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RESUMO

ABREU, Juscélio Clemente de. Potencial alelopitico do angico-vermelho (Anadenanthera
peregrina (L.) Speg.): efeitos sobre a germinacio de sementes e ciclo mitotico de plantulas
de alface (Lactuca sativa L.) e canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.). Lavras:
UFLA, 1997. 55 p. (Dissertagdo - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).

Para avaliar o potencial alelopatico do angico-vermelho (A. peregrina (L.) Speg. )
foram preparados extratos aquosos de matéria seca (p/v) de folhas de mudas e de folhas adultas
nas concentragdes de 0 %, 2 % , 4 %, 8 % € 16 %, os quais foram aplicados sobre sementes de
alface (L. sativa L. cv. babé) e canafistula (P. dubium (Spreng.) Taub.). Foram feitas avaliagdes
com relagio & germinagio, indice de velocidade de germinagdo (IVG), comprimento de raiz e do
hipocétilo e andlise citogenética da regido meristematica das raizes. Verificou-se que os extratos
aquosos foliares do angico-vermelho (folha de muda e folha adulta) inibiram todas as variaveis
analisadas, principalmente nas concentragdes mais altas dos extratos, apesar de ter sido observado
um pequeno estimulo na concentragdo a 2 % na germinagdo, IVG e comprimento do hipocétilo
das plantulas receptoras. Quanto & analise citogenética da regido meristematica das raizes das
plantulas receptoras, foram observadas algumas anormalidades, tais como: metafases colchicinicas,
metafases com cromossomos pegajosos, metafases laterais com cromossomos desprendidos,
pontes e fragmentos em anafases e telofases, nicleos interfasicos fragmentados e teléfases com
cromossomos condensados. Em relagiio a fitotoxicidade dos extratros aquosos sobre as plantulas
de alface, observou-se que os efeitos fitotoxicos dos extratos aquosos foram tdo maiores quanto

maior foi a concentragdo dos extratos.

" Orientadora: Lisete Chamma Davide. Membros da banca: Anténio Claudio Davide, Itamar

Ferreira de Souza, Eliana Regina Forni-Martins



SUMMARY

ALLELOPATHIC POTENTIAL OF “ANGICO-VERMELHO”
(Anadenanthera peregrina (L.) Speg. ) : EFFECTS UPON SEED GERMINATION AND
MITOTIC CYCLE OF LETTUCE (Lactuca sativa L.) AND
“CANAFISTULA” (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.).

To evaluate the allelophatic potential of “angico-vermelho”, water extracts seedlings
and adult plant leaves at concentrations of 0%, 2% , 4%, 8%, and 16% were prepared, and applied
on lettuce and “canafistula” seeds. Evaluations were performed for germination, GRI
(germination rate index), of root and hypocotyl lenght, and cytogenetical analysis of meristematic
region of roots. It was found that the leaves extracts of “angico-vermelho” inhibited all the
analised characteristics, mainly at the highest concentrations of the extracts, although a small
stimulus at the 2% concentration on germination, GRI and hypocotyl lenght was observed. It was
observed reducition in number of dividing cells, reduced mitotic index and abnormalities such as
colchicinic metaphases, metaphases with sticky chromossomes, side metaphases with unconnected
chromossomes, bridges and fragments at anaphase and telophase, fragmented interphasic nuclei
and telophases with condensed chromossomes. It was also observed that morphological changes in

lettuce seedlings was extract concentration dependent.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

O termo alelopatia pode ser entendido como qualquer efeito causado por um ser vivo,
de forma benéfica ou prejudicial sobre outro, através da liberagdo de substancias quimicas e/ou
produtos secundarios por ele elaborados.

Sao nas plantas que os produtos secundarios se encontram com maior frequiéncia e em
maior nimero (Almeida, 1988).

Varios autores citados por Corréa (1996) tém determinado que 0s compostos
alelopaticos sao liberados das plantas pela decomposicio de folhas e caules por processos fisicos/
quimicos ou bioldgicos, por exsudacdo direta no solo pelas raizes, ou através da deterioracio de
raizes mortas, por volatilizagio, e podem, ainda, ser lixiviados das superficies das plantas pela
chuva ou orvalho.

Nas plantas, as substancias alelopaticas desempenham as mais diversas funcdes. Sio
responsaveis pela preven¢do da decomposicdo das sementes, interferem na sua dorméncia e
influenciam as relag:oes com outras plantas, com mlcrorﬂamsmos Insetos e até animais superiores,
incluindo o homem” (Dunoan e Almeida, 1993) Poucos sdo os estudos sobre alelopatia em
espécies florestais, principalmente envolvendo espécies nativas. O conhecimento das
potencialidades alelopaticas pode contribuir para uma melhor escolha e manejo das espécies a
serem utilizadas em reflorestamentos mistos, como aqueles destinados a recomposicio de matas
ciliares, onde procura-se a diversidade de especies e a rapida cobertura do solo. Assim sendo, a
ocorréncia de interacdes alelopaticas podera inibir a expressdo e o crescimento das mudas

implantadas, bem como aquelas do banco de sementes.



Por apresentar uma distribui¢io nacional e rapido crescimento, o angico-vermelho tem
sido muito utilizado em reflorestamento. Porém, observagdes feitas a nivel de campo tém
demonstrado que o seu bom desempenho pode ser devido ao seu potencial alelopatico.

Indicag3es indiretas das potencialidades alelopaticas desta espécie foram encontradas.
Testes bioquimicos revelaram que ele ¢ rico em alcaldides (Fellows e Bell, 1971) e tanino
(Carvalho, 1994) e, em condigdes naturais, o angico-vermelho apresenta-se em grupos
homogeéneos (Lorenzi, 1992).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as potencialidades
alelopaticas do angico-vermelho sobre a canafistula, uma espécie florestal nativa normalmente
utilizada em reflorestamentos. Como planta indicadora do efeito alelopatico do angico-vermelho,

utilizou-se a alface.



1.2 REFERENCIAL TEORICO

Os seres vivos elaboram substancias quimicas que, liberadas no ambiente, podem
influenciar de modo benéfico ou prejudicial outros elementos da comunidade (Almeida 1991).
Essa influéncia ¢ dependente das concentragdes dessas substincias quimicas no meio.

O termo alelopatia foi criado para referir-se a tal fendmeno, sendo que, em plantas, os
termos mais comumente empregados para os compostos quimicos liberados pelos organismos sio:
substancias alelopaticas, aleloquimicos ou produtos secundarios, fitotoxinas e fitoinibidores.
Porém, alguns autores como Griimnu (1955), citado por Almeida (1988) sugerem uma
terminologia especifica para os aleloquimicos, levando em considerago a natureza do agente
doador e receptor desses compostos. Griimnu (1955), citado por Almeida (1988), propds assim, o
termo antibidtico para as substdncias produzidas por microrganismos e que afetam outros
microrganismos, marasminos para os produzidos por plantas superiores e que atuam sobre
microrganismos; fitocidas para o caso contrario, dos elaborados por microrganismos com efeito
sobre plantas, e colinos quando, tanto o doador como o receptor, sao plantas.

Segundo Putnam (1985), essa classificacdo € confusa e sem base descritiva e ele
considera como fitoinibidoras as substincias alelopaticas produzidas por plantas superiores e que
inibem outras plantas, e saproinibidoras as de origem microbiana e tdxicas para plantas
superiores, em substitui¢ao por colinos e fitocidas, respectivamente.

Alelopatia € a interagdo fisiologica e bioquimica entre individuos, os quais se
contactam no espaco (interagdo alelopatica) ou no tempo (agio pos-alelopatica). E considerado o
mais importante fator do crescimento e renovagdo de plantas superiores em comunidades. Esses
processos concedem uma participagdo especial de substincias secundarias (aleloquimicos), as
quais estdo sempre presentes em conjunto com as substincias orgéniéas do solo. A nivel do

organismo da planta, o aleloquimico atua como um regulador exdgeno do crescimento e



desenvolvimento, e a niveh de micropopula¢do de planta, atua como regulador da renovagio
~(Grakhov e Didyk, 1996). 7
L/j—'f-fvéﬁbs” ’Eiimt:d;e'éige ue uma das principais funges das substincias alelopaticas
seja a protegdo. Pjara Lovetmpesar das plantas serem autotréficas, sdo imoveis, nio
podendo escaphr*dﬁéﬁqu de seus inimigos. E, portanto, compreensivel que com a escassez de
outras alternativas, utilizem com maior intensidade do que outros organismos, a estratégia dos
produtos quimicos para sua defesa.

Segundo Whitaker (1970), os efeitos alelopaticos apresentam uma influéncia
significativa sobre a sucessio vegetal e, consequentemente, sobre a composigdo de espécies em
comunidades estaveis. Interagdes quimicas afetam a diversidade de espécies em comunidades
naturais nos dois sentidos; uma dominéncia forte e intensos efeitos alelopaticos contribuem para
uma baixa diversidade de espécies em algumas comunidades, enquanto que a variedade de
acomodagdes quimicas constitui parte da base (como aspecto da diferenciagio de nichos) da alta
diversidade de espécies, em outras.

A sintese de aleloquimicos, em geral, varia de acordo com as condigdes
edafoclimaticas e quando em condigdes de estresse para planta, resultam no aumento da
concentragdo de substéncias alelopaticas. Segundo Mc Clure (1975), a sintese ndo ¢€ realizada por
grupos especiais de células, nem continuamente e tampouco se distribuem por todo o organismo
Ou se acumulam nos mesmos 6rgdos. Para Shaklidoyator et al. (1996) € conhecido que as plantas
sintetizam um grande nimero de compostos € estes sao representados por grupos de substancias,
variando em estrutura e propriedades. A complicada interagdo entre as substincias nas plantas cria
o balango de horménios, os quais sdo especificos para cada organismo.

A identificagdo na natureza dos aleloquimicos tem sido procurada por muitos
pesquisadores em todo o mundo, e dentro deste esforgo, visam a isolar e conhecer suas estruturas
quimicas. A dificuldade prende-se ao fato de qué um mesmo organismo produz varios
aleloquimicos e, entre eles, desencadeiam-se diversas interagdes, sendo que para Almeida ( 1988)
torna-se dificil identificar a causa e o efeito de cada um.

(/Earvalho (1993) menciona que, ao longo dos anos, varias pesquisas tém comprovado
que as plgn_fgg; prod\uie’ﬁTs{Jbsténcias quimicas com propriedades alelopaticas afetando ou nio

algumas espécies de plantas (especificidade). Tais substincias sdo encontradas distribuidas em



concentragbes variadas nas diferentes partes da planta e durante o seu ciclo de vida
(periodicidade).

