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RESUMO

O monitoramento de fitoquimicos com propriedades potencialmente toxicas
pode ser avaliado por alteragdes fisiologicas e celulares do organismo-teste
exposto. O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial alelopatico e
citotoxico do extrato aquoso de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) sobre
sementes de alface e de cebola. Os bioensaios foram conduzidos em germinador
(20°C), com extrato aquoso nas concentragdes de 5, 10, 20 e 40 mg/mL, obtido
por infusdo de folhas secas, e agua destilada (controle). Os testes de germinagao,
primeira contagem e indice de velocidade de germinacao, que avaliam efeito
alelopatico, foram feitos com quatro repeti¢des de 100 sementes/concentragao/
bioensaio. Para determinagao da citotoxicidade, através do indice mitético, foram
contadas, pela técnica de varredura, 2000 células/concentragao/bioensaio. As
células de meristema radicular de cebola, quando expostas ao extrato aquoso de
folhas de M. ilicifolia na concentragdo de 40 mg/mL, apresentaram alteracdes
cromossomicas, sugerindo um potencial genotoxico. Conclui-se que o extrato
aquoso de espinheira-santa apresenta efeito alelopatico sobre sementes de alface
(que pode ser explicado pela presenga de saponinas, taninos e flavonas) e também
efeito citotdxico sobre sementes de alface e de cebola.

Palavras-chave: alelopatia, divisao celular, fitotoxicidade, genotoxicidade
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ABSTRACT

The monitoring of phytochemicals with potentially toxic properties can be
evaluated through alterations, at physiological and cellular levels, of the exposed
test organism. The present study aimed to evaluate the allelopathic and cytotoxic
activity of the aqueous extract of Maytenus ilicifolia on lettuce and onions seeds.
Bioassays were carried out in a germinator at 20°C with aqueous extracts in
concentrations of 5, 10, 20 and 40 mg/mL, obtained through the infusion of dried
leaves and distilled water (control). The germination tests, first score and germination
speed rate that evaluate the allelopathic effect were done with four repetitions of
100 seeds/concentration/bioassay. For the determination of the degree of
cytotoxicity, through the mitotic index, 2000 cells/concentration/bioassay were
scored by means of the scan technique. Onion root meristematic cells when exposed
to M. ilicifolia leaf aqueous extract at a concentration of 40 mg/mL, showed
chromossomal alteration, suggesting the existence of a genotoxic potential. The
aqueous extract of M. ilicifolia displayed an allelopathic effect on lettuce seeds
(which can be explained by the presence of saponins, tannins and flavones) as
well as a cytotoxic effect on lettuce and onion seeds.

Key words: allelopathy, cell division, phytotoxicity, genotoxicity

1. Introducao

O termo alelopatia foi criado em 1937 pelo
pesquisador alemao Hans Molisch, com a reunido das
palavras gregas alléton (mutuo) e pathos (prejuizo),
referindo-se a capacidade que as plantas tém de
interferir na germinagao de sementes e no desenvol-
vimento de outras, por meio de substancias que essas
liberam na atmosfera ou, quase sempre, no solo
(Medeiros, 1990). Esse efeito ¢ realizado por biomo-
léculas, denominadas aleloquimicos, produzidas e
langadas por plantas como substancias gasosas vola-
tilizadas no ar que as cercam (Ferreira e Aquila, 2000).

As substancias alelopaticas sao produtos in-
termediarios ou finais do metabolismo secundario
(Rodrigues e Lopes, 2001). Constituem também uma
forma de comunicagdo, pois permitem as plantas
distingdo entre os organismos que lhes sdo prejudiciais,
benéficos ou, até mesmo, indiferentes (Almeida, 1993).
Segundo Ferreira e Aquila (2000), os compostos alelo-
quimicos foram de extrema importancia a evolucdo
vegetal, pois ofereceram alguma vantagem contra a agao
de microrganismos, virus, insetos e outros patdgenos
ou predadores, inibindo ou estimulando a agdo e o

crescimento destes, bem como o desenvolvimento das
plantas.

