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RESUMO

CAMPOS, José Marcello Salabert de. Investigacio citogenética do potencial
alelopatico de espécies de liquens e pteridéfitas. LAVRAS: UFLA, 2004. 87p.
(Dissertacdo - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)”

O potencial alelopatico de duas espécies de liquens (Myelochroa
lindmanii e Canoparmelia texana) e duas espécies de pteriddfitas (Gleicheniiella
pectinata e Dicranopteris flexuosa) foi avaliado por meio dos efeitos dos
extratos aquosos sobre percentual de germinagdo, crescimento radicular e andlise
citogenética de Lactuca sativa e Zea mays. Os extratos foram obtidos por
maceracdo em d4gua destilada (concentragdao 1/10). Os tratamentos foram
dispostos no delineamento inteiramente casualizado com 4 repeticdes. O
percentual de germinagdo e o crescimento radicular foram avaliados em 12, 24,
36, 48, 60 e 72 horas apds exposi¢cao aos extratos. Apds 36 horas de exposigao, 8
raizes de cada repeticdo foram coletadas para andlise citogenética. As laminas
foram preparadas pela técnica de secagem ao ar. Reducdo no percentual de
germinacdo e/ou crescimento radicular e alteracdes no ciclo celular e na
estrutura cromossdmica foram observados apds tratamento. As alteragdes
citogenéticas observadas foram pontes, cromossomos pegajosos, fragmentos
cromossdmicos, migracdo tardia, duplicacdo cromossdmica, morte celular e c-
metéafases, observando-se aumento das diferentes anormalidades apds tratamento
com 0s extratos aquosos das quatro espécies. Myelochroa lindmanii apresentou,
como principal efeito a inducdo de c-metafase, morte celular e cromossomos
pegajosos. C-metédfase foi particularmente importante por representar um efeito
sobre a organizacdo de microtdbulos, hipétese reforcada pela observagdo de
células com duplicacdo cromossdmica e migracdo tardia de cromossomos. O
mesmo efeito nio foi observado para os tratamentos com Canoparmelia texana.
Esta espécie causou aumento do nimero 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 ocorréncia de cromossomos pegajosos € morte celular. A
andlise dos dados em diferentes épocas de coleta, revelou que os efeitos foram
mais evidentes em épocas chuvosas.

* Comité Orientador: Profa Lisete Chamma Davide (Orientador), Lyderson
Facio Viccini - UFJF, Geraldo Luiz Gongalves Soares - UFJF.



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: Prof* Dr* Lisete Chamma Davide (Major Professor),
Lyderson Facio Viccini - UFJF, Geraldo Luiz Gongalves Soares - UFJF.
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INTRODUCAO

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 fendmeno. Desde entdo, este termo vem
sendo amplamente modificado e atualmente é aceito para designar todas as
interferéncias entre plantas, liquens, microorganismos, virus e fungos que afetam
o crescimento ou desenvolvimento de outras espécies. Em geral, essa
interferéncia ocorre pela liberacdo de metabdlitos secunddrios por esses
organismos.

Entre os organismos com potencial acdo alelopdtica estdo os liquens e as
pteridofitas. Existem evidéncias de que os metabdlitos seunddrios produzidos
por liquens podem exibir uma enorme variedade de efeitos alelopéticos. Essa
acdo € particularmente importante na defesa desses organismos. Ao mesmo
tempo, ndao sdo poucos os trabalhos que avaliam o potencial alelopatico de
espécies de pteriddfitas.

O estudo do potencial alelopéatico desses organismos € o ponto de partida
para a identificacido de espécies com indmeras aplicagdes em biologia e
medicina, além de contribuir para o entendimento das relacdes ecoldgicas. A
utilizacdo da citogenética vegetal possibilita investigar os mecanismos de acio
dos extratos dessas espécies. Essa linha de pesquisa permite a identificagdo de
efeitos sobre o ciclo celular e alteracdes cromossdmicas. De modo geral sdo
observadas alteracdes no percentual de células em divisdo, modificagdes na
velocidade de divisdo celular e alteracdes cromossOmicas (pontes em
andfase/tel6fase; cromossomos pegajosos; duplicagdo cromossOmica; migracdo
tardia; fragmentos entre outras). O estudo desses efeitos permite a avaliacdo de
espécies com potencial para a bioprospeccdo de substincias ativas com inimeras

aplicagdes. Como exemplos de sucesso, pode-se citar o isolamento do acido



dsnico, um metabdlito exclusivo de espécies de liquens, amplamente utilizado
medicinalmente devido a suas agdes; o taxol e a colchicina, isolados de espécies
de plantas, utilizados como antimitéticos.

A maioria dos estudos em alelopatia refere-se apenas ao efeito dos
extratos ou substincias alelopdticas sobre a germinacdo e o crescimento da
planta-teste, sem considerar os eventos celulares relacionados as mudancgas
fisiolégicas. Neste contexto, os estudos de citogenética com finalidade de
verificar os efeitos causados pela acdo de extratos aquosos de espécies
alelopdticas podem contribuir significativamente para a elucidacdo dos

mecanismos de agdo dessas espécies.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alelopatia

A alelopatia € um processo pelo qual os produtos do metabolismo
secunddrio de uma determinada espécie sdo 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 ndo € uma
observacdo recente. Existem registros feitos por Democritos (500 a.C.)
Theophrastus (300 a.C.), Plinio (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 influéncia de uma planta
sobre outra — Alelopatia) para designar todas as interferéncias desencadeadas
entre plantas, provocadas pela liberagdo de substincias quimicas por meio de
tecidos vivos ou mortos (citado por Zeng et al., 2001). Deste entdo, este termo
vem sendo constantemente modificado e, em 1996, a IAS (International
Allelopathy Society), ampliou a definicdo de alelopatia aos processos que
envolvem a liberacdo de metabdlitos secunddrios por plantas, liquens,
microorganismos, virus e fungos que influenciam no crescimento e
desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos (Malheiros & Peres, 2001).
Entre os organismos influenciados (tanto negativamente quanto positivamente)
estdo 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 nematdides

(Vaughn et al., 1998).



Embora a alelopatia possa ser um mecanismo comum aos mais diversos
organismos, € nas plantas que ela é mais comum e evidente. O aciumulo de
substancias com efeitos alelopdticos tem sido verificado em todos os 6rgios
vegetais, havendo uma tendéncia de acimulo nas folhas. A liberagdo desses
compostos pode ocorrer por lixiviagdo, decomposi¢do, exsudagdo da raiz ou por
volatizacdo 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 aleloquimicos podem ser liberados pelas sementes no
solo. A decomposi¢do tem sido apontada como sendo a mais importante fonte
de aleloquimicos (Souto et al., 1995; Reigosa et al., 1996).

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em
dois grandes grupos. Os primeiros, essenciais a todos os seres vivos, sa0 0s
metabdlitos primérios e o segundo grupo, os metabdlitos secunddrios. Estes
geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular, marcantes
atividades bioldgicas e, diferentemente daqueles do metabolismo primério, sdo
encontrados em concentragdes relativamente baixas e em grupos especificos de
plantas (Poser & Mentz, 2000).

Nos ultimos anos, descobriu-se que, em muitos casos, os metabdlitos
secunddrios tém uma fungdo no organismo do qual se originam. Até entdo, eles
eram considerados como subprodutos do metabolismo primdrio (Malheiros &
Peres, 2001). As substancias alelopéticas classificam-se entre os metabdlitos
secundarios (Janzen, 1980).

Atualmente, sdo conhecidos cerca de 10.000 metabdlitos secundarios
com acgdo alelopdtica, o que é considerado apenas uma pequena parte da
quantidade existente na natureza. Os compostos ja identificados pertencem a
diversos grupos quimicos, atribuindo-se maior importidncia aos terpenos,
alcal6ides e compostos fendlicos (Reigosa, 1999). Entretanto, muitas moléculas
de diferentes grupos t€m sido demonstradas como potenciais compostos

alelopdticos (Fisher et al., 1994; Einhellig, 1995; Mizutani, 1999; Hiradate et al.,



1999; Zeng, et al., 2001; Eljarrat & Barceld, 2001; De Feo et al., 2002; Fortuna
et al., 2002; Scrivanti et al., 2003; Noguchi, 2003).

Ao mesmo tempo, a funcdo de um grande nimero de metabdlitos
secunddrios, bem como dos seus mecanismos de ac¢do ¢é desconhecida,
despertando o interesse de um grande nimero de profissionais (Heldt, 1997).

Dentre as substancias ja estudadas, os modos de acdo sdo os mais
diversos. Como exemplos, podemoe citar: efeitos sobre a divisdo 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
estomdtica (Einhellig et al., 1970), a fotossintese (Mersie & Singh, 1993;
Baziramakenga et al., 1994); a respirag¢do (Boufalis & Pellissier, 1994; Prasad &
Subhashini, 1994; Peiiuelas et al., 1996). Além desses, observa-se também acgdo
sobre fitohormodnios interferindo no crescimento (Lee, 1977); modificacdes na
permeabilidade da membrana e funcdes de ATP-ase (Baziramakenga et al, 1995;
Calera et al., 1995; Friebe et al., 1997); alteracdes na capacidade de entrada de
nutrientes nas células (Yu & Matsui, 1997); interferéncia na sintese de proteinas
e 4cidos nucléicos (Vyvyan, 2002) e alteragdes do DNA (Seigler, 1996).

Os efeitos alelopaticos raramente sdao provocados por uma unica
substancia, sendo mais comum que o efeito se deva a um conjunto delas. Em
geral, a concentragdo de cada metabdlito estd abaixo do minimo necessdrio para
que atue isoladamente, cabendo o resultado final a acdo aditiva e sinergistica
entre eles e os efeitos ambientais (Einhellig, 1996). O fato de uma mesma
substincia afetar diversas funcdes fisiolégicas da planta, assim como a
constatagdo de que uma mesma funcdo pode ser afetada por mais de um
composto, é mais um fator que complica o entendimento das inter-relagdes entre
efeitos e causas (Einhellig et al., 1995; Seigler, 1996).

Desse modo, o desenvolvimento de bioensaios que procurem avaliar se

um extrato, fracdo ou composto, possui atividade alelopatica € essencial. O



experimento deve informar o efeito de uma planta doadora sobre uma receptora.
Diversas metodologias estdo disponiveis na literatura para o estudo do potencial
alelopdtico (Putnam & Duke, 1978; Reigosa et al., 1996). Um grande nimero de
bioensaios diferentes tem sido realizado, mas muitos relacionados simplesmente
com testes de germinacgdo, vistos que sdo ensaios simples, rapidos e requerem
pequenos volumes de solu¢do (Malheiros & Peres, 2001). Para sementes de
culturas, as quais em geral tém alto poder de germinacdo, avalia-se somente a
inibicdo, enquanto a estimulagdo causada por muitos aleloquimicos ndo ¢é
detectada. Tal resposta €, na maioria das vezes, observada em sementes
silvestres (Leather & Einhellig, 1986).