Na natureza, a alelopatia confunde-se com outras interferéncias existentes entre
plantas como competigio, e por isso, alguns autores colocam sua existéncia em divida. Os dois
conceitos, porém, sdo bastantes distintos. Enquanto competico se da pela retirada ou redugdo de
fatores do meio ambiente, como agua, nutrientes e luz, a alelopatia se caracteriza pela introducio

de novos fatores, os compostos secundarios no ambiente (Putnan e Duke, 1978; Gomide, 1993).

1.2.1 Determinacio de potencialidades alelopaticas

O potencial alelopatico de uma espécie é determinado através de testes laboratoriais,
nos quais os efeitos alelopaticos de uma espécie sdo literalmente isolados das demais
interferéncias, e até mesmo das toxinas de microrganismos (Gomide, 1993).

Putnam e Duke (1978) descrevem que na literatura sobre alelopatia, existe uma grande
diversidade de técnicas para determinar inibidores que podem funcionar como reguladores de
germinacdo de sementes, crescimento e desenvolvimento de plantas.

Citando varios autores, Putnam e Duke (1978) relacionam que dentre os métodos de
extragdo, o mais comumente usado é a extragdo por agua fria, por simples embebicdo de matéria
seca ou matéria fresca. Outros casos de extragdo com 4gua fria também sio descritos, e em todas
as técnicas de extragdo com agua fria, os autores concluem que seus métodos simulam a liberagio
natural dos compostos por a¢io da chuva sobre o “standig” ou parte de material caido.

Também sdo muito utilizadas extragdes de substincias de plantas, do 6rgdo que se
quer estudar, utilizando-se agua quente, autoclavagem ou solventes 0rganicos.

Virios autores citados por Putnam e Duke (1978), relatam que partes de plantas
também tém sido trituradas em solventes aquosos e nd0-aquosos para extra¢do, mas resultados
com esses métodos sdo muitas vezes criticados por destruirem a integridade celular, porque
podem levar a liberagdo de substincias ricas em aglcares, enzimas, compostos nitrogenados,
acidos orgénicos, sais, aminoacidos, nucleotideos e acidos nucléicos. Essas substancias tém sido
citadas como toxicas para o crescimento e nio ocorrem em condi¢des naturais (Putnam e Duke,
1978).



Porém, para Pratley e Haig (1996), o conceito de alelopatia nio é aceito
universalmente e, algumas vezes, apresenta controvérsias. A razio disso é que muitos
experimentos sobre alelopatia nio seguem um protocolo confirmatorio. Os autores sugerem,
entdo, que os testes sejam feitos seguindo um protocolo derivado da propria definicio de
alelopatia, usando teste de germinagio, no qual os efeitos toxicos da planta doadora sio testados
sobre uma planta receptora; analises quimicas devem ser feitas para identificar, caracterizar e
quantificar os aleloquimicos e, subseqiientemente, testar suas atividades biolégicas em biotestes.

A maior dificuldade no estudo dos aleloquimicos € a falta de conhecimento para se
identificar as substincias quimicas envolvidas na alelopatia (Einhelling, 1995).

Na literatura sobre alelopatia, um grande numero de bioensaios diferentes tem sido
feito, mas muitos relacionados com a germinagdo. Segundo Reigosa et al. (1996), embora a
importancia ecolgica da germinacio para o estabelecimento das espécies nio possa ser
subestimada, muitas vezes o efeito dos aleloquimicos mensurados unicamente em laboratorios,
revelam uma certa demora na germinagdo. Essa demora ndo é necessariamente mortal para a
planta receptora, e este fato deve ser discutido quando se considera a extrapolagio para a
condi¢do natural. Além disso, ndo existe convengio geral sobre um padrio de bioensaios.

Apesar de ser uma ciéncia nova, a determina¢do de técnicas bem definidas, tanto
laboratoriais como de campo, se faz necessaria para se testar as potencialidades alelopaticas das
plantas doadoras, para se evitar erros de avaliagdes e chegar a conclusdes que nio condizem com
a realidade.

Weidenhamer (1996) argumenta que o desenvolvimento de metodologias de
bioensaios, que prove as evidéncias da alelopatia, excluindo outros mecanismos de interférencia,
tem sido problematico. Porém, novas estratégias de bioensaios baseadas no fenémeno de
densidade-dependente do efeito fitotéxico estio sendo realizadas, tais como, a diferenca na
magnitude da inibi¢do observada, quando as plantas estdo crescendo em diferentes densidades no
solo que contém toxinas. Plantas que crescem em menor densidade apresentam grande quantidade
de toxinas avaliadas por planta. Ao contrario, plantas que crescem em densidade elevada, a toxina
¢ fragmentada e diluida entre muitas plantas, de modo que cada uma tenha doses pequenas. A
reducdo do crescimento pode ocorrer na densidade menor de plantas, mas n3o na densidade

elevada, esse ¢ um resultado que ndo é compativel com as hipéteses de recursos de competigdo.



Bioensaios designados para detectar densidade-dependente do efeito fitotoxico,
promovem um meio promissor para distinguir os recursos de competicio e interferéncia
alelopatica. A anlise da relagio rendimento-densidade pode também servir como uma proveitosa
ferramenta para destinguir alternativas entre os mecanismos de interferéncia de plantas
(Weidenhamer, 1996).

1.2.2. Libera¢io e mecanismo de a¢iio das substincias alelopaticas

1.2.2.1 Liberac¢io

- Tukey (1969) considera que as substancias alelopaticas sdo liberadas pelas plantas no
ambiente, m;?glhas oOu outras partes da planta caem no solo e podem ser decompostas
pelas condigdes climaticas e por microrganismos, liberando substincias alelopéticas que podem
influenciar diretamente as espécies adjacentes ou, indiretamente, quando alteradas quimicamente
durante o processo de decomposigdo, dando origem a produtos secundarios que podem ser
efetivos; i) quando ha liberagio de substincias volateis, que podem afetar o crescimento das
plantas; iii) quando sio exudadas diretamente pelas raizes, dentro da rizosfera, influenciando,
direta ou indiretamente, na a¢do de microrganismos e nas interagdes planta a planta; iv) quando
compostos organicos € inorganicos sio lixiviados pela agdo da chuva ou orvalho.

Wiergarde e Jutzi (1996) argumentam que na literatura existem duas formas de
alelopatia em plantas: a alelopatia resultante geralmente da decomposi¢do de material no solo e a
alelopatia que se origina do aleloquimico existente na planta.

As plantas tém capacidade de produzir aleloquimicos em todos os seus orgéos, se bem
que, num mesmo individuo, a natureza quimica e a quantidade nio sejam iguais em todos eles
(Almeida, 1988). Porém, muito pouco se conhece sobre o mecanismo celular envolvido na
liberagdo do aleloquimico em tecidos vivos, e muito pouco também se conhece sobre o0 modo de
regula¢do ou influéncia do ambiente neste processo, sendo que essa area demonstra ser um foco
para investigagdo (Einhellig, 1995).

A liberagdo das substéncias alelopaticas de residuos vegetais em decomposi¢do

distribui-se de forma desuniforme no solo, concentrando-se nas proximidades dos residuos. Assim,



a extensdo do efeito das substincias alelopaticas € dependente do maior ou menor contato entre o
sistema radicular e os fragmentos dos residuos vegetais (Patrick, 1971).

.....

As substancias alelopaticas liberadas podem apresentar tanto efeitos inibitérios como
estimulantes do crescimentoi/ﬂc‘e‘ (1979) r¢lata que os efeitos benéficos nio devem ser omitidos
do conceito de alelopatia. Khailov (19’741 citado por Rice (1979), demonstrou que os efeitos de
um dado composto quimico podem ser inibidores ou estimulantes, dependendo da concentracio

do mesmo no ambiente.

1.2.2.2 Mecanismo de ac¢io

Estudos feitos demonstram que os aleloquimicos n3o tém mecanismos comuns de acao
devido a sua larga diversidade de estrutura molecular. Com poucas excegdes, o alvo da molécula
com a qual um composto interfere com a fisiologia e crescimento é desconhecido. Muitos
exemplos de agdo de aleloquimicos tém surgido, incluindo perturbagdes da  membrana,
fotossintese, respiragdo, atividade de fitohorménios, ciclo de carbono e estruturas celulares
(Einhellig, 1996).

A forma como as substancias alelopaticas atuam nas plantas tem sido objeto de estudo
de diversos pesquisadores, mas o processo ainda se encontra pouco esclarecido. As fungbes que
afetam o mecanismo de atuagdio sdo muito similares as dos herbicidas. Tal como nestes, a
dificuldade de se entender o processo esta no fato de que, na maior parte dos casos, afetam mais
de uma fun¢do e provocam efeitos colaterais dificeis de serem distingtiidos dos principais
(Almeida, 1988).

Para Moreira (1979), citado por Durigan e Almeida (1993), se a identificacdo das
substancias alelopaticas € deficiente, o conhecimento do seu modo de atuac@o € ainda menor.
Surge, ainda, a duivida quanto ao fato de certos efeitos observados serem causados diretamente
pelas substancia toxicas ou constituirem efeitos secundarios.

De maneira geral, varios autores relatam que os mecanismos de agdo dos
aleloquimicos_estdo envolvidos com processos fisiologicos na planta tais como os citados por

Rodrigues, l&gdgigugs e Reis (1992): inibi¢do da germinagio e do crescimento, pois interferem na

divisdo celular; alteragdo da permeabilidade de membranas; alterag@o na ativacio de enzimas e na



produgdo de horménios na planta. Outros aleloquimicos, como os 4cidos fenélicos chegam a inibir

absor¢do de f(’)sforo ‘€ potassio—— - o e

~~

~
Os mesmos autores ainda relatam que, via de regra, as fitotoxinas exercem trés tipos ™.

\

\
A

de efeltos principais sobre as plantas: inibigio da germina¢iio e do crescimento de plantulas e \
;' inibi¢do do desenvolvimento de microrganismos, tanto os de vida livre no solo, como os que  /
\\vwem em simbiose com as plantas.

T Uma das orandes dificuldades no conhecimento sobre atividade dos aleloquimicos €
uma explicagdo para a diferenca na sensibilidade das espécies para os compostos. Uma grande
quantidade de sementes ou biomassa de plantulas pode explicar como algumas espécies sdo mais
tolerantes do que outras com poucas sementes ou biomassa, embora o mecanismo fisiologico, o
qual poderia explicar as diferencas na sensibilidade, raramente tenha sido nvestigado (Einhellig,
1995).

