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RESUMO

CAMPOS, José Marcello Salabert de. Investigação citogenética do potencial
alelopático de espécies de líquens e pteridófitas. LAVRAS: UFLA, 2004. 87p.
(Dissertação - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)∗

O potencial alelopático de duas espécies de líquens (Myelochroa
lindmanii e Canoparmelia texana) e duas espécies de pteridófitas (Gleicheniiella
pectinata e Dicranopteris flexuosa) foi avaliado por meio dos efeitos dos
extratos aquosos sobre percentual de germinação, crescimento radicular e análise
citogenética de Lactuca sativa e Zea mays. Os extratos foram obtidos por
maceração em água destilada (concentração 1/10). Os tratamentos foram
dispostos no delineamento inteiramente casualizado com 4 repetições. O
percentual de germinação e o crescimento radicular foram avaliados em 12, 24,
36, 48, 60 e 72 horas após exposição aos extratos. Após 36 horas de exposição, 8
raízes de cada repetição foram coletadas para análise citogenética. As lâminas
foram preparadas pela técnica de secagem ao ar. Redução no percentual de
germinação e/ou crescimento radicular e alterações no ciclo celular e na
estrutura cromossômica foram observados após tratamento. As alterações
citogenéticas observadas foram pontes, cromossomos pegajosos, fragmentos
cromossômicos, migração tardia, duplicação cromossômica, morte celular e c-
metáfases, observando-se aumento das diferentes anormalidades após tratamento
com os extratos aquosos das quatro espécies. Myelochroa lindmanii apresentou,
como principal efeito a indução de c-metáfase, morte celular e cromossomos
pegajosos. C-metáfase foi particularmente importante por representar um efeito
sobre a organização de microtúbulos, hipótese reforçada pela observação de
células com duplicação cromossômica e migração tardia de cromossomos. O
mesmo efeito não foi observado para os tratamentos com Canoparmelia texana.
Esta espécie causou aumento do número de morte celular e cromossomos
pegajosos como efeitos mais evidentes. Os tratamentos com os extratos aquosos
de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa provocaram, como efeitos
mais evidentes, a ocorrência de cromossomos pegajosos e morte celular. A
análise dos dados em diferentes épocas de coleta, revelou que os efeitos foram
mais evidentes em épocas chuvosas.

                                                          
∗ Comitê Orientador: Profa Lisete Chamma Davide (Orientador), Lyderson
Facio Viccini - UFJF, Geraldo Luiz Gonçalves Soares - UFJF.
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ABSTRACT

CAMPOS, José Marcello Salabert de. Cytogenetic investigation of the
allelopathic potential of lichens and pteridophytas species. LAVRAS: UFLA,
2004. 87p. (Dissertation - Master in Genetics and Plant Breeding)∗

The allelopathic potential of two species of lichens (Myelochroa
lindmanii and Canoparmelia texana) and two species of pteridophytas
(Gleicheniella pectinata and Dicranopteris flexuosa) was evaluated by the effects
of its aqueous extracts on germination, root growth and cytogenetic analysis in
seeds of lettuce (Lactuca sativa) and maize (Zea mays). The extracts were
obtained by leaf maceration in the distilled water (1/10). The treatments have
been arranged in a completely randon design with 4 replications. Percent
germination and root growth were evaluated at 12, 24, 36, 48, 60 and 72h after
exposition. After 36h, eight roots  were collected for cytogenetics analysis. The
slides were prepared by the air drying technique. The four species showed
allelopathic effect in all analysis accomplished. The aqueous extracts of the four
species  reduced percent germination and/or root growth. Furthermore,
disturbance in the cell cycle and chromosome structure were observed after
treatment. The cytogenetics alterations observed were, bridges, sticky
chromosome, chromosome fragments, late segregation, chromosome
duplication, cell death and c-metaphase. Frequencies of the different
abnormalities were increased after treatments with aqueous extract of all species.
Extract from Myelohroa lindmanii present as main effect the induction of c-
metaphases, cell death and sticky chromosome. The c-metaphase alteration is
particularity important for it represent an effect on the microtubule assembly.
This hypotesis is supported by the observation of chromosome duplication and
late segregation. After treatment with extract from Canoparmelia texana the
same effect was not observed. The treatment with this specie cause  increase of
number the cell death and sticky chromosome as effect more evident. Extracts
from Gleicheniella pectinata and Dicranopteris flexuosa caused more sticky
chromosomes and cell death. Extracts obtained in diferentes seasons revealed
that allelopathic potential this species were more evident in the periods with
higher rain intensity.

                                                          
∗ Guidance Committee: Profª Drª Lisete Chamma Davide (Major Professor),
Lyderson Facio Viccini - UFJF, Geraldo Luiz Gonçalves Soares - UFJF.
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INTRODUÇÃO

O registro de que espécies vegetais podem interferir no crescimento de

outras vem desde 500 a.C. Entretanto, somente em 1937, Molisch designou o

termo alelopatia para descrever este fenômeno. Desde então, este termo vem

sendo amplamente modificado e atualmente é aceito para designar todas as

interferências entre plantas, líquens, microorganismos, vírus e fungos que afetam

o crescimento ou desenvolvimento de outras espécies. Em geral, essa

interferência ocorre pela liberação de metabólitos secundários por esses

organismos.

Entre os organismos com potencial ação alelopática estão os líquens e as

pteridófitas. Existem evidências de que os metabólitos seundários produzidos

por líquens podem exibir uma enorme variedade de efeitos alelopáticos. Essa

ação é particularmente importante na defesa desses organismos. Ao mesmo

tempo, não são poucos os trabalhos que avaliam o potencial alelopático de

espécies de pteridófitas.

O estudo do potencial alelopático desses organismos é o ponto de partida

para a identificação de espécies com inúmeras aplicações em biologia e

medicina, além de contribuir para o entendimento das relações ecológicas. A

utilização da citogenética vegetal possibilita investigar os mecanismos de ação

dos extratos dessas espécies. Essa linha de pesquisa permite a identificação de

efeitos sobre o ciclo celular e alterações cromossômicas. De modo geral são

observadas alterações no percentual de células em divisão, modificações na

velocidade de divisão celular e alterações cromossômicas (pontes em

anáfase/telófase; cromossomos pegajosos; duplicação cromossômica; migração

tardia; fragmentos entre outras). O estudo desses efeitos permite a avaliação de

espécies com potencial para a bioprospecção de substâncias ativas com inúmeras

aplicações. Como exemplos de sucesso, pode-se citar o isolamento do ácido

1



úsnico, um metabólito exclusivo de espécies de líquens, amplamente utilizado

medicinalmente devido a suas ações; o taxol e a colchicina, isolados de espécies

de plantas, utilizados como antimitóticos.

  A maioria dos estudos em alelopatia refere-se apenas ao efeito dos

extratos ou substâncias alelopáticas sobre a germinação e o crescimento da

planta-teste, sem considerar os eventos celulares relacionados às mudanças

fisiológicas. Neste contexto, os estudos de citogenética com finalidade de

verificar os efeitos causados pela ação de extratos aquosos de espécies

alelopáticas podem contribuir significativamente para a elucidação dos

mecanismos de ação dessas espécies.
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2  REFERENCIAL TEÓRICO

2.1  Alelopatia

A alelopatia é um processo pelo qual os produtos do metabolismo

secundário de uma determinada espécie são liberados no ambiente agindo de

forma benéfica ou prejudicial sobre outra espécie (Kuiters et al., 1986; Miller,

1996; Xuan et al., 2002).

O conhecimento de que uma espécie pode interferir em outra não é uma

observação recente. Existem registros feitos por Democritos (500 a.C.)

Theophrastus (300 a.C.), Plínio (1 d.C.), Culpeper (1633), Browne (1658), Yong

(1804), De Candolle (1832) e Beobachter (1845), (citados por Rice, 1984), sobre

a capacidade que certas plantas possuem de interferir na fisiologia de outras

espécies.

O termo alelopatia foi criado por Molisch (1937), em seu trabalho “Der

einfluss einer pflanze auf die andere – Allelopathie” (A influência de uma planta

sobre outra – Alelopatia) para designar todas as interferências desencadeadas

entre plantas, provocadas pela liberação de substâncias químicas por meio de

tecidos vivos ou mortos (citado por Zeng et al., 2001). Deste então, este termo

vem sendo constantemente modificado e, em 1996, a IAS (International

Allelopathy Society), ampliou a definição de alelopatia aos processos que

envolvem a liberação de metabólitos secundários por plantas, líquens,

microorganismos, vírus e fungos que influenciam no crescimento e

desenvolvimento de sistemas agrícolas e biológicos (Malheiros & Peres, 2001).

Entre os organismos influenciados (tanto negativamente quanto positivamente)

estão as plantas e algas (Pandey, 1996), fungos, especialmente micorrizas

(Boufalis et al., 1994; Bindu et al., 1998), bactérias e outros microorganismos

(Souto et al., 1996), além de insetos e outros animais, tais como nematóides

(Vaughn et al., 1998).
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Embora  a alelopatia possa ser um mecanismo comum aos mais diversos

organismos, é nas plantas que ela é mais comum e evidente. O acúmulo de

substâncias com efeitos alelopáticos tem sido verificado em todos os órgãos

vegetais, havendo uma tendência de acúmulo nas folhas. A liberação desses

compostos pode ocorrer por lixiviação, decomposição, exsudação da raiz ou por

volatização direta (Reigosa et al., 1999; Cruz et al., 2000; Xuan et al., 2002).

Adicionalmente, Gressel & Holm (1964), Elmore (1980) e Friedman & Waller

(1983) relataram que os aleloquímicos podem ser liberados pelas sementes no

solo.  A decomposição tem sido apontada como sendo a mais importante fonte

de aleloquímicos (Souto et al., 1995; Reigosa et al., 1996).

Os produtos químicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em

dois grandes grupos. Os primeiros, essenciais a todos os seres vivos, são os

metabólitos primários e o segundo grupo, os metabólitos secundários. Estes

geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular, marcantes

atividades biológicas e, diferentemente daqueles do metabolismo primário, são

encontrados em concentrações relativamente baixas e em grupos específicos de

plantas (Poser & Mentz, 2000).

Nos últimos anos, descobriu-se que, em muitos casos, os metabólitos

secundários têm uma função no organismo do qual se originam. Até então, eles

eram considerados como subprodutos do metabolismo primário (Malheiros &

Peres, 2001). As substâncias alelopáticas classificam-se entre os metabólitos

secundários (Janzen, 1980).

Atualmente, são conhecidos cerca de 10.000 metabólitos secundários

com ação alelopática, o que é considerado apenas uma pequena parte da

quantidade existente na natureza. Os compostos já identificados pertencem a

diversos grupos químicos, atribuindo-se maior importância aos terpenos,

alcalóides e compostos fenólicos (Reigosa, 1999). Entretanto, muitas moléculas

de diferentes grupos têm sido demonstradas como potenciais compostos

alelopáticos (Fisher et al., 1994; Einhellig, 1995; Mizutani, 1999; Hiradate et al.,
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1999; Zeng, et al., 2001; Eljarrat & Barceló, 2001; De Feo et al., 2002; Fortuna

et al., 2002; Scrivanti et al., 2003; Noguchi, 2003).

Ao mesmo tempo, a função de um grande número de metabólitos

secundários, bem como dos seus mecanismos de ação é desconhecida,

despertando o interesse de um grande número de profissionais (Heldt, 1997).   