Além dos ensaios de germinagdo, ensaios de crescimento e
desenvolvimento também sdo usados para demonstrar atividade alelopdtica.
Avalia-se, neste caso, o comprimento da radicula e do hipocétilo (Malheiros &
Peres, 2001). Na grande maioria das vezes, os resultados sdo expressos na
forma de percentagem de germinagdo.

Alguns modelos de quantificagdo (modelos matematicos) sdo usados
para predizer efeitos alelopdticos na prética (An et al., 1993). Uma das sementes
mais amplamente usada nos bioensaios sdo as de alface (Lactuca sativa), pois
além de serem sementes pequenas, possuem grande superficie de contato,
fazendo com que sejam bastante sensiveis ao meio que as rodeia, ndo
requerendo nenhuma manipulac¢do além do contato com o meio (Malheiros &
Peres, 2001).

Diante da simplicidade dos testes de germinacdo e andlise do
crescimento radicular, evidencia-se a importancia do desenvolvimento de novas
metodologias para o entendimento dos efeitos alelopaticos exercidos pelos mais
diversos organismos. Neste contexto, a citogenética pode ser uma ferramenta util
na elucidagdao dos mecanismos de acdo de substdncias alelopaticas. Vdarios
trabalhos t€ém demonstrado o efeito de substincias e extratos sobre a divisdo

celular e estrutura dos cromossomos.



2.2 Alelopatia em liquens

Os liquens sdo uma associacdo simbidtica entre fungos (micobiontes) e
algas ou cianobactérias (fotobiontes). As algas realizam a fotossintese e
produzem carboidratos para uso préprio e para o fungo. Em contrapartida, os
fungos fornecem uma protecdo fisica e suplemento de dgua e minerais para a
associacdo (Cocchietto et al., 2002). Cerca de 21% dos fungos sdo capazes de
agir como micobiontes nessas associacdes e, entre esses, 98% siao 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 liquens
sdo conhecidas até o momento e aproximadamente 12 espécies novas sdo
descritas a cada ano (Cocchietto et al., 2002). Esses organismos colonizam um
enorme numero de substratos diferentes como rochas, cascas de arvores, metal,
capim e solo desprotegido. Sdo capazes de resistir a condi¢cdes ambientais
extremas e sua resisténcia deve-se principalmente a sua capacidade de
sobreviver em um estado metabodlico basal por meses e a producdo de muitos
metabdlitos secunddrios que oferecem protecdo quimica (Cocchietto et al.,
2002).

Os metabdlitos secundérios de liquens tém chamado a atengdo de
especialistas da drea de quimica de produtos naturais hd mais de 100 anos. Cerca
de 500 substancias liquénicas diferentes ja foram descobertas, dentre as quais,
350 sdo produtos exclusivos de espécies de liquens (Lawrey, 1995). A maioria
dessas substancias s@o 4acidos fendlicos que chegam a atingir de 1 a 2% do peso
seco do talo liquénico (Marcano, 1994; Lawrey, 1995; Elix, 1996). Outras
classes de susbtincias também sdo freqlientemente encontradas, como:
derivados de aminodcidos, polissacarideos, 4cidos alifaticos, lactonas,
compostos aromadticos, quinonas, xantonas, dibenzofuranos, terpendides,
esterdides e carotendides (Huneck & Yoshimura, 1996). Segundo estes autores a
producdo dessas substincias com um custo energético s6 pode ser explicada por

algum valor adaptativo associado a elas, estando entre as possiveis funcdes a



protecdo contra virus, bactérias, parasitas protozodrios, animais predadores, tais
como insetos e nematdides e contra vegetais competidores, além de defesa
contra estresses ambientais, como luz ultravioleta (UV) e ambiente
excessivamente seco, e participacdo na regulagdo fisiolégica do metabolismo
liquénico.

Lawrey (1995) salientou que os metabdlitos secundarios produzidos por
liquens podem exibir uma enorme variedade de efeitos aleloquimicos. As
substincias liquénicas desempenham um papel importante na defesa contra
microorganismos e herbivoros e podem exibir efeito alelopatico em condigdes
naturais. De fato, 4cidos liquénicos produzidos por uma determinada espécie de
liquen sdo capazes de suprimir o crescimento de outras espécies de liquens, de
bridfitas e até mesmo de plantas vasculares (Rice, 1984; Lawrey, 1995; Frahm et
al., 2000).

Exemplos dessa interferéncia podem ser vistos entre os liquens e as
bridfitas. Esses organismos, embora ndo relacionados sistematicamente, vivem
no mesmo microhdbitat e freqiilentemente compartilham do mesmo substrato.
Nessas condigdes, eles competem pelo mesmo espaco € o modo de vida dos
liquens com suas baixas velocidades de crescimento seria um indicativo de que
eles teriam uma menor competitividade. Entretanto, isso nem sempre ocorre.
Freqiientemente, espécies de liquens sdo pioneiras em cascas de drvores, no solo
e em rochas, onde eles comecam a sucessdo acompanhados por bridfitas. Assim,
¢ comum observar, em alguns casos, uma diminuicdo na populacdo de bridfitas
quando o substrato é colonizado por liquens. Acredita-se que essas relagdes,
sejam influenciadas por substincias alelopaticas produzidas pelas espécies de
liquens (Frahm et al., 2000). Estes mesmos autores demonstraram que 0s
extratos de duas espécies de liquens crostosos, Crypfotheca sp. e Pertusaria sp.,
inibem a germinacdo dos esporos das bridfitas Ceratodon purpureus
(Ditrichaceae) e Funaria hygrometrica (Funariaceae). Essa capacidade de

competi¢cdo com as bridfitas ja vinha sendo demonstrada desde os estudos de



Lawrey (1977a; 1977b) com extratos dos liquens Cladonia spp., que inibem a
germinacdo de 3 espécies de bridfitas e de Gardner & Mueller (1981), que
estudaram o efeito inibitério de dcidos liquénicos puros sobre a germinacgdo de
esporos de Funaria hygrometrica.

Do mesmo modo, ndo sdo poucos os trabalhos que demonstram a
interferéncia alelopética de liquens em outras espécies de liquens, 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 acdo de extratos liquénicos e que
levaram ao isolamento de diversas substincias com acao biolégica.

Os liquens, junto com alguns organismos marinhos e anfibios
venenosos, sao as mais importantes fontes de compostos biologicamente ativos
(Barnes, 2000). O primeiro estudo avaliando substincias liquénicas data da
origem da Quimica Organica, sendo que a primeira revisdao foi publicada em
1858 (Gmelin, 1858). Com o desenvolvimento das técnicas de cromatografia,
na década de 1960 um grande nimero de substincias liquénicas foram
identificadas desde entdo (Cocchietto et al., 2002). Particularmente importante
foi a publicacdo de Culberson (1969) sobre a quimica de substancias liquénicas,
acompanhado por dois volumes suplementares (Culberson, 1970; Culberson,
1977).

Desde entdo, as mais diversas acdes t€m sido atribuidas as substancias
liquénicas, podendo-se citar entre elas, as acdes antimicrobianas, antivirais,
antifingica, antitumorais, antiinflamatérias, anti-herbivoria, herbicida,
cosmética, atividade citotoxica e mitodepressiva (Shibamoto & Wei, 1984; Al-
Bekairi et al., 1991; Al-Bekairi & Qureshi, 1991; Proksa et al., 1996; Cardarelli
et al., 1997; Ing6lfsdottir et al., 1998; Williams et al., 1998; Correché et al.,
1998; Kumar & Miiller, 1999; Perry et al., 1999; Vijayakumar et al., 2000;

Cocchietto et al., 2002). Uma extensiva cole¢do de artigos que descrevem a



utilizacdo de liquens pelo homem pode ser consultada em Sylvia Sharnoff's
Database (www.lichen.com).

Uma das substincias liquénicas mais amplamente estudada é o 4cido
usnico. Esta substincia foi isolada pela primeira vez em 1844 e tornou-se nao
somente um dos metabdlitos de liquens mais estudado como um dos poucos
disponiveis comercialmente (Ingdlfsdéttir, 2002). O 4cido tsnico € unicamente
encontrado em liquens, e € especialmente abundante nos géneros Alectoria
(Alectoriaceae), Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora
(Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae), Evernia e Parmelia (Parmeliaceae)
(Ing6lfsdéttir, 2002). Muitos liquens e extratos que contém 4cido tsnico tem
sido utilizados na elaboracio de perfumes e cosméticos, assim como em
aplicagdes medicinais e ecoldgicas. A substincia pura tem sido utilizada na
formulacdo de cremes, pastas de dente, desinfetantes bucais, desodorantes e
protetores solares (Ingdlfsdéttir, 2002). Em adicdo a atividade antimicrobiana
contra patdgenos humanos e de plantas, o 4cido dsnico tem mostrado atividade
antiviral, antiprotozodrios, antiproliferativa, antiinflamatéria e analgésica
(Ingdlfsdéttir, 2002). Efeitos ecoldgicos, tais como atividade anti-herbivoria,
também tém sido demonstrados.

Os efeitos antimitdticos do 4cido usnico sobre células de plantas em
cultura (Cardarelli et al, 1997) e a capacidade de inibir a germinacdo e o
crescimento de plantas superiores sdo bem conhecidos. Em um estudo recente,
em que ambos os enantidmeros foram testados para fitotoxidade e comparados
com herbicidas comerciais, o (-)-4dcido usnico foi significativamente mais
potente (Romagni et al., 2000). Do mesmo modo, sua atividade antitumoral tem
sido extensivamente estudada e em trabalho também recente, o (+)-acido Usnico
exibiu atividade antiproliferativa contra linhagens celulares malignas K-562,
com um EDsj de 4,7 pg/ml (Kristmundsdéttir et al., 2002).

Estes efeitos reforcam a importincia de estudos que procurem avaliar os

mecanismos de acdo de extratos de espécies de liquens e que conduzam ao
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isolamento de substincias com inimeras potencialidades de uso em biologia,

medicina e agricultura.

2.3 Alelopatia em pteridofitas

Até recentemente, os estudos alelopdticos envolvendo espécies de
pteridofitas restringiam-se, praticamente, a espécie Pteridium aquilinum, uma
samambaia cosmopolita e extremamente comum no Brasil, cuja capacidade de
colonizar ambientes, impedindo o estabelecimento de outras espécies vegetais,
ja foi relacionada ao seu potencial alelopatico (Gliessman & Muller, 1978). Esta
samambaia ¢ dominante sobre uma larga esfera de habitats, estendendo-se desde
os tropicos até as margens de florestas boreais (Peres et al., 1998). Em todas
essas distintas situagdes ecoldgicas, 0 modelo de dominancia é sempre muito
similar, formando populagdes quase puras em que poucas espécies coexistem
(Gliessman & Muller, 1972; Gliesmann, 1976).