A principal fungdo dos produtos secundarios ou alelopaticos € a prote¢do. A sua agdo
ndo € muito especifica, podendo uma mesma substancia desempenhar varias fungdes, dependendo
mais da concentrag3o, translocagio e destoxicagdo, do que da propria composi¢do quimica. Por
outro lado, um composto que € toxico para uma dada espécie, pode ser indcuo para outra, mesmo

estando com esta estreitamente relacionada (Putnam & Duke, 1978).

—_

7 JOs testes de germinagdo constituem a metodologla mais comumente encontrada na

—_— S

! literatura como avaliador dos efeitos alelopatlcos Através desses, os autores tém mfendo sobre as

pote;'clahdades alelopaticas das mais dlversas plantas. Porém, varios autores afirmam que alouns
cuidados devem ser tomados ao adotar-se esta metodologia para testar a potencialidade
alelopatica de uma dada espécie, tais como: medi¢des de pH e principalmente médic()es do
potencial osmético dos extratos testados. O potenclal osmotlco pode influenciar a oerrmnag:ao da
planta receptora, atrasando, reduzindo ou mesmo evitando a: oerrmnag:ao *de sementes, e também

pode afetar o estabelecimento de plantulas. Porém, os extratos s6. apresentam problemas de .

R oL B4 ‘

potencial osmético, quando estiverem em altas  concentragdes * f

> -

* Informag@o pessoal - Prof. Itamar Ferreira de Souza (DAG-UFLA)
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Outro fator a ser levado em conta nos testes de germina¢io € o nimero de sementes
por parcela. Um nimero ideal de sementes e com espagamento adequado, pode minimizar a
competicdo e contaminagio entre sementes e plantulas em desenvolvimento (Brasil, 1992).

Varios autores concordam que ndo se pode fazer extrapola¢do direta dos resultados
encontrados em laboratério para o campo (Corréa, 1996), sendo que € importante lembrar ainda,
que os testes de laboratorio e de casa de vegetagio tém que ser tratados com cautela, porque no
campo, um numero grande de compostos orginicos pode ser lixiviado do solo ou decomposto

pela agdo de microrganismo (Rodrigues, Rodngues e Reis, 1992). Outro ponto a ser comentado é

—————

a escolha das plantas-testej%e acordo com a htératura, as plantas consideradas mais sensiveis aos
m{ sdo a planta de alface e o tomateiro. Varias literaturas consultadas tém
} demonstrado que as espécies dicotiledoneas tendem a ser mais sensiveis aos aleloquimicos do que
| as monocotlledoneas (Hexsey, 1996, Noouchl-Kato Mizutani e Hasegawa, 1994). EERS
h Stevens Jr. E Tang (1987), citado por Corréa (1996), descreveram que exudatos
radiculares de Bidens pilosa reduziram significativamente o crescimento das plantulas de alface,
feijdo, milho e sorgo. As quatro espécies variaram, entretanto, com relagdo & sensibilidade aos
exudatos hidrofébicos e as dicotileddneas foram mais sensiveis do que as monocotileddneas.
Alface e feijdo apresentaram diferengas significativas em relagdo ao controle em cada dado
amostrado. As duas monocotileddneas, milho e sorgo nio apresentaram diferencas significativas
entre tratamentos e controle 5 dias apds a semeadura; porém, apresentaram diferengas num
estadio posterior do experimento. Os autores sugeriram que a auséncia de resposta no milho
durante o desenvolvimento inicial da plantula pode ter sido devido & quantidade de reserva
presente no endosperma, a qual poderia ter propiciado nutrientes por um longo periodo de tempo,
maior que para outras espécies. Nesse trabalho, foi atribuido ao processo de absor¢do de
nutrientes, o modo de a¢do desses aleloquimicos. Notou-se, ainda, que o sorgo que tem uma
semente menor, respondeu menos que o feijio ou alface, indicando a auséncia de sensibilidade das

duas monocotileddneas.

1.2.4 Efeitos de substincias sobre a divisio celular

Substancias que afetam a divisio comprometem o crescimento e o desenvolvimento

dos seres vivos.
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A inibiggo do crescimento das plantas, sob a agdo de compostos quimicos, pode ser
indireta ou direta, ou ambas, simultineamente (Deuber, 1992). Esse autor descreve que a inibi¢io
indireta resulta da redugdio da divisdo celular, da interferéncia na sintese de proteinas, enzimas,
acidos nucléicos e horménios, como o AIA, alteracdes morfologicas, bloqueio do fluxo da seiva,
etc. Ja a inibicdo direta é resultado da agfio do composto quimico sobre o alongamento celular.
Esse alongamento ocorre em fungdo do aumento da plasticidade da parede celular. Com a
alteragdo da plasticidade, as paredes celulares podem deixar de se distender, ou apresentarem
distengdes maiores que o normal e desuniformes dentro dos tecidos, facilitando o seu
alongamento, no todo ou em partes, ocasionando células grandes, disformes, diferentes do padrdo
do tecido que compde com as paredes celulares mais delgadas. Esse mecanismo de agdo pode
estar ou n3o associado a inibi¢do da divisdio do micleo (cariocinese) ou a divisio da célula
(citocinese).

Varios trabalhos tém demonstrado o efeito de substincias sobre a divisio celular.
Hallak (1995) demonstrou que o efeito de Sorgoleone (exudato de raizes de sorgo) sobre
plantulas de feijdo de 7 dias, em concentragdes de 0,01 mM e acima, reduziu o nimero de células
nas fases de profase, metafase e anafase, quando comparadas a testemunha. Entre as células em
metafase, a autora observou metafases colchicinicas, células poliploides, pontes e fragmentos em
anafase e telofase.

Shehad (1980), estudando o efeito de alguns alcoois alifaticos e 4lcoois extraidos de
Euphoria granulata e Pulicaria crispa, demonstrou que todos os alcoois usados tém um potente
efeito antimitotico sobre células de raizes de cebola, verificando, também, determinadas anomalias
na divisdo celular, tais como: cromossomos pegajosos, distirbios na metafase
(pseudofusos, redugio somatica e ndo orientagio dos cromossomos), fuso multipolar,
cromossomos atrasados, pontes, metafases e anafases C, cromossomos contraidos e células
multinucleadas.

Outros autores também tém demostrado o efeito de alcoois alifaticos sobre o indice
mitdtico e sobre aberragdes cromossdmicas (Bart Helmess, 1957; Bobak, 1966 ).

O efeito de raios gama, etil-metano-sulfato (EMS) e N-nitroso N-metil urea (NMU),
foi verificado sobre a freqiiéncia de quiasma em dois cultivares de Lycopersicon esculentum Mill.
(CO.2 e Pusa Ruby). Todos os mutagénicos testados diminuiram a freqiiéncia de quiasma, quando

comparados com o controle. Especialmente na cultivar C0.2, raios gamas causaram uma grande
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redu¢do na freqiiéncia de quiasmas, mais do que as substincias NMU e EMS. A redugio da
freqiiéncia de quiasmas pode ser atribuida a fendmenos naturais e a potencial mutagénico, como as
mudangas na complexa estrutura ou na natureza dos genes responsaveis pela formagio de
quiasmas (Jayabaldn e Rao, 1987).

Pesquisas sobre os efeitos fisiologicos do acido ascorbico em plantas tém demonstrado
que a propor¢do da progessdo de células meristematicas de raizes no ciclo celular, pode ser
observada pelo nivel de acido ascorbico celular. Quando o conteido de acido ascorbico de células
ativamente proliferando diminui, a divisdo celular para no periodo G1, mas pode ser restabelecida
por suplemento exégeno de acido ascérbico (Liso, 1984, citado por Arrigoni et al. 1989). Arrigoni
et al. (1989) sugerem a hipotese de que o acido ascorbico pode ter um papel regulatério na
proliferagdo de células durante o periodo GI.

Extratos aquosos de duas plantas medicinais, Alpinia nutans Rosc. e Pogostemum
heyneanus Benth., foram testados in Vivo, quanto as suas atividades clastogénicas e aneugénicas
em células de medula 6ssea de ratos Wistar e células meristematicas de cebola. Os extratos so
mostraram efeitos em células meristematica de cebola, apresentando grande toxidade nas
concentragdes mais altas e efeito inibitério do ciclo celular nas concentragdes mais baixas. A
auséncia de aberragdes estruturais em células meristematica de raizes de cebola, tais como
quebras, sugere que os extratos atuam exclusivamente como um agente toxico sobre a formagio
do fuso mitdtico, por ndo possuirem agio quimica sobre o0 DNA ou sobre o complexo DNA-
proteina. (Dias e Takahashi, 1994).

Chiatante, Levi e Sparvoli (1986) verificaram o efeito de duas substincias (dibutriril
CAMP e butirato de sodio) sobre o ciclo celular de raizes de alface. Foi observado que as duas
substéncias testadas provocam um decréscimo no indice de marcag¢ao atribuido por uma parada do
ciclo celular em Gl e, possivelmente, em G2.

Spano e Takahashi (1981) observaram que os efeitos da droga Niridazole, utilizada no
tratamento da esquistossomose, ndo foi capaz de induzir mutagGes recessivas letais ligadas ao
cromossomo X de Drosophila melanogaster (60 - 960 mg/100ml de meio de cultura), assim como
n3o induziu alteragdes cromossdmicas em células de medula 6ssea de ratos Wistar, quando o
tratamento foi feito com 5,0 e 10,0 mg/100g de peso animal; porém, induziu um ndimero
estatisticamente significativo de aberracdes cromossémicas em células tratadas com 15,0 mg/100g

de peso animal. Quando a droga foi empregada em altas concentragdes (1,22 - 9,76 g/l de agua),



afetou o indice mitético de células meristematicas de raizes de cebola, causando uma acentuada
diminui¢do no nimero de células em mitose. Os autores verificaram, ainda, que as maiores
concentragdes (4,88 € 9,76 g/l de 4gua) causaram divisdes mitoticas anormais, tais como: anafases
tripolares e desorganizagiio na migragio normal dos cromossomas para os poélos celulares,
“stickiness”, aumento no grau de condensagdo dos cromossomos durante a metafase e inibi¢do da
formagao do fuso celular.

