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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o efeito
fitotoxico do extrato etandlico bruto e fragdes semipurificadas do
caule e folhas de C. doctoris na germinagao, crescimento inicial e
divisdo celular das células radiculares de alface (Lactuca sativa) e
cebola (Allium cepa), em laboratdrio. O experimento foi realizado
em delineamento inteiramente casualizado, sendo utilizadas
quatro concentragdes dos tratamentos (0, 250, 500, 1.000mg L),
com quatro repetigdes. O extrato bruto e as fracdes do caule e
folhas inibiram a germinacéo e crescimento de alface e cebola,
sendo o maior efeito fitotéxico promovido pela fragdo acetato
de etila (FAE) do caule e folhas que afetou significativamente o
crescimento e indice mit6tico das células radiculares de alface
e cebola. Com os resultados obtidos, verifica-se que a espécie
C. doctoris apresenta substincias capazes de influenciar no
crescimento e divisao celular das espécies avaliadas.

Palavras-chave: aleloquimicos, inibi¢do do crescimento, mitose.
ABSTRACT

The aim of this study was to verify the phytotoxic
effect of the crude ethanol extract and semipurified fractions from
the stem and leaves of Croton doctoris on the germination, growth
and cell division of roots cells of lettuce (Lactuca sativa) and onion
(Allium cepa), in the laboratory. The bioassays was conducted in
using completely randomized design, with four concentrations (0,
250, 500, 1.000mg L?) and four replications. The crude extract
and the fractions from the stem and leaves inhibited germination
and seedling growth of lettuce and onion, with greater phytotoxic
effect observed in the ethyl acetate fraction (EAF) from the stems
and leaves that significantly affected the growth and mitotic index
of root cells of lettuce and onions. With these results it appears
that C. doctoris contains substances capable of influencing the
germination, growth and cell division of the species studied.

Key words: allelochemicals, growth inhibition, mitosis.

INTRODUCAO

Estudos alelopaticos tém avaliado a agdo
de diversos extratos e principios ativos, extraidos
de material vegetal e, posteriormente, sintetizados,
sobre o controle de plantas daninhas (MACIAS
et al., 2000a; BARBOSA et al., 2002). O controle
de espécies daninhas, mediante a aplicacdo de
aleloquimicos, pode ter uma importancia estratégica
pela sua atuacdo seletiva e pelo baixo poder residual
(RIZVI1 et al., 1999).

O género Croton (Euphorbiaceae)
compreende cerca de 1.300 espécies, amplamente
distribuidas em todas as regides do Brasil. Varias
espécies do género, ha muito tempo, desempenham
papel importante nos usos tradicionais de plantas
medicinais na Africa, Asia e América do Sul
(SALATINO et al., 2007). Croton doctoris S. Moore
(Euphorbiaceae) (Croton: carrapato, semente;
doctoris: doutor, medicinal), conhecida popularmente
por amarelinho do pantanal, € uma planta nativa da
floresta decidual calcéria e do Chaco, tem preferéncia
por solos pesados e férteis, sendo frequentemente
encontrada na regido de Porto Murtinho, Estado de
Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. E uma invasora
nova que esta aumentando na microrregido de Porto
Murtinho (MS), onde se tornou uma das piores
infestantes, formando conjuntos densos. Também
ocorre em Corumbda (MS) e um pouco no Pantanal,
em Paconé no Estado de Mato Grosso (MT), Brasil
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(POTT et al., 2007). Segundo POTT et al (2007),
aparentemente, Croton doctoris apresenta efeito
alelopatico sobre gramineas, que ficam ralas embaixo
da planta. Na literatura, nenhum estudo quanto ao
perfil quimico, bioldgico e alelopatico dessa espécie
foram investigados.

