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RESUMO GERAL 

 

 

O gênero Byrsonima é caracterizado pela alta plasticidade fenotípica e composição florística 

na América do Sul. B. verbascifolia e B. intermedia, popularmente conhecidas como Murici-

cascudo e Murici-pequeno, respectivamente, são espécies conhecidas pela presença rica de 

taninos, saponinas, catequinas, flavonoides, triterpenos e glicolipídios, que são metabólitos 

secundários importantes para o desenvolvimento e sobrevivência das plantas e agindo como 

compostos alelopáticos. A alelopatia é conhecida como interação bioquímica entre vegetais 

no meio ambiente causando interação planta/planta por meio da competição podendo ser 

testada por meio de bioensaios utilizando diversos parâmetros. Lactuca sativa L. é uma 

espécie amplamente utilizada como bioteste, por apresentar grande sensibilidade mesmo 

quando exposta a baixas concentrações de amostras ambientais e tóxicas. Esta dissertação é 

apresentada em forma de capítulos de maneira que, o capítulo 1 apresenta uma breve revisão 

sobre a caracterização botânica de Byrsonima spp., metabólitos secundários de Byrsonima 

spp., alelopatia e quimioecologia, bioensaios com Lactuca sativa L. para estudos de 

fitotoxicidade e formas de extração. O capítulo 2 apresenta-se em forma de artigo I e artigo II. 

No artigo I objetivou-se estudar as propriedades fitotóxicas e citogenotóxicas das folhas e 

frutos de B. verbascifolia e B. intermedia em L. sativa L. utilizando o método sanduiche. 

Verificou-se que frutos de B. intermedia são responsáveis pela maior inibição da germinação 

de alface em relação às folhas dessa espécie. O alongamento de raiz de alface exposta aos 

órgãos de B. verbascifolia demonstrou efeitos estimulatórios e os órgãos de B. intermedia 

apresentaram efeitos inibitórios no crescimento das raízes. O índice mitótico evidenciou efeito 

alelopático de Byrsonima spp. pela redução da divisão celular no meristema radicular de 

alface, sendo o estímulo no alongamento de raízes provocado por B. verbascifolia 

compreendido como consequência de expansão celular e não de atividade mitótica. Foi 

observado efeito aneugênico das espécies de Byrsonima spp. sendo a maior frequência de C-

metáfase e stickness em frutos de B. verbascifolia e folhas de B. intermedia. O artigo II 

apresenta um trabalho cujo objetivo foi averiguar a fitotoxicidade de diferentes extratos 

foliares de B. verbascifolia e B. intermedia em bioensaio com Lactuca sativa L. Os resultados 

evidenciaram que os extratos de folhas de B. verbascifolia e B. intermedia, sobretudo o 

extrato etanólico, possuem potencial fitotóxico e citotóxico. Esses efeitos diferem em função 

da forma de extração (aquoso frio, quente e etanólico), provavelmente devido à composição 

dos metabólitos secundários. 

 

Palavras chave: Alelopatia. Murici-pequeno. Murici-cascudo. Método sanduiche. Formas de 

extração. 

  



ABSTRACT 

 

 

The Byrsonima genus is characterized by high phenotypic plasticity and composition in South 

America. B. verbascifolia and B. intermedia, popularly known as Murici-cascudo and Murici-

pequeno, respectively, are known species by the rich presence of tannins, saponins, catechins, 

flavonoids, triterpenes and glycolipids, secondary metabolites that are important for the 

development and survival of plants, and act as allelopathic compounds. Allelopathy is known 

as plant biochemical interaction between the environment causing interaction plant/plant 

through competition can be tested by bioassay using various parameters. Lactuca sativa L. is 

a species widely used as a bioassay for presenting high sensitivity even when exposed to low 

concentrations of toxic and environmental samples. This work is presented in the form of 

chapters so that, Chapter 1 provides a brief review of the botanical characterization 

Byrsonima spp., secondary metabolites of Byrsonima spp., allelopathy and quimioecology, 

bioassays with Lactuca sativa L. for phytotoxicity studies and forms of extraction. Chapter 2 

presents in the form of paper I and paper II. Paper I aimed to study the phytotoxic properties 

and cytogenotoxic of leaves and fruits of B. verbascifolia and B. intermedia in L. sativa L. 

using the sandwich method. It was found that fruits of B. intermedia are responsible for the 

inhibition of germination of lettuce leaves with regard to this species. The lettuce root 

elongation organs exposed to B. verbascifolia showed stimulatory effects and organs of B. 

intermedia showed inhibitory effects on the growth of roots. The mitotic index showed 

allelopathic effect of Byrsonima spp. the reduction of cell division in root meristem of lettuce, 

and stimulating the roots stretching caused by B. verbascifolia understood as a consequence 

of cell expansion and not of mitotic activity. It was observed effect aneugenic of Byrsonima 

spp. being the highest frequency of C-metaphase and stickness in fruits of B. verbascifolia 

and leaves of B. intermedia. Paper II presents a work whose purpose was to determine the 

phytotoxicity of different plant extracts of B. verbascifolia and B. intermedia in bioassay 

Lactuca sativa L. The results showed that the extracts of leaves of B. verbascifolia and B. 

intermedia, especially ethanol extract, have phytotoxic and cytotoxic potential. These effects 

are different depending on the extraction form (aqueous cold, hot and ethanol), probably due 

to the composition of secondary metabolites. 

 

Palavras chave: Allelopathy. Murici-cascudo. Murici-pequeno. Sandwich Method. Forms of 

extraction.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Cerrado é considerado a savana mais rica em biodiversidade vegetal e é 

mundialmente conhecido pela potencialidade farmacológica de suas plantas devido às suas 

propriedades medicinais, além das propriedades condimentares. E embora muito se tenha 

estudado sobre os aspectos farmacológicos e toxicológicos das plantas brasileiras, poucos 

estudos abordam as possíveis interações ecológicas que são mediadas pelos metabólitos 

secundários produzidos por essas plantas (ARAÚJO et al., 2014; JUNQUEIRA; OLIVEIRA 

JÚNIOR, 2014). 

Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss. é uma espécie nativa do Cerrado 

pertencente à família Malpighiaceae que possui grande potencial medicinal. É utilizado 

popularmente para o tratamento de enfermidades tais como diarreia, febre, apresentando 

propriedade cicatrizante, antisséptica, antimicrobiana, anti-hemorrágica e anti-inflamatória 

(GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA, 2011; MOREIRA et al., 2011; SALDANHA; 

SOARES, 2015). Possui conhecida produção de compostos voláteis nos frutos, e metabólitos 

secundários nas folhas, como glicolipídios, triterpenos e ácidos triterpênicos; e também no 

tronco, como taninos e proantocianidinas (FIGUEIREDO et al., 2005; PINTO; KOLB, 2015). 

Na espécie Byrsonima intermedia A. Juss, os frutos possuem sabor agridoce e são 

consumidos no meio rural como alimento. Além dos frutos, outras partes da planta são 

empregadas pelas populações rurais no tratamento de enfermidades (LORENZI, 2008). A 

casca do caule é utilizada na maior parte dos trabalhos de pesquisa para obtenção de extratos, 

nos estudos da sua composição química e da sua ação biológica (BAUAB; VARANDA; 

CARDOSO, 2015). Para a extração da casca, muitas vezes, é necessário à retirada da planta 

inteira do local, o que vem provocando uma redução da população de Murici-pequeno 

(HOMMA, 1993). 

Os estudos sobre os efeitos alelopáticos relacionam a ação aleloquímica e outros 

aspectos da biologia da planta-alvo, como as respostas relacionadas aos parâmetros 

germinativos, de crescimento e desenvolvimento inicial, o comportamento do complemento 

cromossômico exposto aos toxicantes advindos das diferentes formas de extração dos 

princípios ativos e ainda da sua ação sobre os aspectos fotossintéticos (REIGOSA et al.; 

SILVA; ÁQUILA, 2006). 

Não foram encontrados estudos na literatura sobre o efeito de citogenotoxicidade de 

extratos dos órgãos do Murici-pequeno e Murici-cascudo sobre a dinâmica do genoma nuclear 
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de biotestes vegetais. Nesse sentido, determinar os efeitos alelopáticos bem como a 

capacidade desses extratos em gerar modificações no DNA nuclear e na fisiologia de outras 

plantas faz-se necessário para subsidiar estudos sobre os processos de interação ecológica 

dessa planta com outras bem como contribuir para estudos farmacológicos. 

 Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar a fitotoxicidade e citotoxicidade de 

diferentes tipos de extratos de folhas e frutos de duas espécies de Byrsonima spp. em 

bioensaio com Lactuca sativa L. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

 

 

 A seguir, é apresentada uma revisão de literatura atualizada acerca dos temas 

abordados nesta dissertação, com intuito de gerar embasamento teórico para a análise e 

discussão dos resultados. 

 

 

2.1 CARACTERIZAÇÃO BOTÂNICA DE BYRSONIMA SPP. 

 

 

A família Malpighiaceae compreende aproximadamente 68 gêneros e 1250 espécies 

amplamente distribuídas nas regiões tropicais, principalmente Norte e Nordeste do Brasil 

(SOUZA; LORENZI, 2012). São plantas herbáceas, arbustivas, arbóreas ou, mais 

frequentemente, trepadeiras com folhas inteiras, de disposições opostas, sem estípulas. As 

flores são vistosas, de coloração, em geral, amarela ou rosada, cíclicas, hermafroditas, 

diclamídeas, de simetria zigomorfa, reunidas em inflorescências paniculadas nas axilas 

superiores ou terminais. As pétalas, em geral, são fimbriadas, longipedunculadas e o androceu 

é formado por dez estames como ocorrem em várias espécies de Byrsonima (JOLY, 2002; 

OLIVEIRA et al., 2007). 

O gênero Byrsonima é caracterizado por alta plasticidade fenotípica, com ampla 

ocorrência nas diversas composições florísticas da América do Sul (MAMEDE, 2014). 

Apresenta uma riqueza na presença de taninos, que são metabólitos secundários fenólicos, de 

sabor adstringente encontrados no interior dos vacúolos vegetais, conforme verificado por 

Castro et al. (2009) e Carvalho (2010), e que apresentam atividade antisséptica, 

antimicrobiana, anti-hemorrágica, antidiarreica, cicatrizante e anti-inflamatória. O chá da 

casca do caule apresenta atividade que combate diarreia e disenteria (NOGUEIRA et al., 

2008). 

O Murici-cascudo (Byrsonima verbascifolia) é uma espécie lenhosa arbustiva ou 

arbórea de até 4 m. Seu tronco é muitas vezes torto e ramificado, de casca áspera muito 

fragmentada, com ramos grossos fortemente suberificados. Suas folhas são opostas, obovadas 

e agudas, densamente pilosas em ambas as faces, podendo atingir cerca de 25 cm de 
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comprimento por 13 cm de largura; nos ramos novos estão dispostas em tufos (Fig 1). São 

avermelhadas quando novas e tornam-se verdes na face superior e acinzentadas na face 

inferior quando maduras. O pecíolo é curto e largo, as flores são alaranjadas em cachos de 

eixo piloso e o fruto do tipo drupa (FERRI, 1969). Quando maduros, os frutos possuem 

epicarpo e polpa suculenta, sabor adocicado e cheiro característico (LORENZI, 2008). 

 

Figura 1 - Folhas e frutos de Byrsonima verbascifolia Rich. 

ex A. Juss. 

 

Fonte: Amâncio (2014). 

 

Além do uso na medicina popular, os frutos do Murici-cascudo são utilizados na 

alimentação dos moradores do Cerrado e possuem elevada importância como fonte de renda 

dos mesmos na fabricação de doces, sucos, licores, sorvetes e no consumo in natura 

(GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA, 2011; GUSMÃO; VIEIRA; FONSECA, 2006). 

O Murici-pequeno (Byrsonima intermedia) é uma espécie arbustiva, podendo 

apresentar vários ramos (Fig. 2). Possuem folhas opostas lanceoladas, glabras, flores amarelas 

em cachos terminais. Seus frutos são do tipo drupóide, indeiscentes, endocarpo lignificado, 

consistência carnosa e coloração amarela (FERRI, 1969; SOUTO; OLIVEIRA, 2005). 
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Figura 2 - Byrsonima intermedia A. Juss. A. Inflorescência B. Folhas e frutos. 