Estudos da a¢do do pesticida organofosforado “Crufomato” em fémeas de Bos tqurus
(L.), expostas por um periodo de 54 semanas, demonstrou, em analises cariotipicas de culturas
temporarias de 72 horas de linfocitos de sangue periférico, que apos 18 e 54 semanas de
tratamento, ocorreu um aumento significativo da freqiiéncia de células com aberragGes
cromossomicas estruturais (principalmente falhas cromatidicas). As fémeas expostas ao pesticida
foram cruzadas com um reprodutor cariotipica e fenotipicamente normal, e foi verificado que os
bezerros concebidos durante o experimento também apresentavam aumento significativo de
aberragdes cromossdmicas estruturais, quando comparados com o controle (Stocco et al. 1981).

Substancias como colchicina, 8-hidroquinoleina, hidrato de coral, entre outras, s3o
muito usadas pelos citogeneticistas como substancias antimitoticas, A principal ag@o dessas
substincias € a parada do ciclo mitético através de alteragdes na formagdo das fibras do fuso
mit6tico. A colchicina tem a particularidade de ser uma substancia extraida de raizes de Colchicum
autumnale e pode ser considerada como uma substincia de acdo alelopatica, porque na sua
presenca, mesmo em concentragdes baixas, ocorrem mudangas no estadio coloidal do citoplasma,

principalmente na formagdo das fibras do fuso.

1.2.5 Descricdo das espécies utilizadas neste trabalho

1.2.5.1 Angico-vermelho (Anadenanthera peregrina.(L.) Speg)

Familia: Mimosaceae

Arvore perenifolia a semicaducifélia, comumente com 8 a 20 m de altura e 30 a 50

cm de DAP, podendo atingir até 30 m de altura e 90 cm de DAP na floresta estacional. No
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Cerrado e na Caatinga, o angico-vermelho apresenta porte menor, com altura variando de 3 m a
15 m. Tronco: reto ou tortuoso; fuste com até 13 m de altura. Ramificagdo: cimosa, dicotomica.
Copa abaulada com galhos apresentando aculeos e lenticelas. Casca externa geralmente parda-
grisacea e acinzentada e com muitas variacdes em sua morfologia, como: a) completamente
coberta de aciileos, escura, profundamente gretada, aspera, apresentando arestas salientes; b) com
poucos acileos e c) pode ser lisa, totalmente desprovida de actileos e ter fissuras longitudinais
pouco profundas. Casca interna esbranquigada. Folhas: bipinadas com até 30 pares de foliolos
opostos e 60-80 pares de folidlulos; peciolo com glandula preta elipsoide, localizada junto a
inser¢do e mais algumas menores entre os ultimos pares de foliolos. Flores: hermafroditas;
brancas, pequenas, reunidas em capitulos globosos axilares ou terminais. Suas flores divergem dos
outros angicos pela presenga de uma glandula nas anteras. Frutos: foliculo achatado, deiscente,
coridceo, castanho-avermelhado, com superficie rugosa e dotada de pequenas excrescéncias, com
15 cm a 32 ¢cm de comprimento por 2 cm a 3 cm de largura. Cada fruto contém 8 a 15 sementes.
Os frutos variam na forma e seus caracteres nio permitem distinguir as espécies com seguranca.
Sementes: castanha a pardo-avermelhada-escura, brilhante, orbicular, lisa, sem asa, comprimida ou
achatada, com pequena reentrancia hilar, com 2 cm de comprimento ¢ 1,5 cm de largura.
(Carvalho, 1994)

1.2.5.2 Canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.)

Familia: Caeasalpinaceae

Planta decidua, heliéfita, pioneira, caracteristica de floresta latifolia semidecidua da
bacia do Parana. Ocorre preferencialmente em solos argilosos, umidos e profundos de beira de
rios, tanto na floresta primaria densa como em formagdes secundarias. Apresenta dispersdo ampla
e abundante. Sua altura é de 15 - 25 metros , com tronco de 50 - 70 cm de didgmetro. Folhas
compostas bipinadas, com 12 - 20 pares de pinas e 20 - 30 pares de folicolos por pina. Floresce
abundantemente durante os meses de dezembro - fevereiro. A maturagdo dos frutos verifica-se
nos meses de mar¢o - abril, entretanto, suas pequenas vagens permanecem na arvore durante
muitos meses. Como planta rastica e de rapido crescimento, € dtima para a composi¢do de

reflorestamento mistos de areas degradadas de preservacdo permanente.(Lorenzi, 1992)



CAPITULO 2.

POTENCIAL ALELOPATICO DO ANGICO-VERMELHO
(Anadenanthera peregrina (L.) Speg.): EFEITOS SOBRE A GERMINACAO
E DESENVOLVIMETO DE RAIZ E HIPOCOTILO DE ALFACE (Lactuca sativa L.) E
CANAFISTULA (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.)

2.1 INTRODUCAO

E conhecido que as plantas competem entre si por luz, 4gua e nutrientes, levando
todas as que vivem em comunidade a uma luta constante por espago. Esse fato é de extrema
importancia para a sobrevivéncia dos individuos e da propria espécie. Com esse propodsito, as
plantas tém desenvolvido mecanismos de defesa que se baseiam na sintese de determinados
metabdlitos secundarios que serdo liberados no ambiente.

Borges et al. (1994) sugerem que durante o estabelecimento da vegetagdo ocorrem
interferéncias entre espécies. A alelopatia, que € a a¢do de uma espécie sobre a outré, se faz
através da liberagdo de substincias quimicas para o meio, e contribui para aumentar o grau de
interferéncia e determinar a sobrevivéncia de uma espécie sobre outras.

Ja foi observado anteriormente que a elevada concentra¢do de bufotenina nas
sementes € partes vegetativas do angico-vermelho pode ter um importante papel para a
sobrevivéncia da planta, promovendo, provavelmente, protegdo contra animais ou insetos

predadores (Fellows e Bell, 1971). O alcaloide bufotenina, ou talvez um outro aleloquimico
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existente no angico-vermelho, poderiam atuar inibindo o crescimento e/ou desenvolvimento de
outras plantas, fazendo com que o angico-vermelho tenha sucesso em testes de competicdo.

Outra observagio indireta do potencial alelopatico do angico-vermelho é o fato dessa
espécie apresentar entre 13,6% e 20% de tanino em seus frutos e na casca do caule (Carvalho,
1994). Os taninos do tipo hidrolisavel (os mais comuns sdo os ésteres do acido galico) sdo
conhecidos como inibidores da germinagio das sementes, do crescimento das plantas e também
das bactérias fixadoras de nitrogénio e das nitrificantes do solo (Almeida, 1988).

Suspeitou-se de um possivel efeito alelopatico do angico-vermelho quando se
verificou a ocorréncia de clareiras em um reflorestamento realizado com espécies florestais nativas
as margens da Represa de Camargos em Itutinga -MG. Como neste tipo de reflorestamento
deseja-se que a cobertura do solo ocorra rapidamente, procurou-se, neste trabalho, averiguar o
potencial alelopatico do angico-vermelho sobre a germinagio de alface e canafistula, para se
poder, no futuro, ter uma melhor escolha das espécies florestais a serem utilizadas em processos

de reflorestamento.

2.2 MATERIAL E METODOS

A avaliagdo da potencialidade alelopatica do angico-vermelho foi feita através de
aplicagdes de extratos aquosos foliares de plantas adultas e de mudas sobre a germinagio de uma
planta teste, a alface cv. Baba e de uma das espécies nativas utilizadas no reflorestamento das

margens da Represa de Camargos em Itutinga - MG, a canafistula.

2.2.1 Coleta e preparo das folhas

As folhas de plantas adultas e de mudas foram coletadas numa mata de sucessio
secundaria do campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde ha dominincia de angico-
vermelho em varios estadios vegetativos. Como mudas, foram consideradas plantas entre 20 a 30

cm de altura, provenientes do sub-bosque desta mata.
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ApOs a coleta, as folhas foram colocadas em estufa de secagem a 45° C, até as mesmas
atingirem peso constante.

As folhas secas foram trituradas em ligiiidificador e peneiradas (malha de 0,5 mm), até
obten¢do de um p6 homogéneo. O po6 de folhas secas foi estocado em recipientes de vidro,; em
freezer.

A metodologia empregada foi realizada de acordo com Sangeinga e Swift (1992), com

modifica¢des.

2.2.2 Obtencio e aplicacdo dos extratos aquosos

Os extratos aquosos de folhas foram preparados no Laboratério de Citologia e
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, em diferentes
concentragdes do po de folhas secas em peso por volume de agua bidestilada e deionizada nas
concentragdes de 2%, 4%, 8% e 16%, por 2 horas, em temperatura ambiente. Para a concentra¢io
0% (testemunha), foi utilizada agua destilada e deionizada.

Como o pé de folhas secas mostrou-se insolivel em agua, promoveu-se uma agitagio
manual com bastdo de vidro até ocorrer homogeneizagio.

Apos um periodo de 2 horas, os extratos foram filtrados em pano tipo “gaze” e
centrifugados a 5000 RPM por 5 minutos, sendo novamente filtrado em papel filtro. Foram
tomados os valores do pH das solugdes. Esses foram se tornando mais acidos 4 medida que
aumentaram as concentragdes. Para o extrato aquoso de folhas de mudas, o pH variou de 6,00 a
5,36, € para o extrato de folhas adultas 5,70 a 5,20, nas concentragdes de 2 a 16%,
respectivamente.

A instalagdo do teste de germinacdo foi realizada no Labotério de Sementes Florestais
do Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Lavras, utilizando-se
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2 x 5, sendo 2 extratos (folhas
adultas e de mudas) e 5 concentragdes (0%, 2%, 4%, 8% e 16%) para cada espécie receptora.
Cada parcela foi constituida de uma caixa gerbox contendo 25 sementes em 8 repeti¢des por
tratamento, em germinadores tipo Mangelsdorf.

Antes de iniciar o teste de germinag@io, procedeu-se i quebra de dorméncia das

sementes de canafistula colocando-as em agua imediatamente apds a fervura e deixando-as resfriar
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por 24 horas (Davide, Faria e Botelho, 1995). As sementes das duas espécies foram colocadas em
caixas gerbox, utilizando-se como substrato papel germibox autoclavado. Os substratos de cada
tratamento foram umedecidos com 7 ml dos extratos aquosos, nio sendo necessario umedecé-los
novamente durante o teste.

Os gerbox foram colocados em germinadores com luz constante e regulados a 20° C
para os tratamentos com alface e a 25°C para os tratamentos com canafistula.