Mais recentemente, outras espécies de pteridéfitas tém sido avaliadas
quanto ao seu potencial alelopético.

Num estudo recente, Soares & Vieira (2000) investigaram a atividade
alelopdtica de cinco espécies de pteridofitas da familia Gleicheniaceae
(Dicranopteris flexuosa, Gleicheniella pectinata, Sticherus bifidus, Sticherus
penniger € Sticherus nigropaleaceus). Foram observados efeitos significativos
de inibicdo da germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa) para os
extratos de frondes verdes de todas as espécies estudadas. Observou-se também
reducdo significativa no comprimento das radiculas apds 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 germinagio e
aumentavam a taxa final de germinacdo 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 contraditérios, estdo de acordo com o que € geralmente
observado, de que as substancias alelopdticas sdo seletivas em sua ag¢do e que as
respostas das plantas também sdo diferenciadas. Gleicheniella pectinata é uma
samambaia nativa do estado de Santa Catarina que cresce sobre encostas no
dominio de floresta ombroéfila 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 alelopdtico da sucessdo vegetal, visto que a dindmica

sucessional nesses agrupamentos € muito lenta.

2.4 Plantas superiores como bioindicadoras de citogenotoxidade

Nos ultimos anos, os bioensaios de toxidade genética com plantas
superiores por meio de deteccdo de alteracdes cromossdmicas tém sido
reconhecidos como excelentes indicadores de alteragdes genéticas provocadas
pela presenca de substincias quimicas (Grant 1994, 1999). A utilizacdo 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 cromossomica similar a dos
seres humanos; (b) devido ao tamanho de seus cromossomos, esses modelos sdo
convenientes para andlises citogenéticas; (c) as técnicas de deteccdo sdo de
répida execucdo e de baixo custo; (d) o tempo de geracdo de muitas plantas é de
curta duracdo, o que possibilita verificar os efeitos em geracdes subseqiientes;
(e) varios indicadores podem ser utilizados como, por exemplo, variagdes
cromossdmicas, mutagdes gé€nicas, alteragdes foliares no embrido, nos graos de
poélen, etc; (f) podem ser usadas para estudos in situ e ex-situ; (g) vérios estudos
mostram correlagcdo positiva entre os efeitos encontrados nas plantas e aqueles
encontrados nos mamiferos, o que facilita a deteccio de genotoxidade, uma vez

que a utilizagdo de modelos animais sdo muitas vezes, complexos, caros e
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demorados; (h) constitui um teste altamente sensivel (pouco falso-negativo) na
predicdo de carcinogenicidade.

Diversas plantas t€m 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 andlise de muta¢des génicas (Grant, 1999).

Dependendo do enfoque, varias metodologias podem ser usadas com as
mais variadas espécies, podendo-se citar entre elas o teste do microntcleo
(MCN) e o teste do pélo estaminal (SHM) em Tradescantia sp. (Rodrigues,
1999). Essa planta apresenta apenas 6 pares de cromossomos grandes facilmente
observaveis. Além disso, células de quase todas as partes da planta, da ponta da
raiz ao tubo polinico em desenvolvimento, fornecem material excelente para
estudos citogenéticos. Outras metodologias sdo a utilizagdo do bioensaio do
pdlen ceroso em milho, ensaio do mosaicismo em folhas de soja e andlise de
células em andfase e teléfase, sendo esta dltima particularmente importante e
descrita com mais detalhes a seguir.

Nos ultimos anos, grande é&nfase tem sido dada a utilizacdo de
alteragdes cromossOmicas, em modelos bioldgicos especificos, como
indicadoras de citogenotoxidade (Rank & Nielsen, 1994). Os tipos de variagdes
cromossdmicas encontradas podem variar quanto ao nimero e quanto a estrutura
dos cromossomos. No que diz respeito ao nimero, as alteracdes podem envolver
um conjunto cromossdmico inteiro ou apenas alguns cromossomos especificos.
As alteracdes estruturais podem ser do tipo deficiéncia, duplicacdo, transloca¢ao
e inversdo (Griffiths et al., 1998).

O estudo da freqiiéncia de células em andfase/tel6fase portadoras de
anormalidades cromossomicas tem sido empregado para estudos de toxidez nos
mais diferentes casos: metais pesados (Fiskesjo, 1985, 1988; Chaudhuri et al.,

1993); 4-epoxietil-1,2-epoxy-ciclohexano (Ronchi et al., 1996); dgua contendo
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rejeitos industriais (Rank & Nielsen, 1994); isocianato-metilico (Kumar et al.,
1989); N-metil-nitrosourea, azida sédica e etil-metano-sulfonato (Ramk &
Nielsen, 1997); ozbnio (Rodrigues et al., 1996); chumbo (Liu et al., 1994);
cobalto (Palit et al., 1994); titinio (Abraham & Abraham, 1994) e aluminio
(Campos & Viccini, 2003), entre outros.

De modo geral, as fontes de propdgulo (bulbos, rizomas ou sementes),
apds a exposi¢do aos agentes potencialmente causadores de danos ao material
genético e ao ciclo celular, sdo colocadas em condi¢cdes apropriadas para
emissdo de raizes, para que, posteriormente, células meristemdticas possam ser
analisadas quanto a ocorréncia das alteragdes (Odeigah et al., 1997; Grant &
Owens, 1998).

Os principais efeitos visualizados ao microscépio, sdo quebras
cromossOmicas, pontes na andfase e telofase, fragmentos cromossdmicos
acéntricos, fusdo entre cromossomos e alteragdes no ciclo celular (Rank &
Nielsen, 1994; Viccini, 1998; Hallak et al., 1999; Campos & Viccini, 2003).

Diante disso, sdo enormes as potencialidades da utilizacdo de estudos
citogenéticos para a identificacdo de alteragdes do ciclo celular e da estrutura
cromossOmica induzidas por extratos de espécies com potencial alelopético.
Vérios trabalhos tém procurado utilizar este tipo de estratégia para a
investigacdo de espécies alelopdticas.

Camparoto et al. (2002) analisaram o efeito de infusdes de duas plantas
medicinais brasileiras (Bauhinia candicans e Maytenus ilicifolia) sobre células
de Allium cepa e de medula éssea de ratos. Uma depressdo do indice mitético
significativa em relagdo ao controle foi observada nas concentragcdes mais altas
de Bauhinia candicans. Todavia, de modo geral, ndo foram observadas
diferencas entre o tratamento controle e os tratamentos provenientes das plantas
medicinais.

O efeito citogenético do extrato da planta Calotropis procera sobre

células meristematicas de Vicia faba foi avaliado, observando-se que em baixas
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concentracdes 0s tratamentos causaram aumento do {indice mitético e
estimulagdo da germinacdo. Por outro lado, os tratamentos com altas
concentracdes causaram redu¢do do {indice mitético. Vdrios tipos de
anormalidades mitdticas e meidticas foram observadas, sendo cromossomos
pegajosos a mais freqiiente. Os tratamentos com os extratos também afetaram o
pareamento cromossOmico 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 concentracdes também ¢&
prejudicial para as plantas. Entretanto, a utilizagdo de uma baixa concentragio
(cerca de 15%) pode afetar significativamente os insetos € ndo causar danos as
plantas.

Pires et al. (2001) estudaram o efeito do extrato aquoso de Leucaena
leucocephala sobre o desenvolvimento e indice mitético em plantulas de milho.
Verificou-se inibi¢do do crescimento de raizes e redu¢do do indice mitético
proporcionalmente ao incremento da dose de extrato, ndo sendo observada
divisdo celular a partir da concentragdo de 1,6%.

Um decréscimo do indice mitético dependente da concentragdo (1, 2, 4,
6, 8 e 10%) e da duragdo do tratamento (4, 12 e 24 horas), foi observado apds
exposicdo das raizes de Helianthus annus ao extrato aquoso de raizes de
Boerhaavia diffusa. Alteracdes cromossOmicas foram observadas, sendo as
principais, cromossomos pegajosos, cromossomos em anel, fragmentos
cromossOmicos, migracdo tardia de cromossomos em andfase, pontes
cromossdmicas e micronicleos (Rajendiran, 2000).

Hallak et al. (1999) demonstraram o efeito do Sorgoleone (exsudato de
raizes de Sorgo) sobre plantulas de feijdo de 7 dias, em concentragdes acima de
0,01 mM, observando reducdo do nimero de células em divisdo, quando
comparadas ao controle. Alteragdes cromossomicas, como c-metdfases, células

polipléides, pontes e fragmentos em anafase e tel6fase, foram observadas.
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A avalia¢do, em células da linhagem CHO de hamster, do efeito do
extrato aquoso da planta Phyllanthus orbicularis, indicou que tratamentos com
concentracdes acima de 10pg/ml causaram um significante aumento do nimero
de células mortas e redugdo do indice mitético. Particularmente importante nesse
trabalho, foi a observacdo de que, em baixas dosagens, o extrato dessa planta
inibe a capacidade clastogénica do H,O,, revelando um efeito antimutagénico
(Lamar et al., 1999).

O efeito dos extratos de folhas jovens e adultas de angico-vermelho
(Anadenanthera peregrina) foi avaliado em células meristeméaticas de alface
(Lactuca sativa) e canafistula (Peltophorum dubium). Reducdo do indice
mitético e anormalidades mitéticas também foram observadas como
consequéncias dos tratamentos (Abreu, 1997).

Giafrancisco et al. (1998) verificaram o efeito alelopatico de um extrato
cloroférmico de Raphanus sativus sobre a germinagdo, crescimento radicular e
indice mitético em Chichorium intybus. As percentagens de germinacio € o
crescimento radicular mostraram significante redu¢do com o incremento das
concentracdes, € a andlise citogenética confirmou esses resultados pela reducdo
do indice mitético.

Redu¢do do indice mitético, dependente do tempo de tratamento foi
verificada apds exposi¢cdo ao extrato aquoso da planta Viscum cruciatum
(Ahumada et al., 1995).

Shehad (1980), estudando o efeito de alguns alcoois alifaticos e dlcoois
extraidos de Euphoria granulata e Pulicaria crispa, verificou um potente efeito
antimitotico sobre células de raizes de cebola, verificando também
anormalidades na divisdo celular.

Em liquens, existem evidéncias de que &cidos fendlicos produzidos
podem alterar o ciclo celular de células vegetais. Um dos primeiros estudos
nesse sentido referem-se aos efeitos citogenéticos do dcido lecanérico, um

metabdlito de liquens, sobre raizes de Allium sativum (Swami & Kumar, 1976).

16



Como descrito anteriormente, o acido usnico é um dos metabdlitos de
liquens mais extensivamente estudado e, recentemente, foi observado o efeito
antimitdtico desse 4cido sobre diversos sistemas bioldgicos, inclusive células
vegetais (Cardarelli et al., 1997).