 

Fonte: Amâncio (2014). 

 

Carvalho e Nascimento (2008) e Carvalho et al. (2009) observaram que Byrsonima 

intermedia possui baixa taxa de germinação e emergência lenta em comparação com outras 

espécies de Byrsonima, como B. coccolobifolia, B. lancifolia, B. sericea, B. spicata, B. 

stipulacea e B. verbascifolia. Além disso, as sementes apresentam dormência tegumentar. A 

floração e frutificação ocorrem de outubro a dezembro e são atrativos para aves possuindo 

assim um grande potencial para recuperação de áreas degradas (ARAÚJO et al., 2014; 

GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA, 2011). 

 

 

2.2 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS DE BYRSONIMA SPP. 

 

 

Os metabólitos secundários por muito tempo foram considerados como produtos 

residuais do metabolismo, sem uma função particular nas plantas.  Porém assim como os 

primários eles estão intimamente ligados a processos vitais para as plantas (HARVEY; 

FERRIER, 2005; HERBERT, 1989; PEREIRA; CARDOSO, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2002). 

Canhoto (2010) confere a importância dos metabólitos secundários nas plantas como 

vitais para o desenvolvimento e sobrevivência das espécies, pois as protegem contra 

predadores e microrganismos patogênicos. Funcionam como compostos alelopáticos 

(conferindo uma vantagem competitiva relativamente a outras plantas), na atração de agentes 

A B 
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polinizadores ou dispersores de sementes, na proteção contra radiações, no armazenamento de 

nitrogênio e na regulação do balanço hídrico das plantas (WINK, 2010). 

Estudos fitoquímicos das espécies B. verbascifolia e B. intermedia revelaram a 

presença de triterpenos, glicolipídios, saponinas, taninos, catequinas e flavonoides (FELÍCIO 

et al., 1995; GONÇALVES et al., 2013; PINTO; KOLB, 2015; SALDANHA; SOARES, 

2015). Segundo Schenkel et al. (2000) lupeol e α-amirina são saponinas do tipo triterpenos 

pentacíclicos. Essas saponinas triterpênicas encontram-se, predominantemente em 

eudicotiledôneas e magnoliideas.  

O gênero Byrsonima também apresenta casca rica em taninos (GUILHON-

SIMPLICIO; PEREIRA, 2011). Estes estão entre os principais grupos de metabólitos 

secundários. São compostos fenólicos, em geral polifenóis de alto peso molecular, de 

estrutura química variável, com moléculas grandes, por isso, não costumam ser absorvidos 

pelo tubo digestivo. Os taninos possuem afinidade de precipitarem proteínas, geralmente de 

forma irreversível, formando complexos insolúveis, são empregados na curtição de couros e 

peles. O papel biológico dos taninos nas plantas tem sido investigado e acredita-se que eles 

estejam envolvidos na defesa química contra o ataque de herbívoros e contra microrganismos 

patogênicos (AZEVÊDO et al., 2015). Suas características defensivas e protetoras contra 

ataque de herbívoros residem justamente na capacidade de precipitarem proteínas, 

apresentando, consequentemente, sabor adstringente e de difícil digestão, já que as enzimas 

digestivas não conseguem atacar esses precipitados (SOUZA et al., 2005). 

Assim, os compostos encontrados nas plantas podem ser uma alternativa oportuna para 

a agricultura no controle de plantas daninhas sem causar danos ao ambiente, permitindo obter 

produtos de alta qualidade sem a presença de agentes contaminantes através dos chamados 

bioherbicidas (ZENG et al., 2010). 

 

 

2.3 ALELOPATIA E QUIMIOECOLOGIA 

 

 

O metabolismo das plantas é definido como conjunto total de transformações das 

moléculas orgânicas, suprindo o organismo de energia e garantindo a continuidade do estado 

organizado (MARZZOCO; TORRES, 2007). O metabolismo primário é responsável pela 

síntese de celulose, lignina, proteínas, açúcares e outras substâncias (CHAMPE et al., 2008). 
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O segundo grupo de compostos químicos – os metabólitos secundários ou micromoléculas – 

geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular e marcantes atividades 

biológicas, como a alelopatia (BERG; LUBERT, 2008). 

De acordo com Baltz, Demai e Davies (2010), a biossíntese de determinados 

compostos secundários pode ocorrer em todos os tecidos de uma dada espécie vegetal. As 

suspensões celulares de calos cultivados in vitro podem ser utilizadas para a cultura em escala 

comercial de células vegetais das quais os metabólitos secundários podem ser extraídos 

(CASTRO et al., 2016; GOPI; VATSALA, 2006).  

Os metabólitos secundários são classificados quanto à estrutura química: nitrogenados 

(alcaloides, aminoácidos não proteicos e glicosídeos cianogênicos), terpenóides (óleos 

essenciais, triterpenos, saponinas e glicosídeos cardioativos) e fenólicos (ligninas, flavonoides 

e taninos) conforme descrito por Corrêa et al. (2008). E esses produtos secundários têm papel 

importante na adaptação das plantas aos ambientes, pois contribuem para que as mesmas 

possam ter uma boa interação com os diferentes ecossistemas. 

Dentre as interações ecológicas entre as plantas podemos destacar a competição. As 

plantas competem por luz, água e nutrientes, revelando uma concorrência constante entre as 

espécies que vivem em comunidade. Essa competição contribui para o equilíbrio das espécies 

no ecossistema, e algumas desenvolvem mecanismos de defesa que se baseiam na síntese de 

determinados metabólitos secundários, liberados no ambiente por meio de exsudação, 

volatilização, lixiviação e/ou decomposição dos resíduos que irão interferir em alguma etapa 

do ciclo de vida de outra planta (GONÇALVES, 2016; LARA-NUÑEZ et al., 2006). Para 

Duke (2015), alelopatia é uma interação planta/planta, na qual um vegetal compete com outro, 

e isso ocorre para assegurar o fornecimento de água, luz e nutrientes.  