Diante disso, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade fitotoxica do extrato
etanolico bruto e fragdes semipurificadas do caule e
folhas de C. doctoris sobre a germinacéo, crescimento
e indice mitético de alface (Lactuca sativa) e cebola
(Allium cepa) em laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Croton doctoris foi coletada em fevereiro
de 2008 no municipio de Porto Murtinho, Estado
de Mato Grosso do Sul (MS), Brasil, nas seguintes
coordenadas geograficas 21°48°37,8” S e 57°43°31,5”
W. Uma exsicata da espécie foi depositada no
Herbéario da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS) em Campo Grande (MS), Brasil,
sob ne de registro 20.164. A espécie encontrava-
se em fase de florescimento. Apos a coleta, a parte
aérea (caule, folhas e flores) foi separada e reduzida
a pequenos fragmentos. A matéria fresca teve sua
massa registrada e foi acondicionada em saco pléastico
a -7°C, até sua utilizacao.

Para o preparo do extrato etandlico bruto
(EEB), o caule e as folhas frescas de C. doctoris
foram submetidos a extracdo por meio de maceracgao
com etanol (m/v, 1:2). O solvente foi evaporado
(£40°C) sob vacuo em evaporador rotativo, obtendo-
se 0 extrato etandlico bruto do caule (EEBC) (10g) e
folhas (EEBF) (30g) de C. doctoris.

Para a obtengao das fragdes semipurificadas
(FS), o EEBC e EEBF foram fracionados através do
processo de parti¢do liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente, hexano e acetato de etila, em
funil de decantagdo, visando a uma semipurificagdo
das substancias através da sua polaridade. Sendo
obtidas as fragdes: hexanica (FH) (2,59), acetato de
etila (FAE) (2,8g) e etanol-agua (FEA) (49).

Para a avaliacdo da atividade alelopética
da espécie em estudo, utilizou-se bioensaio
biomonitorado com espécies alvo sensiveis para
identificag¢@o do tratamento com maior fitotoxicidade
(MACIAS et al., 2000b). Nos bioensaios, o EEB e
FS do caule e folhas de C. doctoris foram avaliados
sobre a germinagdo, crescimento e indice mitdtico
das espécies alvo de alface (Lactuca sativa L. cv.
‘Grand rapids’) e cebola (Alium cepa L. cv. ‘Baia
Periforme’). Para os bioensaios, solucdo-estoque na

concentragdo de 1.000mg L foi preparada a partir da
massa calculada para cada EEB e FS, as quais foram
dissolvidas em DMSO (Dimetilsulféxido) a 0,1%
(DAYAN et al., 2000), sendo as concentracdes de
500 e 250mg L preparadas por dilui¢do. As solucdes
foram tamponadas com solugdo de MES (Acido
2-morfolinoetanosulfénico) 10mM (MACIAS et al.,
2000b), e o pH foi ajustado para 6,0 (MACIAS et al.,
2000b) com solucédo de KOH 0,1N. Como controle,
preparou-se uma solugcdo com DMSO a 0,1%, a qual
também foi tamponada com MES (10mM).

Para os bioensaios de germinacdo, as
placas de Petri contendo papel filtro receberam
5,0mL da solugdo dos tratamentos (MACIAS et
al., 2000b). Em seguida, semearam-se 50 sementes
da espécie-alvo (alface e cebola), distribuidas
aleatoriamente, com quatro repetiches para cada
solucdo (BRASIL, 2009). As placas de Petri foram
levadas a uma cdmara de germinacdo (BOD), com
condicBes de luz (160W), umidade relativa (x80%)
e temperatura constante, adequadas a cada espécie-
alvo (BRASIL, 2009). A contagem para avaliar a
germinacdo foi realizada diariamente, tendo como
critério a protrusdo radicular com no minimo 2,0mm
de comprimento (BRASIL, 2009). O experimento foi
considerado concluido quando a germinacéo foi nula
por trés dias consecutivos.