Dentre as substâncias já estudadas, os modos de ação são os mais

diversos. Como exemplos, podemoe citar: efeitos sobre a divisão celular

(Muller, 1965; Pires et al. 2001; Campanella et al., 2002; Borah & Talukdar,

2002); o alongamento celular (Jankay & Muller, 1976); a estrutura celular

(Larber & Muller, 1976); a parede celular (Zobel & Lynch, 1997); a abertura

estomática (Einhellig et al., 1970), a fotossíntese (Mersie & Singh, 1993;

Baziramakenga et al., 1994); a respiração (Boufalis & Pellissier, 1994; Prasad &

Subhashini, 1994; Peñuelas et al., 1996). Além desses, observa-se também ação

sobre fitohormônios interferindo no crescimento (Lee, 1977); modificações na

permeabilidade da membrana e funções de ATP-ase (Baziramakenga et al, 1995;

Calera et al., 1995; Friebe et al., 1997); alterações na capacidade de entrada de

nutrientes nas células (Yu & Matsui, 1997); interferência na síntese de proteínas

e ácidos nucléicos (Vyvyan, 2002) e alterações do DNA (Seigler, 1996).

Os efeitos alelopáticos raramente são provocados por uma única

substância, sendo mais comum que o efeito se deva a um conjunto delas. Em

geral, a concentração de cada metabólito está abaixo do mínimo necessário para

que atue isoladamente, cabendo o resultado final à ação aditiva e sinergística

entre eles e os efeitos ambientais (Einhellig, 1996). O fato de uma mesma

substância afetar diversas funções fisiológicas da planta, assim como a

constatação de que uma mesma função pode ser afetada por mais de um

composto, é mais um fator que complica o entendimento das inter-relações entre

efeitos e causas (Einhellig et al., 1995; Seigler, 1996).

Desse modo, o desenvolvimento de bioensaios que procurem avaliar se

um extrato, fração ou composto, possui atividade alelopática é essencial. O
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experimento deve informar o efeito de uma planta doadora sobre uma receptora.

Diversas metodologias estão disponíveis na literatura para o estudo do potencial

alelopático (Putnam & Duke, 1978; Reigosa et al., 1996). Um grande número de

bioensaios diferentes tem sido realizado, mas muitos relacionados simplesmente

com testes de germinação, vistos que são ensaios simples, rápidos e requerem

pequenos volumes de solução (Malheiros & Peres, 2001). Para sementes de

culturas, as quais em geral têm alto poder de germinação, avalia-se somente a

inibição, enquanto a estimulação causada por muitos aleloquímicos não é

detectada. Tal resposta é, na maioria das vezes, observada em sementes

silvestres (Leather & Einhellig, 1986).

Além dos ensaios de germinação, ensaios de crescimento e

desenvolvimento também são usados para demonstrar atividade alelopática.

Avalia-se, neste caso,  o comprimento da radícula e do hipocótilo (Malheiros &

Peres, 2001). Na grande maioria das vezes,  os resultados são expressos na

forma de percentagem de germinação.

Alguns modelos de quantificação (modelos matemáticos) são usados

para predizer efeitos alelopáticos na prática (An et al., 1993). Uma das sementes

mais amplamente usada nos bioensaios são as de alface (Lactuca sativa), pois

além de serem sementes pequenas, possuem grande superfície de contato,

fazendo com que sejam bastante sensíveis ao meio que as rodeia, não

requerendo nenhuma manipulação além do contato com o meio (Malheiros &

Peres, 2001).

Diante da simplicidade dos testes de germinação e análise do

crescimento radicular,  evidencia-se a importância do desenvolvimento de novas

metodologias para o entendimento dos efeitos alelopáticos exercidos pelos mais

diversos organismos. Neste contexto, a citogenética pode ser uma ferramenta útil

na elucidação dos mecanismos de ação de substâncias alelopáticas. Vários

trabalhos têm demonstrado o efeito de substâncias e extratos sobre a divisão

celular e estrutura dos cromossomos.
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 2.2  Alelopatia em líquens

Os líquens são uma associação simbiótica entre fungos (micobiontes) e

algas ou cianobactérias (fotobiontes). As algas realizam a fotossíntese e

produzem carboidratos para uso próprio e para o fungo.  Em contrapartida, os

fungos fornecem uma proteção física e suplemento de água e minerais para a

associação (Cocchietto et al., 2002). Cerca de 21% dos fungos são capazes de

agir como micobiontes nessas associações e, entre esses, 98% são ascomicetos

(Honegger, 1991). Mais de 200 espécies de algas e cianobactérias podem agir

como fotobiontes (Cocchietto et al., 2002). Cerca de 17.000 espécies de líquens

são conhecidas até o momento e aproximadamente 12 espécies novas são

descritas a cada ano (Cocchietto et al., 2002).  Esses organismos colonizam um

enorme número de substratos diferentes como rochas, cascas de árvores, metal,

capim e solo desprotegido. São capazes de resistir a condições ambientais

extremas e sua resistência deve-se principalmente à sua capacidade de

sobreviver em um estado metabólico basal por meses e à produção de muitos

metabólitos secundários que oferecem proteção química (Cocchietto et al.,

2002).

Os metabólitos secundários de líquens têm chamado a atenção de

especialistas da área de química de produtos naturais há mais de 100 anos. Cerca

de 500 substâncias liquênicas diferentes já foram descobertas, dentre as quais,

350 são produtos exclusivos de espécies de líquens (Lawrey, 1995). A maioria

dessas substâncias são ácidos fenólicos que chegam a atingir de 1 a 2% do peso

seco do talo liquênico (Marcano, 1994; Lawrey, 1995; Elix, 1996). Outras

classes de susbtâncias também são freqüentemente encontradas, como:

derivados de aminoácidos, polissacarídeos, ácidos alifáticos, lactonas,

compostos aromáticos, quinonas, xantonas, dibenzofuranos, terpenóides,

esteróides e carotenóides (Huneck & Yoshimura, 1996). Segundo estes autores a

produção dessas substâncias com um custo energético só pode ser explicada por

algum valor adaptativo associado a elas, estando entre as possíveis funções a
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proteção contra vírus, bactérias, parasitas protozoários, animais predadores, tais

como insetos e nematóides e contra vegetais competidores, além de defesa

contra estresses ambientais, como luz ultravioleta (UV) e ambiente

excessivamente seco, e participação na regulação fisiológica do metabolismo

liquênico.

Lawrey (1995) salientou que os metabólitos secundários produzidos por

líquens podem exibir uma enorme variedade de efeitos aleloquímicos. As

substâncias liquênicas desempenham um papel importante na defesa contra

microorganismos e herbívoros e podem exibir efeito alelopático em condições

naturais. De fato, ácidos liquênicos produzidos por uma determinada espécie de

líquen são capazes de suprimir o crescimento de outras espécies de líquens, de

briófitas e até mesmo de plantas vasculares (Rice, 1984; Lawrey, 1995; Frahm et

al., 2000).

Exemplos dessa interferência podem ser vistos entre os líquens e as

briófitas. Esses organismos, embora não relacionados sistematicamente, vivem

no mesmo microhábitat e freqüentemente compartilham do mesmo substrato.

Nessas condições, eles competem pelo mesmo espaço e o modo de vida dos

líquens com suas baixas velocidades de crescimento seria um indicativo de que

eles teriam uma menor competitividade. Entretanto, isso nem sempre ocorre.

Freqüentemente, espécies de líquens são pioneiras em cascas de árvores, no solo

e em rochas, onde eles começam a sucessão acompanhados por briófitas. Assim,

é comum observar,  em alguns casos, uma diminuição na população de briófitas

quando o substrato é colonizado por líquens. Acredita-se que essas relações,

sejam influenciadas por substâncias alelopáticas produzidas pelas espécies de

líquens (Frahm et al., 2000).  Estes mesmos autores demonstraram que os

extratos de duas espécies de líquens crostosos, Cryptotheca sp. e Pertusaria sp.,

inibem a germinação dos esporos das briófitas Ceratodon purpureus

(Ditrichaceae) e Funaria hygrometrica (Funariaceae). Essa capacidade de

competição com as briófitas já vinha sendo demonstrada desde os estudos de
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Lawrey (1977a; 1977b) com extratos dos líquens Cladonia spp., que inibem a

germinação de 3 espécies de briófitas e de Gardner & Mueller (1981), que

estudaram o efeito inibitório de ácidos liquênicos puros sobre a germinação de

esporos de Funaria hygrometrica.

Do mesmo modo, não são poucos os trabalhos que demonstram a

interferência alelopática de líquens em outras espécies de líquens, fungos e até

mesmo de plantas vasculares (Lawrey, 1995).

Essa propriedade destes organismos conduziu, ao longo dos anos a

diversos estudos que procuraram identificar a ação de extratos liquênicos e que

levaram ao isolamento de diversas substâncias com ação biológica.

Os líquens, junto com alguns organismos marinhos e anfíbios

venenosos, são as mais importantes fontes de compostos biologicamente ativos

(Barnes, 2000).  O primeiro estudo avaliando substâncias liquênicas data da

origem da Química Orgânica, sendo que a primeira revisão foi publicada em

1858 (Gmelin, 1858). Com o desenvolvimento das técnicas de cromatografia,

na década de 1960 um grande número de substâncias liquênicas foram

identificadas desde então (Cocchietto et al., 2002). Particularmente importante

foi a publicação de Culberson (1969) sobre a química de substâncias liquênicas,

acompanhado por dois volumes suplementares (Culberson, 1970; Culberson,

1977).

Desde então, as mais diversas ações têm sido atribuídas às substâncias

liquênicas, podendo-se citar entre elas, as ações antimicrobianas, antivirais,

antifúngica, antitumorais, antiinflamatórias, anti-herbivoria, herbicida,

cosmética, atividade citotóxica e mitodepressiva (Shibamoto & Wei, 1984; Al-

Bekairi et al., 1991; Al-Bekairi & Qureshi, 1991; Proksa et al., 1996; Cardarelli

et al., 1997; Ingólfsdóttir et al., 1998; Williams et al., 1998; Correché et al.,

1998; Kumar & Müller, 1999; Perry et al., 1999; Vijayakumar et al., 2000;

Cocchietto et al., 2002). Uma extensiva coleção de artigos que descrevem a
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utilização de líquens pelo homem pode ser consultada em Sylvia Sharnoff`s

Database (www.lichen.com).

Uma das substâncias liquênicas mais amplamente estudada é o ácido

úsnico. Esta substância foi isolada pela primeira vez em 1844 e tornou-se não

somente um dos metabólitos de líquens mais estudado como um dos poucos

disponíveis comercialmente (Ingólfsdóttir, 2002).  O ácido úsnico é unicamente

encontrado em líquens, e é especialmente abundante nos gêneros Alectoria

(Alectoriaceae), Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora

(Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae), Evernia e Parmelia (Parmeliaceae)

(Ingólfsdóttir, 2002). Muitos líquens e extratos que contêm ácido úsnico tem

sido utilizados na elaboração de perfumes e cosméticos, assim como em

aplicações medicinais e ecológicas. A substância pura tem sido utilizada na

formulação de cremes, pastas de dente, desinfetantes bucais, desodorantes e

protetores solares (Ingólfsdóttir, 2002). Em adição à atividade antimicrobiana

contra patógenos humanos e de plantas, o ácido úsnico tem mostrado atividade

antiviral, antiprotozoários, antiproliferativa, antiinflamatória e analgésica

(Ingólfsdóttir, 2002). Efeitos ecológicos, tais como atividade anti-herbivoria,

também têm sido demonstrados.

Os efeitos antimitóticos do ácido úsnico sobre células de plantas em

cultura (Cardarelli et al, 1997) e a capacidade de inibir a germinação e o

crescimento de plantas superiores são bem conhecidos. Em um estudo recente,

em que ambos os enantiômeros foram testados para fitotoxidade e comparados

com herbicidas comerciais, o (-)-ácido úsnico foi significativamente mais

potente (Romagni et al., 2000).  Do mesmo modo, sua atividade antitumoral tem

sido extensivamente estudada e em trabalho também recente, o (+)-ácido úsnico

exibiu atividade antiproliferativa contra linhagens celulares malignas K-562,

com um ED50 de 4,7 µg/ml (Kristmundsdóttir et al., 2002).