A alelopatia pode ser definida como interação bioquímica entre vegetais no meio 

ambiente causando efeito sobre a planta-alvo impedindo ou estimulando a germinação, bem 

como o processo de divisão celular, influenciando no crescimento e desenvolvimento de 

outras plantas (PERGO; ISHII-IWAMOTO, 2011; REIGOSA et al., 2013; SILVA; ÁQUILA, 

2006). Efeitos alelopáticos são mediados por substâncias que pertencem a diferentes 

categorias de compostos secundários, denominados aleloquímicos (RIZVI; RIZVI, 1992). 

Rice (2012) relata que os aleloquímicos podem ser encontrados em todas as partes dos 

vegetais: caule, folhas, raízes, flores, frutos e sementes. Entretanto, muitos estudos são 

realizados utilizando folhas como principal fonte dessas substâncias (DE OLIVEIRA et al., 

2014; SALDANHA et al., 2013).  
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A realização de estudos sobre as influências alelopáticas entre espécies é de suma 

importância, pois possibilita o conhecimento dos efeitos e das interações inter e intra-

específicas de plantas, podendo ser notadas, por exemplo, através das alterações sobre a 

germinação e o índice de velocidade de emergência das plantas. Com isso o pesquisador pode 

identificar possíveis causas do insucesso no estabelecimento, na persistência de espécies 

vegetais em campo e resultar em uma adequação do manejo das espécies (OLIVEIRA et al., 

2014). 

De acordo com Prates et al. (2001), a maioria das pesquisas em alelopatia refere-se ao 

efeito aleloquímico sobre a germinação e o crescimento da planta-teste, não considerando os 

efeitos celulares relacionados às mudanças fisiológicas do bioensaio. Segundo os mesmos 

autores, os efeitos visíveis observados em muitos estudos de alelopatia são sinais secundários 

de mudanças ocorridas ao nível do DNA que podem ser identificados tanto citologicamente 

quanto citogeneticamente (ANDRADE-VIEIRA et al., 2013; LEME; MARIN-MORALES, 

2009; PAULA et al., 2015). 

 

 

2.4 BIOENSAIOS COM Lactuca sativa L.: UMA FERRAMENTA PARA ESTUDOS DE 

FITOTOXICIDADE 

 

 

Os bioensaios constituem um método para medição da resposta de organismos 

expostos a diferentes concentrações de uma amostra, realizados em laboratórios sob 

condições específicas e controladas (RIZZO, 2011). Estudos de fitotoxicidade utilizam 

diversos parâmetros com a finalidade de averiguar os efeitos tóxicos das substancias testadas. 

Dentre alguns podemos citar: taxa de germinação, índice de velocidade de germinação, 

alongamento de raiz, biomassa fresca, biomassa seca, tempo médio de germinação, taxa de 

plântulas normais desenvolvidas, alongamento da parte aérea, alongamento do hipocótilo, 

número de sementes mortas e sementes não germinadas, índice de velocidade de emergência, 

percentagem de emergência, além de aspectos micromorfológicos de plântulas (BORELLA et 

al., 2014; JUCHEM et al., 2013; NUNES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013; ROSA et al., 

2013; SILVEIRA et al., 2014). 

Segundo Rizzo (2011) os parâmetros avaliados nos bioensaios são visualizados nos 

efeitos sobre a germinação e crescimento da planta, sendo manifestações secundárias das 
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modificações que ocorrem em nível molecular. Estudos sobre o comportamento das espécies-

alvo são essenciais, assim como as combinações genotípicas, aspectos germinativos, 

desenvolvimento inicial e o comportamento do complemento cromossômico, possibilitando a 

identificação de polimorfismo cromossômico e fornecendo informações sobre possíveis 

alterações na estrutura e no número dos cromossomos (ANDRADE et al., 2008; REIGOSA et 

al., 2013). 

A literatura descreve que nos estudos sobre os efeitos de aleloquímicos podem ser 

utilizadas como bioensaios sementes nativas ou de espécies cultivadas, entre elas se destacam 

alface e cebola (FREITAS et al., 2015; RICE, 1984; SIMÕES et al., 2013). Para avaliar os 

efeitos danosos que os mutagênicos podem causar é necessária a observação de constante 

divisão mitótica no tecido da planta, sendo possível analisar as etapas da divisão celular, com 

o objetivo de identificar os efeitos tóxicos e alterações cromossômicas ao longo do processo 

(ANDRADE-VIEIRA et al., 2014). 

A principal vantagem do uso de Lactuca sativa como alvo nos estudos alelopáticos 

reside na sensibilidade da espécie, mesmo em baixas concentrações de aleloquímicos e baixo 

custo de pesquisa. Além disso, a espécie apresenta outras peculiaridades que favorecem sua 

utilização como: germinação rápida em aproximadamente 24h; crescimento linear em ampla 

faixa de variação de pH; baixa sensibilidade aos potenciais osmóticos dos extratos; pequeno 

número de cromossomos e presença de cromossomos grandes  sendo as duas últimas 

características facilitadoras para análises citogenéticas (CAMPOS et al., 2008; LEME; 

MARIN-MORALES, 2009; MORAES et al., 2015; RICE, 1984; SIMÕES et al., 2013; 

SOUSA et al., 2009). 

 

 

2.5 EXTRAÇÃO DE CONSTITUINTES QUÍMICOS VEGETAIS 

 

 

De acordo com Simões et al. (2007a), a extração é o primeiro passo para a análise de 

plantas medicinais, pois permite a retirada de substâncias ou fração ativa contida na droga 

vegetal. Basicamente o preparo da droga vegetal se resume na pré-lavagem, secagem e/ou 

liofilização, moagem do material botânico para obtenção de uma amostra homogênea, 

facilitando para que haja o aumento da superfície de contato da amostra com o sistema de 

solventes. São necessárias medidas adequadas para assegurar que os potenciais componentes 
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ativos não serão perdidos, distorcidos ou destruídos durante a preparação do extrato a partir de 

amostras de plantas. Na extração de compostos hidrofílicos (polar), são usados solventes 

polares tais como água, metanol, etanol ou acetato de metila. Para a extração de compostos 

lipofílicos (apolar) são usados diclorometano ou uma mistura de diclorometano / metanol na 

proporção de 1:1 (SASIDHAREN et al., 2011). 

