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Resumo - Devido a ampla expansao do cultivo de mamona (Ricinus communis L.) e da sua utilizacdo em larga escala para a
producdo de biodiesel e fertilizante, neste trabalho, procurou-se averiguar, por meio de ensaios biolégicos, os efeitos
citotoxicos e alelopaticos de extratos aquosos de folhas frescas e folhas secas de mamona sobre sementes da alface e cebola.
Os biotestes foram conduzidos em germinador (20 °C), com extrato aquoso obtido por trituracdo de folhas frescas e folhas
secas nas concentracdes de: 0, 5, 10, 20 e 40 mg mL™. Os testes de germinagao, primeira contagem e indice de velocidade de
germinacdo (IVG), que avaliam efeito alelopatico, foram feitos com quatro repeticdes de 100
sementes/concentracdo/bioteste. A determinacdo da citotoxicidade foi através do indice mitdtico (IM), onde foram
contadas, pela técnica de varredura, 2000 células/concentragdo/bioteste. Pode-se verificar que a acdo do extrato de folhas
frescas e secas de mamona provocou efeito alelopatico e citotoxico sobre sementes de alface nas diferentes concentracGes
testadas. Porém sobre as sementes de cebola a acdo do extrato de folhas frescas apresentou apenas efeito citotoxico com o
aumento das concentragdes testadas, ja no bioensaio com extrato de folhas secas pode-se observar efeito alelopético e
citotoxico crescente com o aumento das concentracoes.
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Allelopathic and cytotoxic effects of aqueous extracts of Ricinus communis
using different bioindicators

Abstract - Due to the wide expansion of the castor beans (Ricinus communis L.) cultivation and its use in biodiesel and
fertilizer large-scale production, in this work, it was studied, through biological tests, the cytotoxic and allelopathic effects
of aqueous extracts of fresh and dry leaves of castor bean on the seeds of lettuce and onion. The biotests were carried out in
germinator (20 °C) with aqueous extract obtained by milling of the fresh and dried leaves at concentrations of 0, 5, 10, 20 and
40 mg mL". The germination, first count and speed of germination index (IVG) tests, which evaluate allelopathic effect,
were made with four replicates of 100 seeds/concentration/biotest. The cytotoxicity was determined by the mitotic index
(IM), which were counted by scanning technique, 2000 cells/concentration/biotest. It has been verified that the action of
fresh and dried extracts of castor bean leaves provoked allelopathic and cytotoxic effect on lettuce seeds in different tested
concentrations. However, on the onion seeds the action of fresh and dried extracts of castor leaves showed only a cytotoxic
effect with increasing different tested concentrations, in the bioassays with extracts of dried leaves it has been observed a
rising allelopathic and cytotoxic effect with an increase in concentrations.

Keywords: allelopathy, cytogenetic, germination, castor bean

Introducéo

O termo alelopatia define um fendémeno quimioecol6gico
no qual metabolitos secundarios produzidos por uma espécie
vegetal sdo liberados e interferem na germinacdo e/ou no
desenvolvimento de outras plantas hum mesmo ambiente
(Soaresetal., 2002). De acordo com Rice (1984), a alelopatia
se refere a qualquer efeito direto ou indireto danoso ou
benéfico que uma planta (incluindo microrganismos) exerce
sobre outra, pela producdo de substancias liberadas no
ambiente. Os produtos do metabolismo secundario, embora
ndo sejam necessariamente essenciais para 0 organismo
produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para
a perpetuacdo de sua espécie, em seu ecossistema (Santos,
2001).

Aresisténcia ou tolerancia aos metabolitos secundarios é
uma caracteristica espécie-especifica, existindo aquelas
mais sensiveis como Lactuca sativa L. (alface),
Lycopersicon esculentum Miller (tomate) e Cucumis sativus
L. (pepino), consideradas plantas indicadoras de atividade
alelopatica. Para que seja indicada como planta teste, a
espécie deve apresentar germinacao rapida e uniforme, e um
grau de sensibilidade que permita expressar os resultados
sob baixas concentragbes das substancias alelopaticas
(Gabor & Veatch, 1981; Ferreira & Aquila, 2000).