Estes efeitos reforçam a importância de estudos que procurem avaliar os

mecanismos de ação de extratos de espécies de líquens e que conduzam ao

10



isolamento de substâncias com inúmeras potencialidades de uso em biologia,

medicina e agricultura.    

2.3  Alelopatia em pteridófitas

Até recentemente, os estudos alelopáticos envolvendo espécies de

pteridófitas restringiam-se, praticamente, à espécie  Pteridium aquilinum, uma

samambaia cosmopolita e extremamente comum no Brasil, cuja capacidade de

colonizar ambientes, impedindo o estabelecimento de outras espécies vegetais,

já foi relacionada ao seu potencial alelopático (Gliessman & Muller, 1978). Esta

samambaia é dominante sobre uma larga esfera de hábitats, estendendo-se desde

os trópicos até as margens de florestas boreais (Peres et al., 1998). Em todas

essas distintas situações ecológicas, o modelo de dominância é sempre muito

similar, formando populações quase puras em que poucas espécies coexistem

(Gliessman & Muller, 1972; Gliesmann, 1976).

Mais recentemente, outras espécies de pteridófitas têm sido avaliadas

quanto ao seu potencial alelopático.

Num estudo recente, Soares & Vieira (2000) investigaram a atividade

alelopática de cinco espécies de pteridófitas da família Gleicheniaceae

(Dicranopteris flexuosa, Gleicheniella pectinata, Sticherus bifidus, Sticherus

penniger e Sticherus nigropaleaceus). Foram observados efeitos significativos

de inibição da germinação de sementes de alface (Lactuca sativa)  para os

extratos de frondes verdes de todas as espécies estudadas. Observou-se também

redução significativa no comprimento das radículas após tratamento com os

extratos aquosos das espécies.

Por outro lado, Peres et al. (1998) demonstraram que os extratos aquosos

de Gleicheniella pectinata provocavam um retardo no tempo de germinação e

aumentavam a taxa final de germinação de sementes de Clidemia hirta.

Entretanto, quando foram utilizadas sementes de alface, os resultados foram

consistentes com o trabalho de Soares & Vieira (2000). Esses resultados,
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aparentemente contraditórios, estão de acordo com o que é geralmente

observado, de que as substâncias alelopáticas são seletivas em sua ação e que as

respostas das plantas também são diferenciadas. Gleicheniella pectinata é uma

samambaia nativa do estado de Santa Catarina que cresce sobre encostas no

domínio de floresta ombrófila densa e apresenta comportamento muito

semelhante ao de Pteridium aquilinum. Segundo Queiroz (1994), Gleicheniella

pectinata forma agrupamentos clonais praticamente puros, o que sugere um

mecanismo de bloqueio alelopático da sucessão vegetal, visto que a dinâmica

sucessional nesses agrupamentos é muito lenta.

2.4  Plantas superiores como bioindicadoras de citogenotoxidade

Nos últimos anos, os bioensaios de toxidade genética com plantas

superiores por meio de detecção de alterações cromossômicas têm sido

reconhecidos como excelentes indicadores de alterações genéticas provocadas

pela presença de substâncias químicas (Grant 1994, 1999). A utilização de

bioensaios com plantas superiores utilizadas como modelos de citogenética

apresenta uma série de vantagens como citado por Grant (1999): (a) sendo

organismos eucariotos, apresentam uma estrutura cromossômica similar à dos

seres humanos; (b) devido ao tamanho de seus cromossomos, esses modelos são

convenientes para análises citogenéticas; (c) as técnicas de detecção são de

rápida execução e de baixo custo; (d) o tempo de geração de muitas plantas é de

curta duração, o que possibilita verificar os efeitos em gerações subseqüentes;

(e) vários indicadores podem ser utilizados como, por exemplo, variações

cromossômicas, mutações gênicas, alterações foliares no embrião, nos grãos de

pólen, etc; (f) podem ser usadas para estudos in situ e ex-situ; (g) vários estudos

mostram correlação positiva entre os efeitos encontrados nas plantas e aqueles

encontrados nos mamíferos, o que facilita a detecção de genotoxidade, uma vez

que a utilização de modelos animais são muitas vezes, complexos, caros e
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demorados; (h) constitui um teste altamente sensível (pouco falso-negativo) na

predição de carcinogenicidade.

Diversas plantas têm sido utilizadas como modelos de estudo, podendo-

se citar entre elas Allium cepa, Crepis capilaris, Hordeum vulgare, Pisum

sativum, Tradescantia, Vicia faba e Zea mays. Algumas como H. vulgare, P.

sativum, Lycopersicon esculentum, Tradescantia e Z. mays podem ser usadas

também para análise de mutações gênicas (Grant, 1999).

Dependendo do enfoque, várias metodologias podem ser usadas com as

mais variadas espécies, podendo-se citar entre elas o teste do micronúcleo

(MCN) e o teste do pêlo estaminal (SHM) em Tradescantia sp. (Rodrigues,

1999). Essa planta apresenta apenas 6 pares de cromossomos grandes facilmente

observáveis. Além disso, células de quase todas as partes da planta, da ponta da

raiz ao tubo polínico em desenvolvimento, fornecem material excelente para

estudos citogenéticos. Outras metodologias são a utilização do bioensaio do

pólen ceroso em milho, ensaio do mosaicismo em folhas de soja e análise de

células em anáfase e telófase, sendo esta última particularmente importante e

descrita com mais detalhes a seguir.

Nos últimos anos, grande  ênfase tem sido dada à utilização de

alterações cromossômicas, em modelos biológicos específicos, como

indicadoras de citogenotoxidade (Rank & Nielsen, 1994). Os tipos de variações

cromossômicas encontradas podem variar quanto ao número e quanto à estrutura

dos cromossomos. No que diz respeito ao número, as alterações podem envolver

um conjunto cromossômico inteiro ou apenas alguns cromossomos específicos.

As alterações estruturais podem ser do tipo deficiência, duplicação, translocação

e inversão (Griffiths et al., 1998).

O estudo da freqüência de células em anáfase/telófase portadoras de

anormalidades cromossômicas tem sido empregado para estudos de toxidez nos

mais diferentes casos: metais pesados (Fiskesjö, 1985, 1988; Chaudhuri et al.,

1993); 4-epoxietil-1,2-epoxy-ciclohexano (Ronchi et al., 1996); água contendo
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rejeitos industriais (Rank & Nielsen, 1994); isocianato-metílico (Kumar et al.,

1989); N-metil-nitrosourea, azida sódica e etil-metano-sulfonato (Ramk &

Nielsen, 1997); ozônio (Rodrigues et al., 1996); chumbo (Liu et al., 1994);

cobalto (Palit et al., 1994); titânio (Abraham & Abraham, 1994) e alumínio

(Campos & Viccini, 2003), entre outros.

 De modo geral, as fontes de propágulo (bulbos, rizomas ou sementes),

após a exposição aos agentes potencialmente causadores de danos ao material

genético e ao ciclo celular, são colocadas em condições apropriadas para

emissão de raízes, para que, posteriormente, células meristemáticas possam ser

analisadas quanto à ocorrência das alterações (Odeigah et al., 1997; Grant &

Owens, 1998).

Os principais efeitos visualizados ao microscópio, são quebras

cromossômicas, pontes na anáfase e telófase, fragmentos cromossômicos

acêntricos, fusão entre cromossomos e alterações no ciclo celular (Rank &

Nielsen, 1994; Viccini, 1998; Hallak et al., 1999; Campos & Viccini, 2003).

Diante disso, são enormes as potencialidades da utilização de estudos

citogenéticos para a identificação de alterações do ciclo celular e da estrutura

cromossômica induzidas por extratos de espécies com potencial alelopático.

Vários trabalhos têm procurado utilizar este tipo de estratégia para a

investigação de espécies alelopáticas.

Camparoto et al. (2002) analisaram o efeito de infusões de duas plantas

medicinais brasileiras (Bauhinia candicans e Maytenus ilicifolia) sobre células

de Allium cepa e de medula óssea de ratos. Uma depressão do índice mitótico

significativa em relação ao controle foi observada nas concentrações mais altas

de Bauhinia candicans. Todavia, de modo geral, não foram observadas

diferenças entre o tratamento controle e os tratamentos provenientes das plantas

medicinais.

O efeito citogenético do extrato da planta Calotropis procera sobre

células meristemáticas de Vicia faba foi avaliado, observando-se que em baixas
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concentrações os tratamentos causaram aumento do índice mitótico e

estimulação da germinação. Por outro lado, os tratamentos com altas

concentrações causaram redução do índice mitótico. Vários tipos de

anormalidades mitóticas e meióticas foram observadas, sendo cromossomos

pegajosos a mais freqüente. Os tratamentos com os extratos também afetaram o

pareamento cromossômico durante a meiose (Haroun & Shehri, 2001).

Calotropis procera  tem sido extensivamente utilizada para inibir o crescimento

de insetos (Nassar, 1995). Os resultados deste trabalho indicaram que o uso do

extrato dessa planta como inseticida em altas concentrações também é

prejudicial para as plantas. Entretanto, a utilização de uma baixa concentração

(cerca de 15%) pode afetar significativamente os insetos e não causar danos às

plantas.

Pires et al. (2001) estudaram o efeito do extrato aquoso de Leucaena

leucocephala sobre o desenvolvimento e índice mitótico em plântulas de milho.

Verificou-se inibição do crescimento de raízes e redução do índice mitótico

proporcionalmente ao incremento da dose de extrato, não sendo observada

divisão celular a partir da concentração de 1,6%.

Um decréscimo do índice mitótico dependente da concentração (1, 2, 4,

6, 8 e 10%) e da duração do tratamento (4, 12 e 24 horas),  foi observado após

exposição das raízes de Helianthus annus ao extrato aquoso de raízes de

Boerhaavia diffusa. Alterações cromossômicas foram observadas, sendo as

principais, cromossomos pegajosos, cromossomos em anel, fragmentos

cromossômicos, migração tardia de cromossomos em anáfase, pontes

cromossômicas e micronúcleos (Rajendiran, 2000).

Hallak et al. (1999) demonstraram o efeito do Sorgoleone (exsudato de

raízes de Sorgo) sobre plântulas de feijão de 7 dias, em concentrações acima de

0,01 mM, observando redução do número de células em divisão, quando

comparadas ao controle. Alterações cromossômicas, como c-metáfases, células

poliplóides, pontes e fragmentos em anáfase e telófase, foram observadas.
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A avaliação, em células da linhagem CHO de hamster, do efeito do

extrato aquoso da planta Phyllanthus orbicularis, indicou que tratamentos com

concentrações acima de 10µg/ml causaram um significante aumento do número

de células mortas e redução do índice mitótico. Particularmente importante nesse

trabalho, foi a observação de que, em baixas dosagens, o extrato dessa planta

inibe a capacidade clastogênica do H2O2
-, revelando um efeito antimutagênico

(Lamar et al., 1999).

O efeito dos extratos de folhas jovens e adultas de angico-vermelho

(Anadenanthera peregrina) foi avaliado em células meristemáticas de alface

(Lactuca sativa) e canafístula (Peltophorum dubium). Redução do índice

mitótico e anormalidades mitóticas também foram observadas como

consequências dos tratamentos (Abreu, 1997).

Giafrancisco et al. (1998) verificaram o efeito alelopático de um extrato

clorofórmico de Raphanus sativus sobre a germinação, crescimento radicular e

índice mitótico em Chichorium intybus. As percentagens de germinação e o

crescimento radicular mostraram significante redução com o incremento das

concentrações, e a análise citogenética confirmou esses resultados pela redução

do índice mitótico.

Redução do índice mitótico, dependente do tempo de tratamento foi

verificada após exposição ao extrato aquoso da planta Viscum cruciatum

(Ahumada et al., 1995).