Este tipo de abordagem permite a identificacio de espécies com
potencial utilizagdo na bioprospeccdo de susbtancias com inimeras aplica¢des
na biologia, medicina e agricultura. Pode-se citar aqui a colchicina extraida da
planta Colchicum autumnale e o Taxol, extraido da planta Taxus brevifolia, dois
exemplos cldssicos de susbtancias que podem ser consideradas como substincias
de ac@o alelopadtica, afetando a dinamica dos microtibulos do fuso mitético.

A citogenética, deste modo, pode representar uma importante ferramenta

na descoberta dessas substincias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies estudadas e modelos de estudo

O potencial alelopdtico do extrato aquoso de duas espécies de liquens da
familia Parmeliaceae (Myelochroa lindmanii (Lynge) Elix & Hale e
Canoparmelia texana (Tuckerman) Elix & Hale) e de duas espécies de
pteridofitas da familia Gleicheniaceae (Gleicheniella pectinata (Wild) Ching e
Dicranopteris flexuosa (Schrader) Underw) foi avaliado por meio de
percentagem de germinacdo, crescimento radicular e andlise citogenética
(Figuras 1 a 4).

Como modelos para avaliagdo, 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 Vigosa-MG.

3.2 Coletas

As espécies foram coletadas no municipio de Juiz de Fora-MG
(Latitude — -21,77°; Longitude — -43,35°), empregando-se a metodologia
utilizada por Ribeiro (1998). Os espécimes de liquens foram coletados sem
substrato, sempre que possivel. Em alguns casos, devido ao ressecamento do
material, foi necessdria a utilizag@o de pulverizador de dgua para que o espécime
fosse coletado com todo o talo preservado. Para as espécies de pteriddfitas
coletou-se somente frondes verdes.

Quatro coletas foram realizadas com o objetivo de avaliar o efeito
sazonal sobre a atividade alelopatica das espécies. Essas coletas corresponderam
a periodos caracteristicamente chuvosos (janeiro de 2002 e janeiro de 2003) e
secos (agosto de 2002 e agosto de 2003) no municipio de Juiz de Fora. Os dados
climatolégicos foram obtidos no Laboratério de Climatologia e Andlise

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

Os extratos das espécies foram obtidos por maceracdo estdtica a 25°C
por 24horas, obedecendo sempre a uma propor¢do de 1:10 (material vegetal ou
liquénico para dgua destilada). Os experimentos visando andlise do percentual
de germinacdo, crescimento radicular e citogenética foram montados

imediatamente apds o preparo dos extratos.

3.4 Testes de germinacio e crescimento radicular

Os experimentos para avaliagdo do percentual de germinacdo e
crescimento radicular foram conduzidos com sementes de alface e milho. Os
tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticdes 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 dgua destilada.

O percentual de germinacdo e o crescimento radicular foram avaliados

em 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas apés o inicio da exposicdo das sementes.

3.5 Analise citogenética

Ap6s 36 horas de exposicdo aos extratos, 8 rafzes de cada repeticdo
foram coletadas para andlise citogenética, totalizando 32 raizes analisadas por
tratamento. As raizes foram lavadas e fixadas em solu¢do de metanol/dcido
acético (3:1), por um periodo minimo de 24 horas. Apds a fixacdo, as raizes
foram lavadas em 4gua destilada e submetidas a digestdo enzimdtica (Pectinex
NOVO NORDISK), a 34°C, por 1 hora e 30 minutos e 3 horas e 30 minutos,
respectivamente para raizes de alface e milho. Apds a digestdao, as raizes de
alface foram hidrolisadas em HCl 5N a temperatura ambiente, durante 8
minutos. Esta etapa foi suprimida para as raizes de milho. As ldminas foram

preparadas pela técnica de secagem ao ar com maceragdo enzimdtica
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(dissociacdo celular) e coradas com solugdo de Giemsa (Carvalho & Saraiva,

1993).

Os seguintes indicadores na andlise citogenética foram utilizados:

Para ciclo celular:

Indice mitético (IMi) - foram avaliadas 200 células por lamina, totalizando
6400 células por tratamento. O IMi foi obtido dividindo-se o total de células
em divisdo pelo total de células avaliadas.

Indice metafisico (IMe) - foi obtido dividindo-se o total de células em
metéfase pelo total de células avaliadas.

c-metafases - total de c-metafases/total de metafases avaliadas.

Para alteracdes citogenéticas:

Cromossomos pegajosos - total de células com cromossomos
pegajosos/total de células em metéfase.

Pontes em anafase/teléfase - total de células em andfase e tel6fase com
pontes cromossomicas/total de células em anafase e tel6fase.

Fragmentos cromossomicos - total de células com fragmentos/total de
células avaliadas.

Migracao tardia dos cromossomos - total de células em anéfase e tel6fase
com cromossomos com migracdo tardia/total de células em andfase e
telofase.

Duplicacdo cromossomica - total de metdfases com duplicagdo
cromossOmica/total de metéfases.

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

3.6 Anilise das alteracdoes micromorfolégicas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV).

A andlise das alteracdes micromorfolégicas foi efetuada somente com raizes

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

com os extratos aquosos das espécies estudadas foram fixadas em FAA por um
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minimo de 48horas e, posteriormente, desidratadas numa série acetdnica. A
desidratacdo foi concluida em um aparelho de ponto critico (Bal-tec® — CPD
030). As amostras de raizes assim preparadas foram montadas com fita dupla
face sobre suportes apropriados, metalizadas com ouro em metalizador Balzers
Union® e visualizadas sob microscopio eletrdnico de varredura JEOL® JSM
5.800. Todas as amostras foram analisadas no Centro de Microscopia Eletronica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CME/UFRGS). A metodologia
de preparacdo e andlise das amostras encontra-se disponivel no endereco

eletronico http://www.cme.ufrgs.br.

3.7 Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada utilizando-se o Teste de Scott e Knott a
5% de probabilidade para todas as varidveis analisadas por meio do software

Sisvar para todas as varidveis 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 germinacio, crescimento radicular e microscopia
eletronica de verredura apdés exposicio aos extratos de Myelochroa
lindmanii e Canoparmelia texana

Os resultados obtidos pela andlise do percentual de germinacdo e
crescimento radicular em alface e milho sdo mostrados na Tabela 1.

Ambas as espécies, Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana,
possuem atividade, interferindo na percentagem de germina¢do e/ou no
crescimento radicular tanto em alface quanto em milho.

Myelochroa lindmanii interfere apenas no crescimento radicular, ndo
interferindo no percentual de germinacdo das espécies. Em alface, é possivel
observar, na terceira coleta (janeiro, 2003), uma reducdo de 86,14% no
crescimento radicular, em comparacdo com o controle (maior inibi¢do
encontrada). Nota-se claramente que as coletas realizadas em periodos chuvosos
(janeiro de 2002 e janeiro de 2003) apresentam um maior efeito de inibi¢cdo no
crescimento radicular. Em média, as coletas realizadas em periodo chuvoso
inibiram em 83,5% em comparacio ao controle, enquanto no periodo seco foram
observadas, em média, 55,5% de inibicio. Em milho, o comportamento de
Myelochroa lindmanii mostrou-se idéntico, com maior inibi¢io na terceira coleta
e maior inibi¢do, em média, nas coletas chuvosas (Tabela 1).

Por outro lado, Canoparmelia texana interfere tanto no crescimento
radicular como no percentual de germinacdo de sementes de alface e no
percentual de germinacdo em sementes de milho. Essa interferéncia no
percentual de germinacdo em sementes de alface foi observada nas quatro
coletas realizadas, sendo o efeito maior na terceira coleta (janeiro de 2003) com
uma redugdo de 31,1% no niimero de sementes germinadas em comparagio ao
controle. Em milho, esse efeito ndo foi tdo evidente, sendo observada diferenca

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

Tratamentos Percentual de germinacio 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 82 a
Cont/ag02 95,7 a 79,3 a 198 a 6,9 a
Cont/ag03 924 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 39 b
M.lin/ag02 92,5 a 834 a 1,01 b 48 b
M.lin/ag03 94,3 a 86,3 a 0,89 b 6,3 a
C.tex/jan02 743 b 80,1 a 0,81 b 6,7 a
C.tex/jan03 63,2 c 694 b 0,75 b 58 a
C.tex/ag02 73,5 b 80,2 a 1,31 a 74 a
C.tex/ag03 693 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 ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Scott Knott (p< 0,05).

Diferenca significativa do efeito de Canoparmelia texana sobre o
crescimento radicular s6 foi observada sobre sementes de alface.

Os resultados obtidos na andlise do percentual de germinagao em 12, 24,
36, 48, 60 e 72 horas, apds exposicao aos extratos em sementes de alface para as
coletas em periodos chuvosos (janeiro de 2002 e 2003) e peridos secos (agosto
de 2002 e 2003) sdao mostrados nas Figuras 5, 6, 7 e 8, respectivamente.

E possivel observar que, em todas as quatro coletas, Myelochroa
lindmanii ndo afeta o percentual final de germinacdo de sementes de alface, mas,
o extrato aquoso dessa espécie causou um retardo no inicio da germinag@o. Nas
coletas realizadas em periodos chuvosos, em que este efeito ¢ mais evidente
(Figuras 5 e 6), é possivel 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
periodo de 36 horas, é possivel observar diferencas de 32,3 e 33,7% no
percentual de germinagdo em comparacdo com o controle, respectivamente para
as coletas 1 e 3.

Canoparmelia texana, além de causar o mesmo retardo na germinagao,
interfere no percentual final de germinacdo de sementes de alface. Em todas as
coletas, este efeito € evidente, com diferencas significativas em relagdao ao
controle (p<0,05). A época de coleta ndo 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 diminuicdo de 31,1% no
percentual de germinacdo foi causada pela a¢do do extrato dessa espécie.

De modo geral, analisando-se em conjunto todas as coletas, o controle
apresentou, em média, 94,6% de germinacdo, o tratamento com Myelochroa
lindmanii 92,3% e o tratamento com Canoparmelia texana 70% de germinagao.

