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Resumo: Avaliou-se o potencial citotoxico e mutagé€nico dos extratos aquosos de Eragrostis plana (raiz e
parte aérea) através do Sistema Allim cepa. O ensaio foi desenvolvido no Instituto Biotecnologico de
Reprodugdo Vegetal (INTEC) da URCAMP, sendo os extratos preparados com a planta seca submetida a
decocgdes na concentragdo de 1:4 (planta/agua destilada). Os extratos aquosos brutos de parte aérea (EAA) ¢
raiz (EAR) foram utilizados como substrato para a germinagao de sementes de Allium cepa (100%, 50% e
25%). As sementes (100 para cada tratamento) foram dispostas em gerbox e incubadas (BOD, 22 °C) por
cinco dias, sendo o ensaio realizado em triplicata. Como controle positivo, foi utilizado o sulfato de cobre
(2%) e controle negativo, dgua destilada. Apos, foram coletadas as radiculas das plantulas, fixadas em
Carnoy acético e procedida a confecgdo das laminas. Analisaram-se 5.000 células por tratamento em
microscopia optica (40x). Observando o IM de 4. cepa, é possivel verificar que os extratos E. plana nas
doses mais elevadas contribuiram efetivamente para a inibicdo do IM, em comparacdo com CN tanto em
parte aérea (EAA o, EAAs), EAA,s; P<0,001) quanto para raizes (EAR;q, EARs5) EAR,s; P<0,001).
Diferentes dilui¢des de um mesmo extrato também mostraram associagdo dose-dependente, bem como a
mesma dose entre os tratamentos EAA ¢ EAR. Em relagdo aos dados de mutagenicidade (MN e pontes
cromossOmicas), ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos.
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Abstract: We evaluated the cytotoxic and mutagenic potential of aqueous extracts of Eragrostis plana (root -
AER and shoot-AES) through Allium cepa assay. The test was developed in the Instituto Biotecnologico de
Reproducdo Vegetal (INTEC) of URCAMP, and the extracts prepared with dried plant decoctions submitted
in the concentration of 1:4 (plant / distilled water). The root and shoot aqueous extracts were used as
substrate for A. cepa seed germination (25, 50 and 100% dilutions), which were placed in gerbox boxes for
germination and after incubated in BOD chamber for five days, done in a triplicate mode. As a positive
control, we used was copper sulfate 2% and as negative control, distilled water. Then, the rootlets of
seedlings were collected, fixed in acetic Carnoy and proceeded for confection of the slides. It was analyzed
5,000 cells by treatment with optical microscopy (40x). Noting the IM A. cepa, you can check that the E.
plana extracts at higher doses effectively contributed to the inhibition of IM compared to CN both shoot
(AES100, AES50, AES25; P<0.001) and for roots (AER100, AER50, AER25; P<0.001). Different dilutions
of the same extract also showed dose-dependent association, as well as the same dose of AES and AER
treatments. In relation to mutagenicity data (MN and chromosome bridges), there was no significant
difference between treatments.
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Introducao
O Bioma Pampa apresenta uma grande riqueza de espécies vegetais com infinitas utilizacdes.
Entretanto, possui uma vasta area dominada por gramineas invasoras, introduzidas acidentalmente nos
campos do Bioma, como ¢é o caso do capim-annoni (Eragrostis plana Nees) uma Poaceae exdtica e perene
cuja introdug@o se deu no Rio Grande do Sul na década de 50 (Nachtigal & Costa, 2010). Conforme Reis et
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al. (2008), ja ultrapassam de dois milhdes de hectares de terra no RS que possuem o capim-annoni como
espécie contaminante e/ou dominante, invasora esta que come¢a a se expandir para os paises do
MERCOSUL.

Segundo Dalbosco (2013) o fato da espécie tornar-se a invasora mais agressiva dos Campos Sulinos ¢
imposto pelas caracteristicas de rapido crescimento ¢ um longo periodo reprodutivo, aliadas ao seu suposto
potencial alelopatico. A alelopatia ¢ usualmente definida como um processo que avalia o efeito de
metabolitos secundarios provenientes de algas, plantas, bactérias ou fungos sobre sistemas celulares, afetando
efetivamente o crescimento e desenvolvimento de sistemas bioldgicos expostos aos aleloquimicos (Ferreira et
al. 2008).

Existem métodos que contribuem para a determinagdo de fitotoxicidade e mutagenicidade de
compostos bem como acdo de aleloquimicos. Nesse sentido, o Sistema Allium cepa baseia-se na andlise de
alteragdes do ciclo celular da espécie quando em contato com compostos potencialmente citotoxicos, o que o
torna eficaz no sentido de oferecer parametros microscopios como, inibi¢do de indice mitdtico, pontes
cromossOmicas e micronucleos, que podem se caracterizar em evidéncias ou até indicadores de eventuais
mutacgdes no contetido genético celular (Caritd & Marin-Morales, 2008). Desse modo, o objetivo do estudo
foi avaliar o potencial citotoxico e mutagé€nico dos extratos aquosos de E. plana (raiz e parte aérea) através
do Sistema Allim cepa.

Material e Métodos

Partes aéreas e raiz de E. plana foram coletadas no municipio de Bagé-RS (coordenadas
31°31'42.137'S/ 54°04°61.74""W) em junho do ano de 2015, secas em estufa com circulagdo de ar forgado a
40 °C por 48 horas.