Procederam-se avaliagGes por 7 dias com contagens diarias, utilizando-se dois critérios
para considerar as sementes como germinadas:

1° Critério: sementes germinadas apresentando protusio da radicula, de acordo com o
conceito botdnico de germinacio.

2° Critério: plantulas apresentando raiz e hipocétilo bem desenvolvidos e folhas
cotiledonares abertas, sempre tomando como base a testemunha para fins de comparagio entre
plantulas. Esse critério seguiu-se de acordo com o conceito tecnologico de germinagio. A
primeira contagem iniciou-se no 4° dia do experimento, seguindo prescrigdes da Regra de Analise
de Semente (BRASIL, 1992) e prosseguiu até o 7° dia (final do experimento).

Para a canafistula, realizou-se somente o teste de germinagio de acordo com o 1°
critério, porque a partir do 8° dia a incidéncia de fungos contaminantes era muito grande, e seriam
necessarios 20 dias para a utilizagdo do 2° critério.

Com os dados das contagens diarias, procedeu-se o calculo do indice de velocidade
de germinagdo (IVG), segundo Maguire (1962) para cada critério adotado.

IVG = Gi/N; + Gy/Ny + ... + G/N, onde:

Gi, Gz e G, = numero de plantulas normais no 1°, 2° e tltimo dia de contagem;

Ni, Nz, N, = niimero de dias que as sementes levaram para germinar, até o enésimo dia
da contagem.

Para as avaliagdes do comprimento da raiz e do hipocétilo, as plantulas germinadas
foram fixadas e armazenadas em alcool 70%, no final do 7° dia do experimento. As medi¢des
foram realizadas com paquimetro, utilizando-se dez raizes e hipocétilos para alface, e oito raizes e

hipocétilos para canafistula.
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2.2.3 Analise Estatistica

Para se realizar as analises estatisticas, foram verificadas algumas pressuposi¢des para
a realizagdo da andlise de varidncia. Foram realizados testes de homogeneidade e normalidade dos
erros, sem transformac&o dos dados. Para a anilise de regressio, utilizou-se a equagdo que melhor

se ajustou aos dados.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos dados obtidos demonstrou que ndo houve diferenga significativa entre os
extratos utilizados (folhas de mudas e folhas adultas) sobre as caracteristicas analisadas,
utilizando-se sementes de alface (Tabela 1), havendo efeito somente das concentragdes
empregadas. Isso indica que o estddio de desenvolvimento das folhas de angico-vermelho nio foi

um fator determinante do efeito alelopatico.

TABELA 1 - Resumo das analises de varidncia para os valores de germinagdo (GERM 1 e 2) e
IVG (IVG 1 e 2) de sementes de alface, de acordo com o conceito botanico de
germinagdo (1) e com o conceito utilizado em tecnologia de sementes para
germinagdo (2). UFLA, Lavras, 1997

QUADRADO MEDIO
FV. GL GERM. 1 IVG 1 GERM 2 IVG2
EXTRATO (E) 1 26.45 6.87 28.80 1.72
CONCENTRACAO (C) 4 60.80 278.54 ** 20477.30 ** 666.51 **
Int (E X C) 4 102.20 8.87 ** 74.30 3.62
C. d. Extrato (muda) 4 179.63 **
Modelo 2 - 348.71 ** - -
Desvio do modelo 2 - 10.56 * - -
C. d. Extrato (adulta) 4 107.77 **
Modelo 2 - 428.35 ** - -
Desvio do modelo 2 -- 0.91 - -
RESIDUO 70 55.22 2.32 90.85 8.19
CV (%) 8.74 9.30 29.42 50.81

*) e (**) - significativo aos niveis de 5 % e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F
I~
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Nesta mesma tabela observou-se que o critério de avaliag@o dos efeitos de substancias
alelopaticas n3o pode ser detectado pela simples protusdo da radicula, uma vez que o efeito
alelopatico pode estar atuando ndo so na emergéncia radicial, mas também no desenvolvimento
inicial das plantulas.

O indice de velocidade de germinagio (IVG) foi um melhor indicador do efeito
alelopatico do que a percentagem de germinacio, pois mostrou-se significativo nos dois critérios
de germinagdo adotado (boténico e tecnologico). Este dado é importante quando se deseja testar

a capacidade das sementes estabelecerem-se em condi¢des de campo, uma vez que o IVG esta

U

diretamente relacionado com o vigor das sem%/\ Tabela 1 também pode-se observar que o ‘

ciente c—ig—van—ag—:;o":i;s\caractensncas germinagio (GERM 2) e indice de velocidade de ,’
germiacdo (IVG 2) de sementes de alface, de acordo com o conceito tecnolégico, apresentou /
valores altos. Este fato pode ter ocorrido devido ao grau de dificuldade de se avaliar o |
experimento através deste critério, pois necessita-se de uma pratica muito grande em testes de l

germinagdo e conhecimentos espec1ﬁcos da morfoloma da plantula para consideré-la como normal }

UOmputa-la como germinada. Venﬁcou-se tambem nesta mesma Tabela, que o critério de
germinagéo, de acordo com o conceito boténico, foi mais preciso por ter coeficientes de variagio
mais baixos; porém, este critério mostrou-se menos eficiente para verificar o efeito alelopatico.

Na Tabela 2 observaram-se as médias da germinagdo das sementes de alface, de
acordo com o conceito da tecnologia de sementes. As médias demonstram um estimulo da
germinagdo e do IVG na menor concentragio dos extratos aquosos (2%), seguido de um
decréscimo nas concentrag:oes mals altas. Esse dado coincide com os dados encontrados por

@ Mansour e Abdel Hady (1990) ‘que também encontraram uma aparente promo¢io da
germinagio de trés especws utilizadas como receptoras, na concentragdo 2% do extrato aquoso de

Anastatica hierochuntica, seguido do decréscimo nas concentragbes mais altas (4%, 6% e 8%).



21

TABELA 2 - Valores médios de germinagio e do indice de velocidade de germinagdo (IVG) de
sementes de alface, de acordo com o conceito da tecnologia de sementes,
submetidas aos extratos aquosos de angico-vermelho. UFLA, Lavras, 1997.

CONCENTRACAO (%) GERMINACAO (%) IVG
0 68.00 11.45
2 72.75 13.58
4 21.25 13.14
8 0 0
16 0 0

O estimulo principalmente da germinagdo, na concentracio 2% dos extratos, pode ser
devido a atuagdo de algum fitohorménio ou outra substancia estimuladora do desenvolvimento
e/ou crescimento, que podem ter sido extraidos junto com outras substancias das folhas durante o

s
preparo dos mesmosQegundo‘Lehman, Blun e Gerig (1994), numa planta nio sio encontrados
compostos individuais, m;; uma mistura complexa de diferentes compostos, muitos dos quais com
efeito alelopatico e, algumas vezes, uma unica substincia pode ter um efeito estimulante ou
da germinagdo tém efeitos estimulantes sobre esse processo, em baixas concentragdes, com 0s
inibidores parecendo agir sobre a atividade enzimatica e outras atividades fisiologicas da planta
(Mc Calla e Haskins, 1964, citado por Marqués, 1992).

Com relagdo ao comprimento da raiz e do hipocétilo das plantulas de alface,
observaram-se na Tabela 3, que as raizes tiveram seu comprimento afetado pela concentragdo dos
extratos € que o comprimento do hipocétilo apresentou efeito significativo em todas as causas de
variagdo. Essa diferenca de atuagdo dos extratos pode ser devido a uma maior precisio do
hipocotilo em detectar os efeitos do aleloguimico, pois estes foram sempre maiores sobre a fase
pos-germinagdo e principalmente sobre o crescimento do hipocétilo. Jacobi e Ferreira (1991) e
Corréa (1996) também observaram em seus experimentos que a parte aérea e as raizes
apresentaram respostas diferentes aos aleloquimicos, demonstrando que os mesmos afetam mais o

crescimento e/ou desenvolvimento das plantulas do que a germinagio.
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TABELA 3 - Resumo das andlise de varidncia para os valores de comprimento de raiz e
comprimento de hipocétilo de alface. UFLA, Lavras, 1997.

QUADRADO MEDIO
FV. GL Comprimento de raiz Comprimento de hipocétilo
EXTRATO (E) 1 11.65 127.84 **
CONCENTRACAO (C) 4 3207.39 ** 374.41 **
Modelo 1 11846.84** -
Int EXC) 4 36.72 46.42 **
C. d. Extrato (muda) 4 340.42 **
Modelo 2 -- 1055.17**
Desvio do modelo 2 -- 102.17 **
C. d. Extrato (adulta) 4 80.42 **
Modelo 2 -- 239.33 **
Desvio do modelo 2 - 2745 *
RESIDUO 70 18.36 7.43
CV (%) 23.23 19.63

(*) e (**) - significativo aos niveis de 5 % e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F

Na Figura 1 observaram-se que os efeitos dos extratos aquosos de folhas de mudas e o
de folhas adultas apresentaram comportamentos diferentes sobre o IVG de sementes de alface, de
acordo com o conceito botdnico de germinagio, mas ficou evidenciado que os efeitos dos extratos
sobre 0 IVG de sementes de alface foram inversamente proporcionais ao aumento das
concentragdes, com excegdo da concentragio 2% do extrato de folhas de mudas, que apresentou
um pequeno estimulo. A Figura 2 também demonstrou que o comprimento de raiz de alface foi

diminuindo a medida que aumentaram as concentragdes dos extratos
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FIGURA 1- Efeito de extratos aquosos de folhas (muda e adulta) de angico-vermelho sobre o
indice de velocidade de germinagio (IVG) de sementes de alface, de acordo com o
conceito botinico de germinagdo. UFLA, Lavras, 1997.
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FIGURA 2- Efeito dos extratos aquosos de folhas (muda e adulta) de angico-vermelho sobre o
comprimento das raizes de alface. UFLA, Lavras, 1997.
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Na Figura 3 observou-se o efeito dos extratos aquosos sobre o comprimento do
hipocétilo de alface, mas como houve um estimulo na concentragio 2% dos dois extratos, a
equagdo linear apresentou coeficientes de determinagiio baixos, sendo r° = 0,7749 para extrato de
folhas de mudas e r* = 0,7440 para o extrato de folhas adultas. Uma explicagdo para o estimulo
ocorrido no comprimento do hipocétilo de alface na concentragdo 2%, pode ser também a atuagio
de algum estimulador do crescimento da parte aérea, tais como fitohormonios, que foram
extraidos das folhas durante a preparagdo dos extratos. Estas trés figuras demonstraram que os
extratos de angico-vermelho apresentam efeitos alelopaticos sobre o vigor e o desenvolvimento

das pléntulas de alface.
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FIGURA 3 - Efeito dos extratos aquosos de folhas (muda e adulta) de angico-vermelho sobre o
comprimento do hipocétilo de alface. UFLA, Lavras, 1997.