O processo de extração de substâncias pode ocorrer por diversas técnicas. A diferença 

nos processos pode ocorrer com relação aos tipos de solventes, que pode ser água, etanol, 

metal entre outros e à temperatura de extração, que pode ser frio ou a quente, levando em 

consideração os compostos alvos sendo assim necessária a adequação nos métodos de 

extração (SIMÕES et al., 2007a). 

A extração aquosa a frio tem como vantagem a preservação de princípios ativos 

termolábeis. Um dos tipos de extração a frio é a maceração, na qual se coloca o extrato em 

contato com o solvente (água) em temperatura ambiente em recipiente fechado por seis horas 

e, posteriormente, submete-se à temperatura de 6º C. No caso da extração aquosa a quente, a 

desvantagem é a perda de princípios termolábeis, porém é uma técnica muito utilizada 

embasada em Áquila (2000) e Pires et al. (2001), visando maior extração e obtenção de 

substâncias menos solúveis da planta, além de auxiliar na redução de contaminações devido á 

temperatura elevada da água. A extração ocorre por meio da submissão do material vegetal ao 

solvente a temperatura de 80º C até atingir temperatura ambiente (CUNHA et al., 2004; 

SAKANAKA et al., 2004). 

A extração também pode ser feita utilizando etanol, cuja vantagem é a retirada de 

substâncias ativas como gomas, resinas, alginatos e heterosídeos, além de ser um meio 

desfavorável à propagação microbiana (SIMÕES et al., 2007b). Esse método envolve colocar 

o extrato em contato com etanol (70%) por no mínimo 7 dias, filtrar e coloca-lo em 

rotaevaporador. Só após a total exaustão do etanol esse extrato é usado para diluição a 5%. 

Além disso, os extratos de plantas também são preparados por maceração ou 

percolação de plantas verdes frescas ou secas em pó vegetal. Conforme desenvolvido por 

Fujii (1994), o método sanduiche consiste no uso de órgãos da planta secas em pó vegetal, 

colocado entre duas camadas de ágar, permitindo a translocação de compostos solúveis em 

água até a planta-teste e determinando a atividade alelopática de lixiviados de plantas (FUJII 

et al., 2003; 2004; MORITA et al., 2005). Este método também foi utilizado no Paquistão por 

Anjum et al. (2010) e Khan et al. (2009), no Peru por Morikawa et al. (2012) e no Brasil, para 

a triagem de plantas medicinais e estudo de espécies de plantas invasoras (CÂNDIDO et al., 

2010). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

Tendo em vista que Byrsonima verbascifolia e Byrsonima intermedia A. Juss. são 

espécies exploradas na medicina popular, estudar as propriedades alelopáticas e fitotóxicas 

das folhas e frutos dessas plantas pode auxiliar na triagem de possíveis efeitos 

citogenotóxicos contribuindo para orientar o uso adequado dessas espécies na medicina 

popular bem como informações significativas para análises fitoquímicas.  

Nesse sentido, bioensaios que utilizam modelos vegetais devem ser selecionados por 

critérios rigorosos para permitirem uma avaliação significativa do potencial fitotóxico e 

citogenotóxico dos aleloquímicos contidos nos diferentes extratos, sendo capazes de induzir 

alterações no material genético que resultem em efeitos sobre a germinação e o 

desenvolvimento de plantas testes. Lactuca sativa L. tem sido utilizado rotineiramente em 

laboratórios de todo o mundo que trabalham com genética toxicológica, sendo considerada 

uma ferramenta valiosa quanto à determinação da atividade tóxica de extratos e princípios 

ativos isolados de diferentes espécies, por apresentar sensibilidade para expressar resultados 

mesmo sob baixas concentrações de substâncias tóxicas, além de possuir germinação rápida e 

homogênea, crescimento linear insensível às diferenças de pH em ampla faixa de variação e 

insensibilidade aos potenciais osmóticos.  

Ressalta-se ainda, que foram encontrados na literatura poucos estudos de 

citogenotoxicidade dos diferentes órgãos de Byrsonima verbascifolia e Byrsonima intermedia 

sobre a dinâmica do genoma nuclear de biotestes vegetais que é o que se espera investigar 

neste trabalho por meio do emprego das técnicas citogenéticas clássica. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

A sessão a seguir trata dos objetivos gerais e específicos pretendidos neste trabalho.  

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a fitotoxicidade e citotoxicidade de folhas e frutos de duas espécies de Byrsonima 

spp. em Lactuca sativa L. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Avaliar o efeito fitotóxico de folhas e frutos de B. verbascifolia e B. intermedia em L. 

sativa L. utilizando o método sanduiche. 

Investigar a ação aleloquímica dos diferentes extratos de folhas de B. verbascifolia e B. 

intermedia no comportamento de Lactuca sativa L. quanto à germinação, crescimento inicial 

e ciclo celular. 
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Sandwich Method Applied to the Screening of Allelopathic 

Action in Byrsonima spp. (Malpighiaceae) Species 

 

Allelopathy of Byrsonima spp. 

 

 

ABSTRACT 
 

In order to understand the allelochemical action of Byrsonima intermedia A. Juss.andByrsonima verbascifolia 

Rich. ex A. Juss., the effects on germination, initial growth and cell cycle of Lactuca sativa L., exposed to leaves 

and fruits of this species, were evaluated using the sandwich method. Data were subjected to analysis of 

variance and means were compared by the Scott-Knott test (p<0.05). For the parameters germination 

percentage and germination rate index, no difference between Byrsonima spp. species was observed, and B. 

intermedia fruits were responsible for the highest inhibition of lettuce germination, compared to the leaves. Root 

elongation in lettuce exposed to B. verbascifolia organs showed stimulatory effects andB. intermedia organs 

showed inhibitory effects on root growth. The mitotic index showed the allelopathic effect of Byrsonimaspp. 

bythe reduction in cell division in lettuce root meristem, and the stimulus in root elongation was caused by B. 

verbascifolia, understood as a consequence of cell expansion, not mitotic activity. An aneugenic effect of 

Byrsonima spp. was observed, and the highest frequency of C-metaphase and stickiness was found inB. 

verbascifolia fruits and B. intermedia leaves. 