O ensaio desenvolveu-se no Instituto Biotecnologico de Reproducdo Vegetal (INTEC) da URCAMP,
onde primeiramente realizaram-se extratos aquosos brutos de parte aérea (EAA) e de raiz (EAR) por
decocgdo, respeitando as proporcdes 1:4 (planta/dgua de torneira). Posteriormente, foi feita uma adaptacio do
protocolo de Caritd & Marin-Morales (2008) para determinagdo do Indice Mitético (IM). As sementes foram
postas a germinar em gerbox em distintas diluigdes dos extratos (25%, 50% e 100%). O controle negativo
(CN) foi realizado com agua de torneira e o controle positivo (CP) com solugdo de sulfato de cobre (2%) por
ter agdo citotdxica comprovada.

Cada tratamento compreendeu um total de 100 sementes, as quais foram incubadas em estufa do tipo
BOD por cinco dias a 22 °C , com fotoperiodo controlado de oito horas didrias. O ensaio foi realizado em
triplicata. Os meristemas radiculares das plantulas de A. cepa foram coletados e fixados em Carnoy acético
por 24 horas e, armazenadas em etanol 70%, e em seguida foi realizada a confecgdo das laminas. Para isso, as
células meristematicas passaram pela técnica de squash e, em seguida foram coradas com solugdo de Schiff +
Fast Green, sendo analisadas 5.000 células por tratamento através de microscopia oOptica com aumento de
40x. Avaliou-se o total de células em divisdo celular para posterior calculo do IM, além da observagdo do
aparecimento de Pontes Cromossdmicas (PC) e Micronucleos (MN). A analise estatistica foi realizada
utilizando-se o programa GraphPadPrism 5.1, ANOVA e teste de Tukey.

Resultados e Discussio

Ao analisar os dados referentes ao IM de A. cepa, € possivel verificar que os extratos E. plana nas
doses mais elevadas contribuiram efetivamente para a inibi¢do do IM, em comparagdo com CN tanto em
parte aérea (EAA; o, EAAs,, EAA,s; P<0,001) quanto para raizes (EAR;q, EARs5) EAR,s; P<0,001).
Entretanto, levando em consideracgdo a diferenca de doses do mesmo extrato, também foi possivel verificar a
inibicdo do IM tanto para extratos contendo parte aérea de E. plana (EAAp0x EAAys, P<0,05; EAAsx
EAA,s, P<0,05) como para extratos contendo raiz (EAR oy x EAR,s, P<0,001; EARsy x EAR,s, P<0,001). Ao
comparar o IM dos tratamentos de EAA e EAR nas mesmas doses, encontrou-se diferenga significativa para
as dilui¢des de 50% (EAA x EAR 50, P<0,01) e 25% de extrato (EAA x EAR, P<0,001), ndo havendo
significancia para as diluicdes de 100% dos extratos. Em relacdo aos dados de genotoxicidade (MN e PC),
ndo houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 1).

Desse modo, em estudo realizado por Dalbosco (2013) onde ap6s utilizar diferentes concentragdes
(100, 200, 300, 400 e 500 ppm) do o6leo essencial da parte aérea de E. plana sobre germinagdo de Ipomoea
grandifolia, verificou a inibicdo de germinacdo da espécie na maior concentracdo de substrato (500 ppm),
além da reducdo de medidas de comprimento do hipocétilo e raiz comparados ao CN (dgua destilada).
Contudo, esses dados remetem ao fato de que o 6leo essencial possui agdo fitotoxica na espécie receptora,
corroborando com os resultados encontrados neste estudo em relacdo a espécie 4. cepa.
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Diferentemente do encontrado nesse estudo, Mazzocato et al. (2015) verificando a fitotoxicidade
de extratos brutos de raiz e parte aérea frescas de E. plana na germinagio de Lactuca sativa, ndo observaram
diferencas significativas de germinacao, indice de velocidade de germinacdo (IVG), medida de comprimento
de hipocétilo e de raiz entre os tratamentos, quando comparados ao controle. A diferenca de resultados entre
estudos infere que as relagdoes de alelopatia para uma mesma espécie vegetal pode ser distinta conforme
modelo bioldgico adotado.

Tabela 1 — Avaliagdes de indice mitético (IM), microntcleos (MC) e pontes cromossdmicas (PC) sobre o
sistema Allium cepa exposto a diferentes extratos brutos aquosos de Eragrostis plana (extrato de parte aérea:
EAA e de raiz: EAR), em diferentes dilui¢des (100%, 50% e 25%). Bagé - RS. 2016

TRAT. INT. PROF. MET. ANA. TELO. M MC PC

(células)  (células) (células) (células) (células) (%) (m/DP) (m/DP)
CN 3210 873 475 245 197 36 0,0£0,0 0,0+£0,0
CP 4586 391 19 2 2 8 0,0£0,0  0,0+0,0
EAA 0 3892 564 254 158 132 22 1,4+12 0,3+0,5
EAAs 3884 719 202 110 85 2274 11+1,1  0,5+0,7
EAAs 3669 826 231 106 168 27 1,1+1,3  0,3+0,5
EAR o 3749 822 201 144 84 25" 22415 0,8+0,8
EARs, 3720 608 265 214 193 27 1,7422  0,6+1,3
EAR,s 3270 927 418 209 176 34 0,7+1,1 0,1+0,3

a P<0,001 em relagdo ao CN
b P<0,05; ¢ P<0,001 em relagdo a menor dose do mesmo extrato
d P<0,01; e P<0,001 em relagdo aos diferentes tratamentos (EAA, EAR) para a mesma dose

Conclusdes
Esse é o primeiro estudo realizado sobre a citotoxicidade de E. plana provenientes dos campos
sulinos envolvendo o modelo A. cepa. Logo, ¢ fundamental que sejam testados outros ensaios para verificar a
alelopatia do capim-annoni, além da utilizagdo de outros solventes para confec¢do de extratos dessa espécie.
Dessa forma, pretende-se ampliar a compreensdo sobre o comportamento aleloquimico, levando em
consideracao o fato de ser a principal planta invasora dos campos sulinos e Bioma Pampa.
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