Em geral, os efeitos fitotoxicos dos extratos aquosos foliares de angico-vermelho
(folhas de mudas e folhas adultas), nas plantulas de alface, foram tio maiores quanto maior foi a
concentracdo dos extratos, ocorrendo, principalmente, nas concentragdes de 4%, 8% e 16%,

radiculas engrossadas, curtas e necrosadas. Nas concentra¢es mais baixas (2% e 4%), os extratos
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de angico-vermelho aparentemente ndo afetaram a morfologia da parte aérea das plantulas de
alface. Somente nas concentragdes mais altas (8% e 16%), o hipocotilo de alface apresentou-se

mais curto e engrossado e pouco desenvolvido (Figuras 4 e 5 ).

FIGURA 4 - Plantulas de alface submetidas as diversas concentragdes dos extratos aquosos de
folhas de mudas de angico-vermelho. a - testemunha; b, ¢, d, e - extratos a 2 %;
4 %:; 8 % e 16 %, respectivamente. UFLA, Lavras, 1997



FIGURA 5 - Plantulas de alface submetidas as diversas concentragdes dos extratos aquosos de
folhas adultas de angico-vermelho.. a - testemunha; b, ¢, d, e - extratos a 2 % ; 4 %;
8 % e 16 %, respectivamente. UFLA, Lavras, 1997.
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As plantulas de canafistula ndo foram avaliadas sob o aspecto visual de sitomas da
fitotoxidade, pois com apenas 7 dias de germinagdo, as plantulas apresentavam um
desenvolvimento muito desuniforme, mesmo na testemunha (Figuras 6 e 7), o que dificultaram
muito as avaliagdes, e poderia levar a erros de interpretagdo. Além do mais, ndo se tem na

literatura uma regra definida para se considerar plantulas normais de canafistula.

FIGURA 6- Plantulas de canafistula submetidas as diversas concentra¢des dos extratos aquosos
de folhas de mudas de angico-vermelho.. a - testemunha; b, ¢, d, e - extratos a 2 %;
4 %; 8 % e 16 %, respectivamente. UFLA, Lavras, 1997.
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FIGURA 7 - Plantulas de canafistula submetidas as diversas concentragdes dos extratos aquosos
de folhas adultas de angico-vermelho.. a - testemunha; b, c, d, e - extratos a 2 %:;
4 %; 8 % e 16 %, respectivamente. UFLA, Lavras, 1997.
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No estudo feito com canafistula, ndo foi possivel comparar os dois critérios de
germinago (tecnoldgico e boténico), por problemas de contamina¢io com fungos. Mas, foi
possivel verificar que os extratos de angico-vermelho inibiram a germinagdo das sementes, o
comprimento das raizes e hipocdtilos das plantulas e reduziram os valores do IVG.

Na Tabela 4 verificou-se que somente o fator concentragdo interferiu
significativamente sobre a germinagio de canafistula. Em relagdo ao IVG, pdde-se também
verificar que este mostrou-se mais efetivo para detectar diferengas, pois ocorreu diferenca
significativa entre os extratos aquosos, apesar da interagdo extrato x concentra¢do ndo ter sido
significativa. Na Figura 8 pode-se observar que o efeito dos extratos aquosos foi inversamente
proporcional as concentragdes, tanto para germinacdo como para o IVG de sementes de

canafistula.

TABELA 4 - Resumo das analise de varidncia para os valores de germinagdo (GERM), IVG,
comprimento de raiz (CR.), comprimento de hipocotilo (CH.) em canafistula.
UFLA, Lavras, 1997

QUADRADO MEDIO
FV. GL GERM. IVG. CR. CH.
EXTRATO (E) 1 12.80 2.55* 1301.28 ** 36.12 **
CONCENTRACAO (C) 4 532.00 ** 9.36 ** 114.29 ** 28.89 **
Int (EXC) 4 182.80 1.02 176.13 ** 13.88 *
C. d. Extrato (muda) 4 26.41 16.05 **
Modelo 2 - - 37.38 1554 *
Desvio do modelo 2 - - 15.45 17.68
C. d. Extrato (adulta) 4 264.0] ** 26.72 **
Modelo 2 - - 838.94 ** 102.76 **
Desvio do modelo 2 - - 2.79 1.38
RESIDUO 70 113.20 0.56 22.17 4.43
CV (%) 22.40 22.17 22.74 21.71

(*) e (**), significativo aos niveis de 5 % e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F
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FIGURA 8 - Efeito dos extratos aquosos de folhas (muda e adulta) de angico-vermelho sobre a
germinagdo e o indice de velocidade de germinagdo (IVG) de canafistula. UFLA,
Lavras, 1997.

Apesar de ndo se avaliar a plantula de canafistula até seu desenvolvimento completo
(20 dias), pode-se, aos 7 dias de desenvolvimento, obter medidas do comprimento do hipocétilo e
da raiz (Tabela 4).

Verificou-se, na anilise do comprimento da raiz, que todas as causas de variagio
foram significativas, porém, quando se procedeu o desdobramento da analise de variancia,
observou-se que o fator concentragio, dentro do extrato de folhas de mudas, ndo foi significativo
(Tabela 4 e 5). Em relagio ao comprimento do hipocétilo, observaram-se no quadro de analise de
variancia (Tabela 4), que todas as causas de variagio foram significativas; porém, verificaram-se
na Tabela 5 que as médias do comprimento do hipocétilo submetido ao extrato de folhas de
mudas ndo apresentaram uma relagio de proporcionalidade. Todavia, pode-se observar nas
proximas Figuras 9 e 10 que o extrato de folhas adulta apresentou efeito alelopatico sobre o
comprimento de raiz e hipocétilo. Na Figura 9 observou-se que o extrato de folha adulta diminuiu
o comprimento da raiz de canafistula a medida que, aumentaram-se as concentragdes,

apresentando um coeficiente de determinagio de 0,7944.



TABELA 5 - Valores médios do comprimento de raiz e do hipocotilo de canafistula, submentidos
a0 extrato de folhas de mudas. UFLA, Lavras, 1997.

CONCENTRACAO (%) COMPRIMENTO RAIZ (mm) COMPRIMENTO HIPOCOTILO (mm)

0 24.04 9.22
2 24.61 11.24
4 24.42 8.73
8 27.88 7.34
16 24.39 8.62
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FIGURA 9 - Comprimento de raiz de canafistula, submetida a extrato aquoso de folhas adultas de
angico-vermelho . UFLA, Lavras, 1997.



A Figura 10 demonstrou que o efeito do extrato de folhas adultas sobre o

comprimento do hipocétilo de canafistula foi tdo maior quanto maior foi a concentragio.

Y =-0,2833x + 12,076
r2=0,9611
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FIGURA 10- Comprimento de hipocétilo de canafistula, submetido ao extrato aquoso de folhas
adultas de angico-vermelho . UFLA, Lavras, 1997.

O fato de ter ocorrido efeito diferenciado dos dois extratos sobre o comprimento da
raiz e do hipocotilo de canafistula, pode ser explicado pela ocorréncia de dorméncia em suas
sementes €, a superacdo desta, pode ter afetado os resultados. Outro fator complicador pode ser o
tamanho da semente, que em canafistula apresenta uma variagdo muito grande no mesmo lote.
Carvalho (1986) determina que as sementes menores, por necessitarem de menor volume de agua,
s&0 as primeiras a germinar; em contrapartida, as de maior tamanho, por possuirem mais tecido de
reserva, originam plantulas de maior tamanho ou peso. Além disso, o0 experimento com canafistula
foi avaliado em somente 7 dias, esse fato também pode ter afetado os resultados.

Nem sempre os estudos a nivel de laboratério podem ser extrapolados para o campo,
mas sem eles ficaria muito dificil determinar as potencialidades alelopaticas de uma espécie, pois

no campo varios outros fatores podem estar atuando (competigdo e outros tipos de interferéncias,



além das alelopaticas) e estes poderiam mascarar as interpretagdes sobre o potencial de uma dada
especie. Corréa (1996) sugere que a alelopatia s6 podera ser aplicada de maneira mais segura e
objetiva, a medida que estudos mais aprofundados sejam realizados, a nivel de campo, casa de

vegetagdo e laboratério, de modo interativo e interdisciplinar.

2.4 CONCLUSOES

A avaliagdo da germinagdo, de acordo com o conceito tecnologico de germinagio de
sementes, demonstrou ser um método mais criterioso para a avaliagio das potencialidades
alelopaticas do angico-vermelho sobre a alface, quando comparada ao conceito botinico de

germinagio.

Os dois extratos (muda e adulta) diminuiram a taxa de germinagio, o IVG, o

comprimento de raizes e dos hipocdtilos das plantas receptoras (alface e canafistula),

Nas maiores concentragdes (8 e 16%) dos extratos de angico-vermelho, ocorreram

radiculas engrossadas, curtas e necrosadas nas plantulas de alface, caracterizando efeito fitotoxico.



CAPITULO 3

POTENCIAL ALELOPATICO DO ANGICO-VERMELHO (4nadenanthera peregrina (L)
Speg.): EFEITO SOBRE O CICLO MITOTICO EM PONTAS DE RAIZES DE ALFACE
(Lactuca sativa L. cv. Baba ) E CANAFISTULA (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.)

3.1 INTRODUCAO

Por apresentar distribui¢do nacional e réapido crescimento, o angico-vermelho tem sido
utilizado em programas de reflorestamento. Observacdes feitas a nivel de campo, tém
demonstrado que o seu bom desempenho pode ser devido ao seu potencial alelopatico.

Para Grankhov e Dichyh (1996), alelopatia é a interagio fisiologica e bioquimica entre
individuos, os quais se contactam no espago (interacdo alelopatica) ou no tempo (agdo pos-
alelopética) e, é também considerada um dos mais importantes fatores do crescimento e
renovagdo de plantas superiores em comunidade.

Até o momento, as indicagdes das potencialidades alelopaticas do angico-vermetho
sdo indiretas. Uma delas ¢ a presenga de 13,6 % a 20 % de tanino em seus frutos e na casca do
caule (Carvalho, 1994). A outra € a existéncia de uma concentragdo alta do alcaloide bufotenina
nas sementes € partes vegetativas do angico-vermelho. Fellows e Bell (1971) sugerem que a
presenca dessa substincia pode ter papel importante para a sobrevivéncia da planta, promovendo,

provavelmente, protecdo contra animais ou insetos predadores. Essa substancia poderia também



atuar inibindo o crescimento e/ou desenvolvimento de outras plantas, fazendo com que o angico-
vermelho tenha sucesso em testes de competi¢ao.

