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RESUMO

Agentes quimicos produzidos em algumas plantas podem provocar altera¢des no desenvol-
vimento de outras plantas ou até mesmo de outros organismos. Ensaios laboratoriais podem
demonstrar os resultados destas interagdes, porém, sem considerar aa¢cdo do ambiente. Com este
trabalho objetivou-se identificar ainfluénciade extratos vegetais de 3 espécies conhecidas noBrasil
popularmente como boldo sobre o desenvolvimento de Allium cepa. Os bioensaios foram
conduzidos em germinador a 25° C, com extrato aquoso obtido por infusdo de folhas frescas na
concentragdo de 30 g.L? e 4gua destilada como controle. Os testes de primeira contagem e
germinacéo, que avaliam efeito alelopatico foram realizados com 4 repeti¢des de 50 sementes. Para
determinacdo da citotoxicidade, através do indice mitético (IM) foram contadas pela técnica de
varredura 2.400 células por extrato. Os bioensaios realizados revelaram que os extratos vegetais
interferiram sobre a germinagao e sobre a divisdo celular em células meristematicas radiculares
de A. cepa. Sementes expostas ao extrato de Vernonia condensata apresentaram as maiores
divergéncias em relagdo ao grupo controle.

PALAVRAS-CHAVE: Divisao celular, alelopatia, Vernonia condensata, Plectrantus barbatus, Plectrantus
amboinicus.

ABSTRACT

EFFECT OF AQUOUS EXTRACTS OF THE "BOLDO" SPECIESON THE GERMINATION AND
MITOTIC INDEX OF ALLIUM CEPA L. Chemical agents produced by some plants may cause
changes on the development of other plants and organisms. Laboratory assays can show the
results of these interactions, however, without considering the environmental action. Theaimof
thiswork was to identify the influence of plant extracts from 3 species of plants usually known
in Brazil as "boldo" on the development of Allium cepa seeds. Bioassay were carried out in a
germinator at 25° C with aqueous extract obtainedby infusion of the fresh leavesin concentration
of 30 g.L* and distilled water asa control. The first score and germination tests that evaluated
allelopathic effect were done with 4 repetitions of 50 seeds/extract. For the cytotoxicity assay,
using mitoticindex (Ml), 2,400 cells/extract were scored through the scan technique. The bioassay
revealed that the plant extracts act on the A. cepa germination and root-tip cell division. Seeds
exposed to Vernonia condensata extract showed the highest divergence when compared with the
control group.

KEY WORDS: Cell division, allelopathy, Vernonia condensata, Plectrantusbarbatus, Plectrantusamboinicus.

INTRODUCAO

Algumas plantas produzem compostos do meta-
bolismo secundario que atuam inibindo ou favore-
cendo 0 processo germinativobem como o processode
divisdocelular. Estescompostos sdo conhecidoscomo
alelopaticos. O termo alelopatia refere-se a capacida-
de que as plantas tém de interferir no desenvolvimen-
to de outras plantas, por meio de substancias que
liberam na atmosfera ou, quase sempre, no solo
(MepEIros, 1990; FERREIRA & BorgHETTI, 2004). A acdo

alelopética se da através do efeito destas substancias
aliadoascondi¢6esambientais. Aalelopatia pode ser
um fator determinante do sucesso ou insucesso no
cultivo de plantas (FERrReIRA & BorGHETTI, 2004).

O uso de ensaios biolégicos para avaliacdo da
bioatividade de extratos, fra¢cbes e compostos isola-
dos de plantas tem sido frequientemente incorporado
a identificacdo e monitoramento de substancias po-
tencialmente toxicas (NoLbin et al., 2003).

A acgdo visivel dos aleloquimicos sobre as plantas
€ somente umasinalizacdo secundaria de mudancas
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anteriores. Assim, os estudos referentes ao efeito de
aleloquimicos sobre a germinagdo e/ou desenvolvi-
mento da planta sdo manifestacdes secundarias de
processos ocorridos a nivel molecular e celular inici-
almente (FERREIRA & AQUILA, 2000; FERREIRA & BORGHETTI,
2004). A maioria dos estudos em alelopatia refere-se
apenas ao efeito do aleloquimico sobre a germinacao
e 0 crescimento da planta-teste, sem considerar os
eventos celulares relacionados as mudancas fisiol6-
gicas (Pires et al., 2001) e genéticas.

Compostos quimicos que muitas vezes apresen-
tam efeito alelopético sdo também utilizados na me-
dicina popular na cura de doencas, onde a prepara-
¢do e uso adequado trazem beneficios, porém seus
efeitos genotdxicos e mutagénicos necessitam de
melhores investigacfes (NuNEs & ArAUI0, 2003).