A citotoxicidade de uma substancia pode ser avaliada,
respectivamente, através de alteragbes no processo de
divisdo celular sobre o organismo-teste e pela incidéncia de
mutacdes cromossdmicas, como quebras cromatidicas,
pontes anaféasicas, perda de cromossomos inteiros ou
formacéo de microndcleos (Souzaetal., 2005).
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A deteccdo de substancias potencialmente citotdxicas e
genotoxicas e seus provaveis efeitos nos organismos é
importante no estudo do impacto que eles podem trazer. Uma
boa alternativa no emprego de bioindicadores é a utilizagdo
de organismos fenotipicamente mais sensiveis a lesdes no
DNA e que expressem assim qualquer alteracdo externa a
que sdo submetidos (Costa & Menk, 2000).

Amamona (Ricinus communis L.) é uma planta originaria
da Asia meridional, mas atualmente apresenta uma ampla
distribuicdo, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais. E uma dicotiledonea pertencente a familia
Euphorbiaceae, caracterizada pela presenca de sementes,
ricas em o6leo (48% a 50%), porém toxicas devido
principalmente a uma proteina, chamada ricina, ja suas
folhas apresentam uma menor concentracdo desta toxina
(Oharaetal., 1995).

Seu cultivo no Brasil vem crescendo devido a grande

importancia desta na produgdo de biocombustivel, além de
outras formas de utilizacdo, como por exemplo, em
fertilizante e inseticida natural (Fariaetal., 2010).
Cientes da ampla expansdo do cultivo e da utilizacdo em
larga escala para a producéo de biodiesel e fertilizante, neste
trabalho, procurou-se averiguar, por meio de ensaios
bioldgicos, os efeitos citotoxicos e alelopaticos de extratos
aquosos de folhas frescas e secas de mamona sobre sementes
de alface e cebola.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética do
Departamento de Zoologia e Genética da Universidade
Federal de Pelotas. Foram coletadas folhas de mamona do
campo experimental da Embrapa Clima Temperado -
CPACT, localizado no municipio de Pelotas, RS, na latitude
31°41'Selongitude 52°21'W e de altitude 60 m.

Os extratos de folhas frescas de mamona (Ricinus
communis L.) foram obtidos através de trituragdo em
liquificador das mesmas, na proporcao de 80 g de folhas para
160 mL de 4gua destilada (AD). Posteriormente foi realizada
a filtragem, e o extrato bruto foi diluido de modo a obterem-
se quatro concentragdes diferentes dos extratos (5; 10; 20 e
40mgmL").

Ja os extratos de folhas de mamona previamente secas em
estufa a 50 °C durante 72h, foram obtidos por trituracdo em
liquidificador na proporgédo 40 g de folhas em 200 mL de
agua destilada. A mistura foi filtrada para obtencéo do
extrato bruto. Apo6s, foram feitas dilui¢cbes para obtencgéo de
quatro concentragdes diferentes do extrato (5; 10; 20 e 40 mg
mL™).

Foram realizados quatro bioensaios, utilizando-se como
bioindicadores sementes de alface (Lactuca sativa L.)
cultivar Rainha de Maio e de cebola (Allium cepa L.) cultivar
Baia Periforme Precoce. S8o eles: sementes de alface
germinadas em extrato aquoso de folhas frescas e extrato
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aquoso de folhas secas, e sementes de cebola germinadas em
extrato aquoso de folhas frescas e extrato aquoso de folhas
secas.

Os bioensaios foram realizados em camara de
germinacdo com temperatura controlada de 20 °C. As
sementes de alface e cebola foram acondicionadas em caixas
gerbox forradas com papel germiteste umedecido com 10
mL das diferentes concentragbes dos extratos e &gua
destilada utilizada como controle. Foram utilizadas quatro
repeticdes estatisticas de 100 sementes para cada
concentracdo dos extratos testados e do controle, em
delineamento estatistico inteiramente casualizado.

Para avaliar a qualidade fisioldgica foram realizadas
contagens no intervalo de 24h até o sétimo dia, para a alface,
e até o décimo segundo dia, para a cebola, obtendo-se assim o
indice de velocidade de germinacdo (IVG). O teste de
primeira contagem leva-se em considera¢cdo o numero de
sementes germinadas aos quatro dias para alface e aos seis
dias para cebola, ja o teste de germinacdo é o total de
sementes geminadas ao final dos sete e doze dias para alface
e cebola respectivamente, segundo as Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 1992).