Além disso, no reflorestamento que esta sendo realizado nas margens da Represa de
Camargos em Itutinga-MG, verificou-se que algumas espécies nativas plantadas proximas ao
angico-vermelho ndo estavam apresentando bom desempenho, o que poderia ser atribuido a
liberagdo de aleloquimicos no ambiente, afetando o crescimento e/ou desenvolvimento das outras
espécies ao seu redor.

Os alcaloides promovem interagdes com o DNA (Wink e Latz-Briing, 1995),
provavelmente, promovendo inibigdo da divisio celular e, consegiientemente afetando o
crescimento e/ou desenvolvimento das espécies.

Por esses motivos, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito genotdxico dos
extratos aquosos de folhas de mudas e adultas do angico-vermelho (4nadenanthera peregrina
(L.) Speg. ) sobre o ciclo celular de alface e de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.)
Taub.), para se ter uma melhor escolha das espécies a serem utilizadas na recuperagdo de areas

degradadas.

3.2 MATERIAL E METODOS

A avaliagdo da potencialidade alelopatica do angico-vermelho foi feita através de
aplicagbes de extratos aquosos foliares de plantas adultas e de mudas sobre a germinacdo de uma
planta teste, a alface (Lactuca sativa L) cv. Baba, e de uma das espécies nativas utlizadas no
reflorestamento das margens da represa de Camargos em Itutinga-MG, a canafistula (Pe/tophorum
dubium (Spreng.) Taub.).

3.2.1 Coleta e preparo das folhas

As folhas de plantas adultas e de mudas foram coletadas numa mata de sucessio

secundaria do campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde ha domindncia de angico-



vermelho em vérios estadios de desenvolvimento vegetativo. Como mudas, foram consideradas
plantas entre 20 a 30 cm de altura, provenientes de sementes retiradas do sub-bosque desta mata.

Apos a coleta, as folhas foram colocadas em estufa de secagem a 45° C, até as mesmas
atingirem peso constante.

As folhas secas foram trituradas em liqiidificador e peneiradas (malha de 0,5 mm) até
obtencdo de um po homogéneo. O p6 de folhas secas foi estocado em recipientes de vidro, em
freezer.

A metodologia empregada foi realizada de acordo com Sangeinga e Swift (1992), com

modificagdes.

3.2.2 Obtencio e aplicaciio dos extratos aquosos

Os extratos aquosos de folhas foram preparados no Laboratorio de Citologia e
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, em diferentes
concentragdes do p6 de folhas secas em peso por volume de agua bidestilada e deionizada nas
concentragdes de 2%, 4%, 8% e 16%, por 2 horas em temperatura ambiente. Para a concentragio
0%, foi utilizada 4gua destilada e deionizada.

Como o pé de folhas secas mostrou-se insolivel em agua, promoveu-se uma agitagio
manual com bastdo de vidro até ocorrer homogeneizacio.

Ap6s um periodo de 2 horas, os extratos foram filtrados em pano tipo “gaze” e
centrifugados a 5000 RPM por 5 minutos, sendo novamente filtrado em papel filtro. Foram
tomados os valores do pH das solugdes. Estes foram se tornando mais acidos, 4 medida que
aumentaram as concentragdes. Para o extrato aquoso de folhas de mudas, o pH variou de 6,00 a
5,36 e para o extrato de folhas adultas, de 5,70 a 5,20, nas concentrages de 2 a 16%,
respectivamente.

3.2.3 Anailise citogenética

Para verificar a atividade genotoxica dos extratos aquosos de angico-vermelho, foi
montado um experimento no Laboratério de Propagagio de Plantas do Departamento de Ciéncias

Florestais da Universidade Federal de Lavras, em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
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em esquema fatorial 2 x 5, sendo 2 extratos (folhas adultas e de mudas) e 5 concentragoes (0%,
2%, 4%, 8% e 16%) para cada espécie receptora (alface e canfistula). Cada parcela foi
constituida de uma caixa gerbox contendo 25 e 50 sementes para canafistula e alface,
respectivamente, em 4 repeti¢des por tratamento.

Antes de iniciar a germinagio para a coleta das raizes, procedeu-se & quebra de
dorméncia das sementes de canafistula, colocando-as em agua imediatamente apos fervura e
deixando-as resfriar por 24 horas (Davide, Faria e Botelho, 1995). As sementes das duas espécies
foram colocadas em caixas gerbox, utilizando-se como substrato papel germibox autoclavado. Os
substratos de cada tratamento foram umedecidos com 7 ml dos extratos.

Os gerbox foram colocados em germinadores tipo Mangelsdorf com luz constante,
regulados a 20° C para os tramentos com alface e a 25°C para os tratamentos com canafistula.

Quando as raizes das plantulas receptoras atingiram aproximadamente 5 mm de
comprimento foram coletadas, fixadas em Carnoy (alcool etilico absoluto e acido acético glacial,
3: 1) por 24 horas e estocadas em lcool 70% em geladeira.

As raizes foram hidrolizadas em acido cloridrico (Hcl) 1N a 60° C, sendo utilizados 8
minutos para alface e 10 minutos para canafistula. O tempo de hidrolise para cada espécie foi
previamente determinado em pré-testes. As raizes de alface foram coradas com reativo de Schiff
(aproximadamente por 15 minutos) e as de canafistula com Giemsa a 2%, em tampao fosfato, por
10 minutos. As raizes foram esmagadas com acido acético 45% e as laminas foram montadas com
Entellan.

Utilizaram-se 5 raizes por parcela, onde foram observadas 5000
células/tratamento/espécie. Foram analisados o indice mitotico (n° total de células em divisdo/ n°
total de células analisadas x 100) e ocorréncia de anomalias nas diferentes fases da divisdo.

Para verificar o comportamento das fases da mitose, obteve-se um indice para cada

fase (profase - IP; metafase - IM; anafase - IA; telofase - IT).

3.2.4 Analise Estatistica

Para se realizar as analises estatisticas, foram verificadas algumas pressuposi¢des para

a realizagdo da analise de varidncia. Foram realizados testes de homogeneidade e normalidade dos



erros, sem transformacio dos dados. Para a analise de regressdo, utilizou-se a equacgio que melhor

se ajustou aos dados.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com excegdo do indice de anafase em alface (Tabela 1) e do indice de telofase em
canafistula (Tabela 2), ndo se observaram diferengas significativas entre os efeitos dos extratos
utilizados (folhas de mudas e folhas adultas) sobre as caracteristicas do ciclo celular.

As diferentes concentragdes dos extratos, no entanto, mostraram-se significativamente
diferentes para todas as caracteristicas analisadas em alface (Tabela 1) e para o indice mitético e
de profase em canafistula (Tabela 2).

Como ja havia sido observado no capitulo 2 dessa dissertagdo, o estadio de
desenvolvimento vegetativo das folhas de angico-vermenlho nio foi um fator determinante do

efeito alelopético, uma vez que os dois extratos afetaram o ciclo celular

TABELA 1 - Resumo das anlises de varidncia para os valores de indice mitotico (IMT), indice de
profase (IP), indice de metafase (IM), indice de anafase (TA) e indice de teléfase (IT)
em c€lulas meristematicas de raizes de alface, submetidas aos extratos de folhas de
angico-vermelho. UFLA, Lavras, 1997.

QUADRADO MEDIO
F.V. GL IMT IP IM IA IT
EXTRATO (E) 1 10.48 1.28 0.94 0.26 ** 0.29
CONCENTRAGCAO (C) 4  398.39*¢  280.63 ** 1.98 ** 0.41 ** 2.42 %=
Int (E X C) 4 57.150 63.49 * 0.10 0.02 0.08
C. d. Extrato (muda) 4 230.64 **
Modelo 2 - 836.59 ** - - -
Desvio do modelo 2 - 28.66 - - -
C. d. Extrato (adulta) 4 113.48 *
Modelo 2 - 114.66 * - - -
Desvio do modelo 2 - 113.08 ** -- - -
RESIDUO 70 23.19 22.48 0.12 0.03 0.12
CV (%) 14.11 14.73 37.96 4427 58.04

(*) e (**) - significincia aos niveis de 5 % e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F



TABELA 2 - Resumo das analises de varidncia para os valores de indice mitotico (IMT), indice
de profase (IP), indice de metafase (IM), indice de anafase (IA) e indice de telofase
(IT) em células meristematicas de raizes de canafistula, submetidas aos extratos de
folhas de angico-vermelho. UFLA, Lavras, 1997.

QUADRADO MEDIO
F.V. GL IMT IP IM IA IT
EXTRATO (E) 1 49.66 47.98 0.11 0.03 0.25 *
CONCENTRACAQ(C) 4  152.54*= 139.35 ** 0.17 0.12 0.01
Int (E X C) 4 57.05 * 55.43 * 0.15 0.02 0.04
C. d. Extrato (muda) 4 92.99 ** 85.04 *=
Modelo 2 122 .64 ** 111.72 ** - -- -
Desvio do modelo 2 4.01 5.00 - - -
C. d. Extrato (adulta) 4 116.61 ** 109.74 **
Modelo 2 413.05 ** 391.09 ** - - -
Desvio do modelo 2 17.80 15.96 - - -
RESIDUO 70 19.00 17.87 0.23 0.06 0.05
CV (%) 14.83 15.40 42.76 69.52 57.79

(*) e (**) - significancia aos niveis de 5 % e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F

O efeito dos aleloquimicos do angico-vermelho sobre o ciclo celular de alface foi
devido a alteragdes ocorridas em todas as fases da mitose, enquanto que em canafistula, as
alteragbes na profase foram as responsaveis pelos resultados. Tanto na Tabela 1, como na Tabela
2, foi possivel observar que os coeficentes de variagdo para as caracteristicas IM, IA, IT foram
altos. Esse fato pode ser explicado pela baixa ferqiiéncia de células encontradas nas fases de
metafase, anafase e telofase.

Na Tabela 3 verificaram-se que, em alface, os indices do ciclo celular diminuiram
proporcionalmente, a medida que as concentragdes dos extratos de folhas de mudas aumentaram.
O mesmo ndo aconteceu com o extrato de folhas adultas, onde houve pouca varia¢do dos indices,
a partir da concentragio 2%. Esses resultados poderiam justificar o baixo coeficiente de

determinago (r* = 0,7424) observado para o indice mitético de alface (Figura 1A).