Para os bioensaios de crescimento e
avaliagdo do indice mittico, primeiramente as
sementes foram pré-germinadas em placas de Petri
umedecidas com agua destilada. Apds a germinagdo,
foram selecionadas 80 plantulas (quatro repeti¢Ges de
20), para cada tratamento, as quais foram transferidas
para placas de Petri contendo as solugdes tratamento,
utilizando-se procedimento similar ao descrito nos
bioensaios de germinacdo (MACIAS et al., 2000b).
A leitura dos parametros avaliados foi realizada apds
quatro dias da incubagéo.

Para a determinacdo do indice mitdtico,
foram coletados de cada plantula dois centimetros da
raiz primaria, a partir da extremidade distal, e imersos
em fixador de Farmer (3:1, etanol: acido acético
glacial), durante duas horas, a 25°C e, em seguida,
foram transferidos para uma solucdo de alcool 70%
e armazenados a 8°C. Para determinacdo do indice
mitdtico, as pontas de raizes foram tratadas na
seguinte ordem: 1) 4gua destilada por cinco minutos;
2) &cido cloridrico 1M por 30 minutos a temperatura
ambiente; 3) &gua destilada por cinco minutos e
4) orceina acética 2% por 30 minutos. As pontas
das raizes coradas tiveram o 4pice, 2,0mm iniciais,
cortados sobre lamina de microscopio, colocando-
se, em seguida, a laminula e pressionando sob esta o
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papel de filtro para esmagamento do 4pice e retirada
do excesso de corante. O material foi observado em
microscépio 6tico comum, com aumento de 1000X,
contando-se 0 numero de células em cada fase da
mitose (préfase, metafase, anafase e teldfase). Para
cada tratamento, foram preparadas trés laminas,
avaliando-se trés campos/lamina. O indice mitético
foi obtido dividindo-se o nimero de células em mitose
(profase + metéafase + anafase + tel6fase) pelo nimero
total de células (interfase + mitose) multiplicando-se
por 100 (PIRES et al., 2001).

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com quatro repetices para
germinacgdo e crescimento e trés repeti¢des para o
indice mitdtico. A partir dos resultados das andlises
de variancia (ANOVA), as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, e os
resultados submetidos a anélise de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos,
observaram-se as menores porcentagens de
germinacdo e redugdes do indice de velocidade
de germinagdo (IVG) pela fracdo acetato de etila
do caule (FAEC) e das folhas (FAEF) em alface
e extrato etandlico bruto do caule (EEBC), folhas
(EEBF), FAEC e FAEF em cebola. Isso pode ser
evidenciado devido aos maiores IVVG e porcentagens
de germinagdo serem observados no tratamento
controle, que apresentava a mesma composicdo dos
outros tratamentos, porém com auséncia dos extratos
e fragdes. A porcentagem de germinac&o ajustou-se a
uma equagao quadratica (Figura | E a H), verificando-
se, conforme as equacOes, que a germinagdo, na
FAEC e FAEF em alface, ndo ultrapassou a 70%.
Esse fato caracteriza-se pelo efeito inibitorio pouco
pronunciado nas sementes de alface e cebola
submetidas a concentracdes dos extratos e fracdes.

O processo global da germinacdo ¢é
constituido por trés processos parciais: embebigao,
ativagdo e crescimento intraseminal. A dificuldade em
estabelecer o inicio e o final do processo faz com que
a determinacdo da germinacdo seja avaliada por um
critério macroscopico: a protrusdo da raiz (RANAL
et al., 2006). Esse processo € menos sensivel aos
aleloquimicos do que o crescimento da plantula, mas
a quantificagdo experimental ¢ muito mais simples,
pois, para cada semente, o fendmeno € discreto, com
a germinacdo ou ndo da semente (FERREIRA &
AQUILA, 2000).

As alteragbes no padrdo de germinacédo
podem resultar de diversos efeitos causados em

Ciéncia Rural, v.43, n.4, abr 2013.

nivel primario (GUSMAN et al., 2008). Dentre
elas, destacam-se alteracBes na permeabilidade de
membranas, na transcri¢do e traducdo do DNA, na
acdo de mensageiros secundarios, na respiracao pelo
sequestro do oxigénio, na conformacao de enzimas e
receptores, ou ainda, pela combinacéo desses fatores
(FERREIRA & AQUILA, 2000).