Em milho (Tabela 1), Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana nao
parecem interferir de forma dréstica no percentual de germinacdo. Um efeito de
retardo de germinagdo ndo foi observado e em somente uma das coletas (Coleta
3) o extrato de Canoparmelia texana causou redugdo significativa em relacdo ao
controle (p<0,05). Nessa coleta, o percentual de germinag¢do de sementes de
milho tratadas com Canoparmelia texana foi de 69,4% contra 86,4% do controle

(Tabela 1).
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Percentual de germinagdo de sementes de alface apds exposicao
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 1 (janeiro de 2002).
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Percentual de germinacdo de sementes de alface apds exposicao
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 3 (janeiro de 2003).
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FIGURA 7 Percentual de germinacdo de sementes de alface apds exposi¢do
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 2 (agosto de 2002).
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FIGURA 8 Percentual de germinag¢do de sementes de alface apds a exposi¢ao
aos extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 4 (agosto de 2003).
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Os resultados obtidos na analise do crescimento radicular em 12, 24, 36,
48, 60 e 72 horas apds a exposicdo 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 drdstico nas
coletas realizadas em periodos chuvosos (Tabelas 1 e 2). Esta espécie, embora
ndo afete o percentual final de germinacéo, retarda o inicio da germinacdo e a
velocidade de crescimento da raiz. O comportamento de Myelochroa lindmanii
sobre raizes de milho também foi similar, com as maiores inibi¢des 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, entdo, além de afetar o percentual final de
germinacdo, causar um retardo no inicio da germinacdo e velocidade de
crescimento da raiz. Um efeito de Canoparmelia texana sobre raizes de milho,

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

TABELA 2 Crescimento radicular (cm) em sementes de alface (Lactuca sativa)
apos 12, 24, 36, 48, 60 e 72h de exposi¢do ao extrato aquoso de
Myelochroa lindmanii proveniente de coletas em periodos

chuvosos.
Tratamentos Tempos de exposicao
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 0,64 098 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) ap6s
12, 24, 36, 48, 60 e 72h de exposi¢cdo ao extrato aquoso de
Mpyelochroa lindmanii proveniente de coletas em periodos
chuvosos.

Tratamentos Tempos de exposicado

12h 24h 36h 48h 60h 72h

Controle — Coleta 1

2

0 1,2 4.5 6,7 7,8
M. lindmanii — Coleta — 1 0

0

0

0,5 23 3,6 4,1
1,2 5.1 7,6 8,2
0,2 2,1 2,9 3.9

Controle — Coleta 3
M. lindmanii — Coleta 3

(=N el Ne)

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

Tratamentos Tempos de exposicao

12h 24h 36h 48h 60h 72h

Controle — Coleta 1

C. texanai — Coleta — 1
Controle — Coleta 3

C. texana — Coleta 3

1,10 1,56 1,89 2,40 2,89
0,23 0,35 0,67 0,78 0,81
0,98 1,71 2,30 2,60 2,74
0,21 0,35 0,43 0,67 0,75

SO OO

Além disso, foi possivel observar que, paralelo a inibicdo do
crescimento radicular, existiam ainda alteracdes morfoldgicas nas raizes de
alface, fato ndo evidenciado nas raizes de milho. Em decorréncia disso decidiu-
se investigar mais detalhadamente essas alteragdes por meio de microscopia
eletrdnica de varredura. Os tratamentos com ambas as espécies causaram
aumento da densidade de pélos absorventes, aparecimento de uma constri¢do
separando a zona pilifera do dpice da raiz e alteracdes na morfologia da coifa
(Figuras 9, 10 e 11).

Em raizes obtidas do tratamento com Canoparmelia texana (Figura 10)
foi observado aumento da densidade de pelos absorventes, constricdo separando
a zona pilifera do dpice, morte de células apicais e desaparecimeno da coifa.

Em raizes obtidas do tratamento com Myelochroa lindmanii (Figura 11),
foi observado aumento da densidade de pélos absorventes, constricio separando

a zona pilifera do édpice e redugdo da coifa.
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FIGURA 9 Fotomicrografias (MEV) das raizes controle de alface. a - zona
pilifera; b - dpice radicular. Barra: 100uM.
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FIGURA 10 Fotomicrografias (MEV) das alteragdes micromorfolégicas em
raizes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Canoparmelia
texana. a - vista geral da raiz; b - detalhe a partir da zona pilifera;
¢ — detalhe do 4pice radicular. Barra: 100uM.
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FIGURA 11 Fotomicrografias (MEV) das alteragdes micromorfolégicas em
raizes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Myelochroa
lindmanii. a - vista geral de uma plantula; b- detalhe a partir da
zona pilifera; ¢ — detalhe do dpice radicular. Barra: 100uM.
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4.2 Analise citogenética apds exposicao aos extratos aquosos de Myelochroa
lindmanii e Canoparmelia texana

Com o objetivo de investigar o mecanismo envolvido na reducdo do
crescimento radicular e nas alteragdes morfolégicas radiculares, procedeu-se a
andlise citogenética.

Os resultados de indice mitético e metafdsico em alface e milho sdo
mostrados nas Figuras 12 a 15.

O extrato de Myelochroa lindmanii, tanto em alface quanto em milho,
causou um aumento do indice mitético, explicado por um aumento no nimero
de metdfases acumuladas na ldmina. Esta observacdo foi particularmente
importante nas coletas realizadas em periodos chuvosos. Diferencas
significativas em relacdo ao controle (p<0,05) foram observadas tanto para
indice mitético quanto metafdsico em alface, nas coletas 1 e 3. Em milho, esses
efeitos foram evidenciados somente na coleta 3, mostrando diferencga estatistica
em relagdo ao controle (p<0,05). Mais uma vez, assim como na andlise do
crescimento radicular, a coleta realizada em janeiro de 2003 (Coleta 3) mostrou
uma maior influéncia.

Ao contrério de Myelochroa lindmanii, Canoparmelia texana provocou
reducdo do indice mitdtico, sem qualquer interferéncia no indice metafésico.
Diferencas significativas (p<0,05) para o indice mitético foram observadas na
coleta 3 em alface e em todas as coletas em milho, evidenciando que o milho

mostrou-se mais sensivel ao extrato de Canoparmelia texana.
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FIGURA 12 Indice mitético (IMi) em meristemas radiculares de Lactuca sativa
nas quatro coletas apds tratamento com os extratos aquosos de
Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.
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FIGURA 13 Indice metafésico (IMe) em meristemas radiculares de Lactuca
sativa nas quatro coletas apds tratamento com os extratos aquosos
de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.
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FIGURA 14 Indice mitético (IMi) em meristemas radiculares de Zea mays nas
quatro coletas apds tratamento com os extratos aquosos de
Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.
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FIGURA 15 Indice metafdsico (IMe) em meristemas radiculares de Zea mays
nas quatro coletas apds tratamento com os extratos aquosos de
Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana.



Os resultados de alteragbes citogenéticas causadas pelos extratos
aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia texana em células
meristematicas de alface e milho sdo mostradas nas Tabelas 5 e 6,
respectivamente. As alteragdes citogenéticas observadas em células
meristemdticas de alface e milho sdo mostradas nas Figuras 16 e 17
respectivamente.

Ambas as espécies possuem a capacidade de induzir alteracdes tanto
citolégicas quanto cromossdmicas.

Em alface, Myelochroa lindmanii, induziu um aumento significativo do
nimero de alteragdes citogenéticas em relacdo ao controle para todas as
varidveis analisadas, exceto para fragmentos cromossdmicos (p<0,05). Esse
efeito foi mais evidente particularmente nas coletas realizadas nos periodos
chuvosos. Os efeitos mais evidentes desta espécie sobre alface manifestaram-se
por meio do aumento do nimero de c-metifases, duplicacio cromossdmica e
morte celular. Na terceira coleta, realizada em janeiro de 2003, foi possivel
verificar um aumento de 4,2X na percentagem de c-metdfases, de 2,8X na
percentagem de duplicacdo cromossdmica e 10,7X na percentagem de morte
celular, quando comparado ao controle (Figura 18).

Aumento da ocorréncia de cromossomos com migracdo tardia,
cromossomos pegajosos € de pontes em andfase/teléfase também foram
observados para as coletas de periodos chuvosos, sempre mostrando diferencas
significativas em relacdo ao controle. Este efeito foi mais evidente nos
tratamentos provenientes da Coleta-3 (janeiro de 2003).

Ja em células meristematicas de milho, o efeito de Myelochroa
lindmanii nao foi tdo evidente, embora diferengas estatisticas em ralacdo ao
controle tenham sido observadas para todas as varidveis exceto para

cromossomos pegajosos (Tabela 6).
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FIGURA 16 Alteracdes em células meristematicas de alface (a e b) c-metafase
apds tratamento com Myelochroa lindmanii; (c e d) duplicagdo
cromossdmica apds tratamento com Myelochroa lindmanii; (e)
migracdo tardia apds tratamento com Myelochroa lindmanii; (f)
ponte cromossOmica apds tratamento com Myelohroa lindmanii;
(g) morte celular (seta) apds tratamento com Canoparmelia
texana; (h) cromossomos pegajosos apds tratamento com
Canoparmelia texana.
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FIGURA 17 Alteracdes em células meristematicas de milho (a e b) pontes
cromossdmicas apds tratamento com Myelochroa lindmanii; (c)
c-metéfase ap0s tratamento om Myelochroa lindmanii; (d) morte

celular apds tratamento com Canoparmelia texana.

d
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FIGURA 18 Percentagem de c-metéafases, duplicagdo cromossdmica e morte
celular em células meristeméticas de alface apds tratamento com
Mpyelochroa lindmanii proveniente da terceira coleta (Janeiro de
2003).

Duplicacdo cromossdmica ndo foi observada em células meristematicas
de milho tratadas com Myelochroa lindmanii. Assim como em alface, um
aumento do nimero de morte celular e c-metafases, sdo efeitos evidentes.
Particularmente importante quando se analisa os dados provenientes da
citogenética de milho, é o aumento no percentual de andfases/teléfases com
pontes cromossOmicas. Em todas as coletas, foi possivel observar diferencas
significativas em relacdo ao controle (p<0,05) (Figura 19).

J& para Canoparmelia texana, o efeito clastogénico nao foi tdo drastico
quanto para Myelochria lindmanii. Diferencas significativas foram observadas
em alface para morte celular e cromossomos pegajosos (nas 4 coletas) e
migracdo tardia dos cromossomos (Coleta 3) (Tabela 5). Em milho, diferencas

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

(Tabela 6).
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Ao contrdrio dos tratamentos com Myelochroa lindmanii, cromossomos
pegajosos em células de milho representam uma importante varidvel ao se
analisar o efeito de Canoparmelia texana. Em todas as quatro coletas, foi
possivel detectar diferencas estatisticas em relacio ao controle (Figura 20).

De modo geral, é possivel verificar que as coletas em periodos chuvosos
causam um efeito maior em alteragdes citogenéticas, do que as coletas realizadas
em periodos secos. Este fato pode ser observado através das porcentagens totais
de células alteradas em alface e milho (Tabela 7). Foi possivel observar que
para ambas as espécies utilizadas como modelo, tanto Myelochroa lindmanii
quanto Canoparmelia texana causaram um aumento do nidmero de células

alteradas, principalmente nas coletas dos periodos chuvosos.
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FIGURA 19 Percentagem de anédfases/teléfases com pontes cromossomicas em
células meristemdticas de milho ap6s tratamento com Myelochroa
lindmanii.
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FIGURA 20 Percentagem de cromossomos pegajosos em células meristematicas
de alface apds tratamento com Canoparmelia texana.

TABELA 7 Percentagem de células alteradas em alface e milho ap6s tratamento
com os extratos aquosos de Myelochroa lindmanii e Canoparmelia
texana provenientes das quatro coletas.