TABELA 3  indice mitético (IMT) e das fases da mitose (profase - IP, metafase - IM, anifase - IA, telofase - IT) em células
meristemdticas de raizes de alface, submetidas as diferentes concentragdes dos extratos aquosos de folhas (muda e
adulta) de angico- vermelho (4. peregrina (L.) Speg. ). UFLA, Lavras, 1997.

EXTRATO DE FOLHA DE MUDA EXTRATO DE FOLHA ADULTA
CONCENTRACAO (%) IMT (%) 1P (%) IM(%) IA (%) IT (%) IMT (%) IP(%) IM (%) 1A (%) IT (%)
0 45.32 41.82 1.36 0.62 1.52 45.32 41.82 1.36 0.62 1.52
2 37.94 36.26 0.98 0.36 0.34 31.40 28.34 1.64 0.58 0.84
4 33.36 31.48 0.92 0.48 0.48 33.84 31.34 1.20 0.76 0.54
8 29.32 28.26 0.58 0.26 0.22 32.26 30.64 0.88 0.44 0.30
16 22.12 22.12 0.0 0.0 0.0 30.36 29.70 0.30 0.14 0.22

TABELA 4 - Indice mitético (IMT) e das fases da mitose (profase - IP, metafase - IM, anafase - IA, telofase - IT) em células
meristematicas de raizes de canafistula (P. dubium (Spreng). Taub.), submetidas as diferentes concentragdes dos
extratos aquosos de folhas (muda e adulta) de angico-vermelho (A. peregrina (L.) Speg. ). UFLA, Lavras, 1997.

EXTRATO DE FOLHA DE MUDA EXTRATO DE FOLHA ADULTA
CONCENTRACAO (%) IMT (%) IP(%) IM(%) 1A (%) IT (%) IMT (%) IP(%) IM®&%) IA(%) IT (%)
0 35.38 33.24 1.22 0.52 0.42 35.38 33.24 1.22 0.52 0.42
2 29.48 27.66 1.04 0.42 0.36 30.88 28.92 1.00 0.42 0.54
4 27.28 25.12 1.54 0.41 0.20 29.03 27.07 1.18 0.19 0.59
8 35.47 33.38 1.27 0.44 0.38 25.06 23.25 0.89 0.40 0.52
16 25.82 24.40 0.95 0.20 0.27 22.40 20.72 1.07 0.16 0.45

0} 4
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Em relagdo ao IP de alface, verificou-se na Tabela 1 que a interagdo extrato x
concentragdo foi significativa. O comportamento dos dois extratos pode ser verificado na Figura
2A. Nesta, observou-se que o extrato de folhas de mudas apresentou um coeficiente de
determinagdo alto, enquanto o extrato de folhas adultas apresentou um coefiente baixo
(r*=0,9068 e I* = 0,2526, respectivamente).

Em canafistula, notou-se, na Tabela 4, uma atuagdo inversa do comportamento dos
extratos em relagdo 4 alface, na qual observou-se que o efeito do extrato de folhas adultas foi
inversamente proporcional ao aumento das concentragdes, principalmente em relagio ao IMT e
IP. O efeito do extrato de folhas adultas sobre o IMT e IP de canafistula pode ser observado na
Figura 3A.

O comportamento diferenciado observado para cada estadio de desenvolvimento
vegetativo da folha de angico-vermelho, isto ¢, resposta linear do indice mittico em relagdo ao
extrato de folhas de mudas em alface e em relagdo ao extrato de folhas adultas em canafistula,
pode ser devido a sensibilidade de cada espécie receptora a diferentes concentragdes de
substancias obtidas na extragdo.

Além de promoverem a inibigdo do ciclo mitdtico, estes extratos também levaram ao
aparecimento de anomalias no ciclo celular, principalmente em canafistula.

Na Tabela 5 verificou-se que, em alface ocorreu, um baixo numero de anomalias
(104), sendo que os nucleos fragmentados (Figura 1a) foram os mais freqiientes (72 %), seguidos
das metafases colchicinicas (Figura 1b), que apresentaram 26 % das anomalias.

Ja em canafistula, comparando-se com a testemunha, observou-se um numero bem
maior de anomalias (2494) nas células tratadas. As metafases colchicinicas foram as mais
freqiientes (79 %) e, 87 % delas apresentaram cromossomos pegajosos (Tabela 4 e Figura 1c).
Foram observadas 18,6 % de metafases laterais com cromossomos desprendidos (Figura 1d). As
demais anomalias encontradas em canafistula (pontes e fragmentos nas anafases e telofases -
Figura le, e cromossomos condensados na teléfase - Figura 1f) ocorreram em pequeno numero
(2,0 %).

A ocorréncia de metafases colchicinicas e cromossomos desprendidos das metafases
laterais, principalmente em canafistula, pode ser explicada pelos efeitos dos extratos, promovendo
alteragdes na profase. Durante a profase, as fibras do fuso estdo em formagdo e qualquer alteragido

na formag@o destas fibras pode levar ao aparecimento de anomalias. A ndo formagio das fibras do
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FIGURA 1 - Anomalias em células meristematicas de raizes de alface (a) e canafistula (b -1
submetidas aos extratos foliares de angico-vermelho. a - niicleos fragmentados;
b - metafase colchicinica; ¢ - metafase com cromossomos pegajosos; d - metéafase
lateral com cromossomos desprendidos e - pontes e fragmentos em anafases e
telofase; f - telofase com cromossomos condensados. Aumento total: 1400 X.
UFLA, Lavras, 1997,
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fuso levam ao aparecimento de metafases colchicinicas, ja a ma formagio destas fibras levam ao
aparecimento de cromossomos desprendidos da metafase lateral.

A explicagdo para a ocorréncia de anafases e telofases com pontes e fragmentos pode
ser dada pela atuagdo dos extratos sobre os cromossomos, promovendo quebras cromossémicas.
A ocorréncia de nucleos interfasicos fragmentados, cromossomos pegajosos e teldfases com
pontes e fragmentos pode ser explicada pela atuagio dos extratos, alterando os constituintes
quimicos dos cromossomos.

O fenémeno do aparecimento de cromossomos pegajosos ja foi observado em varias
espécies e € considerado por alguns autores como um comportamento normal (Borzam, 1977).
Outros autores atribuem a mutagdes génicas (Beadle, 1932) ou a efeitos de substancias, como o
brometo de etidio e solugdo alcool-acética, como verificado por Mc Gill, Pathak e Hsu (1974) e
Marks (1973), respectivamente.

Esses dados vdo de encontro com o que foi encontrado nas anilises quimicas
realizadas nas partes aéreas do angico-vermelho. Nestas analises, foi verificado que as mesmas sio
ricas em alcaldides e muitas bases indol (Fellows e Bell, 1971). Wink e Latz-Briinig (1995)
sugerem que a maioria dos alcaloides promovem interagdes com o DNA. Os extratos de angico-
vermelho podem estar atuando de uma forma indireta na inibicdo do crescimento das plantas
receptoras, afetando o DNA.

Os efeitos dos extratos foliares sobre o ciclo celular corroboram com aqueles
encontrados para germinagdo, vigor de sementes e morfologia de plantulas, observados no
capitulo 2. Segundo Deuber (1992), a agdo indireta de compostos quimicos sobre a germinagio
resulta de uma redug@o na divisdo celular, em fungdo da interferéncia do composto sobre a sintese
de proteinas, enzimas, acidos nucléicos e horménios, como o AIA. A agdo direta de compostos
quimicos resulta em alteragdes na distengdio celular, a qual ocorre em fungio do aumento da
plasticidade da parede celular. Com a alteracio da plasticidade, as paredes celulares podem deixar
de se distender ou apresentar distengdes maiores que o normal e desuniformes dentro dos tecidos.
O mesmo autor relata, ainda, que no caso de haver inibigdo da distengdo celular, as paredes podem
continuar a receber deposi¢io de celulose e/ou lignina, tornando-se mais espessas.

A ocorréncia de inibidores de crescimento e de germinagdo, em folhas de diversas

espécies de plantas ¢ fato ja bastante conhecido na literatura (Coutinho e Hashimoto, 1971). No
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entanto, do ponto de vista citoldgico, sabe-se muito pouco a respeito do efeito de extratos
aquosos de plantas sobre a atividade mitética (Hegazy, Mansour e Abdel-Hady, 1990).
Observa-se, portanto, que a alelopatia é uma ciéncia interdisciplinar, pois para o seu
entendimento, o pesquisador deve ter conhecimentos nas mais diversas areas, tais como ecologia,
fisiologia, bioquimica, entre outras, e a citogenética ultimamente tem demonstrado ser uma das

mais novas ferramentas para o entendimento desta ciéncia tio complexa.

3.4 CONCLUSOES

O extrato de folhas de mudas de angico-vermelho causou diminui¢do no indice
mitdtico de alface & medida que as concentragdes aumentaram, enquanto que, em canafistula, essa

proporcionalidade ocorreu para o extrato de folhas adultas.

Os extratos de angico-vermelho elevaram a percentagem de anomalias no ciclo celular,
principalmente em canafistula. As anomalias observadas foram: metafases colchicinicas,
Cromossomos pegajosos, metafases laterais com cromossomos desprendidos, pontes e fragmentos

em anafases e teléfases, telofases com cromossomos condensados e nicleos fragmentados.

Os extratos foliares de angico-vermelho atuaram principalmente na profase mitotica,
provavelmente causando danos as fibras do fuso de divisdo e interagindo com os constituintes

Cromossomicos.
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FIGURA 1A - Indice mitético de células meristematicas de raizes de alface, submetidas aos
extratos aquosos de folhas (muda e adulta) de angico-vermelho. UFLA, Lavras,
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FIGURA 2A - Indice profase de células meristematicas de raizes de alface, submetidas aos
extratos aquosos de folhas (muda e adulta) de angico-vermelho. UFLA, Lavras,
1997.



15 Y =-0,7817x + 31,057
7 = 0,8909

10

ST

0 - : ]

0 4 8 12 16
CONCENTRAGAO (%)
! e INDICE DE PROFASE s INDICE MITOTICO ’

55

FIGURA 3A - Indice mitético e indice de profase de células meristematicas de raizes de
plantulas de canafistula, submetidas ao extrato aquoso de folha adulta de

angico-vermelho. UFLA, Lavras, 1997,