Nos resultados de crescimento (Figura
2), verificaram-se, tanto para o comprimento da raiz
como do hipocétilo, efeitos negativos ao crescimento
na presenca da FAEC e FAEF. Os efeitos crescentes
com as maiores doses da FAEC e FAEF causam,
assim, uma inibicdo para o comprimento da raiz e
hipocétilo. Os efeitos inibitorios mais acentuados
foram evidenciados para a concentracéo de 1.000mg
L* da FAEC e FAEF tanto em alface quanto em
cebola. Observou-se que a FAEC apresentou maior
fitotoxicidade em relagdo a FAEF, inibindo o
crescimento da raiz em 47% e 37%, do hipocotilo em
82% e 49%, além de reduzir o acimulo de massa seca
(Figura 3 A a D) em 49% e 55% de alface e cebola,
respectivamente.

Em trabalho realizado com Croton
urucurana, também foi verificado efeito fitotéxico
na germinagdo e crescimento de alface e cebola,
sendo observada inibi¢do no crescimento de alface e
cebola em 100%, em comparac&o ao controle, quando
submetidas ao 6leo volétil do caule de C. urucurana
(SIMIONATTO et al., 2009).

O indice mitético foi continuamente
reduzido com o aumento da concentracdo da FAEC
e FAEF de C. doctoris (Figura 3 E a H). O maior
efeito depressivo foi verificado para a concentragao de
1.000mg L* da FAEC, em que o indice mitético nao
atingiu mais do que 9,6% em alface e 46,3% em cebola.
A maior redu¢do no indice mitdtico foi verificado
em alface, no qual se observou que a concentracéo
de 1.000mg L* da FAEC reduziu em 85% o indice
mitotico de alface, em comparacéo ao controle.

Nos resultados, observou-se que a FAEC
e FAEF apresentaram os maiores efeitos fitotoxicos,
verificando-se que o aumento da concentragdo
levou a uma drastica redugdo do indice mitdtico,
com paralisacdo do crescimento radicular, em
consequéncia, principalmente, da auséncia da tel6fase
(Tabela 1).

A interferéncia no crescimento de alface e
cebola, na presenga da FAEC e FAEF, esta associada
a uma forte inibicdo da mitose. Esse fato pode ser
atribuido a capacidade dos compostos presentes
na FAE em reduzir o indice mitotico, bloqueando
parcialmente as fases subsequentes da diviséo celular
nas maiores concentragbes. Mudangas semelhantes
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Figura 3 - Massa seca das plantulas (A a D) e indice mitético (E a H) em células meristeméticas das raizes de alface e cebola submetidas a
diferentes concentracdes do extrato etandlico bruto (EEBC, EEBF), fracdo hexanica (FHC, FHF), fracdo acetato de etila (FAEC,
FAEF) e fracdo etanol-agua (FEAC, FEAF) do caule e folhas de C. doctoris.
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Tabela 1 - Frequéncia das diferentes fases da mitose em células meristematicas das raizes de plantulas de alface e cebola sob diferentes
concentragdes da fragdo acetato de etila do caule (FAEC) ¢ das folhas (FAEF) de Croton doctoris.