Shehad (1980), estudando o efeito de alguns álcoois alifáticos e álcoois

extraídos de Euphoria granulata e Pulicaria crispa, verificou um potente efeito

antimitótico sobre células de raízes de cebola, verificando também

anormalidades na divisão celular.

Em líquens, existem evidências de que ácidos fenólicos produzidos

podem alterar o ciclo celular de células vegetais. Um dos primeiros estudos

nesse sentido referem-se aos efeitos citogenéticos do ácido lecanórico, um

metabólito de líquens, sobre raízes de Allium sativum (Swami & Kumar, 1976).
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 Como descrito anteriormente, o ácido úsnico é um dos metabólitos de

líquens mais extensivamente estudado e, recentemente, foi observado o efeito

antimitótico desse ácido sobre diversos sistemas biológicos, inclusive células

vegetais (Cardarelli et al., 1997).

Este tipo de abordagem permite a identificação de espécies com

potencial utilização na bioprospecção de susbtâncias com inúmeras aplicações

na biologia, medicina e agricultura. Pode-se citar aqui a colchicina extraída da

planta Colchicum autumnale e o Taxol, extraído da planta Taxus brevifolia, dois

exemplos clássicos de susbtâncias que podem ser consideradas como substâncias

de ação alelopática, afetando a dinâmica dos microtúbulos do fuso mitótico.

A citogenética, deste modo, pode representar uma importante ferramenta

na descoberta dessas substâncias.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1  Espécies estudadas e modelos de estudo

O potencial alelopático do extrato aquoso de duas espécies de líquens da

família Parmeliaceae (Myelochroa lindmanii (Lynge) Elix & Hale e

Canoparmelia texana (Tuckerman) Elix & Hale) e de duas espécies de

pteridófitas da família Gleicheniaceae (Gleicheniella pectinata (Wild) Ching e

Dicranopteris flexuosa (Schrader) Underw) foi avaliado por meio de

percentagem de germinação, crescimento radicular e análise citogenética

(Figuras 1 a 4).

Como modelos para avaliação, foram utilizadas sementes de alface

(Lactuca sativa L.) da variedade ‘Grand Rapids’ e sementes de milho (Zea mays

L.) da linhagem L-922, proveniente da Universidade Federal de Viçosa-MG.

3.2  Coletas

As espécies foram coletadas no município de Juiz de Fora-MG

(Latitude – -21,77º; Longitude – -43,35º), empregando-se a metodologia

utilizada por Ribeiro (1998). Os espécimes de líquens foram coletados sem

substrato, sempre que possível. Em alguns casos, devido ao ressecamento do

material, foi necessária a utilização de pulverizador de água para que o espécime

fosse coletado com todo o talo preservado. Para as espécies de pteridófitas

coletou-se somente frondes verdes.

Quatro coletas foram realizadas com o objetivo de avaliar o efeito

sazonal sobre a atividade alelopática das espécies. Essas coletas corresponderam

a períodos caracteristicamente chuvosos (janeiro de 2002 e janeiro de 2003) e

secos (agosto de 2002 e agosto de 2003) no município de Juiz de Fora. Os dados

climatológicos foram obtidos no Laboratório de Climatologia e Análise

Ambiental da Universidade Federal de Juiz de Fora (Anexo 1).
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3.3  Preparação dos extratos

Os extratos das espécies foram obtidos por maceração estática a 25ºC

por 24horas, obedecendo sempre a uma proporção de 1:10 (material vegetal ou

liquênico para água destilada). Os experimentos visando análise do percentual

de germinação, crescimento radicular e citogenética foram montados

imediatamente após o preparo dos extratos.

3.4 Testes de germinação e crescimento radicular

Os experimentos para avaliação do percentual de germinação e

crescimento radicular foram conduzidos com sementes de alface e milho. Os

tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado, com 4

repetições representadas por uma placa de Petri (parcela experimental),

dispondo-se trinta sementes de alface e dez sementes de milho por placa. O

papel filtro das placas de Petri utilizadas nos experimentos foi sempre embebido

com 5ml de extrato. Como controle foi utilizado somente água destilada.

O percentual de germinação e o crescimento radicular foram avaliados

em 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas após o início da exposição das sementes.

3.5 Análise citogenética

Após 36 horas de exposição aos extratos, 8 raízes de cada repetição

foram coletadas para análise citogenética, totalizando 32 raízes analisadas por

tratamento. As raízes foram lavadas e fixadas em solução de metanol/ácido

acético (3:1), por um período mínimo de 24 horas. Após a fixação, as raízes

foram lavadas em água destilada e submetidas à digestão enzimática  (Pectinex

NOVO NORDISK), a 34ºC, por 1 hora e 30 minutos e 3 horas e 30 minutos,

respectivamente para raízes de alface e milho. Após a digestão, as raízes de

alface foram hidrolisadas em HCl 5N à temperatura ambiente, durante 8

minutos. Esta etapa foi suprimida para as raízes de milho. As lâminas foram

preparadas pela técnica de secagem ao ar com maceração enzimática
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(dissociação celular) e coradas com solução de Giemsa (Carvalho & Saraiva,

1993).

Os seguintes indicadores na análise citogenética foram utilizados:

Para ciclo celular:

- Índice mitótico (IMi) - foram avaliadas 200 células por lâmina, totalizando

6400 células por tratamento. O IMi foi obtido dividindo-se o total de células

em divisão pelo total de células avaliadas.

- Índice metafásico (IMe) - foi obtido dividindo-se o total de células em

metáfase pelo total de células avaliadas.

- c-metáfases - total de c-metáfases/total de metáfases avaliadas.

Para alterações citogenéticas:

- Cromossomos pegajosos - total de células com cromossomos

pegajosos/total de células em metáfase.

- Pontes em anáfase/telófase - total de células em anáfase e telófase com

pontes cromossômicas/total de células em anáfase e telófase.

- Fragmentos cromossômicos - total de células com fragmentos/total de

células avaliadas.

- Migração tardia dos cromossomos - total de células em anáfase e telófase

com cromossomos com migração tardia/total de células em anáfase e

telófase.

- Duplicação cromossômica - total de metáfases com duplicação

cromossômica/total de metáfases.

- Morte celular - total de células mortas/total de células avaliadas.

3.6 Análise das alterações micromorfológicas por microscopia eletrônica de
varredura (MEV).

 A análise das alterações micromorfológicas foi efetuada somente com raízes

de alface obtidas na terceira coleta (janeiro de 2003). As raízes de alface tratadas

com os extratos aquosos das espécies estudadas foram fixadas em FAA por um
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mínimo de 48horas e, posteriormente, desidratadas numa série acetônica. A

desidratação foi concluída em um aparelho de ponto crítico (Bal-tec – CPD

030). As amostras de raízes assim preparadas foram montadas com fita dupla

face sobre suportes apropriados, metalizadas com ouro em metalizador Balzers

Union e visualizadas sob microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM

5.800.  Todas as amostras foram analisadas no Centro de Microscopia Eletrônica

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CME/UFRGS). A metodologia

de preparação e análise das amostras encontra-se disponível no endereço

eletrônico http://www.cme.ufrgs.br.

 

3.7 Análise estatística

A análise estatística foi realizada utilizando-se o Teste de Scott e Knott a

5% de probabilidade para todas as variáveis analisadas por meio do software

Sisvar para todas as variáveis analisadas.
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FIGURA 1  Myelochroa lindmanii

FIGURA 2 Canoparmelia texana
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FIGURA 3 Dicranopteris flexuosa

FIGURA 4 Gleicheniella pectinata
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4 RESULTADOS

4.1  Percentagem de germinação, crescimento radicular e microscopia
eletrônica de verredura após exposição aos extratos de Myelochroa
lindmanii e Canoparmelia texana

Os resultados obtidos pela análise do percentual de germinação e

crescimento radicular em alface e milho são mostrados na Tabela 1.

 Ambas as espécies, Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana,

possuem atividade, interferindo na percentagem de germinação e/ou no

crescimento radicular tanto em alface quanto em milho.

Myelochroa lindmanii interfere apenas no crescimento radicular, não

interferindo no percentual de germinação das espécies. Em alface, é possível

observar, na terceira coleta (janeiro, 2003), uma redução de 86,14% no

crescimento radicular, em comparação com o controle (maior inibição

encontrada). Nota-se claramente que as coletas realizadas em períodos chuvosos

(janeiro de 2002 e janeiro de 2003) apresentam um maior efeito de inibição no

crescimento radicular. Em média, as coletas realizadas em período chuvoso

inibiram em 83,5% em comparação ao controle, enquanto no período seco foram

observadas, em média, 55,5% de inibição. Em milho, o comportamento de

Myelochroa lindmanii mostrou-se idêntico, com maior inibição na terceira coleta

e maior inibição, em média, nas coletas chuvosas (Tabela 1).

Por outro lado, Canoparmelia texana interfere tanto no crescimento

radicular como no percentual de germinação de sementes de alface e no

percentual de germinação em sementes de milho. Essa interferência no

percentual de germinação em sementes de alface foi observada nas quatro

coletas realizadas, sendo o efeito maior na terceira coleta (janeiro de 2003) com

uma redução de 31,1% no número de sementes germinadas em comparação ao

controle. Em milho, esse efeito não foi tão evidente, sendo observada diferença

estatística em apenas uma coleta (janeiro de 2003).
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TABELA 1  Percentual de germinação e crescimento radicular (cm) após 72 h
em sementes de alface (Latuca sativa) e milho (Zea mays) após
tratamento com os extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e
Canoparmelia texana.

Tratamentos Percentual de germinação Crescimento radicular (cm)
Lactuca sativa Zea mays Lactuca sativa Zea mays

Cont/jan02      96,2  a      87,3  a      2,89  a      7,8    a
Cont/jan03      94,3  a      86,4  a      2,74  a      8,2    a
Cont/ag02      95,7  a      79,3  a      1,98  a      6,9    a
Cont/ag03      92,4  a      81,2  a      2,31  a      10,1  a
M.lin/jan02      92,4  a      80,3  a      0,55     b      4,1       b
M.lin/jan03      90,1  a      75,2  a      0,38     b      3,9       b
M.lin/ag02      92,5  a      83,4  a      1,01     b      4,8       b
M.lin/ag03      94,3  a      86,3  a      0,89     b      6,3    a
C.tex/jan02      74,3     b      80,1  a      0,81     b      6,7    a
C.tex/jan03      63,2        c      69,4     b      0,75     b      5,8    a
C.tex/ag02      73,5     b      80,2  a      1,31  a      7,4    a
C.tex/ag03      69,3     b      79,8  a      1,45  a      6,3    a
∗ Cont – Controle; M. lin – Myelochroa lindmanii; C. tex – Canoparmelia
texana; jan02 – janeiro de 2002; jan03 – janeiro de 2003; ag02 – agosto de
2002; ag03 – agosto de 2003.
∗∗ As médias seguidas por uma mesma letra não diferem estatisticamente
pelo teste de Scott Knott (p< 0,05).

Diferença significativa do efeito de Canoparmelia texana sobre o

crescimento radicular só foi observada sobre sementes de alface.

Os resultados obtidos na análise do percentual de germinação em 12, 24,

36, 48, 60 e 72 horas, após exposição aos extratos em sementes de alface para as

coletas em períodos chuvosos (janeiro de 2002 e 2003) e perídos secos (agosto

de 2002 e 2003) são mostrados nas Figuras 5, 6, 7 e 8, respectivamente.

É possível observar que, em todas as quatro coletas, Myelochroa

lindmanii não afeta o percentual final de germinação de sementes de alface, mas,

o extrato aquoso dessa espécie causou um retardo no início da germinação. Nas

coletas realizadas em períodos chuvosos, em que este efeito é mais evidente

(Figuras 5 e 6), é possível observar, por exemplo, que em 12 horas, enquanto o

controle tinha, em média, 20% das sementes germinadas, nenhuma das sementes
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provenientes do tratamento com Myelochroa lindmanii havia germinado. No

período de 36 horas, é possível observar diferenças de 32,3 e 33,7% no

percentual de germinação em comparação com o controle, respectivamente para

as coletas 1 e 3.