Para a analise citogenética, foram realizados os testes de
indice mitdtico (IM) e presenca ou auséncia de aberracdes
cromossdmicas. Na determinacdo do indice mitético foi
empregada a técnica de esmagamento (Guerra & Souza,
2002). Na qual ap06s a protrusdo da radicula, as raizes foram
coletas e fixadas em 3 partes de etanol :1 parte de acido
acético glacial P.A. (fixador Carnoy 3:1) permanecendo em
temperatura ambiente por um periodo de 2 a 24h. Apos este
periodo foram armazenadas em freezer para posterior analise
microscopica. Para a confeccdo de laminas, as radiculas
sofreram 0 seguinte processo: permaneceram em agua
destilada durante 5 minutos, logo apés foram hidrolisadas
em HCI 5N sendo, o tempo de hidrolise paraalface 7 minutos
e para cebola 12 minutos, retornaram a agua destilada por
mais 5 minutos. Posteriormente, as radiculas foram
transferidas para lamina onde, em microscopio
esteroscopico foi retirada a coifa para a obtencdo do
meristema apical, adicionada orceina acética 2%, colocada
uma laminula sobre o material esmagado, e posteriormente
aquecida.

As laminas de cada bioindicador foram analisadas, pelo
método de varredura, em microscopia optica em dimensao
de 400x, oito repeticBes de 250 células/lamina, um total de
2000 células por tratamento. O indice mitético foi obtido
dividindo-se 0 nimero de células em mitose pelo nimero
total de células observado e multiplicando-se por 100.
Também se levou em consideragéo a presenca ou ausénciade
aberracdes cromossdmicas em 250 células/laminas, num
total de 2000 células por tratamento.

Para analise de variabilidade dos dados, aplicou-se
andlise de variancia utilizando o pacote estatistico SANEST
(Zonta & Machado, 1984) e as médias de tratamentos
(concentragdes) foram comparadas pelo teste Duncan a 1%



Resultados e Discussao

Por meio dos resultados mostrados na Figura 1A,
observamos que o IVG do extrato de folhas frescas sobre
sementes de alface, ndo apresentou diferenca significativa
entre o controle e as concentracGes mais baixas do extrato
testado (5 e 10 mg mL™), mas a diferenca foi altamente
significativa entre o controle das duas concentragcdes mais
elevadas (p<0,01). Resultados semelhantes foram obtidos
por Borella & Pastorini (2009) na interferéncia de extratos
aquosos de raizes de Solanum americanum sobre a
germinac&o e o crescimento inicial do rabanete.

Podemos visualizar um efeito alelopatico sobre as
sementes de alface, pois o IVG foi diminuindo, com o
aumento das concentragGes utilizadas. Resultados
semelhantes para I\VVG foram observados por outros autores,
utilizando extrato de Achyrocline satureioides e outras
plantas nativas (Maraschin-Silva & Aquila, 2006; Gatti et
al., 2004), em que uma relagdo negativa entre o IVG e as
concentracdes de extrato vegetal foi obtida.

Ja, os resultados do teste de primeira contagem e de
germinacdo (Figura 1B e C), ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa nas concentragdes testadas (p>0,01),
comprovando assim que o efeito alelopatico,
freqlientemente, ndo se da sobre a germinagdo, mas sobre a
velocidade de germinacdo ou sobre outro pardmetro do
processo (Ferreira & Aquila, 2000).

Na andlise do IM para esse bioensaio observou-se que o
controle ndo diferiu estatisticamente das concentragdes mais
altas, mas esses tratamentos apresentaram uma diferenca
altamente significativa dos resultados obtidos nas menores
concentragdes (5 e 10 mg mL™) em relagdo as demais e ao
controle, isso pode ter ocorrido devido a dissociagdo de
algumas substancias quimicas em maior quantidade de agua
adicionada ao extrato durante a sua diluicdo, onde houve
uma redu¢do no nimero de células em divisao, evidenciando
assim um efeito citotoxico (p<0,01) (Figura 1D). Como
também na observacdo de presenca ou auséncia de
aberragGes cromossdémicas, pode-se verificar o
aparecimento de pontes anafasicas e quebra de fuso
acromatico.