Muitas pessoas acreditam erroneamente que cul-
tivam boldo-do-chile Peumus boldus), porém, essa
planta é muito rara no Brasil. Outras plantas sdo
também conhecidas como boldo, principalmente, o
boldo-da-terra (Plectrantus barbatus - Lamiaceae), o
boldo-miudo (Plectrantus amboinicus - Lamiaceae) e 0
boldo-baiano (Vernonia condensata - Asteraceae), que
apresentam diferentes efeitos colaterais e indicag0es,
apesar de serem utilizados como a mesma plantaem
diferentes regides (BLanco, 2005).

Os principios ativos constituintes divergem entre
estas espécies como, por exemplo, o boldo miudo
apresenta como principais o timol, o carvacrol e 0
cariofileno, enquanto que o boldo baiano apresenta
acidoclorogénico,saponinas, glicosideocardioténico
(vernonina), lactonas sesquiterpénicas, flavondidese
oboldo-da-terraéricoemguaienoefenchona, terpenos
(barbatusina, ciclobarbatusina, cariocal), triterpendides
e esteroides (Ciacrl, 2005).

Com este trabalho objetivou-se avaliar o efeito do
extrato aquoso de 3 diferentes espécimes conhecidos
popularmente como boldo sobre o desenvolvimento
inicial e indice mitético de células meristeméticas
radiculares de cebola, com o intuito de identificar a
existénciade efeito alelopatico destes extratos sobre 0
desenvolvimento de Allium cepa (cebola).

MATERIAIS E METODOS

Folhas frescas de P. barbatus, P. amboinicus e V.
condensata foram coletadas para o preparo do extrato
aquoso atraveés de infusdo, onde foram utilizadas 30 g
defolhasporlitrodeaguadestiladaparacadaumdos
extratos.

As sementes de cebola foram pré-embebidas du-
rante 48h em gerbox contendo papel germiteste ume-
decido com 4gua destilada e mantidos a 25 + 1° C.
ApOs, as sementes foram transferidas para gerboxes
contendo papel embebido nos diferentes extratos,

exceto a amostra controle, que permaneceu em agua
destilada.

A primeira contagem foi realizada aos seis dias e
o teste de germinabilidade aos 12 (BrasiL, 1992). Fo-
ram consideradas germinadas as sementes que apre-
sentaram radicula com no minimo 50% do tamanho
dasemente (Ferreira & AQuiLa, 2000). A porcentagem
de germinacdo na primeira contagem e
germinabilidade (G) foi calculada com o uso da se-
guinte férmula:

G = (N/A) x 100

sendo que N =numero total de sementes germina-
das; A = numero total de sementes colocadas para
germinar.

Paraanalise do indice mitético, as radiculasforam
coletadas aos seis dias ap0s o teste de primeira con-
tagem e preparadas através da técnica de esmaga-
mento (GUuErRrRA & Souza, 2002), fixadas em Carnoy
(3:1, etanol: acido acético glacial) por duas horas,
hidrolisadas em HCI 5N durante quinze minutosem
temperatura ambiente, lavadas em agua destilada e
coradas com orceina acética 5%. As células foram
analisadas por varredura, em microscépio 6tico com
aumento de 400X sendo analisadas 2.400 células
para cada um dos tratamentos, observando-se o na-
mero de células em cada fase da mitose. O indice
mitotico (IM) foi obtido através da seguinte equagao
(Pires et al., 2001):

IM= (m/T) x 100

sendo que m = numero de células em mitose; T =
numero total de células.

Para analise de germinagdo o delineamento expe-
rimental utilizado foi inteiramente casualizado,com 4
repeti¢cBes onde cada repeti¢do era composta por qua-
tro amostras com 50 sementes e a andalise da variacéo
pelo pacote estatistico Sanest. A comparacgédo das mé-
dias foi realizada através do teste de Duncan com 5%
de probabilidade (BeicueLman, 2002). Para compara-
¢do de médias do indice mitético os tratamentos foram
comparados pelo teste de qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira avaliacdo aos seis dias o grupo con-
trole apresentou 47% de germinagdo enquanto que o
tratamento com P. barbatus apresentou 61%, com P.
amboinicus 46% e com V. condensata 65% de germina-
¢do, as diferencas observadas entre os tratamentos
nado foram estatisticamente significativas.
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No entanto no teste de germinagdo podemos veri-
ficar que entre os resultados obtidos houve diferenca
significativa (p < 0,05), onde o tratamento controle
apresentou 66% de germinacao, o tratamento com P.
barbatus apresentou 71%, comP. amboinicus55%ecom
V. condensata 76% de germinacdo (Fig. 1). Atraves
deste teste podemos observar que o extrato de P.
amboinicus causou um retardo nagerminacao de cebo-
la, enquanto que o extrato deV.condensata causou uma
aceleragdo no processo quando comparados com o
controle.