Canoparmelia texana, além de causar o mesmo retardo na germinação,

interfere no percentual final de germinação de sementes de alface. Em todas as

coletas, este efeito é evidente, com diferenças significativas em relação ao

controle (p<0,05). A época de coleta não parece influenciar nessa capacidade de

Canoparmelia texana, embora na terceira coleta este efeito tenha sido mais

evidente (Figura 6 e Tabela 1). Nesta coleta, uma diminuição de 31,1% no

percentual de germinação foi causada pela ação do extrato dessa espécie.

De modo geral, analisando-se em conjunto todas as coletas, o controle

apresentou, em média, 94,6% de germinação, o tratamento com Myelochroa

lindmanii 92,3% e o tratamento com Canoparmelia texana 70% de germinação.

Em milho (Tabela 1), Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana não

parecem interferir de forma drástica no percentual de germinação. Um efeito de

retardo de germinação não foi observado e em somente uma das coletas (Coleta

3) o extrato de Canoparmelia texana causou redução significativa em relação ao

controle (p<0,05). Nessa coleta, o percentual de germinação de sementes de

milho tratadas com Canoparmelia texana foi de 69,4% contra 86,4% do controle

(Tabela 1).
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FIGURA 5   Percentual de germinação de sementes de alface após exposição
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 1 (janeiro de 2002).

FIGURA 6   Percentual de germinação de sementes de alface após exposição
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 3 (janeiro de 2003).
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FIGURA 7   Percentual de germinação de sementes de alface após exposição
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 2 (agosto de 2002).

FIGURA 8    Percentual de germinação de sementes de alface após a exposição
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 4 (agosto de 2003).
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Os resultados obtidos na análise do crescimento radicular em 12, 24, 36,

48, 60 e 72 horas após a exposição aos extratos em sementes de alface,

revelaram que Myelochroa lindmanii causou um retardo na velocidade de

crescimento da raiz. O crescimento radicular final (72h), mostrou-se diferente do

controle em todas as quatro coletas, embora o efeito seja mais drástico nas

coletas realizadas em períodos chuvosos (Tabelas 1 e 2). Esta espécie, embora

não afete o percentual final de germinação, retarda o início da germinação e a

velocidade de crescimento da raiz. O comportamento de Myelochroa lindmanii

sobre raízes de milho também foi similar, com as maiores inibições causadas em

épocas chuvosas (Tabelas 1 e 3).

Canoparmelia texana, por outro lado, reduziu o crescimento radicular

em alface apenas nos tratamentos provenientes de coletas de épocas chuvosas

(Tabelas 1 e 4). Esta espécie pode, então, além de afetar o percentual final de

germinação, causar um retardo no início da germinação e velocidade de

crescimento da raiz. Um efeito de Canoparmelia texana sobre raízes de milho,

estatisticamente diferente do controle, não foi observado (Tabela 1).

TABELA 2  Crescimento radicular (cm) em sementes de alface (Lactuca sativa)
após 12, 24, 36, 48, 60 e 72h de exposição ao extrato aquoso de
Myelochroa lindmanii proveniente de coletas em períodos
chuvosos.

Tempos de exposiçãoTratamentos
12h 24h 36h 48h 60h 72h

Controle – Coleta 1 0,54 1,10 1,56 1,89 2,40 2,89
M. lindmanii – Coleta – 1 0 0,31 0,45 0,49 0,49 0,55
Controle – Coleta 3 0,64 0,98 1,71 2,30 2,60 2,74
M. lindmanii – Coleta 3 0 0,11 0,18 0,23 0,30 0,38
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TABELA 3  Crescimento radicular (cm) em sementes de milho (Zea mays) após
12, 24, 36, 48, 60 e 72h de exposição ao extrato aquoso de
Myelochroa lindmanii proveniente de coletas em períodos
chuvosos.

Tempos de exposiçãoTratamentos
12h 24h 36h 48h 60h 72h

Controle – Coleta 1 0 0 1,2 4,5 6,7 7,8
M. lindmanii – Coleta – 1 0 0 0,5 2,3 3,6 4,1
Controle – Coleta 3 0 0 1,2 5,1 7,6 8,2
M. lindmanii – Coleta 3 0 0 0,2 2,1 2,9 3,9

TABELA 4  Crescimento radicular (cm) em sementes de alface (Lactuca sativa)
após 12, 24, 36, 48, 60 e 72h de exposição ao extrato aquoso de
Canoparmelia texana proveniente de coletas em períodos chuvosos.

Tempos de exposiçãoTratamentos
12h 24h 36h 48h 60h 72h

Controle – Coleta 1 0 1,10 1,56 1,89 2,40 2,89
C. texanai – Coleta – 1 0 0,23 0,35 0,67 0,78 0,81
Controle – Coleta 3 0 0,98 1,71 2,30 2,60 2,74
C. texana – Coleta 3 0 0,21 0,35 0,43 0,67 0,75

Além disso, foi possível observar que, paralelo a inibição do

crescimento radicular, existiam ainda alterações morfológicas nas raízes de

alface, fato não evidenciado nas raízes de milho. Em decorrência disso decidiu-

se investigar mais detalhadamente essas alterações por meio de microscopia

eletrônica de varredura. Os tratamentos com ambas as espécies causaram

aumento da densidade de pêlos absorventes,  aparecimento de uma constrição

separando a zona pilífera do ápice da raiz e alterações na morfologia da coifa

(Figuras 9, 10 e 11).

Em raízes obtidas do tratamento com Canoparmelia texana (Figura 10)

foi observado aumento da densidade de pelos absorventes, constrição separando

a zona pilífera do ápice, morte de células apicais e desaparecimeno da coifa.

Em raízes obtidas do tratamento com Myelochroa lindmanii (Figura 11),

foi observado aumento da densidade de pêlos absorventes, constrição separando

a zona pilífera do ápice e redução da coifa.
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FIGURA 9  Fotomicrografias (MEV) das raízes controle de alface. a - zona
pilífera; b - ápice radicular. Barra:100µM.
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FIGURA 10 Fotomicrografias (MEV) das alterações micromorfológicas em
raízes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Canoparmelia
texana. a - vista geral da raiz; b - detalhe a partir da zona pilífera;
c – detalhe do ápice radicular. Barra: 100µM.
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FIGURA 11 Fotomicrografias (MEV) das alterações micromorfológicas em
raízes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Myelochroa
lindmanii. a - vista geral de uma plântula; b- detalhe a partir da
zona pilífera; c – detalhe do ápice radicular.  Barra: 100µM.

33



4.2 Análise citogenética após exposição aos extratos aquosos de Myelochroa
lindmanii e Canoparmelia texana

Com o objetivo de investigar o mecanismo envolvido na redução do

crescimento radicular e nas alterações morfológicas radiculares, procedeu-se a

análise citogenética.

Os resultados de índice mitótico e metafásico em alface e milho são

mostrados nas Figuras 12 a 15.

O extrato de Myelochroa lindmanii, tanto em alface quanto em milho,

causou um aumento do índice mitótico, explicado por um aumento no número

de metáfases acumuladas na lâmina. Esta observação foi particularmente

importante nas coletas realizadas em períodos chuvosos. Diferenças

significativas em relação ao controle (p<0,05) foram observadas tanto para

índice mitótico quanto metafásico em alface, nas coletas 1 e 3. Em milho, esses

efeitos foram evidenciados somente na coleta 3, mostrando diferença estatística

em relação ao controle (p<0,05). Mais uma vez, assim como na análise do

crescimento radicular, a coleta realizada em janeiro de 2003 (Coleta 3) mostrou

uma maior influência.

Ao contrário de Myelochroa lindmanii, Canoparmelia texana provocou

redução do índice mitótico, sem qualquer interferência no índice metafásico.

Diferenças significativas (p<0,05) para o índice mitótico foram observadas na

coleta 3 em alface e em todas as coletas em milho, evidenciando que o milho

mostrou-se mais sensível ao extrato de Canoparmelia texana.
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FIGURA 12  Índice mitótico (IMi) em meristemas radiculares de Lactuca sativa
nas quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos de
Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.

FIGURA 13 Índice metafásico (IMe) em meristemas radiculares de Lactuca
sativa nas quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos
de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Ín
di

ce
 M

itó
tic

o 
(I

M
i)

Coleta 1 Coleta 3 Coleta 2 Coleta 4

Controle

M. lindmanii

C. texana

0

1

2

3

4

5

6

Ín
di

ce
 M

et
af

ás
ic

o 
(I

M
e)

Coleta 1 Coleta 3 Coleta 2 Coleta 4

Controle

M. lindmanii

C. texana

35



FIGURA 14  Índice mitótico (IMi) em meristemas radiculares de Zea mays nas
quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos de
Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.

FIGURA 15    Índice metafásico (IMe) em meristemas radiculares de Zea mays
nas quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos de
Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.
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Os resultados de alterações citogenéticas causadas pelos extratos

aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana em células

meristemáticas de alface e milho são mostradas nas Tabelas 5 e 6,

respectivamente. As alterações citogenéticas observadas em células

meristemáticas de alface e milho são mostradas nas Figuras 16 e 17

respectivamente.

Ambas as espécies possuem a capacidade de induzir alterações tanto

citológicas quanto cromossômicas.

Em alface, Myelochroa lindmanii, induziu um aumento significativo do

número de alterações citogenéticas em relação ao controle para todas as

variáveis analisadas, exceto para fragmentos cromossômicos (p<0,05). Esse

efeito foi mais evidente particularmente nas coletas realizadas nos períodos

chuvosos. Os efeitos mais evidentes desta espécie sobre alface manifestaram-se

por meio do aumento do número de c-metáfases, duplicação cromossômica e

morte celular. Na terceira coleta, realizada em janeiro de 2003, foi possível

verificar um aumento de 4,2X na percentagem de c-metáfases, de 2,8X na

percentagem de duplicação cromossômica e 10,7X na percentagem de morte

celular, quando comparado ao controle (Figura 18).

Aumento da ocorrência de cromossomos com migração tardia,

cromossomos pegajosos e de pontes em anáfase/telófase também foram

observados para as coletas de períodos chuvosos, sempre mostrando diferenças

significativas em relação ao controle. Este efeito foi mais evidente nos

tratamentos provenientes da Coleta-3 (janeiro de 2003).

Já em células meristemáticas de milho, o efeito de Myelochroa

lindmanii não foi tão evidente, embora diferenças estatísticas em ralação ao

controle tenham sido observadas para todas as variáveis exceto para

cromossomos pegajosos (Tabela 6).
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FIGURA 16    Alterações em células meristemáticas de alface (a e b) c-metáfase
após tratamento com Myelochroa lindmanii; (c e d) duplicação
cromossômica após tratamento com Myelochroa lindmanii; (e)
migração tardia após tratamento com Myelochroa lindmanii; (f)
ponte cromossômica após tratamento com Myelohroa lindmanii;
(g) morte celular (seta) após tratamento com Canoparmelia
texana; (h) cromossomos pegajosos após tratamento com
Canoparmelia texana.
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FIGURA 17   Alterações em células meristemáticas de milho (a e b) pontes
cromossômicas após tratamento com Myelochroa lindmanii; (c)
c-metáfase após tratamento om Myelochroa lindmanii; (d) morte
celular após tratamento com Canoparmelia texana.
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FIGURA 18   Percentagem de c-metáfases, duplicação cromossômica e morte
celular em células meristemáticas de alface após tratamento com
Myelochroa lindmanii proveniente da terceira coleta (Janeiro de
2003).