No bioensaio de extrato de folhas secas de mamona sobre
sementes da alface nas diferentes concentragdes
apresentaram resultados que indicam um efeito alelopatico
crescente com o aumento das doses utilizadas (p<0,01).
Conforme a Figura 1A, observou-se que para o IVG, houve
diferenca altamente significativa do controle em relacdo as
concentragdes de 10, 20 e 40 mg mL™ mas ndo diferiu da
menor concentragdo de 5 mg mL™ (p<0,01). Sendo que as
concentragdes de 5 e 10 mg mL™ ndo diferiram entre si bem
como néo houve diferenca entre 10 e 20 mg mg mL™ e entre
20 e 40 mg mg mL". Resultados similares em relagdo ao IVG
foram observados onde o mesmo apresentou uma relacdo
negativa com a concentracdo do extrato aquoso de
Achyrocline satureioides, isto €, o0 aumento da solucdo do
extrato promoveu uma diminuigdo dessa varidvel (Gatti et
al., 2004).
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Figura 1. indice de velocidade de germinacdo (IVG) (A), primeira
contagem (B), germinagdo (C) e indice mitdtico (IM) (D) observados em
sementes de alface sob efeito de diferentes concentragfes de extratos
aquosos de folhas frescas e secas de mamona (Ricinus communis).

Médias seguidas pelas mesmas letras maidsculas para folhas frescas e
minusculas para folhas secas ndo diferem pelo teste de Duncan a 1%.
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Os testes de primeira contagem e germinacdo nao
apresentaram diferenca significativa nas concentracGes
testadas, comprovando o que foi dito anteriormente que o
efeito alelopatico pode ser verificado por outro parametro de
germinacdo (p>0,01) (Figura 1B e C). Embora seja comum
alteracdo em algum parametro analisado, seja da germinacao
ou do crescimento, Ferreira et al. (2007) n&o observaram
nenhuma alteracdo em sementes e plantulas de alface e
picdo-preto submetidas a extratos de Pinnus elliotti e
Eucalyptus citriodora, em testes alelopaticos.

Janas diferentes concentracdes de extrato de folhas secas
de mamona houve efeito citotoxico sobre sementes de
alface. Na concentracdo mais alta houve oxidacdo do
meristema radicular das sementes impedindo o crescimento
dasradiculas (p<0,01).

Na andlise do IM (Figura 1D), o controle néo diferiu das
concentragBes mais baixas (5 e 10 mg mL™), assim como
também ndo diferiu da concentragdo de 20 mg mL™. Mas foi
altamente significativo em relac&o a concentracéo mais alta.
As concentragdes mais baixas (5 e 10 mg mL™) diferiram da
terceira (20 mg mL™), porém, essas diferiram da
concentragdo mais alta. Pode-se observar que as
concentragdes de 5 e 10 mg mL™ causaram um incremento na
diviséo celular, mas, ndo diferiram do controle (p>0,01).

O efeito citotoxico de folhas secas de mamona foi
observado sobre as células do meristema de alface com o
aumento da concentracdo. Em estudos de analise de bulbos
de cebola (Allim cepa), verificaram que a concentracdo mais
elevada promoveu uma regressdo no IM, mas ndo o
surgimento de alteracBes cromossémicas (Camparato et al.,
2002), esses dados corroboram com os observados nesse
trabalho.

Foi observado que ao fim do bioensaio, as raizes das
sementes de alface apresentaram necrose, em algumas delas
houve protrusdo radicular, porém, a coifa mostrava-se
totalmente oxidada, escurecida e, com o passar do tempo, as
mesmas ndo cresceram mais, ocorrendo o amolecimento e a
degradacdo de seus tecidos (Periotto et al., 2004). Com isso,
indicando um efeito alelopatico além do citotoxico descrito
anteriormente (Rice, 1984). Outros efeitos causados por
substancias alelopaticas é o aparecimento de plantulas
anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais
comuns. Compostos quimicos que muitas vezes
apresentarem efeito alelopético também podem ter efeitos
genotoxicos e mutagénicos (Ferreira & Aquila, 2000).

No experimento realizado com extrato de folhas frescas
sobre sementes de cebola, conforme Figura 2A, B e C, pode-
se observar que a qualidade fisiologica da semente néo foi
afetada pelas diferentes concentracdes do extrato utilizado
guando analisados os resultados dos testes do IVG, primeira
contagem e germinagdo ou germinabilidade, pois esses ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas em
relacdo as diversas concentracfes e o controle (p>0,01).
Comprovando que para verificar efeitos alelopaticos, 0s
testes de germinacgdo, em geral, sdo menos sensiveis do que
aqueles que avaliam o desenvolvimento das plantulas, como
por exemplo, massa, comprimento da radicula ou parte aérea
(Ferreira & Aquila, 2000).
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Figura 3. indice de velocidade de germinacdo (IVG) (A), primeira
contagem (B), germinagdo (C) e indice mitdtico (IM) (D) observados em
sementes de cebola sob efeito de diferentes concentragbes de extratos
aquosos de folhas frescas e secas de mamona (Ricinus communis).