% de alteragdes

Alface Milho

Coleta 1 (jan 2002)  Controle 7,3 5,4
M. lindmanii 42.4 27,3

C. texana 34,3 254

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 germinacdo, crescimento radicular e microscopia
eletronica de varredura apds exposicio aos extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa

Os resultados obtidos pela andlise do percentual de germinacdo e
crescimento radicular em alface e milho sdo mostrados na Tabela 8.

Ambas as espécies, Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa,
possuem atividade interferindo na percentagem de germinacdo e no crescimento
radicular tanto em alface quanto em milho.

Verificou-se que o percentual de germinacdo em sementes de alface foi
reduzido drasticamente apds tratamento, tanto com Gleicheniella pectinata
quanto Dicranopterix flexuosa, sendo possivel observar diferencas significativas
em relacdo ao controle em todas as coletas. Foi possivel observar ainda que a
inibicdo € maior nos tratamentos provenientes de coletas em periodos chuvosos.

Em média, as coletas realizadas nesses periodos reduzem em 64,6% o
percentual de germinacdo, contra uma reducdo de 44,5% nos tratamentos
provenientes de coletas em periodos secos (Tabela 8).

A andlise do crescimento radicular em alface revelou que apds a
exposi¢do aos extratos de ambas as espécies, ocorreu redugdo uniforme, ndo
havendo diferenca entre as épocas de coleta.

Em milho, o efeito sobre o percentual de germinacdo dos extratos tanto
de Gleicheniella pectinata quanto de Dicranopteris flexuosa, manifestou-se
somente na Coleta 3. Nessa coleta, foi possivel observar uma redug¢do no
percentual de germinacdo 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 raizes de alface. Todos os tratamentos de ambas as espécies
foram estatisticamente diferentes do controle, ndo sendo possivel evidenciar
diferenca entre as épocas de coleta.

Os resultados obtidos na andlise do percentual de germinagdo em 12, 24,

36, 48, 60 e 72 horas apds exposi¢do das sementes de alface aos extratos
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provenientes das coletas em periodos chuvosos (janeiro de 2002 e 2003) e para
as coletas em periodos secos (agosto de 2002 e 2003) sao mostradas nas Figuras
21, 22, 23 e 24, respectivamente. Tanto Gleicheniella pectinata quanto
Dicranopteris flexuosa, além de causar uma diminui¢do no percentual de
germinacdo final em 72horas, provocaram acentuado retardo no inicio da
germinagdo. Enquanto no controle, as sementes de alface apresentaram, em
média, 20% de germinacdo ja em 12horas de tratamento, somente em 36 horas
foi possivel observar, em média, 15% das sementes germinadas, apds tratamento
com Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.

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

alface ainda tinham germinado.

TABELA 8 Percentual de germinag@o e crescimento radicular (cm) apés 72h
em sementes de alface (Latuca sativa) e milho (Zea mays) apds
tratamento com os extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e

Dicranopteris flexuosa.

Tratamentos Percentual de germinacio 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 924 a 81,2 a 2,31 a 10,1 a
G.pec/jan02 28,9 c 76,3 a 0,67 b 45 b
G.pecljan03 27,5 C 66,7 b 0,56 b 35 b
G.peclag02 432 b 79,8 a 0,71 b 35 b
G.pec/ag03 413 b 80,1 a 0,69 b 36 b
D.fle/jan02 32,4 C 74,7 a 0,67 b 42 b
D.fle/jan03 33,5 C 654 b 0,81 b 43 b
D.fle/ag02 573 b 80,2 a 0,78 b 52 b
D fle/ag03 564 b 85,4 a 0,76 b 51 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 ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Scott Knott (p< 0,05).
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Em milho, somente na Coleta 3 foi possivel detectar diferenca no
percentual final de germinacdo apds 72 horas para ambas as espécies (Tabela 8).
Entretanto, nenhum efeito de retardo no inicio da germinagdo 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.
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FIGURA 21 Percentual de germinagdo de sementes de alface apds exposi¢ao
aos extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Canoparmelia
texana provenientes da Coleta 1 (janeiro de 2002).
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Percentual de germinacao

FIGURA 22 Percentual de germinacdo de sementes alface apds exposicdo aos
extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris
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FIGURA 23 Percentual de germinacdo de sementes de alface apds exposi¢do
aos extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopeteris
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flexuosa provenientes da Coleta 3 (janeiro de 2003).
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flexuosa provenientes da Coleta 2 (agosto de 2002).
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FIGURA 24 Percentual de germinacdo de sementes de alface apds a exposi¢ao
aos extratos aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris
flexuosa provenientes da Coleta 4 (Agosto de 2003).

Paralelo ainda a inibicdo do crescimento radicular, os resultados obtidos
em 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas apds exposi¢do aos extratos em sementes de
alface e milho revelaram que ambas as espécies provocaram ainda um retardo na
velocidade de crescimento da raiz (dados ndo mostrados). Como ja demonstrado,
tanto em alface quanto em milho os tratamentos com ambas as espécies
evidenciaram diferenca significativa apds 72 horas de exposi¢do em relagdo ao
controle em todas as coletas (Tabela 8).

Foi possivel observar ainda que, nas raizes tratadas com os extratos das
pteridofitas, paralelamente a inibicdo do crescimento radicular, ocorreram
alteracdes morfoldgicas nas raizes de alface, fato ndo evidenciado nas raizes de
milho. Em decorréncia disso, decidiu-se investigar mais detalhadamente essas
alteracOGes por microscopia eletronica de varredura. O tratamento com ambas as
espécies causaram aumento da densidade de pélos absorventes, o aparecimento

de uma constricdo separando a zona pilifera do dpice da raiz e alteracdes na
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morfologia da coifa.

Em raizes obtidas do tratamento com Gleicheniella pectinata (Figura
25), foi observado aumento da densidade de pelos absorventes, constri¢do
separando a zona pilifera do 4pice e reducido da coifa.

Em raizes obtidas do tratamento com Dicranopteris flexuosa (Figura
26), foi observado aumento da densidade de pélos absorventes, constri¢ao

separando a zona pilifera do 4pice, morte celular e desaparecimento da coifa.

FIGURA 25 Fotomicrografias (MEV) das alteracdes micromorfoldgicas em
raizes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Gleicheniella
pectinata. a - vista geral da raiz; b - detalhe incluindo a zona
pilifera e o dpice; ¢ — detalhe do dpice radicular. Escala: 100um
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FIGURA 26 Fotomicrografias (MEV) das alteragdes micromorfolégicas em
raizes de alface induzidas pelo extrato aquoso de Dicranopteris
flexuosa. a- vista geral da raiz; b- detalhe a partir da zona pilifera;
¢ — detalhe do dpice radicular. Escala: 100um
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4.4 Analise citogenética apés exposicio aos extratos aquosos
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa

Com o objetivo de investigar o mecanismo envolvido na reducdo do
crescimento radicular e nas alteracdes morfoldgicas radiculares, procedeu-se a
andlise citogenética.

Os resultados de indice mitético e metafdsico em alface e milho podem
ser vistos nas Figuras 27 a 30.

Foi possivel observar que ambas as espécies possuem atividade
antimitdtica evidenciada pela redugdo no indice mitético e metafdsico. Esse
efeito foi estatisticamente diferente do controle em todas as coletas, tanto em
milho quanto em alface. Adicionalmente, foi possivel observar que a maior
inibicdo foi sempre observada em tratamentos provenientes de coletas em

épocas chuvosas (janeiro de 2002 e 2003).
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FIGURA 27 Indice mitético (IMi) em meristemas radiculares de Lactuca sativa
nas quatro coletas apds tratamento com os extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.
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FIGURA 28 Indice metafisico (IMe) em meristemas radiculares de Lactuca
sativa nas quatro coletas apds tratamento com os extratos aquosos
de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.
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FIGURA 29 Indice mitético (IMi) em meristemas radiculares de Zea mays nas
quatro coletas apds tratamento com os extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.
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FIGURA 30 Indice metafisico em células meristematicas de Zea mays nas
quatro coletas apds tratamento com oOs extratos aquosos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa.

Os resultados de alteragbes citogenéticas causadas pelos extratos
aquosos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa em células
meristeméticas de alface e milho s@o mostrados nas Tabelas 9 e 10
respectivamente. As alteracdes citogenéticas em células meristematicas de alface
e milho sdo mostradas na Figura 31.

Em alface, foi possivel observar que Gleicheniella pectinata e
Dicranopteris  flexuosa causaram aumento do numero de alteragdes,
significativamente diferente em relacio ao controle em somente duas varidveis
(cromossomos pegajosos e morte celular) (Tabela 9). Nota-se que o aumento de
morte celular foi mais evidente em tratamentos provenientes de épocas
chuvosas. Nesta época, em média, Gleicheniella pectinata provocou 47% e
Dicranopteris flexuosa 52,9% de morte celular contra 2,5% do controle.
Particularmente importante também foi a varidvel cromossomos pegajosos,

sendo possivel ainda perceber aumento do percentual de alteracdes em
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tratamentos provenientes de épocas chuvosas. J4 em milho, essa varidvel nio
mostrou qualquer diferenca estatistica para o controle.

Por outro lado, a varidvel ponte cromossdmica para a qual ndo havia
sido possivel detectar qualquer diferenca em relacdo ao controle em alface
mostrou diferencga significativa em milho na terceira coleta (janeiro de 2003). De
forma andloga aos resultados encontrados em alface, também em milho foi
possivel encontrar diferengas significativas para a varidvel morte celular. Em
células meristemdaticas de milho, Dicranopteris flexuosa parece causar um maior
ndmero 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 periodos chuvosos causaram um efeito
maior em alteracdes citogenéticas do que coletas realizadas em periodos secos.

Este fato pode ser observado pelas porcentagens totais de células
alteradas em alface e milho (Tabela 11). E possivel observar que para ambas as
espécies utilizadas como modelo, tanto Gleiheniella pectinata quanto
Dicranopteris flexuosa causaram um aumento do nimero de células alteradas,

principalmente nas coletas 1 e 3 (Periodos chuvosos).
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FIGURA 31 Alteragées em células meristemdticas de alface e milho. (a)
Morte celular em alface apds tratamento com Dicranopteris
flexuosa; (b) Cromossomos pegajosos em alface apds tratamento
com Gleicheniella pectinata; (c) Ponte cromossémica em milho
apds tratamento com Gleicheniella pectinata.
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TABELA 11 Percentagem de células alteradas em alface e milho apos
tratamento com os extratos aquosos de Gleicheniella pectinata
e Dicranopteris fleuxuosa provenientes das quatro coletas.

% de alteragdes

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 DISCUSSAO

O efeito dos extratos das espécies de liquens Myelochroa lindmanii e
Canoparmelia texana e das espécies de pteridofitas Gleicheniella pectinata e
Dicranopteris flexuosa foi avaliado tanto macroscopicamente (pelo percentual
de germinacgido e crescimento radicular) quanto microscopicamente (pela andlise
citogenética e de microscopia eletrdnica de varredura). De modo geral, foi
possivel observar que todas as espécies demonstraram potencial alelopatico em
todas as andlises realizadas.