Duplicação cromossômica não foi observada em células meristemáticas

de milho tratadas com Myelochroa lindmanii. Assim como em alface, um

aumento do número de morte celular e c-metáfases, são efeitos evidentes.

Particularmente importante quando se analisa os dados provenientes da

citogenética de milho, é o aumento no percentual de anáfases/telófases com

pontes cromossômicas. Em todas as coletas, foi possível observar diferenças

significativas em relação ao controle (p<0,05) (Figura 19).

Já para Canoparmelia texana, o efeito clastogênico não foi tão drástico

quanto para Myelochria lindmanii. Diferenças significativas foram observadas

em alface para morte celular e cromossomos pegajosos (nas 4 coletas) e

migração tardia dos cromossomos (Coleta 3) (Tabela 5). Em milho, diferenças

estatísticas foram observadas somente para morte celular (nas 4 coletas)

(Tabela 6).
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Ao contrário dos tratamentos com Myelochroa lindmanii, cromossomos

pegajosos em células de milho representam uma importante variável ao se

analisar o efeito de Canoparmelia texana. Em todas as quatro coletas, foi

possível detectar diferenças estatísticas em relação ao controle (Figura 20).

De modo geral, é possível verificar que as coletas em períodos chuvosos

causam um efeito maior em alterações citogenéticas, do que as coletas realizadas

em períodos secos. Este fato pode ser observado através das porcentagens totais

de células alteradas em alface e milho (Tabela 7).  Foi possível observar que

para ambas as espécies utilizadas como modelo, tanto Myelochroa lindmanii

quanto Canoparmelia texana causaram um aumento do número de células

alteradas, principalmente nas coletas dos períodos chuvosos.

FIGURA 19  Percentagem de anáfases/telófases com pontes cromossômicas em
células meristemáticas de milho após tratamento com Myelochroa
lindmanii.
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FIGURA 20  Percentagem de cromossomos pegajosos em células meristemáticas
de alface após tratamento com Canoparmelia texana.

TABELA 7   Percentagem de células alteradas em alface e milho após tratamento
com os extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes das quatro coletas.

% de alterações
Alface Milho

Coleta 1 (jan 2002) Controle 7,3 5,4
M. lindmanii 42,4 27,3
C. texana 34,3 25,4

Coleta 3 (jan 2003) Controle 9,7 6,3
M. lindmanii 65,4 31,3
C. texana 39,3 20,4

Coleta 2 (ago 2002) Controle 10,1 6,4
M. lindmanii 29,3 20,2
C. texana 34,5 13,4

Coleta 4 (ago 2003) Controle 9,8 5,2
M. lindmanii 38,4 24,3
C. texana 32,3 13,2
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4.3 Percentagem de germinação, crescimento radicular e microscopia
eletrônica de varredura após exposição aos extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa

Os resultados obtidos pela análise do percentual de germinação e

crescimento radicular em alface e milho são mostrados  na Tabela 8.

 Ambas as espécies, Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa,

possuem atividade interferindo na percentagem de germinação e no crescimento

radicular tanto em alface quanto em milho.

Verificou-se que o percentual de germinação em sementes de alface foi

reduzido drasticamente após tratamento, tanto com Gleicheniella pectinata

quanto Dicranopterix flexuosa, sendo possível observar diferenças significativas

em relação ao controle em todas as coletas. Foi possível observar ainda que a

inibição é maior nos tratamentos provenientes de coletas em períodos chuvosos.

Em média, as coletas realizadas nesses períodos reduzem em 64,6% o

percentual de germinação, contra uma redução de 44,5% nos tratamentos

provenientes de coletas em períodos secos (Tabela 8).

A análise do crescimento radicular em alface revelou que após a

exposição aos extratos de ambas as espécies, ocorreu redução uniforme, não

havendo diferença entre as épocas de coleta.

Em milho, o efeito sobre o percentual de germinação dos extratos tanto

de Gleicheniella pectinata quanto de Dicranopteris flexuosa, manifestou-se

somente na Coleta 3. Nessa coleta, foi possível observar uma redução no

percentual de germinação de 19,7% para o tratamento com Gleicheniella

pectinata e 21% para o tratamento com Dicranopteris flexuosa.     

Os resultados de crescimento radicular, em milho, foram similares aos

encontrados em raízes de alface. Todos os tratamentos de ambas as espécies

foram estatisticamente diferentes do controle, não sendo possível evidenciar

diferença entre as épocas de coleta.

Os resultados obtidos na análise do percentual de germinação em 12, 24,

36, 48, 60 e 72 horas após exposição das sementes de alface aos extratos
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provenientes das coletas em períodos chuvosos (janeiro de 2002 e 2003) e para

as coletas em períodos secos (agosto de 2002 e 2003) são mostradas nas Figuras

21, 22, 23 e 24, respectivamente. Tanto Gleicheniella pectinata quanto

Dicranopteris flexuosa, além de causar uma diminuição no percentual de

germinação final em 72horas, provocaram acentuado retardo no início da

germinação. Enquanto no controle, as sementes de alface apresentaram, em

média, 20% de germinação já em 12horas de tratamento, somente em 36 horas

foi possível observar, em média, 15% das sementes germinadas, após tratamento

com Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.

Nota-se que em 12 e 24 horas de tratamento nenhuma das raízes de

alface ainda tinham germinado.

TABELA 8  Percentual de germinação e crescimento radicular (cm) após 72h
em sementes de alface (Latuca sativa) e milho (Zea mays) após
tratamento com os extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e
Dicranopteris flexuosa.

Tratamentos Percentual de germinação Crescimento radicular (cm)
Lactuca sativa Zea mays Lactuca sativa Zea mays

Cont/jan02      96,2  a      87,3  a      2,89  a      7,8    a
Cont/jan03      94,3  a      86,4  a      2,74  a      8,2    a
Cont/ag02      95,7  a      79,3  a      1,98  a      6,9    a
Cont/ag03      92,4  a      81,2  a      2,31  a      10,1  a
G.pec/jan02      28,9        c      76,3  a      0,67     b       4,5     b
G.pec/jan03      27,5        c      66,7     b      0,56     b       3,5     b
G.pec/ag02      43,2     b      79,8  a      0,71     b       3,5     b
G.pec/ag03      41,3     b      80,1  a      0,69     b       3,6     b
D.fle/jan02      32,4        c      74,7  a      0,67     b       4,2     b
D.fle/jan03      33,5        c      65,4      b      0,81     b       4,3     b
D.fle/ag02      57,3     b      80,2  a      0,78     b       5,2     b
D.fle/ag03      56,4     b      85,4  a      0,76     b       5,1     b
∗ Cont – Controle; G.pec – Gleicheniella pectinata; D. fle – Dicranopteris
flexuosa; jan02 – janeiro de 2002; jan03 – janeiro de 2003; ag02 – agosto de
2002; ag03 – agosto de 2003.
∗∗ As médias seguidas por uma mesma letra não diferem estatisticamente
pelo teste de Scott Knott (p< 0,05).
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Em milho, somente na Coleta 3 foi possível detectar diferença no

percentual final de germinação após 72 horas para ambas as espécies (Tabela 8).

Entretanto, nenhum efeito de retardo no início da germinação foi observado.

Geralmente, as sementes de milho germinam um pouco mais tarde do que

sementes de alface, geralmente por volta de 30 horas. Em todos os tratamentos

foi observado este mesmo comportamento.

FIGURA 21 Percentual de germinação de sementes de alface após exposição
aos extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 1 (janeiro de 2002).
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FIGURA 22 Percentual de germinação de sementes alface após exposição aos
extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris
flexuosa provenientes da Coleta 3 (janeiro de 2003).

FIGURA 23 Percentual de germinação de sementes de alface após exposição
aos extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopeteris
flexuosa provenientes da Coleta 2 (agosto de 2002).
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FIGURA 24  Percentual de germinação de sementes de alface após a exposição
aos extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris
flexuosa provenientes da Coleta 4 (Agosto de 2003).

Paralelo ainda à inibição do crescimento radicular, os resultados obtidos

em 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas após exposição aos extratos em sementes de

alface e milho revelaram que ambas as espécies provocaram ainda um retardo na

velocidade de crescimento da raiz (dados não mostrados). Como já demonstrado,

tanto em alface quanto em milho os tratamentos com ambas as espécies

evidenciaram diferença significativa após 72 horas de exposição em relação ao

controle em todas as coletas (Tabela 8).

Foi possível observar ainda que, nas raízes tratadas com os extratos das

pteridófitas, paralelamente a inibição do crescimento radicular, ocorreram

alterações morfológicas nas raízes de alface, fato não evidenciado nas raízes de

milho. Em decorrência disso, decidiu-se investigar mais detalhadamente essas

alterações por microscopia eletrônica de varredura. O tratamento com ambas as

espécies causaram aumento da densidade de pêlos absorventes, o aparecimento

de  uma  constrição  separando  a  zona  pilífera  do ápice da raíz  e alterações na
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morfologia da coifa.

Em raízes obtidas do tratamento com Gleicheniella pectinata (Figura

25), foi observado aumento da densidade de pelos absorventes, constrição

separando a zona pilífera do ápice e redução da coifa.

Em raízes obtidas do tratamento com Dicranopteris flexuosa (Figura

26), foi observado aumento da densidade de pêlos absorventes, constrição

separando a zona pilífera do ápice, morte celular e desaparecimento da coifa.

FIGURA 25 Fotomicrografias (MEV) das alterações micromorfológicas em
raízes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Gleicheniella
pectinata. a - vista geral da raiz; b - detalhe incluindo a zona
pilífera e o ápice; c – detalhe do ápice radicular. Escala: 100µm

BCabc
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FIGURA 26 Fotomicrografias (MEV) das alterações micromorfológicas em
raízes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Dicranopteris
flexuosa. a- vista geral da raiz; b- detalhe a partir da zona pilífera;
c – detalhe do ápice radicular. Escala: 100µm
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4.4 Análise citogenética após exposição aos extratos aquosos
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa

Com o objetivo de investigar o mecanismo envolvido na redução do

crescimento radicular e nas alterações morfológicas radiculares, procedeu-se à

análise citogenética.

Os resultados de índice mitótico e metafásico em alface e milho podem

ser vistos nas Figuras 27 a 30.

Foi possível observar que ambas as espécies possuem atividade

antimitótica evidenciada pela redução no índice mitótico e metafásico. Esse

efeito foi estatisticamente diferente do controle em todas as coletas, tanto em

milho quanto em alface. Adicionalmente, foi possível observar que a maior

inibição foi sempre observada  em tratamentos provenientes de coletas em

épocas chuvosas (janeiro de 2002 e 2003).

FIGURA 27  Índice mitótico (IMi) em meristemas radiculares de Lactuca sativa
nas quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.
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FIGURA 28 Índice metafásico (IMe) em meristemas radiculares de Lactuca
sativa nas quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos
de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.

FIGURA 29  Índice mitótico (IMi) em meristemas radiculares de Zea mays nas
quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.
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FIGURA 30 Índice metafásico em células meristemáticas de Zea mays nas
quatro coletas após tratamento com os extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.

 
Os resultados de alterações citogenéticas causadas pelos extratos

aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa em células

meristemáticas de alface e milho são mostrados nas Tabelas 9 e 10

respectivamente. As alterações citogenéticas em células meristemáticas de alface

e milho são mostradas na Figura 31.
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tratamentos provenientes de épocas chuvosas. Já em milho, essa variável não

mostrou qualquer diferença estatística para o controle.

Por outro lado, a variável ponte cromossômica para a qual não havia

sido possível detectar qualquer diferença em relação ao controle em alface

mostrou diferença significativa em milho na terceira coleta (janeiro de 2003). De

forma análoga aos resultados encontrados em alface, também em milho foi

possível encontrar diferenças significativas para a variável morte celular. Em

células meristemáticas de milho, Dicranopteris flexuosa parece causar um maior

número de morte celular do que Gleicheniella pectinata. Esse efeito pode ser

observado obtendo-se as médias de morte celular a partir das quatro coletas

(25,9 % para Dicranopteris flexuosa contra 17,4% para Gleicheniella pectinata).