 

Keywords:Allelopathy, Murici-pequeno, Murici-cascudo, Sandwich method 

 

 

 

1. INTRODUCTION 
 

The Brazilian flora is world renowned for the pharmacological potential of its plants, due to their 

medicinal properties, in addition to their well-known culinary and toxic properties, attracting the 

attention of researchers from different areas of knowledge. While much has been studied about the 

pharmacological and toxicological aspects of Brazilian plants, few studies address the possible 

ecological interactions that are mediated by secondary metabolites produced by these plants (Santos 

2008). 

Among the biomes present in the world, Cerrado is the one with the highest plant biodiversity, 

covering 25% of the Brazilian territory in the states of Goiás, Mato Grosso, Minas Gerais, Piauí and 

Bahia. In these regions, it is possible to highlight livestock and agriculture activities, and often a 

disorderly extractive and predatory exploitation, making Cerrado the most threatened biome in Brazil, 

which may cause the extinction of many species of botanical, ecological and pharmaceutical interest, 

before they are fully known (Vieira and Martins 2000; Araújo et al. 2010). 

Byrsonima verbascifolia Rich.ex A. Juss. andByrsonima intermedia Rich. ex A. Juss., popularly 

known as Murici-cascudo and Murici-pequeno, respectively, are species native to the Cerrado, 

belonging to the Malpighiaceae family, with a great medicinal potential. They are used by the local 

population for the treatment of diarrhea, fever, mucosa infections and Chagas disease, presenting 

healing, antiseptic, antimicrobial, antihemorrhagic and anti-inflammatory properties (Pinto and 

Bertolucci 2002, Guilhon-Simplicio and Pereira 2011, Moreira et al. 2011, Saldanha et al. 2013, 

Saldanha et al. 2016). It produces secondary metabolites in fruits, leaves, and also on the stem bark, 

such as volatile compounds, glycolipids, triterpenes, saponins, tannins and proanthocyanidins 

(Figueiredo et al. 2005; Rodrigues 2007, Gonçalves et al. 2013; Pinto and Kolb 2015). The production 

of secondary metabolites can influence the ecological aspects of the place, the growth and 

development of other plants and organisms, in a phenomenon known as allelopathy. Studies on the 

allelopathic effects are already substantial regarding germinal and growth aspects, as well as initial 

target plant development, but still incipient when the issue is related to the phytotoxic action on the 

cell cycle behavior and to chromosome complement of bioassays (Silva and Áquila 2006, Reigosa et 

al. 2013). Understanding plant intervention in the environment, besides the action of compounds 
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produced by them in plant bioassays, can either subsidize weed control programs that seek to obtain 

efficient products for the control and/or elimination of weeds without harming the environment (Peres 

et al. 2009, Zeng et al. 2010), or screening studies of their effects on the cell cycle and DNA (Paula et 

al. 2015).  

The sandwich method is a bioassay used to determine the biological activity of the leachate from 

medicinal plants, invasive plant species, among others (Fujii 1994, Fujii et al. 2004, Cândido et al. 

2010). This method involves inoculating the plant material between two layers of agar, and it is an 

important tool to investigate the allelopathic potential under laboratory conditions. Agar is used, since 

it is a substance that allows a better translocation of water-soluble compounds to the test organism 

(Fujii et al. 2003). 

Although Murici-cascudo and Murici-pequeno are species quite widespread and widely exploited in 

folk medicine, cytogenotoxicity studies of different organs of these species on the dynamics of the 

nuclear genome of plant bioassays were not found in the literature. Therefore, the study of phyto and 

cytogenotoxic properties of leaves and fruits of these plants can diagnose the allelopathic capacity and 

assist in screening their possible effects on cell proliferation and chromosome complement, 

contributing to pharmacological studies. 
 

2 MATERIAL AND METHODS 
 

2.1 Collection and Preparation of Samples  
 

Fully expanded leaves and fruits of B. intermedia and B. verbascifolia were collected from populations 

located in the municipality of Ijaci-MG. Plants of these populations were identified, cataloged, and 

specimens are in the ESAL Herbarium, Department of Biology UFLA under registration No. 17601 

and No. 17228, respectively. The material collected in August 2014, during dry season, was placed in 

plastic bags and transported to UNIFAL-MG on the same day of collection. The organs were sorted, 

separated, dried in an oven at 40°C with forced air circulation, subsequently crushed and sieved 

(0.84mm opening).  
 

2.2 Phytotoxicity Tests – Sandwich Method 

 

The methodology used in this experiment was the same used by Cândido et al. (2010), with leaves and 

fruits of the two Byrsonima spp. species.  

Lactuca sativa L. seeds, cultivar Grand Rapids, obtained commercially, were used as bioassays. 30 

seeds were distributed in Petri dishes containing a 5 mL layer of agar (0.5%), followed by the addition 

of 10, 20, 30, 40 and 50 mg plant dry matter, subsequently adding one more 5 mL layer of agar. In the 

control treatment, no plant material was added to the agar. 

The dishes were kept in a B.O.D. camera at 20°C with a 12-hour photoperiod. Daily germination 

assessments were performed until the seventh day after the plot of the experiment. The following 

parameters were evaluated: germination percentage (%G) 24 hours after the plot of the experiment, 

germination rate index (GRI), number of normal seedlings (NS), root elongation (RE), shoot length 

(SL), fresh biomass (FB), dry biomass (DB), mitotic index (MI) and chromosomal abnormalities 

(CA). 

In each dish, ten seedlings were randomly selected for analysis of RE and SL, and the measurements 

were performed on the seventh day after the beginning of the experiment, with the aid of a digital 

caliper (DIGIMESS
®
 150mm) (Barnes and Soeiro 1981). For FB and DB, data were obtained 

according to Moraes et al. (2015). 
 