FAEC

Alface

% das células nas fase

Concentragdes (mg L7) Numero de células em mitose Profase Metafase Anafase Telofase
0 133,74 82,3a 25,0a 18,7a 7,7a
250 79.,3b 69,7b 8,0b 3,3b 0,0b
500 45,3b 37,3b 4,7b 1,7b 0,0b
1000 19,3b 18,7b 0,7b 0,0b 0,0b

Cebola.
0 266,3" 159,3a 63,0a 34,0a 10,0a
250 136,7b 69,7b 56,3b 10,7b 0,0b
500 115,3b 64,7b 42,3b 8,3b 0,0b
1000 92,7b 53,0b 36,0b 3,7b 0,0b

FAEF

Alface

-------------------------- % das células nas fase
Concentragdes (mg L7) Numero de células em mitose Profase Metafase Anafase Telofase
0 133,7a 82,3a 25,0a 18,7a 7,7a
250 96,0b 75,3b 13,3b 6,3b 2,0b
500 60,7b 48,33b 6,0b 4,3b 1,0b
1000 30,3b 28,0b 1,3b 0,3b 0,7b
Cebola

0 266,3a 159,3a 66,3a 34,0a 10,0a
250 163,0b 79.,3b 63,0b 16,7b 0,7b
500 135,7b 71,3b 53,3b 10,7b 0,3b
1000 115,7b 64,0b 43,7b 8,0b 0,0b

Médias seguidas de mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade

foram observadas nas crométides das células de A.
cepa, submetidas ao extrato aquoso de Taxus baccata
(MAJEWSKA et al., 2000).

Essa interferéncia na divisdo celular
causada pela acao das substancias quimicas contidas
na FAEC com acentuado efeito sobre a morfologia
do sistema radicular provavelmente representa um
dos mecanismos de acdo das substancias (s) com
atividade fitotoxica. A redugdo do crescimento de
plantas na presenca de aleloquimicos é associada com
uma forte inibicdo da mitose e/ou rompimento da
estrutura das organelas, como, por exemplo, nlcleo
e mitocondrias (GNIAZDOWSKA e BOGATEK,
2005). O uso do extrato aquoso das folhas da leucena
(Leucaena leucocephala) reduziu o indice mitético
em plantas de milho, bloqueando completamente a
fase de tel6fase em maiores concentragdes (PIRES et
al., 2001), fato também observado nos resultados da
FAEC do presente trabalho.
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FERNANDES et al. (2009) afirmam que
o herbicida trifluralina age sobre o desenvolvimento
da planta, promovendo redugéo no indice mitotico de
células meristematicas de Allium cepa, o que leva ao
comprometimento no crescimento do organismo.

No bioensaio, percebe-se que o
crescimento das plantulas foi mais sensivel aos
tratamentos do que a germinacdo. Isso se deve a
absorcdo e, consequentemente, a concentracdo de
fitotoxinas nos tecidos radiculares ser favorecida,
devido ao contato fisico da raiz com o papel-filtro,
0 que a expds diretamente ao extrato. A capacidade
de translocacédo do aleloquimico da raiz para a parte
aérea e 0 mecanismo de acdo dele também devem ser
considerados. O sitio de ag@o do fitoquimico pode nao
estar relacionado a inibicdo da divisdo celular do eixo
embriondrio, resultando na auséncia de efeito sobre a
germinacdo de sementes. Dessa forma, a bioatividade
de extratos estaria condicionada a capacidade de
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absorcéo, translocagdo e mecanismo de acdo dos seus
compostos potencialmente alelopéticos (CORREIA
et al., 2005).

Os resultados obtidos no presente trabalho
evidenciam que a FAE de C. doctoris apresentam
acdo inibitdria sobre o crescimento e divisdo celular
das plantas-alvo, interferindo no crescimento,
multiplicacdo e manutencéo das células, por interferir
na divisdo celular, sendo esses processos cruciais
para o estabelecimento de qualquer planta.

CONCLUSAO

Os aleloquimicos presentes na FAE do
caule e folhas de C. doctoris causam inibicdo no
crescimento de alface e cebola. Um dos mecanismos
de acdo na inibigdo do crescimento provavelmente é
a acdo inibitéria da FAE na etapa de divisdo celular
das plantas alvo. Esses resultados sugerem o alto
potencial fitotoxico da espécie C. doctoris, porém
sdo necessarios testes para avaliar a fitotoxicidade
em outras espécies alvo, além de isolar e identificar o
composto com atividade fitotoxica.
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