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Resumo: No presente estudo nds avaliamos o efeito do 6leo extraido das sementes de
Jatropha curcas no crescimento radicular de alface e o indice mitotico das raizes. Trés
diferentes concentragdes de 6leo foram avaliadas. Para determina¢do do indice mitdtico as
laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com orceina acética 2%.
Para todos os parametros avaliados foi feito analise de variancia e testes de média a fim de
comparar os tratamentos com o controle. Diferentes concentracdes do 6leo proporcionaram
resultados estatisticamente diferentes do controle, mas estatisticamente iguais entre si,
tanto para o crescimento radicular quanto para o indice mitdtico. Os dados do presente
trabalho podem auxiliar nos testes de toxicidade das sementes de diferentes variedades que
estdo sendo desenvolvidas de pinhdo manso.
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Effect of physic nut oil (Jartropha curcas L.) on root growth of Lactuca sativa

Abstract: In this study we evaluated the effect of the oil extracted from seeds of Jatropha
curcas on root growth of lettuce roots and the mitotic index. Three different concentrations
of oil were evaluated. To determine the mitotic index slides were prepared by squash and
stained with 2% acetic orcein. For all evaluated parameters were realized variance analysis
and mean tests to compare treatments with control. Different concentrations of oil provided
statistically different from control, but statistically equal to each other, both for root growth
and to mitotic index. The data from this study may help in the toxicity seeds testing of
different varieties that are being developed from physic nut.

Key Words: cell cycle, Lactuca sativa, physic nut, plant bioassays

Introducio
Os bioensaios vegetais com plantas superiores tém sido amplamente utilizados para
avaliar o efeito biologico de substancias simples ou compostos complexos nos organismos.
A vantagem da utilizag¢@o de plantas como modelos de estudo € que o teste ¢ barato, rapido
e facil de ser conduzido e ¢ tao sensivel como outros testes utilizados para o mesmo fim. A
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partir da avaliag@o de alteragdes no ciclo celular € possivel verificar se o residuo estudado
¢ genotdxico, mutagénico ou carcinogénico (Leme e Marin-Morales, 2009). O modelo
Lactuca sativa ¢ comumente utilizado nos testes de germinacdo. Adicionalmente ja foi
demonstrado que ele ¢ apropriado para realizar tanto testes de germinacdo, seguido do
crescimento radicular, como testes citogenéticos (Andrade et al., 2010).

O Pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) ¢ uma oleaginosa potencial para o Programa
Nacional de Produ¢@o e Uso de Biodiesel. As sementes dessa planta podem gerar o dleo
para o biocombustivel e a torta resultante da extragdo do dleo pode ser usada como
suplemento protéico altamente nutritivo em dietas de ruminantes e monogastricos
(Mendonga e Laviola, 2009). No entanto, o uso da torta para alimentar animais ainda nao ¢
possivel devido a presenca de fatores tdxicos, alergénicos e antinutricionais. Os ésteres de
forbol sdo os principais componentes toxicos presentes na torta do pinhdo-manso e quando
ingeridos podem agir no organismo de forma aguda (resposta inflamatdria intensa) ou
cronica (indug¢do de tumor). Por ser lipossoluvel, grande parte dos ésteres de forbol ¢
extraida juntamente com o dleo. No entanto, essas substdncias permanecem também na
torta devido ao fato da extragdo mecanica ndo retirar totalmente o oOleo dos grados
(Mendonga e Laviola, 2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do 6leo de pinhdo manso no
crescimento radicular de Lactuca sativa, como forma de inferir no grau de toxicidade dos
componentes presentes no 6leo e na utilizagdo da torta para alimentagdo animal.

Material e Métodos

Sementes de alface, variedade Grande Lagos Americano (Isla Sementes), foram
germinadas em placas de petri, cobertas com papel aluminio, a 24°C, em camara de
germinagdo, na presenga 5 mL de 4dgua destilada. Quando as raizes atingiram
aproximadamente 0.5 cm de comprimento, 30 sementes germinadas foram transferidas
para cada placa de petri e submetidas ao tratamento.

Trés diferentes concentragdes de o6leo de pinhdo manso (22.5%, 45%, e 67.5%)
foram avaliadas. Como controle negativo algumas placas de petri foram mantidas com
agua destilada até o fim do experimento. O experimento foi montado em DBC com trés
blocos. Cada bloco foi proveniente de trés placas de petri com 30 sementes cada. O
comprimento das raizes foi obtido antes e apds 48 horas de tratamento com auxilio de um
paquimetro digital. O crescimento das raizes foi calculado pela diferenca do tamanho da
raiz antes e apos as 48 horas de tratamento.