Entretanto, em tratamentos provenientes de épocas chuvosas, o comportamento

de ambas as espécies foi similar.

De modo geral, as coletas em períodos chuvosos causaram um efeito

maior em alterações citogenéticas do que coletas realizadas em períodos secos.

Este fato pode ser observado pelas porcentagens totais de células

alteradas em alface e milho (Tabela 11).  É possível observar que para ambas as

espécies utilizadas como modelo, tanto Gleiheniella pectinata quanto

Dicranopteris flexuosa causaram um aumento do número de células alteradas,

principalmente nas coletas 1 e 3 (Períodos chuvosos).
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FIGURA 31 Alterações em células meristemáticas de alface e milho. (a)
Morte celular em alface após tratamento com Dicranopteris
flexuosa; (b) Cromossomos pegajosos em alface após tratamento
com Gleicheniella pectinata; (c) Ponte cromossômica em milho
após tratamento com Gleicheniella pectinata.

a b

c
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TABELA 11  Percentagem de células alteradas em alface e milho após
tratamento com os extratos aquosos de Gleicheniella pectinata
e Dicranopteris fleuxuosa provenientes das quatro coletas.

% de alterações
Alface Milho

Coleta 1 Controle 7,3 5,4
G. pectinata 75,7 29,8
D. flexuosa 77,8 26,7

Coleta 3 Controle 9,7 6,3
G. petinata 70,8 30,6
D. flexuosa 79,4 29,9

Coleta 2 Controle 10,1 6,4
G. petinata 49,3 15,5
D. flexuosa 46,7 27,6

Coleta 4 Controle 9,8 5,2
G. pectinata 43,1 14,7
D. flexuosa 54,4 28,9

5  DISCUSSÃO

O efeito dos extratos das espécies de líquens Myelochroa lindmanii e

Canoparmelia texana e das espécies de pteridófitas Gleicheniella pectinata e

Dicranopteris flexuosa foi avaliado tanto macroscopicamente (pelo percentual

de germinação e crescimento radicular) quanto microscopicamente (pela análise

citogenética e de microscopia eletrônica de varredura). De modo geral, foi

possível observar que todas as espécies demonstraram potencial alelopático em

todas as análises realizadas.

Macroscopicamente, os extratos das espécies foram capazes de interferir

no percentual de germinação e/ou no crescimento radicular, tanto em alface

(Lactuca sativa) quanto em milho (Zea mays).

As duas espécies de líquens demonstraram mecanismos de ação

diferentes. Myelochroa lindmanii interferiu somente no crescimento radicular
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tanto em alface quanto em milho, não sendo possível evidenciar qualquer efeito

significativo sobre o percentual final de germinação. Já, após tratamento com

Canoparmelia texana, observou-se efeito significativo sobre o percentual de

germinação de alface e milho e sobre o crescimento radicular de alface. As

espécies de pteridófitas interferiram tanto no crescimento radicular quanto no

percentual de germinação, tanto em alface (Lactuca sativa) quanto em milho

(Zea mays). Paralelamente, retardo no início da germinação em sementes de

alface foi observado, após o tratamento com todas as espécies.

O potencial alelopático das espécies de pteridófitas já havia sido

estudado anteriormente por Soares e Vieira (2000), que haviam demonstrado o

mesmo efeito de inibição no percentual de germinação e crescimento radicular.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram muito similares aos encontrados em

nossos experimentos. Segundo os autores, enquanto o controle mostrou um

percentual de germinação de 96,8%, em média, as sementes tratadas com

Gleicheniella pectinata germinaram, em média, 15,1% contra 32,8% das

sementes tratadas com Dicranopteris flexuosa. Essas espécies provavelmente

liberam seus metabólitos alelopáticos através de tecidos vivos, uma vez que os

efeitos de extratos de frondes verdes são mais evidentes do que os extratos de

frondes senescentes (Soares e Vieira, 2000).

Ao mesmo tempo, Peres et al. (1998) também já haviam estudado o

potencial alelopático dos extratos aquosos e butanólico de Gleichenia pectinata

(sin. Gleicheniella pectinata) sobre sementes de Clidemia hirta e Lactuca sativa.

Segundo esses autores, a atividade alelopática de Gleichenia pectinata pode

tanto exibir efeito estimulatório para sementes de Clidemia hirta quanto

inibitório para sementes de Lactuca sativa. Estes resultados estão de acordo com

a observação de que os aleloquímicos são seletivos em sua ação e que as plantas

são diferenciadas em suas respostas (Zeng et al., 2001).

Para a preparação dos extratos de Gleicheniella pectinata e

Dicranopteris flexuosa utilizados neste trabalho, utilizou-se uma técnica branda
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de extração. Segundo Soares e Vieira (2000), a observação de uma redução

acentuada no percentual de germinação e no crescimento radicular, mesmo

utilizando essa técnica, é um indicativo de que as substâncias alelopáticas são

provavelmente muito ativas e/ou muito polares. O efeito tóxico e o aspecto de

morte celular observado sobre as radículas assemelham-se ao dano provocado

pela ação de substâncias com propriedades semelhantes a um detergente (Soares

e Vieira, 2000). Além disso, no processo de preparação dos extratos, a formação

de uma espuma persistente era observada, indicativo da presença de substâncias

anfipolares, tais como saponinas ou outro tipo de terpenóide glicosilado (Soares

e Vieira, 2000). Esta observação está de acordo com alguns trabalhos que

recentemente isolaram vários terpenóides glicosilados em espécies de

Gleicheniaceae (Shiojima et al., 1995; Aoki et al., 1997, Wada et al., 1998). Foi

observado que esses derivados diterpenoídios exibem forte efeito fisiológico

sobre plântula de alface, estimulando o crescimento caulinar e/ou inibindo

fortemente o crescimento radicular (Munesada, 1992; Aoki et al., 1997).

Essas observações são particularmente importantes quando se discutem

as metodologias utilizadas para análise do potencial alelopático. Embora várias

metodologias estejam disponíveis na literatura (Putnan e Duke, 1978; Reigosa et

al., 1996), a maioria dos bioensaios de alelopatia descrevem os resultados na

forma de percentagem de germinação (Malheiros e Peres, 2001). Entretanto,

segundo Reigosa et al. (1996), embora a importância ecológica da germinação

não possa ser subestimada, muitas vezes o efeito das substâncias alelopáticas

revelam uma certa demora na germinação. Essa demora não é necessariamente

mortal para a planta receptora e este fato deve ser discutido quando se considera

a extrapolação para a condição natural. Assim, nem sempre é possível o real

entendimento da ação alelopática de uma espécie somente pela análise do

percentual de germinação e do crescimento radicular. Esta observação é

particularmente importante quando se observam os resultados dos tratamentos

com Myelochroa lindmanii. Embora esta espécie não afete o percentual de
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germinação tanto em alface quanto em milho, observa-se drástica redução do

comprimento radicular. Além disso, a análise do percentual de germinação e do

crescimento radicular, em diferentes momentos após a exposição, revelou-se

uma estratégia útil na identificação do efeito de retardo do início de germinação

causado pelas quatro espécies analisadas, auxiliando na compreensão do

mecanismo envolvido na ação alelopática dos extratos. Foi possível observar,

por exemplo, que se o percentual de germinação de sementes de alface tratadas

com Myelochroa lindmanii tivesse sido avaliado somente no período de 36h,

redução significativa entre o tratamento com o extrato liquênico e o controle

teria sido observado. Neste caso, o potencial alelopático dessa espécie estaria

sendo superestimado. Por outro lado, não estaríamos detectando o real potencial

alelopático caso a análise tivesse sido feita somente em 72h.

Verifica-se a importância de se adicionar outras metodologias que

juntamente com as técnicas convencionais de estudo da alelopatia, esclareçam

melhor o modo de ação dessas espécies. Nesse contexto, a citogenética

demonstra ser uma importante ferramenta para o estudo do potencial alelopático.

A observação da redução do crescimento radicular como consequência

da interferência dos mecanismos de divisão celular tem sido demonstrada em

vários trabalhos (Campos e Viccini, 2003; Pires, et al., 2001; Gianfrascisco et

al., 1998).

No presente trabalho, pela análise citogenética observou-se que tanto

Myelochroa lindmanii quanto Canoparmelia texana interferiram nos

mecanismos de divisão celular.

Myelochroa lindmanii parece agir de forma semelhante à ação de um

antimitótico. Algumas dessas substâncias agem sobre a dinâmica de

microtúbulos no interior da célula (Jordan e Wilson, 1999). Os microtúbulos

exercem importantes funções celulares durante o crescimento e ciclo mitótico,

participando de diversos processos, como migração dos cromossomos,
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estruturação celular, formação de parede celular entre outros (Jordan e Wilson,

1999).

O tratamento com o extrato de Myelochroa lindmanii parece interferir

no funcionamento normal dos microtúbulos. Essa hipótese é reforçada pela

observação do aumento do número de c-metáfases, de cromossomos com

migração tardia e células com duplicação cromossômica, uma vez que, em geral,

essas alterações são causadas por distúrbios na dinâmica dos microtúbulos

(Haroun e Shehri, 2001). Provavelmente, o extrato de Myelochroa lindmanii age

interferindo nos processos normais de polimerização e despolimerização dos

microtúbulos. Como consequência dessa ação, o ciclo celular se interrompe no

estágio de metáfase, distúrbio comumente chamado de c-metáfase, por ter sido

observado pela primeira vez após tratamento com colchicina (Sharma e Sen,

2002).

Como consequência de um prolongado efeito de inibição do ciclo em

metáfase, algumas células podem se mostrar poliploidizadas, com o número

cromossômico duplicado (Sharma e Sem, 2002; Singh, 2003). Este fato pôde ser

observado após o tratamento com o extrato de Myelochroa lindmanii. A

observação de algumas células também com micronúcleos e anáfases

multipolares (dados não mostrados) reforça a hipótese de ação dessa espécie

sobre micrtotúbulos. Alguns estudos demonstraram que esses micronúcleos

podem surgir a partir dos cromossomos metafásicos condensados espalhados

numa c-metáfase  (Morejohn et al., 1987; Falconer e Seagull, 1987; Verhoeven

et al., 1990). Foi observado que a micronucleação ocorre mediante uma

modificação da mitose, na qual os cromossomos metafásicos formam

diretamente os micronúcleos, sem que ocorram a divisão do centrômero e a

separação das cromátides-irmãs, em virtude da ausência dos microtúbulos

(Verhoeven et al., 1990; Ramulu et al., 1995).

A provável explicação, então, para o aumento do índice mitótico

causado pelo tratamento com Myelochroa lindmanii está na interrupção do ciclo
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celular e no acúmulo de células em metáfase. Entretanto, outros fatores podem

ter contribuído, tais como o encurtamento do ciclo mitótico e o aumento das

células em intérfase que entram nas fases em divisão subseqüentes

(Abderrhman, 1998), ou redução na velocidade de divisão celular (Borah e

Talukdar, 2002).

Por outro lado, após tratamento com Canoparmelia texana, observou-se

um mecanismo de ação diferente daquele provocado pelo extrato de Myelochroa

lindmanii. Os tratamentos com Canoparmelia texana provocaram diminuição no

índice mitótico, explicado por um aumento do número de células em intérfase.

Esta espécie não parece afetar a dinâmica dos microtúbulos. Uma provável

explicação para o acúmulo de células em intérfase está na inibição da síntese de

DNA, o que já foi demonstrado para algumas substâncias com ação alelopática

(Vyvyan, 2002).

