculas diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
do fator explante flor dentro do fator concentracéo.

Fonseca et al. (2015) [32] ndo obtiveram resultados estatisticamente diferentes para a variavel
indice mitético quando analisou células meristematicas radiculares de alface submetidas a
tratamento com extrato aquoso de aroeira mansa. Porém, Pawlowski et al. (2012) [37] utilizando
Oleo essencial de duas espécies de aroeira (S. molle e S. terebinthifolia) observaram efeito
citotoxico em células meristematicas de cebola, sendo que aquelas expostas ao Oleo de
S. terebinthifolia foram mais afetadas apresentando poucas células em divisdo.

Observou-se nas concentracdes acima de 20mg.mL™ do extrato etanélico de folhas e de flores
o indice mitotico (IM) sofreu uma redugdo significativa, menos de 50% quando comparado ao
controle, o que de acordo com Fiskesjo (1985) [38] classifica um agente cititoxico; resultado
similar para o extrato aquoso de flor na concentragéo de 40mg.ml=.

3.5 Analise de genotoxicidade

Substancias genotoxicas, citotoxicas e antimitéticas podem causar uma ampla variedade de
efeitos sobre o material genético das células dos organismos expostos a estes agentes [39], por
exemplo: fragmentar o DNA, induzir aberragbes cromossomicas, retardar ou inibir a divisdo
celular [40].

Para os extratos aquosos de folha e flor de aroeira mansa, ndo houve diferencga estatistica
significativa, sendo encontrado um percentual muito baixo de alteracbes em todas as
concentracdes, as quais nao diferiram do controle, indicando baixa/nula genotoxicidade nas
condi¢des do experimento. Para os extratos etanolicos, ndo houve interacao entre os fatores tipo
de explante (folha e flor) e as concentracdes. As alteracfes estatisticamente significativas foram
observadas somente quando comparadas as concentrages dos extratos testados que seguem a
mesma tendencia. Na concentra¢do mais alta ndo houve germinacéo significativa para proceder
analise citogenética. Porém, observamos um aumento de IAC na concentragédo de 20 mg-mL™,
mas ndo houve diferenca em relagdo a concentragéo de 5 mg-mL™, a qual ndo diferiu daquela de
10 mg-mL*e do controle (Figura 7).
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Figura 7 - Indice de alteragdes cromossdmicas (IAC) em células sob efeito de diferentes concentragdes
dos extratos etandlicos de folha e flor de Schinus terebinthifolia Raddi, com diferenca estatistica
significativa somente dentro do fator concentragéo. Rétulos de dados com mesma letra indicam

igualdade estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05).

As alteragbes cromossdmicas observadas nas células meristematicas de alface expostas ao
extrato etandlico de folhas e de flor indicam uma acdo genotdxica que pode ser decorrente do
efeito de compostos alelopéticos presentes no extrato. Guarda et al. (2017) [41], ao estudarem a
acdo citotdxica e mutagénica do extrato aquoso de Punica granatum L., relataram que compostos
bioativos com atividades alelopaticas podem ser os principais responsaveis por danos no material
genético, sugerindo que a presenca de anafases com pontes dentre outras alteracfes encontradas
podem ser consequéncias da agdo destes compostos.

O resultado dos extratos aquosos foi condizente com Taveira (2021) [26] que também nédo
observou efeito genotoxico do extrato aquoso de folha sobre células meristematica radiculares de
bioindicadores (alface e cebola). Em testes de genotoxicidade utilizando outros biomarcadores,
como células de medula 6ssea de ratos Wistar, Terra Junior et al. (2015) [42] ndo observaram
efeitos genotéxicos em todas as concentracdes testadas de extrato aquoso de aroeira mansa.

Os ensaios genéticos com bioensaio de plantas sdo instrumentos importantes para deteccédo e
classificagdo do mecanismo de agdo celular da substancia avaliada, isto é, avaliar se os danos
causados séo considerados do tipo aneugénico - aqueles que promovem alteragdes cromossémicas
resultantes de danos a formagéo do fuso mitético e que podem causar alteragbes cromossémicas
numéricas, mas nao atuam sobre a sequéncia do DNA, ou sdo do tipo clastogénicos como pontes,
cromossomos fragamentados, micronucleos que alteram a sequencia dos genes no cromossomo
[43].

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foram verificados efeitos inibitorios tanto nas varidveis germinativas quanto
nas de crescimento vegetativo, principalmente nas concentracfes mais elevadas de extratos
etandlico e aquoso de folhas e flores de S. terebinthifolia, evidenciando-se atividade alelopatica,
fitotoxica e citotoxica dos extratos etandlicos e aquosos de folhas e de flores de aroeira mansa nas
concentragdes de 20 e 40 mg-mL™* e atividade genotoxica dos extratos etandlicos de folhas e de
flores na concentracgéo de 20 mg-mL™.

As descobertas deste trabalho poderdo constituir uma base para o0 conhecimento dos extratos
testados. Porém, se faz necessario conhecer os compostos bioativos responsaveis pelos efeitos
observados, assim como conhecer os efeitos em outros bioindicadores para avaliar a eficiéncia
guando utilizado como bioativo natural com aplicagdes em agricultura e pecuéria.
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