2.3 Cytogenetic Analyses 

 

Concomitantly to germination and initial growth tests, mitotic index (MI) assessments, as well as the 

occurrence of chromosomal abnormalities (CA), were conducted. For this experimental condition, L. 

sativa seeds were placed under the same conditions described above. After root protrusion, root tips 

were collected, fixed in Carnoy (ethanol:acetic acid, 3:1 v/v) and stored at -18°C. After 24 hours, the 
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Carnoy was exchanged, and cytogenetic preparations were made, as described by Rodrigues et al. 

(2013). 

The criteria for the acceptance of the presence of chromosomal alterations observed are described as 

follows: micronucleus, bridge in anaphase, bridge in telophase, C-metaphase, stickiness and laggard 

chromosome. 

 

2.4 Data Analysis 

 

The experimental design was completely randomized (CRD) in a factorial design with three repeat, in 

2x2x5, with 2 species (B. intermedia and B. verbascifolia), 2 organs (leaf and fruit), 5 treatments (10, 

20, 30, 40 and 50 mg) and the negative control. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) 

and means were compared by the Scott-Knott test at 5% significance, using the Sisvar program, 

version 5.4 (Ferreira 2014). 
 

3. RESULTS AND DISCUSSION 
 

There was no significant difference (p>0.05) between Byrsonima spp. species regarding lettuce 

germination percentage (%G). However, when compared with the negative control and the treatments, 

it is possible to observe that, from 10 mg of leaves and fruits, both species reduced %G (Figure 1). 

Furthermore, a statistical difference (p>0.05) was found for leaves and fruits of Byrsonima intermedia, 

and the fruits inhibited about 7% germination in relation to leaves.  
 

 
Figure 1. Germination percentage (%G), with 24 hours, of Lactuca sativa L. exposed to leaves and fruits of Byrsonima spp. 

A) B. verbascifolia. B) B. intermedia. Equal letters between concentrations do not differ statistically by the Scott-Knott test 

(p>0.05); uppercase and lowercase letters refer to the statistical analysis of leaves and fruits, respectively, for each Byrsonima 

sp species.  
 

In the literature, phytochemical screening studies that allow the quantitative comparison of the product 

of secondary metabolism of fruits for this species were not found, and only the presence and 

quantification of flavonoids, catechins and tannins in leaves was described (Rodrigues 2007, Moreira 

et al. 2011). 

A similar behavior of %G was observed for germination rate index (GRI), showing a lower GRI in 

seeds exposed to treatments of leaves and fruits of Byrsonima spp., when compared to the control 

(Figure 2). 
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Figure 2. Germination Rate Index of Lactuca sativa L. exposed to leaves and fruits of Byrsonima spp. A) B. verbascifolia. B) 

B. intermedia. Equal letters between concentrations do not differ statistically by the Scott-Knott test (p>0.05); uppercase and 

lowercase letters refer to the statistical analysis of leaves and fruits, respectively, for each Byrsonima sp species. 

 

These results are consistent with studies showing that species from the Cerrado, especially those with 

saponins and triterpenoids as secondary metabolic products, present phytotoxic activity on lettuce 

germination (Barbosa et al. 2008, Novaes et al. 2013). Saponins have recognized biological activity, 

mainly affecting germination and initial growth parameters, since they reduce the respiration rate of 

seeds due to the reduced availability of oxygen diffusion through the seed coat (Marchaim et al. 1974). 

Triterpenes also act as lettuce germination inhibitors, but the mechanism of action of these compounds 

is still unknown (Martins et al. 2010). In addition, the delay or reduction in germination by 

phytotoxicity can be explained by the effects on the mobilization of reserves, which occurs in the 

initial stages of seed germination, by the action of secondary metabolites (Pinto and Kolb 2015). 

The parameters shoot length (SL), number of normal seedlings (NS) and dry biomass (DB) showed no 

statistically significant difference (p>0.05) between species, organs and quantity of leaves and fruits of 

Byrsonima spp. 

Root elongation (RE) of lettuce exposed to leaves and fruits of Byrsonima spp., ranged as a function of 

species and organs. B. verbascifolia organs (Figure 3A) showed stimulatory effect on root growth, 

compared to the control, and it was more evident in treatments 10, 20 and 30 mg of fruits and in 

treatments with larger amounts of leaves (30, 40 and 50 mg). On the contrary, leaves and fruits of the 

species B. intermedia (Figure 3B) inhibited RE, particularly from 30 mg (dry matter) leaves. 
 

 
Figure 3.Root elongation (mm) of Lactuca sativa L. exposed to leaves and fruits of Byrsonima spp. A) B. verbascifolia. B) 

B. intermedia. Equal letters between concentrations do not differ statistically by the Scott-Knott test (p>0.05); uppercase and 

lowercase letters refer to the statistical analysis of leaves and fruits, respectively, for each Byrsonima sp species. 

 

In studies on allelopathic activity through the sandwich method, Fujii et al. (2003, 2004) also found 

that some species of the families Asteraceae, Fabaceae, Sapotaceae and Malvaceae promoted 

stimulation, and others belonging to the same family promoted an inhibitory effect on lettuce root 

length. The concept of allelopathy, according to Rice (1984), involves both inhibitory and stimulatory 

effects on the target organism. Stimulatory effects associate to substance concentrations, manifesting 

most often in situations of low concentrations, can affect membrane permeability and, at high 

concentrations, inhibit the absorption of water and nutrients (Einhellig, 2002). 
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In this study, the stimulatory effects of B. verbascifolia fruits in lower amounts tested, corroborate the 

results of Einhellig (2002); however, treatments with leaves of this species showed a differing 

response, with stimulatory effects at 30, 40 and 50 mg dry matter. Changes in the activity of 

expansins, enzymes involved in the cellular expansion process, may be, as reported by Moraes et al. 

(2015), a possible explanation for an abnormal root growth, when exposed to B. verbascifolia leaves. 

For B. intermedia, there was a significant decrease in RE with the increase in the amount of dry matter 

of leaves, and this is probably due to the presence and amount of secondary metabolites in this organ. 

According to the literature, anthraquinones, glycolipids, triterpenes, saponins, tannins and 

proanthocyanidins are compounds found in this species and the phytotoxic activity of these 

metabolites, acting alone or synergistically, influence the initial growth of the target plant (Figueiredo 

et al. 2005, Rodrigues 2007, González-Coloma et al. 2011, Gonçalves et al. 2013, Paula et al. 2015). It 

has been proposed that the inhibitory effect of saponins on RE is associated with the formation of high 

molecular weight arrays around the radicle, preventing water absorption by the plant (Waller et al. 