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para folhas frescas e
mindsculas para folhas secas ndo diferem pelo teste de a Duncan 1%.



No entanto, as diferentes concentracdes do extrato
indicaram um efeito sobre a divisdo celular de sementes de
cebola na maior concentragdo (p<0,01) (Figura 2D). Esses
resultados corroboram com os observados Pires et al. (2000),
onde 0 aumento da concentracdo do extrato leva a uma
drastica reducdo do IM, ocasionando paralisacdo do
crescimento radicular em sementes de milho tratadas com
extrato de leucena (Leucaena leucocephala).

Os extratos de folhas secas de mamona sobre sementes de
cebola nas diferentes concentracbes apresentaram que
indicam um efeito alelopatico crescente com 0 aumento das
doses utilizadas (p<0,01). Conforme Figura 2A, observou-se
que para o IVG, houve diferenca altamente significativa do
controle em relacdo a todas as concentracdes analisadas,
sendo que as concentragdes de 5, 10 e 20 mg mL™ néo
diferiramentresi.

Os testes de primeira contagem e germinacdo
apresentaram diferencas significativas nas concentracfes
testadas, em relacgéo ao controle (p<0,01) (Figura 2B e C).
Sendo que na primeira contagem o percentual de germinacao
nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg mL™ no apresentaram
diferenca estatistica entre si mas em relacdo ao controle e a
concentracédo de 40 mg mL™. Para o teste de germinacéo, o
controle e as concentragdes de 5, 10 e 20 mg mL™ n&o
diferiram entre si assim como as concentracdes de 10, 20 e 40
mgmL".

Na anélise do IM pode-se observar um efeito citotdxico
onde o controle diferiu das concentracbes de modo
crescente, apresentando uma diferenca altamente
significativa (p<0,01) (Figura 2D).

Na observacdo de presenga ou auséncia de aberragdes
cromossdmicas, os resultados tanto para extrato de folhas
frescas quanto para extratos de folhas secas sobre sementes
de cebola apresentaram algum tipo de aberragdo, pontes
anafasicas quebra de fuso acromatico e/ou micronucleos, em
todas as concentracdes testadas. E interessante notar que as
trés alteragOes observadas neste trabalho s&o decorrentes de
quebras de DNA, ou seja, podem ser conseqiiéncias da
ocorréncia de deficiéncias e inversdes de segmentos
provocados pelas quebras. Além disso, as quebras expdem o
DNA a acéo de exonucleases e endonucleases, aumentando
ainda mais a perda de material genético (Cheach & Osborn,
1978).

Podemos observar que houve um efeito citotdxico
inversamente proporcional com o aumento das doses
testadas verificando-se uma reducéo no indice de divisdo
celular. Podemos assim, inferir que o efeito citotdxico
observado foi maior comparado ao efeito genotdxico, pois
estatisticamente ndo houve diferenca no numero de
alteracBes cromossdmicas. Segundo Franke (2003), tais
modificacbes podem com isso, prejudicar processos vitais
das células, acarretando morte celular ou alteracoes
cromossdmicas, sendo chamados genotoxicos.

Conclusoes

1. A acdo dos extratos de folhas frescas e secas de
mamona provocou efeito alelopatico constatado na variavel
IVG e citotoxico na variavel indice mitético sobre sementes
de alface nas diferentes concentragdes testadas.

2. No experimento com extrato de folhas frescas sobre
sementes de cebola pode-se observar que a qualidade
fisiologica da semente ndo foi afetada pelas concentragdes
do extrato através dos testes do VG, primeira contagem e
germinacdo ou germinabilidade. Porém, apresentou um
efeito citotdxico com o aumento das doses utilizadas.

3. No bioensaio com extrato de folhas secas sobre
sementes de cebola observamos efeito alelopatico em todos
0s testes utilizados assim como efeito citotoxico crescente
com o aumento das concentragoes.

4. No presente estudo, utilizando extrato de mamona,
podemos verificar que os testes de primeira contagem e
germinacdo ou germinabilidade s&o menos sensiveis para a
andlise do efeito alelopatico.
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