Macroscopicamente, os extratos das espécies foram capazes de interferir
no percentual de germinacio e/ou no crescimento radicular, tanto em alface
(Lactuca sativa) quanto em milho (Zea mays).

As duas espécies de liquens demonstraram mecanismos de acdo

diferentes. Myelochroa lindmanii interferiu somente no crescimento radicular
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tanto em alface quanto em milho, ndo sendo possivel evidenciar qualquer efeito
significativo sobre o percentual final de germinacdo. J4, apds tratamento com
Canoparmelia texana, observou-se efeito significativo sobre o percentual de
germinacdo de alface e milho e sobre o crescimento radicular de alface. As
espécies de pteridéfitas interferiram tanto no crescimento radicular quanto no
percentual de germinacdo, tanto em alface (Lactuca sativa) quanto em milho
(Zea mays). Paralelamente, retardo no inicio da germinacdo em sementes de
alface foi observado, apds o tratamento com todas as espécies.

O potencial alelopatico das espécies de pteridofitas ja havia sido
estudado anteriormente por Soares e Vieira (2000), que haviam demonstrado o
mesmo efeito de inibi¢do no percentual de germinacdo 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 germinacdo 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 metabdlitos alelopdticos através de tecidos vivos, uma vez que 0s
efeitos de extratos de frondes verdes sdo mais evidentes do que os extratos de
frondes senescentes (Soares e Vieira, 2000).

Ao mesmo tempo, Peres et al. (1998) também ja haviam estudado o
potencial alelopético dos extratos aquosos e butandlico de Gleichenia pectinata
(sin. Gleicheniella pectinata) sobre sementes de Clidemia hirta e Lactuca sativa.
Segundo esses autores, a atividade alelopatica de Gleichenia pectinata pode
tanto exibir efeito estimulatério para sementes de Clidemia hirta quanto
inibitdrio para sementes de Lactuca sativa. Estes resultados estdo de acordo com
a observacdo de que os aleloquimicos sdo seletivos em sua ag@o e que as plantas
sdo diferenciadas em suas respostas (Zeng et al., 2001).

Para a preparagdo dos extratos de Gleicheniella pectinata e

Dicranopteris flexuosa utilizados neste trabalho, utilizou-se uma técnica branda

60



de extracdo. Segundo Soares e Vieira (2000), a observacdo de uma redugdo
acentuada no percentual de germinacdo e no crescimento radicular, mesmo
utilizando essa técnica, ¢ um indicativo de que as substancias alelopdticas sdo
provavelmente muito ativas e/ou muito polares. O efeito téxico e o aspecto de
morte celular observado sobre as radiculas assemelham-se ao dano provocado
pela acdo de substancias com propriedades semelhantes a um detergente (Soares
e Vieira, 2000). Além disso, no processo de preparagdo dos extratos, a formagao
de uma espuma persistente era observada, indicativo da presenca de substincias
anfipolares, tais como saponinas ou outro tipo de terpendide glicosilado (Soares
e Vieira, 2000). Esta observacdo estd de acordo com alguns trabalhos que
recentemente isolaram vdérios terpendides glicosilados em espécies de
Gleicheniaceae (Shiojima et al., 1995; Aoki et al., 1997, Wada et al., 1998). Foi
observado que esses derivados diterpenoidios exibem forte efeito fisiolégico
sobre plantula de alface, estimulando o crescimento caulinar e/ou inibindo
fortemente o crescimento radicular (Munesada, 1992; Aoki et al., 1997).

Essas observacdes s@o particularmente importantes quando se discutem
as metodologias utilizadas para andlise do potencial alelopatico. Embora vdrias
metodologias estejam disponiveis na literatura (Putnan e Duke, 1978; Reigosa et
al., 1996), a maioria dos bioensaios de alelopatia descrevem os resultados na
forma de percentagem de germinacdo (Malheiros e Peres, 2001). Entretanto,
segundo Reigosa et al. (1996), embora a importincia ecoldégica da germinacio
ndo possa ser subestimada, muitas vezes o efeito das substancias alelopaticas
revelam uma certa demora na germinagdo. Essa demora nao é necessariamente
mortal para a planta receptora e este fato deve ser discutido quando se considera
a extrapolagdo para a condi¢do natural. Assim, nem sempre € possivel o real
entendimento da ag@o alelopédtica de uma espécie somente pela andlise do
percentual de germinacdo e do crescimento radicular. Esta observacdo é
particularmente importante quando se observam os resultados dos tratamentos

com Myelochroa lindmanii. Embora esta espécie nao afete o percentual de
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germinacdo tanto em alface quanto em milho, observa-se dristica reducdo do
comprimento radicular. Além disso, a andlise do percentual de germinacdo e do
crescimento radicular, em diferentes momentos apds a exposicdo, revelou-se
uma estratégia ttil na identificacdo do efeito de retardo do inicio de germinacio
causado pelas quatro espécies analisadas, auxiliando na compreensdo do
mecanismo envolvido na acdo alelopética dos extratos. Foi possivel observar,
por exemplo, que se o percentual de germinacdo de sementes de alface tratadas
com Myelochroa lindmanii tivesse sido avaliado somente no periodo de 36h,
reducdo significativa entre o tratamento com o extrato liquénico e o controle
teria sido observado. Neste caso, o potencial alelopatico dessa espécie estaria
sendo superestimado. Por outro lado, ndo estariamos detectando o real potencial
alelopdtico caso a andlise tivesse sido feita somente em 72h.

Verifica-se a importincia de se adicionar outras metodologias que
juntamente com as técnicas convencionais de estudo da alelopatia, esclarecam
melhor o modo de acdo dessas espécies. Nesse contexto, a citogenética
demonstra ser uma importante ferramenta para o estudo do potencial alelopético.

A observagdo da reducdo do crescimento radicular como consequéncia
da interferéncia dos mecanismos de divisdo celular tem sido demonstrada em
vérios trabalhos (Campos e Viccini, 2003; Pires, et al., 2001; Gianfrascisco et
al., 1998).

No presente trabalho, pela andlise citogenética observou-se que tanto
Myelochroa lindmanii quanto Canoparmelia texana interferiram nos
mecanismos de divisdo celular.

Mpyelochroa lindmanii parece agir de forma semelhante a acdo de um
antimitdtico. Algumas dessas substincias agem sobre a dindmica de
microtibulos no interior da célula (Jordan e Wilson, 1999). Os microtibulos
exercem importantes fungdes celulares durante o crescimento e ciclo mitdtico,

participando de diversos processos, como migracdo dos cromossomos,
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estruturacdo celular, formagdo de parede celular entre outros (Jordan e Wilson,
1999).

O tratamento com o extrato de Myelochroa lindmanii parece interferir
no funcionamento normal dos microtibulos. Essa hipdtese é reforcada pela
observacdo do aumento do nimero de c-metifases, de cromossomos com
migracao tardia e células com duplicagdo cromossdmica, uma vez que, em geral,
essas alteragdes sdo causadas por distirbios na dindmica dos microtibulos
(Haroun e Shehri, 2001). Provavelmente, o extrato de Myelochroa lindmanii age
interferindo nos processos normais de polimerizacdo e despolimerizacdo dos
microtibulos. Como consequéncia dessa acdo, o ciclo celular se interrompe no
estdgio de metafase, distirbio comumente chamado de c-metéfase, por ter sido
observado pela primeira vez apds tratamento com colchicina (Sharma e Sen,
2002).

Como consequéncia de um prolongado efeito de inibi¢do do ciclo em
metafase, algumas células podem se mostrar poliploidizadas, com o ndmero
cromossdmico duplicado (Sharma e Sem, 2002; Singh, 2003). Este fato pode ser
observado apds o tratamento com o extrato de Myelochroa lindmanii. A
observacdo de algumas células também com microndcleos e andfases
multipolares (dados ndo mostrados) reforca a hipétese de acdo dessa espécie
sobre micrtotibulos. Alguns estudos demonstraram que esses micronicleos
podem surgir a partir dos cromossomos metafdsicos condensados espalhados
numa c-metifase (Morejohn et al., 1987; Falconer e Seagull, 1987; Verhoeven
et al., 1990). Foi observado que a micronucleacdo ocorre mediante uma
modificagdo da mitose, na qual os cromossomos metafdsicos formam
diretamente os micronucleos, sem que ocorram a divisdo do centrdmero e a
separacdo das cromatides-irmas, em virtude da auséncia dos microtibulos
(Verhoeven et al., 1990; Ramulu et al., 1995).

A provavel explicacdo, entdo, para o aumento do indice mitdtico

causado pelo tratamento com Myelochroa lindmanii esta na interrupg¢ao do ciclo
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celular e no acimulo de células em metdfase. Entretanto, outros fatores podem
ter contribuido, tais como o encurtamento do ciclo mitético € o aumento das
células em intérfase que entram nas fases em divisdo subseqiientes
(Abderrhman, 1998), ou redugdo na velocidade de divisao celular (Borah e
Talukdar, 2002).

Por outro lado, apds tratamento com Canoparmelia texana, observou-se
um mecanismo de agdo diferente daquele provocado pelo extrato de Myelochroa
lindmanii. Os tratamentos com Canoparmelia texana provocaram diminui¢do no
indice mitdtico, explicado por um aumento do nimero de células em intérfase.
Esta espécie ndo parece afetar a dindmica dos microtibulos. Uma provavel
explicacdo para o acimulo de células em intérfase estd na inibi¢do da sintese de
DNA, o que ja foi demonstrado para algumas substancias com agdo alelopdtica
(Vyvyan, 2002).

J4 as espécies de pteridofitas parecem agir de forma semelhante,
reduzindo o indice mitético por um acimulo de células em intérfase e por um
aumento do percentual de morte celular. O actimulo de células em intérfase,
provavelmente estd ligado a inibicdo da sintese de DNA, o que jd foi
demonstrado para algumas substincias com acdo alelopdtica (Vyvyan, 2002).
Entretanto, outros mecanismos podem estar envolvidos, como por exemplo
interrupcdes em pontos de checagem em G1. Exemplos desse tipo de agdo
podem ser verificados no dcido secaldonico, um metabdlito secundario que é um
inibidor de proteina quinase (Wang et al., 1996).

A interferéncia nos mecanismos de divisdo celular parece nio ser a
unica responsavel pela reducdo no crescimento radicular. Todas as espécies
analisadas induziram aumento do nimero 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 “suicidio” celular,
geneticamente controlado e envolvido na eliminagdo especifica de células

danificadas (Lamar et al., 1999).
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Esses resultados sdo uma evidéncia de que tanto a inibicdo do ciclo
celular (em intérfase ou metdfase) como a morte celular sdo, provavelmente
mecanismos importantes no processo de inibicdo do crescimento radicular
causado pela agdo do extrato das espécies de liquens e pteridodfitas.