H4, aproximadamente, 10 mil produtos quimicos
conhecidos como alelopéticos, pertencentes a varios
grupos de substancias (Rodrigues e Lopes, 2001). As
substancias quimicas mais comuns causadoras de
efeitos alelopaticos pertencem aos grupos dos acidos
fendlicos, cumarinas, terpendides, flavondides, alca-
16ides, glicosideos, cianogénicos, derivados do acido
benzdico, taninos e quinonas complexas (Medeiros,
1990).

Os compostos quimicos, muitas vezes consi-
derados como alelopaticos, sdo utilizados na medicina
popular para a cura de doengas. A preparacdo e o uso
apropriados desses compostos trazem muitos bene-
ficios, porém, seus efeitos genotdxicos e mutagénicos
necessitam de maiores investigacdes (Nunes e Araujo,
2003). Atualmente, a maioria das pesquisas em
alelopatia refere-se ao efeito aleloquimico sobre a germi-
nag¢do e o crescimento da planta-teste, ndo conside-
rando os efeitos celulares relacionados as suas mu-
dangas fisiologicas (Prates et al., 2001).

A citotoxicidade e a genotoxicidade de subs-
tancias pode ser avaliada, respectivamente, através
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de alteragdes no processo de divisao celular sobre o
organismo-teste e pela incidéncia de mutagdes cro-
mossdmicas, como quebras cromatidicas, pontes
anafésicas, perda de cromossomos inteiros ou for-
magao de micronucleos (Souza et al., 2005).

Segundo Chou e Kuo (1986), a fitotoxicidade
de extratos vegetais sobre outras plantas ¢ atribuida a
diversidade de aleloquimicos presentes em sua com-
posicao, originados do metabolismo secundario dos
vegetais.

A espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart.
ex Reiss.), pertencente a familia Celastraceae, ¢ uma
espécie perene, de porte arboreo-arbustivo sendo
encontrada nativa na regido sul do Brasil, no interior
de matas nativas e ciliares, onde 0s so0los sdo ricos em
matéria organica (Magalhaes, 2002).

O interesse medicinal mais comum pela
espinheira-santa é para o tratamento de gastrites e
ulceras gastricas e duodenais (Lorenzi, 2002). Faleiros
(1992), quando estudou fracdes hexanicas de
espinheira-santa, evidenciou que os compostos pre-
sentes em grande quantidade sdo triterpernos como
friedelina e friedelanol, sendo esses os responsaveis
pelo efeito antiulcerogénico.

Para a constatagao do efeito alelopatico e ci-
totoxico de substancias, o procedimento inicial consiste
na técnica do bioensaio, que emprega material biolo-
gico como indicador da agdo da substancia em estudo
(Pires et al., 2001). A resisténcia ou tolerancia aos
compostos quimicos que podem atuar desencadeando
efeitos alelopaticos ou citotoxicos € mais ou menos
especifica, existindo espécies mais sensiveis que outras,
como, por exemplo, alface (Lactuca sativa L.) e
tomate (Lycopersicum esculentum L.) (Ferreira e
Aquila, 2000).

Visto que as sementes sdo excelentes organismos
para bioensaios, pois quando sdo reidratadas entram
em processo de germinacao, sofrendo rapidas mu-
dancas fisioldgicas e tornando-se altamente sensiveis
ao estresse ambiental, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o potencial alelopatico e citotoxico do
extrato aquoso de espinheira-santa sobre sementes de
alface (Lactuca sativa L.) e de cebola (Allium cepa
L.).

o)

2. Material e métodos

O presente trabalho foi realizado no Laboratdrio
de Genética do Departamento de Zoologia e Genética
do Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas - RS.

2.1. Extrato aquoso

Para a obtencdo dos extratos aquosos foram
utilizadas folhas secas de espinheira-santa, que foram
pesadas em balanca de precisdo e colocadas em
erlenmeyer (500 mL). Apds, foi adicionada dgua
destilada a temperatura de 100°C nos recipientes, 0s
quais foram hermeticamente fechados e deixados em
repouso por 10 minutos. Apos filtragem, o extrato aquo-
so obtido foi diluido de modo a obter-se quatro concen-
tragdes do extrato vegetal (5, 10, 20 e 40 mg/mL).