Estes resultados diferem da citacdo de FERREIRA &
BorgHETTI (2004) onde os autores citam que muitas
vezesoefeitoalelopéatico ndo é sobreagerminabilidade
(percentual final de germinagdo notempo), massobre
a velocidade de germinagdo ou outro parametro do
processo. Como podemosobservar paraestes extratos
o teste de primeira contagem ndo demonstrou ser
afetado pelos compostos das plantas, mas o seu efeito
foi detectado sobre a germinagao final ndo sé retar-
dando o processo como descreve Lasouriau (1983),
mas também o ativando. Estes resultados estdo de
acordo CHonetal.(2005) que descreve alelopatiacomo
interacGes quimicas entre plantastanto estimulatérias
guanto inibitorias.

KaTHIREsAN (2000) observou reducéo no desenvol-
vimento de plantas aquaticas com o uso de p6 de C.
amboinicusem concentracdo apartirde10g.L!,atribu-
indo aos principios ativos alfa- humuleno, carvacrol,
timol, alfa-pineno e alfa-terpino o efeito toxico da
planta, resultado similar ao observado na figura 1
com concentragdo de 30 g.L 2.

Segundo Ferreira & AquiLa (2000), a germinacao
é menossensivel aosaleloquimicos que o crescimento
da plantula, porém, a quantificagdo experimental é
muito maissimples, pois paracadasemente ofendme-
no é discreto, germinaou ndo germina. Nesse contex-
to, podemos verificar que assementes de cebolaforam
sensiveis ao extrato de duas espécies de plantas co-
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Fig. 1- Avaliacdo do percentual de sementes germinadas
nosteste de primeiracontageme germinabilidade. Letras
distintas entre médias do mesmo teste indicam que estas
diferementresia5% de probabilidae peloteste de Duncan.

nhecidas popularmente como boldo, sofrendo efeito
alelopatico.

DeacordoCarvaLHo et al.(1996) estudoscomo este
sobre substancias alelopaticos e a identificagdo das
plantas que possuem principios ativos capazes de
causaralgum efeito é assunto de grandeimportancia,
tanto nautilizacdo de extratos capazesdeinibirplan-
tas daninhas na tentativa de diminuir o uso de
herbicidas comerciais, quando na determinagédo de
praticas culturais e de manejos mais adequados que
evitem a interferéncia destas substéncias no cresci-
mento de outras (GATTiet al., 2004).

Outroefeito causado por substanciasalelopaticas
é 0 aparecimento de plantulas anormais, sendo a
necrose da radicula um dos sintomas mais comuns
(FerreirA & AquiLa, 2000). Compostos quimicos que
muitas vezes apresentam efeito alelopatico também
podem ter efeitos genotdxicos e mutagénicos (NUNEs
& ARrauUlo, 2003). Os extratos testados neste experi-
mento produziram efeito sobre o processo de divisdo
celular da cebola, mas ndo foram detectados efeitos
citotoxico ou genotdxico e sim um aumento no indice
de divisao celular significativo quando comparado
ao controle.

O indice mitotico observado foi de 29,20% para as
radiculas tratadas com P.barbatus, 20,95% paraaque-
las tratadas com P. amboinicus, 39,83% para as trata-
das com V. condensata e 5,2% na amostra controle,
como sao mostrados na Figura 2.

Segundo Robricues et al. (1992), os compostos
alelopaticos sdo inibidores de germinagdo e cresci-
mento, pois interferem na divisdo celular,
permeabilidade de membranas e na ativagdo de
enzimas, porém os efeitos observados neste trabalho
parecem indicar que ndo s6 ainibicdo, mastambéma
aceleragdo pode interferir no processo de divisao
celular, pois 0 aumento no indice de divisdo parece
corroborar os dados de germinabilidade das semen-
tes de cebola.
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Fig. 2 - Indice de divisdo mit6tica das células de cebola
tratadas com extratos de espécies conhecidas popular-
mente comoboldo. Médiascom*diferem estatisticamente
do controle pelo teste de ¢ < 0,01.
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Oindice de divisdo mitéticaapresentou diferenca
entre os tratamentos, o que pode indicar umadistinta
acao fisioldgica de cada um dos extratos aplicados &
cebola. Segundo FErRrREIRA & BorRGHETTI(2004), a emer-
géncia da plantula e o seu crescimento séo as fases
mais sensiveis na ontogénese do individuo.

Algumas células tratadas com extrato de P.barbatus
apresentaram anomalias nucleares do tipo
aneugénese durante a divisdo mitética, porém, os
dados nédo foram avaliados estatisticamente. A inter-
feréncia na divisdo celular causada pela acdo do
extrato com efeito sobre o desenvolvimento do sistema
radicular provavelmente representaum dos mecanis-
mos de ac¢do do extrato sobre o desenvolvimento da
planta teste (Pires et al., 2001).

Atravésdosdadosapresentados pode-se concluir
que os extratos das diferentes espécies de boldo utili-
zadosinfluenciaram nagerminacgéo e causaramuma
variacao consideravel no indice mitotico de cebola,
apresentando assim efeito alelopético acelerando o
desenvolvimento inicial das plantulas, além disto a
cebola mostrou ser um biomonitor sensivel a estes
extratos.
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