Já as espécies de pteridófitas parecem agir de forma semelhante,

reduzindo o índice mitótico por um acúmulo de células em intérfase e por um

aumento do percentual de morte celular. O acúmulo de células em intérfase,

provavelmente está ligado à inibição da síntese de DNA, o que já foi

demonstrado para algumas substâncias com ação alelopática (Vyvyan, 2002).

Entretanto, outros mecanismos podem estar envolvidos, como por exemplo

interrupções em pontos de checagem em G1. Exemplos desse tipo de ação

podem ser verificados no ácido secalônico, um metabólito secundário que é um

inibidor de proteína quinase (Wang et al., 1996).

A interferência nos mecanismos de divisão celular parece não ser a

única responsável pela redução no crescimento radicular. Todas as espécies

analisadas induziram aumento do número de morte celular, tanto em alface,

quanto em milho. Neste caso, as espécies parecem atuar da mesma maneira,

causando apoptose. Este processo é uma forma de “suicídio” celular,

geneticamente controlado e envolvido na eliminação específica de células

danificadas (Lamar et al., 1999).
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Esses resultados são uma evidência de que tanto a inibição do ciclo

celular (em intérfase ou metáfase) como a morte celular são, provavelmente

mecanismos importantes no processo de inibição do crescimento radicular

causado pela ação do extrato das espécies de líquens e pteridófitas.

Esse efeito de interferir no ciclo celular normal já havia sido verificado

em vários trabalhos para um grande número de plantas testadas, entre elas, Piper

nigrum (Abraham e John, 1989); Pogostemun heyneanus e Alínia nutans (Luz-

Dias e Takahashi, 1994); Viscum cruciatum (Ahumada et al., 1995); Phyllanthus

orbicularis (Lamar et al., 1997); Raphanus sativus (Gianfrancisco et al., 1998);

Leucaena leucocephala (Pires et al., 2001) entre outras. Em todas as situações

alterações no ciclo celular dependente da concentração e do tempo de exposição

aos extratos foram verificados.

Curiosamente, quando se analisa o efeito de Myelochroa lindmanii, esta

espécie, embora afete os mecanismos normais de divisão celular, não afeta o

percentual de germinação. Esta aparente contradição, pode ser explicada por

alguns estudos nos quais inibidores específicos de determinadas etapas da mitose

não impediram a germinação das sementes de diversas espécies (Labouriau e

Spillmann, 1989; Borghetti e Labouriau, 1994). Os resultados desses estudos

mostraram que a mitose não é essencial ao processo germinativo para essas

espécies, embora possa ser para outras. Isso implica que, para esses casos, a

decisão de uma semente entre germinar ou não envolve mecanismos de controle

do metabolismo que antecedem as divisões celulares. Os resultados obtidos

corroboram estas observações, embora, a explicação para o crescimento

radícular até um determinado ponto, mesmo sob influência dos tratamentos com

os extratos liquênicos, permaneça desconhecido.     

Paralelamente a esses efeitos, as alterações micromorfológicas

verificadas por microscopia eletrônica de varredura comprovaram a ação dos

extratos das espécies de líquens e pteridófitas. A observação de alterações nas

células da coifa, está provavelmente ligada à ação sobre os microtúbulos, que
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participam de mecanismos de diferenciação celular. Ao mesmo tempo, a

observação de células com aspecto de apoptose comprova o aumento do número

de células mortas. Uma provável explicação para o aumento do número de pêlos

absorventes está no aumento da capacidade de absorção pela raiz, uma vez que

seu crescimento foi inibido.

 Além dessas observações, as quatro espécies analisadas demonstraram

efeitos clastogênicos, sendo estes efeitos mais evidentes para os tratamentos com

Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana. Nos tratamentos com os líquens,

esses efeitos foram evidenciados por um aumento do número de pontes

cromossômicas em anáfase e telófase, de cromossomos pegajosos e de

fragmentos cromossômicos.

Em metáfases com cromossomos pegajosos, estes perdem a sua

aparência normal e são vistos com uma superfície “pegajosa”, causando

aglomerados cromossômicos (Babich et al., 1997). Este efeito é geralmente

atribuído à toxicidade causada sobre a organização de cromatina nos

cromossomos.

Já a presença de fragmentos cromossômicos é um indicativo da

ocorrência de quebras, fato comprovado pela presença de anáfases e telófases

com pontes cromossômicas (Singh, 2003; Sharma e Sen, 2002). Essas

observações demonstraram que de algum modo, os extratos dessas espécies não

só interferem no ciclo celular normal, como também afetam a organização da

cromatina, chegando a causar quebras cromossômicas. Uma resposta

diferenciada entre células de alface e milho pode ser observada. Enquanto em

alface, cromossomos pegajosos foram mais evidentes, em milho, pode-se

destacar aumento do percentual de pontes cromossômicas. Estes resultados estão

de acordo com a observação de que os aleloquímicos são seletivos em sua ação e

que as plantas são diferenciadas em sua respostas (Zeng et al., 2001).

Já para os tratamentos com os extratos das espécies de pteridófitas o

efeito clastogênico não foi tão evidente. A indução de pontes cromossômicas e
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fragmentos não foi significativa para nenhuma coleta em alface quando

comparado ao controle. Em milho, em somente uma coleta, a terceira, foi

possível detectar diferença significativa em relação ao controle para pontes

cromossômicas. Os extratos dessas espécies, parecem então não aumentar de

forma drástica a indução de quebras cromossômicas. Entretanto, um efeito

clastogênico pode ser verificado para a variável cromossomos pegajosos em

células meristemáticas de alface. Esta observação revela uma provável ação dos

extratos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa sobre a organização

de cromatina. Entretanto, o mesmo efeito não foi observado sobre os

cromossomos de milho. Este tipo de alteração (cromossomos pegajosos) já havia

sido observado como o efeito mais evidente em células meristemáticas de Vicia

faba, após tratamento com o extrato aquoso de Calotropis procera (Haroun e

Sheri, 2001), bem como já havia sido também previamente relatado por

Abderrhman (1998) e Banerjee (1992) para os extratos de Peganum harmala e

tabaco, respectivamente.

Os diferentes modos de liberação de substâncias alelopáticas são ainda

influenciados por diversos fatores ambientais (Carballeira e Reigosa, 1999). A

quantidade e qualidade das substâncias liberadas variam devido a fatores

internos e externos (Reigosa, 1988). Entre os fatores ambientais estão incluídos

temperatura, incidência de luz, pluviosidade e comprimento de períodos secos

anteriores (Gliesman e Muller, 1978; Premasthira e Zungsontiporn, 1996;

Reigosa et al., 1996). Para verificar o efeito ambiental sobre a ação alelopática

das espécies, duas coletas em períodos caracteristicamente chuvosos e duas

coletas em períodos secos foram realizadas (dados climatológicos em anexo).

Diversos trabalhos têm procurado avaliar o efeito sazonal sobre a

liberação de substâncias alelopáticas (Dolling et al., 1994; Nilsson et al., 1998).

Para líquens, alguns trabalhos têm verificado essa influência de fatores

ecológicos sobre a concentração de metabólitos secundários. Para o ácido

úsnico, sabe-se que sua concentração é fortemente influenciada por vários
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fatores ecológicos. Ravinskaya (1991) observou que a luz, a temperatura e a

umidade desempenham uma importante função na concentração dos ácidos

liquênicos. Variações sazonais na concentração do ácido úsnico em Usnea

aurantiaco foram detectadas na Antártica (Quilhot et al., 1991). Os resultados

mostraram que as concentrações desse ácido são altas no inverno e primavera e

baixas no verão e outono, provavelmente em função de variação na intensidade

luminosa.

De forma geral, em nossos resultados, foi possível verificar, tanto pela

análise macroscópica quanto microscópica, que os efeitos de Myelochroa

lindmanii e Canoparmelia texana se intensificaram em períodos

caracteristicamente chuvosos, correspondentes ao verão. Essa aparente

contradição com os resultados de metabolismo do ácido úsnico pode ser

explicada pelas diferentes condições ambientais nas quais os trabalhos foram

realizados. Efeitos sobre o percentual de germinação, crescimento radicular e

alterações citogenotóxicas foram evidenciados e, geralmente, mostram

diferenças estatísticas para o controle em períodos chuvosos. Esta observação é

particularmente importante para a terceira coleta, realizada em janeiro de 2003.

A comparação dos dados climatológicos demonstrou que, provavelmente, a

intensidade de precipitação e a umidade relativa do ar são fatores importantes na

liberação de substâncias alelopáticas por essas espécies. O efeito maior

observado na terceira coleta, provavelmente está relacionado à maior

pluviosidade nessa época. Em comparação com a primeira coleta, realizada

também em período chuvoso, foi possível observar o dobro de pluviosidade

nesse período. Entretanto, a interpretação desses resultados é dificultada,

principalmente em condições ambientais tropicais, onde uma uniformidade do

clima e estações bem definidas são pouco evidentes. Adicionalmente, os líquens

respondem a variações microlimáticas em curtos períodos de tempo, podendo-se

afirmar que, mesmo estudos com quatro amostras coletadas ao longo de um ano

podem não ser suficientes (Carballeira e Reigosa, 1999).
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Já para as espécies de pteridófitas, a época de coleta parece não

influenciar de forma drástica no efeito causado pelos extratos, quando utiliza-se

como parâmetro o comprimento radicular. Entretanto, os dados citogenéticos,

principalmente quando se avaliam morte celular e cromossomos pegajosos,

mostram um acentuado aumento em tratamentos provenientes de épocas

chuvosas. Este fato pode ser observado por meio das porcentagens totais de

células alteradas em alface e milho.  É possível observar que, para ambas as

espécies utilizadas como modelo, tanto Gleicheniella pectinata quanto

Dicranopteris flexuosa causaram um aumento do número de células alteradas,

principalmente nas coletas realizadas em períodos chuvosos. Esse aumento de

células alteradas pode ser explicado, principalmente, pelo aumento do número

de células mortas, o que parece ser o principal efeito causado pelo tratamento

com extratos aquosos dessas espécies de pteridófitas.

Esta observação é particularmente importante por demonstrar a

necessidade de acrescentar novas metodolgias para entender a atividade

alelopática dessas espécies. A citogenética demonstrou ser útil nesse propósito,

uma vez que, embora efeitos significativos não tenham sido verificados para

crescimento radicular nas diferentes coletas entre os tratamentos de

Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa, a análise do percentual de

morte celular e cromossomos pegajosos revelou o efeito sazonal.

Nossos resultados demonstraram que todas as espécies analisadas

possuem uma atividade citogenotóxica, manifestada pelos efeitos clastogênicos

e sobre o ciclo celular. A citogenética revelou-se uma metodologia bastante útil

na contribuição para a elucidação dos mecanismos de ação dos extratos aquosos

dessas espécies. Vale destacar ainda que a espécie Lactuca sativa,

frequentemente não utilizada como modelo de citogenética, mostrou-se um

ótimo modelo para o estudo de efeito de substâncias e extratos sobre o ciclo

celular e estrutura cromossômica. Características como a possibilidade de

utilizar um grande número de sementes, grande superfície de contato com o
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extrato aquoso, sensibilidade alta aos efeitos causados pelos líquens e

pteridófitas e cromossomos grandes tornaram esta planta muito útil na análise

citogenética dos efeitos causados pelos líquens.

Essas espécies mostraram-se potencialmente úteis na bioprospecção de

substâncias ativas com possíveis aplicações na área biológica, médica e

agronômica.
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TABELA 1A Dados climatológicos referentes aos períodos de coleta das
espécies.

Coleta Temperatura Umidade Precipitação
Janeiro de 2002 23ºC 79% 55,6mm
Janeiro de 2003 22,4ºC 82,7% 105,3mm
Agosto de 2002 17,8ºC 68,3% 0mm
Agosto de 2003 18,4ºC 69,3% 0mm

* Dados obtidos no Laboratório de Climatologia e Análise Ambiental da
Universidade Federal de Juiz de Fora.
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