Esse efeito de interferir no ciclo celular normal j4 havia sido verificado
em varios trabalhos para um grande nimero de plantas testadas, entre elas, Piper
nigrum (Abraham e John, 1989); Pogostemun heyneanus e Alinia 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 situagdes
altera¢des no ciclo celular dependente da concentragdo e do tempo de exposi¢ao
aos extratos foram verificados.

Curiosamente, quando se analisa o efeito de Myelochroa lindmanii, esta
espécie, embora afete os mecanismos normais de divisdo celular, ndo afeta o
percentual de germinacdo. Esta aparente contradi¢do, pode ser explicada por
alguns estudos nos quais inibidores especificos de determinadas etapas da mitose
ndo impediram a germinagdo das sementes de diversas espécies (Labouriau e
Spillmann, 1989; Borghetti e Labouriau, 1994). Os resultados desses estudos
mostraram que a mitose ndo € essencial ao processo germinativo para essas
espécies, embora possa ser para outras. Isso implica que, para esses casos, a
decisdo de uma semente entre germinar ou ndo envolve mecanismos de controle
do metabolismo que antecedem as divisdes celulares. Os resultados obtidos
corroboram estas observacdes, embora, a explicacdo para o crescimento
radicular até um determinado ponto, mesmo sob influéncia dos tratamentos com
os extratos liquénicos, permaneca desconhecido.

Paralelamente a esses efeitos, as alteracdes micromorfolégicas
verificadas por microscopia eletronica de varredura comprovaram a agdo dos
extratos das espécies de liquens e pteridéfitas. A observacdo de alteracdes nas

células da coifa, estd provavelmente ligada a acdo sobre os microtibulos, que
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participam de mecanismos de diferenciacdo celular. Ao mesmo tempo, a
observacdo de células com aspecto de apoptose comprova o aumento do nimero
de células mortas. Uma provavel explicacdo para o aumento do numero de pélos
absorventes estd no aumento da capacidade de absorcdo pela raiz, uma vez que
seu crescimento foi inibido.

Além dessas observagdes, as quatro espécies analisadas demonstraram
efeitos clastogénicos, sendo estes efeitos mais evidentes para os tratamentos com
Mpyelochroa lindmanii e Canoparmelia texana. Nos tratamentos com os liquens,
esses efeitos foram evidenciados por um aumento do nimero de pontes
cromossOmicas em andfase e tel6fase, de cromossomos pegajosos e de
fragmentos cromossdmicos.

Em metifases com cromossomos pegajosos, estes perdem a sua
aparéncia normal e sdo vistos com uma superficie “pegajosa”, causando
aglomerados cromossomicos (Babich et al., 1997). Este efeito é geralmente
atribuido a toxicidade causada sobre a organizacdo de cromatina nos
Cromossomos.

J& a presenca de fragmentos cromossomicos é um indicativo da
ocorréncia de quebras, fato comprovado pela presenca de andfases e tel6fases
com pontes cromossdmicas (Singh, 2003; Sharma e Sen, 2002). Essas
observagdes demonstraram que de algum modo, os extratos dessas espécies nio
s6 interferem no ciclo celular normal, como também afetam a organizacdo da
cromatina, chegando a causar quebras cromossdmicas. 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 cromossdmicas. Estes resultados estdo
de acordo com a observagdo de que os aleloquimicos sdo seletivos em sua acio e
que as plantas sdo diferenciadas em sua respostas (Zeng et al., 2001).

Ja para os tratamentos com os extratos das espécies de pteridéfitas o

efeito clastogénico nao foi tdo evidente. A inducio de pontes cromossdmicas e
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fragmentos ndo foi significativa para nenhuma coleta em alface quando
comparado ao controle. Em milho, em somente uma coleta, a terceira, foi
possivel detectar diferenca significativa em relacdo ao controle para pontes
cromossOmicas. Os extratos dessas espécies, parecem entdo ndo aumentar de
forma dréastica a inducdo de quebras cromossomicas. Entretanto, um efeito
clastogénico pode ser verificado para a varidvel cromossomos pegajosos em
células meristematicas de alface. Esta observagdo revela uma provéavel acdo dos
extratos de Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa sobre a organiza¢io
de cromatina. Entretanto, o mesmo efeito ndo foi observado sobre os
cromossomos de milho. Este tipo de alterac@o (cromossomos pegajosos) ja havia
sido observado como o efeito mais evidente em células meristemadticas de Vicia
faba, ap6s tratamento com o extrato aquoso de Calotropis procera (Haroun e
Sheri, 2001), bem como j& havia sido também previamente relatado por
Abderrhman (1998) e Banerjee (1992) para os extratos de Peganum harmala e
tabaco, respectivamente.

Os diferentes modos de liberacdo de substincias alelopaticas sdo ainda
influenciados por diversos fatores ambientais (Carballeira e Reigosa, 1999). A
quantidade e qualidade das substincias liberadas variam devido a fatores
internos e externos (Reigosa, 1988). Entre os fatores ambientais estdo incluidos
temperatura, incidéncia de luz, pluviosidade e comprimento de periodos secos
anteriores (Gliesman e Muller, 1978; Premasthira e Zungsontiporn, 1996;
Reigosa et al., 1996). Para verificar o efeito ambiental sobre a ac¢do alelopética
das espécies, duas coletas em periodos caracteristicamente chuvosos e duas
coletas em periodos secos foram realizadas (dados climatoldgicos em anexo).

Diversos trabalhos tém procurado avaliar o efeito sazonal sobre a
liberacd@o de substancias alelopdticas (Dolling et al., 1994; Nilsson et al., 1998).

Para liquens, alguns trabalhos t€m verificado essa influéncia de fatores
ecoldgicos sobre a concentracdo de metabdlitos secundérios. Para o 4cido

dsnico, sabe-se que sua concentragdo € fortemente influenciada por varios
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fatores ecoldgicos. Ravinskaya (1991) observou que a luz, a temperatura e a
umidade desempenham uma importante fun¢do na concentragdo dos dcidos
liquénicos. VariagGes sazonais na concentragdo do 4cido usnico em Usnea
aurantiaco foram detectadas na Antartica (Quilhot et al., 1991). Os resultados
mostraram que as concentracdes desse dcido sdo altas no inverno e primavera e
baixas no verdo e outono, provavelmente em funcio de variacdo na intensidade
luminosa.

De forma geral, em nossos resultados, foi possivel verificar, tanto pela
andlise macroscépica quanto microscopica, que os efeitos de Myelochroa
lindmanii e Canoparmelia texana se intensificaram em periodos
caracteristicamente chuvosos, correspondentes ao verdo. Essa aparente
contradicdo com os resultados de metabolismo do 4cido tdsnico pode ser
explicada pelas diferentes condicdes ambientais nas quais os trabalhos foram
realizados. Efeitos sobre o percentual de germinacio, crescimento radicular e
alteragdes citogenotéxicas foram evidenciados e, geralmente, mostram
diferencas estatisticas para o controle em periodos chuvosos. Esta observacgdo é
particularmente importante para a terceira coleta, realizada em janeiro de 2003.
A comparacdo dos dados climatolégicos demonstrou que, provavelmente, a
intensidade de precipitacdo e a umidade relativa do ar sdo fatores importantes na
liberacdo de substincias alelopdticas por essas espécies. O efeito maior
observado na terceira coleta, provavelmente estd relacionado a maior
pluviosidade nessa época. Em comparacdo com a primeira coleta, realizada
também em periodo chuvoso, foi possivel observar o dobro de pluviosidade
nesse periodo. Entretanto, a interpretacdo desses resultados € dificultada,
principalmente em condi¢cdes ambientais tropicais, onde uma uniformidade do
clima e estacdes bem definidas sdo pouco evidentes. Adicionalmente, os liquens
respondem a varia¢des microliméticas em curtos periodos de tempo, podendo-se
afirmar que, mesmo estudos com quatro amostras coletadas ao longo de um ano

podem ndo ser suficientes (Carballeira e Reigosa, 1999).
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J4 para as espécies de pteridéfitas, a época de coleta parece ndo
influenciar de forma dréstica no efeito causado pelos extratos, quando utiliza-se
como pardmetro 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. E possivel observar que, para ambas as
espécies utilizadas como modelo, tanto Gleicheniella pectinata quanto
Dicranopteris flexuosa causaram um aumento do nimero de células alteradas,
principalmente nas coletas realizadas em periodos chuvosos. Esse aumento de
células alteradas pode ser explicado, principalmente, pelo aumento do nimero
de células mortas, o que parece ser o principal efeito causado pelo tratamento
com extratos aquosos dessas espécies de pteridofitas.

Esta observacdo ¢ particularmente importante por demonstrar a
necessidade de acrescentar novas metodolgias para entender a atividade
alelopética dessas espécies. A citogenética demonstrou ser Util nesse propdsito,
uma vez que, embora efeitos significativos ndo tenham sido verificados para
crescimento radicular nas diferentes coletas entre os tratamentos de
Gleicheniella pectinata e Dicranopteris flexuosa, a andlise do percentual de
morte celular e cromossomos pegajosos revelou o efeito sazonal.

Nossos resultados demonstraram que todas as espécies analisadas
possuem uma atividade citogenotdxica, manifestada pelos efeitos clastogé€nicos
e sobre o ciclo celular. A citogenética revelou-se uma metodologia bastante util
na contribui¢@o para a elucida¢do dos mecanismos de a¢do dos extratos aquosos
dessas espécies. Vale destacar ainda que a espécie Lactuca sativa,
frequentemente ndo utilizada como modelo de citogenética, mostrou-se um
6timo modelo para o estudo de efeito de substdncias e extratos sobre o ciclo
celular e estrutura cromossdmica. Caracteristicas como a possibilidade de

utilizar um grande nimero de sementes, grande superficie de contato com o
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extrato aquoso, sensibilidade alta aos efeitos causados pelos liquens e
pteriddfitas e cromossomos grandes tornaram esta planta muito Util na andlise
citogenética dos efeitos causados pelos liquens.

Essas espécies mostraram-se potencialmente uteis na bioprospeccao de
substincias ativas com possiveis aplicacdes na drea bioldgica, médica e

agrondmica.
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ANEXO A Pégina

TABELA 1A Dados climatolégicos referentes aos periodos
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TABELA 1A Dados climatolégicos referentes aos periodos de coleta das

espécies.

Coleta Temperatura Umidade Precipitag¢do
Janeiro de 2002 23°C 79% 55,6mm
Janeiro de 2003 22.4°C 82,7% 105,3mm
Agosto de 2002 17,8°C 68.,3% Omm
Agosto de 2003 18,4°C 69,3% Omm

* Dados obtidos no Laboratério de Climatologia e Andlise Ambiental da
Universidade Federal de Juiz de Fora.
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