Para determinacdo do indice mitotico as laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento e coradas com orceina acética 2%. Para cada tratamento foram avaliadas em
torno de 10.000 células meristemadticas, proveniente de 9 raizes (uma de cada parcela
experimental). O indice mitético foi obtido dividindo o niimero de células em divisdo
(profase, metafase, anafase e teldfase) pelo total de células avaliadas em cada tratamento.

Para todos os parametros avaliados foi feito andlise de variancia e testes de média a
fim de comparar os tratamentos avaliados com o controle. Foi empregado o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de significancia.

Resultados e Discussio
As sementes de alface tratadas com diferentes concentragdes do dleo de pinhdo
manso apresentaram diferencas na taxa de germinacdo quando comparadas ao teste com
0% de 6leo. O mesmo padrio foi observado para o indice mitdtico. A analise de variancia
realizada para o crescimento radicular e para o indice mitotico revelou diferencas
significativas entre os tratamentos e o controle (dados ndo mostrados). No entanto, os
diferentes tratamentos ndo diferenciaram entre si pelo teste Kruskal-Wallis (p < 0.05)
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(Tabela 1). De acordo com Vadilho et al. (2004) a taxa de germinagdo e o crescimento das
raizes sdo varidveis mensurdveis. Essas varidveis podem ser associadas com ensaios
citogenéticos. No presente trabalho, essa associacdo foi positivamente observada. O indice
mitdtico apresentou o mesmo padrdo de decréscimo evidenciado pelo crescimento
radicular. Observou-se que as raizes tratadas com as diferentes concentracdes de o6leo
apresentaram uma taxa menor de divisdo celular. O indice mitdtico ¢ um parametro
confiavel para determinar a presenca de compostos citotoxicos e a redugdo desse indice em
tratamentos de raiz ¢, provavelmente, provocada por distirbios no ciclo celular bem como
na disfuncdo da cromatina, que podem sem induzidas por interagdes entre 0 DNA e os
componentes toxicos do oleo (Glinska et al., 2007).

Tabela 1 — Média do crescimento radicular e indice mitdtico em alface apos exposi¢do ao
6leo de pinhdo manso.

TRATAMENTO CRESCIMENTO iNDICE MITOTICO
Controle 8.53 8.69
22.5% 6leo S.T7* 4.83 %
45% 6leo 5.43% 6.38 *
67.5% 6leo 543% 4.95 *

*Significativamente diferente do controle de acordo com o teste Kruskal-Wallis (p < 0.05).

O efeito dos componentes quimicos presentes na semente do pinhdo manso tem sido
estudados em diferentes pesquisas. Diversos estudos com animais, ruminantes (bovinos e
caprinos) ou nao (camundongos, ratos, frangos, peixe, humanos), demonstraram que as
sementes sdo tdxicas, causadas por um grupo de substancias chamado de ésteres de forbol.
Em ruminantes foram testadas doses agudas de 2,5g sementes/Kg de peso do animal/dia e
cronicas 0,025g sementes/Kg de peso do animal/dia por 14 dias e, que levaram todos os
animais a morte. Os primeiros sinais foram de diarréia, dispnéia, desidratagdo e perda de
condi¢do geral, associados com alguns achados patologicos (Mendonga e Laviola 2009).

O bioensaio vegetal realizado no presente trabalho pode ser utilizado como
alternativa para evitar a morte de animais nos testes realizados com variedades de Jatropha
curcas. Muitas pesquisas tém sido realizadas na tentativa de detoxificar a torta do pinhao
manso. Como resultado, as variedades que sdo criadas precisam ser testadas. Dessa forma,
testes em raizes de alface demonstraram sensibilidade para detectar detoxificagcdo ou ndo.

A transformacdo da torta de pinhdo-manso em um produto atoxico que possa ser
usado para alimentacdo animal despertou a atengdo de diversos pesquisadores no mundo,
tendo sido realizados alguns avancos nessa area. Em abril de 2010 foi publicado um estudo
(Kumar et al., 2010), que alegou ter chegado a destoxifica¢do da torta do pinhdo manso,
sendo a mesma testada em carpas.

Visando resolver o problema da toxidez na torta de Jatropha curcas e diminuir riscos
de impactos ambientais e a valoracdo do co-produto na nutrigdo animal a Embrapa
Agroenergia vem desenvolvendo pesquisas com varias estratégias. Uma delas refere-se a
identificacdo de materiais genéticos cujos graos ndo apresentem toxidez (éster de forbol) e
a posterior incorporagdo desta caracteristica em cultivares comerciais. Este fato evidencia
que muitos testes ainda precisam ser realizados para detectar a presenca de toxidez ou néo.
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Conclusdes
Os testes realizados em sementes de alface demonstraram sensibilidade para detectar a
toxidez em 6leo de pinhdo manso.

Os dados do presente trabalho podem auxiliar nos testes de toxicidade das sementes
de diferentes variedades que estdo sendo desenvolvidas de pinhao manso, com o propdsito
de evitar a morte de animais.
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