2.2. Bioensaio

Os organismos-testes utilizados foram sementes
de alface cultivar Rainha de Maio e de cebola cultivar
Baia Periforme Precoce, sendo que as sementes de
alface foram submetidas a resfriamento de 4°C por 72h
para superacdo da dorméncia. Os bioensaios foram
realizados em cdmara de germinagao com temperatura
controlada de 20°C. As sementes de alface e cebola
foram acondicionadas em caixas gerbox (11 x 11 cm)
forradas com papel mata-borrao umedecido com 10
mL do extrato, de cada uma das quatro concentragdes.
Foi utilizado também um tratamento controle, equiva-
lente a concentracdo zero do extrato, onde o papel
mata-borrdo foi umedecido com dgua destilada. Foram
utilizadas quatro repeti¢des de 100 sementes para cada
uma das cinco concentragdes do extrato, totalizando
20 caixas gerbox por bioensaio.

Para o teste de primeira contagem, a avalia¢ao
foi realizada aos quatro dias para a alface e aos seis
dias para a cebola; para o teste de germinacdo ou ger-
minabilidade, a contagem foi aos sete dias para alface
e aos doze para a cebola; e para o indice de velo-
cidade de germinacdo foram realizadas contagens
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diérias, segundo as regras para andlise de sementes
(Brasil, 1992).

2.3. Indice mitético

Para a determinacdo do indice mitotico foi
empregada a técnica de esmagamento (Guerra e Souza,
2002). Foram coletadas as radiculas dos organismos-
testes e fixadas em Carnoy (3:1, etanol: 4cido acético)
por um periodo de 24 h a temperatura ambiente e,
apos, acondicionadas em freezer. A preparacdo do
material para posterior analise do indice mitotico foi
realizada na seguinte ordem: dgua destilada por 5
minutos; HCI 5N por 15 minutos a temperatura
ambiente; dgua destilada por 5 minutos. Apos, as
radiculas foram transferidas para 1dmina onde em
microscopio esteroscopico foi retirada a coifa para a
obten¢do do meristema apical, adicionada orceina
acética 2%, colocada uma laminula sobre o material
esmagado. As laminas das células de alface e de cebola
foram observadas em microscopio Optico a uma
magnitude de 400x.

Foram contadas, em teste cego, através da
técnica de varredura, 2000 células por tratamento para
cada bioensaio. O indice mitdtico foi obtido dividindo-
se o nimero de células em mitose pelo nimero total de
células observado e multiplicando-se por 100.

2.4. Caracterizacao de fitoquimicos

Nesta andlise qualitativa, o extrato foi preparado
separadamente. P6 das folhas secas, na concentragao
de 5% (p/v), foi mantido em banho-maria fervente por
15 minutos. Ap0s esse periodo, seguiu-se o resfria-
mento e a filtragem do extrato. Foram escolhidos
apenas trés grupos de metabdlitos secundarios, as
saponinas, os taninos e os flavondides, por serem
soluveis em agua. Para a realizagdo de cada teste, foi
colocada uma pequena quantidade dos extratos (5 mL)
em tubos de ensaio, de acordo com a seguinte
metodologia (Silva, 2004):

* Saponinas — para detectar a presenca des-
tas moléculas, foi empregado o teste de formacao e
persisténcia de espuma estavel na presenca de acidos
minerais diluidos. Os extratos nos tubos seguiram as

seguintes operacdes: agitacdo enérgica por 10 se-
gundos (para cima e para baixo, com vigor), tapando-
se o tubo com dedo-protegido; medigao da altura do
anel formado, logo ap0s a agitagao, 10 minutos de-
pois da agitagdo e ap6s a adigdo de acido cloridrico
10%.

* Taninos — foi empregada a reacdo de preci-
pitacdo com gelatina para a detecg¢do destes meta-
bolitos secundarios, ndo sendo realizadas, contudo,
diferenciacdes entre os taninos condensados e os hidro-
lisaveis. Foram adicionadas ao extrato trés gotas de
gelatina 1%. Na presenca de taninos, a gelatina
precipita, tornando a solucao turva.

* Flavondides — neste teste foi empregada a
reacdo com cianidina. Adicionou-se ao extrato 5 mL
de metanol e 1 mL de HCI concentrado, observando-
se a colorag@o formada. Apos, colocou-se 100 mg de
magnésio em pd. O desenvolvimento de coloracao
avermelhada indica a presenga predominante de
flavonois e a coloracdo laranja, a de flavonas.

2.5. Analise estatistica

O delineamento experimental foi completamente
casualizado, com quatro repetigdes, € os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial 2 x 5, sendo os
fatores Bioensaio (Alface e Cebola) e Concentragao
(0,5,10,20 e 40 mg/mL).

As variaveis analisadas foram: primeira conta-
gem, germinacao, indice de velocidade de germinagao
e indice mit6tico. A unidade experimental consistiu de
uma caixa gerbox com 100 sementes, para as variaveis
primeira contagem, germinagao e indice de velocidade
de germinagao, e uma lamina onde foram observadas
500 células (totalizando 2000 células em quatro
laminas) para a variavel indice mitotico. As variaveis
primeira contagem, germinagao e indice mitotico foram

transformadas segundo arco seno de ,/x/100 .

As analises estatisticas consistiram de analise da
variagdo e regressao polinomial para a decomposigdo
da variacdo atribuivel ao fator Concentracdo. Na
regressao, além da significancia dos efeitos dos com-
ponentes polinomiais (p < 0,05), foi utilizado o coefi-
ciente de determinagdo (R?) como critério adicional
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para escolha do modelo. Essas analises foram exe-
cutadas pelo programa WinStat — Sistema de Analise
Estatistica para Windows — Versao Beta (Machado e
Conceicao, 2005).

3. Resultados e Discussao

Os resultados das analises de variagao, proce-

1)

didas para as variaveis primeira contagem, germinagao,
indice de velocidade de germinagao e indice mitdtico,
estdo sumariados na tabela 1. Verifica-se que o efeito
principal de Bioensaio e a interagdo Bioensaio x Con-
centragdo foram significativos para todas as variaveis.
A significancia da interagao justificou o estudo do efeito
simples do fator Concentrag¢do, que ¢ o de maior
interesse, dentro de cada nivel do fator Bioensaio, o
qual foi realizado por meio de anélise de regressdao
polinomial.

Tabela1- Principais resultados das analises da variagdo e testes de significancia para as variaveis primeira contagem (PC),
germinagdo (GE), indice de velocidade de germinagdo (IVG) e indice mitotico (IM).

Fonte de variagdo a PC (%) GE (%) VG IM (%)

QM*  Prob.** QM* Prob.** QM* Prob.** QM* Prob.**
Bioensaio 7.582,7 0,0463 11.123,5  0,0063 30.656,7 0,0044 1.074,18  0,0211
Concentracdo 4 669,2 0,6221 371,4  0,5309 978,1 0,4743 311,00 0,1066
Bioensaio x Conc. 4 932,2  0,0000 403,4  0,0000 913,3 0,0000 79,05 0,0000
Residuo 30 35,7 42,4 71,6 7,70
Meédia geral 52,81 60,88 39,45 25,32
CV (%) 11,31 10,70 21,45 10,96

* Quadrado médio ** Probabilidade

Para o bioensaio alface, as curvas de regressao,
apresentadas na figura 1, mostram que o modelo de
grau dois (quadratico) foi o que melhor representou a
relacdo entre a concentra¢ao do extrato de espinheira-
santa e cada uma das variaveis analisadas.

Em relacdo as variaveis primeira contagem,
germinagdo e indice de velocidade de germinagao, os
valores cresceram até concentragoes ao redor de 10
mg/mL. Isto indica que os constituintes presentes no
extrato aquoso de espinheira-santa, até essa concen-
tracdo, ndo foram fitotoxicos para as sementes de
alface (Figura 1A, 2B e 1C). Segundo Rice (1984),
alguns compostos tém atividade alelopatica inibitoria
em altas concentragdes, mas, em menores, podem nao
estimular o mesmo processo.

O extrato de espinheira-santa teve efeito cito-
toxico sobre as células de meristemas radiculares da

alface, o que pode ser observado na curva de regressao
que exibe a reduco do indice mitdtico com o aumento
da concentracao do extrato (Figura 1D). Gérnick et
al. (1997) verificaram que a germinagao de sementes
de repolho (Brassica oleracea L..) ndo estava relacio-
nada com a taxa de divisdo celular, visto que as sementes
germinavam na presenca de inibidores mitoticos.

Para o bioensaio cebola, verificou-se que o
extrato de espinheira-santa ndo teve efeito signifi-
cativo sobre as varidveis primeira contagem, germina-
¢do e indice de velocidade de germinagao. Com rela-
¢do ao indice mitdtico, o modelo que melhor explicou
o efeito do extrato sobre esta variavel foi o de grau
dois (quadratico), cuja curva de regressao ¢ apresen-
tada na figura 2. Observa-se que os valores do indi-
ce mitdtico decresceram até concentragio proxima de
30 mg/mL.
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Figura 1- Graficos das curvas ajustadas e das médias observadas para as varidveis primeira contagem (A), germinagio (B),
indice de velocidade de germinacdo (IVG) (C) e indice mitdtico (IM) (D) para sementes de alface tratadas com
diferentes concentragdes do extrato aquoso de espinheira-santa (M. ilicifolia).

Além do efeito citotoxico, uma analise qualitativa
sugeriu um possivel efeito genotoxico do extrato de
espinheira-santa, uma vez que o extrato na con-
centragdo de 40 mg/mL provocou alteragdes cromos-
sodmicas como pontes anafasicas (Figura 3). Teixeira e
Vicentini. (1997), através de ensaio bioldgico, também
verificaram a potencialidade genotoxica de Maytenus
ilicifolia sobre os discos imaginais de Drosophila

melanogaster.

Camparato et al. (2002), em analises de células
meristematicas de bulbos de cebola (Allium cepa L..),
verificaram que concentragdes mais elevadas de extrato
de espinheira-santa e de pata-de-vaca (Bauhinia
candicans Benth.) promoveram redu¢ao no indice
mitotico, mas ndo o surgimento de altera¢des cro-
mossOmicas.
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Figura 2 - Grafico da curva ajustada e das médias observadas para a variavel indice mitdtico (IM) em sementes de cebola
tratadas com diferentes concentragdes do extrato aquoso de espinheira-santa (M. ilicifolia).

N o

Figura 3 - Cé¢lulas meristematicas de cebola, apresentando pontes anafasicas, na concentragdo de 40 mg/mL do extrato aquoso

de espinheira-santa (M. ilicifolia) (400x).

A andlise qualitativa dos fitoquimicos mostrou que
a espinheira-santa contém em suas folhas saponinas,
taninos e flavonas. Rice (1984) relata que os fitoqui-
micos podem ser encontrados em todos os 0rgaos ve-
getais: caules, folhas, raizes, flores e inflorescéncias,
frutos e sementes. Entretanto, a grande maioria dos
pesquisadores tem utilizado folhas como principal fonte
dessas substancias. De acordo com Silva (2004), as
saponinas, que sao terpendides glicosados, sdo subs-
tancias envolvidas diretamente em efeitos alelopaticos.
Os taninos possuem a propriedade de se ligar a pro-
teinas, formando precipitados irreversiveis, atuando
como inibidores de bactérias nitrificadoras, o que pode
acarretar efeitos alelopaticos diretos no solo (Rice,
1984). As flavonas, segundo Rice (1992), apresentam
efeitos alelopaticos em altas concentragdes, sendo
capazes de inibir o crescimento de plantas e fungos.

Conclusoes

* O extrato aquoso de M. ilicifolia apresenta
efeito alelopatico sobre sementes de alface e efeito
citotoxico sobre sementes de alface e de cebola.

* O potencial alelopatico das folhas de M.
ilicifolia pode ser explicado pela presenca de sapo-
ninas, taninos ¢ flavonas.
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