1999). 

According to Cândido et al. (2010), allelochemicals can often influence RE, but they may not affect 

shoot growth, which was observed in this study, due to the fact that absorption happens in root tissues, 

which are in direct contact with the plant substrate by the agar. Agar is used, since it is a substance that 

allows a better passage of water-soluble compounds to the target species (Fujji et al. 2003). 

For the parameter fresh biomass (FB), there were significant differences between species, and B. 

verbascifolia had a lettuce seedling mass of 17.17%, higher than B. intermedia, corroborating the data 

that showed the stimulus in RE due to the treatment with B. verbascifolia. This difference in FB values 

are probably related to the water content present in target plant tissues (Borella et al. 2012), resulting 

from the action of treatments with different Byrsonima spp. species. However, the effects caused on 

root length did not extend to significant changes in the dry biomass of lettuce seedlings, which are 

similar to the results found by Borella et al. (2012). According to Gatti et al. (2004), this response may 

be related to a differentiated organic matter investment in roots and shoots, directly influenced by the 

tested compounds. 

In addition to the evaluated phytotoxicity parameters, it was possible to observe a root tip browning in 

the bioassay, which were in contact with the leaves and fruits of the Byrsonima spp. species, showing 

a possible necrosis. According to Periotto et al. (2004), root browning can also be a sign of 

phytotoxicity, as in the case of B. verbascifolia and B. intermedia. 

Regarding the parameters that show cytotoxicity, treatments with different organs of the two species 

reduced cell division, when compared to the control, and this reduction is more evident in bioassays 

exposed to Byrsonima spp. leaves (Figure 4). 
 

 
Figure 4.Mitotic index (%) of root tips of Lactuca sativa L. exposed to leaves and fruits of Byrsonima spp. A) B. 

verbascifolia. B) B. intermedia. Equal letters between concentrations do not differ statistically by the Scott-Knott test 

(p>0.05); uppercase and lowercase letters refer to the statistical analysis of leaves and fruits, respectively, for each Byrsonima 

sp species.  

 

The mitotic index (MI) showed the allelopathic effect of B. verbascifolia by reduced cell division in 

lettuce meristematic cells, compared to the control. Inversely, RE data for this species showed a 

stimulus in root growth, and may be understood as a root growth, which is not caused by mitotic 

activity, but by cell expansion growth, as previously mentioned. For B. intermedia, the treatments also 

reduced cell division, which is the likely cause of the inhibitory effects on germination and root 
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growth of lettuce observed in this study. The visible effects on germination and initial growth of the 

target plants are widely cited in the literature as secondary manifestations of changes that occur at the 

cellular and molecular level, such as inhibition of mitosis and/or changes in chromosomes, structure 

and nuclear dynamics (Ferreira and Áquila 2000, Andrade et al. 2008). According to Leme & Marin-

Morales (2009), the effects on cell proliferation are important in the assessment of cytotoxicity. It is 

known, for example, that phenolic compounds can inhibit root development and cell division, causing 

stunted growth (Li et al. 2010). 

The cytotoxic effect of the fruits and especially the leaves of Byrsonima spp. can also be verified by 

the inhibition in the number of cells entering prophase and, consequently, by the reduction in the 

number of cells in other phases of the cell cycle, compared to the control, as found in this study 

(Figure 5). 
 

 

 

 
 

 
Figure 5.Cell division stages (%) of root tips of Lactuca sativa L. exposed to leaves and fruits of Byrsonima spp. A and C) B. 

verbascifolia.B and D) B. intermedia. 
 

Paula et al. (2015) observed the inhibitory effect of Bauhinia ungulata L. extracts on the different 

phases of mitosis, and the highest inhibition was observed in the number of cells in anaphase. 

According to these authors, the predominance of inhibitory effects on the different stages of mitosis in 

root lettuce meristem cells often leads to a reduction in growth, given that the meristematic region is 

responsible for the production of new cells and it is closely related to root growth. This result could be 

observed in treatments with B. intermedia. However, for B. verbascifolia, there is no link between the 

reduction in the number of dividing cells with root growth. 

The occurrence of chromosomal abnormalities (CA) observed in the bioassays exposed to leaves and 

fruits of both Byrsonima spp. species includes micronucleus, bridge in anaphase, bridge in telophase, 

C-metaphase, stickiness and laggard chromosome (Figures 6 and 7).  
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Figure 6.Frequency of chromosomal abnormalities (%) of root tips of Lactuca sativa L. exposed to leaves and fruits of 

Byrsonima spp.  A) B. verbascifolia. B) B. intermedia. 

 

 

 

 
Figure 7.Chromosomal abnormalitie in of root tips of Lactuca sativa L. exposed to leaves and fruits of Byrsonima spp. A) 

C-metaphase; B) Laggard chromosome (arrow); C) Bridge in anaphase; D) Stickiness; E) Micronucleus (arrow); F) Bridge 

in telophase. Bar = 5µm. 

 

 

According to Leme and Marin-Morales (2009), chromosomal abnormalities indicating clastogenic 

effects are those with bridges and chromatid breaks; while those resulting from aneugenic effects are 

loss and delay of chromosomes, stickiness, multipolar nucleus and C-metaphase. Thus, in this study, 

the cytogenetic analysis showed an aneugenic effect of Byrsonima spp. species, since the most 

frequent CA were C-metaphase and stickiness, with the highest frequencies observed in bioassays 

exposed to B. verbascifolia fruits and B. intermedia leaves. The highest rate of C-metaphase (2%) and 
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stickiness (1.08%) was observed in cells treated with 20 mg of B. intermedia leaves (data not shown). 

Characterized by chromosomes spread in the equatorial zone of the cell, C-metaphase shows changes 

in the mitotic spindle and chromosome structure, and these changes are indicative of the action of the 

toxic agent on spindle fibers, preventing the continuation of the mitotic cycle (Leme and Marin 

Morales 2009). As a result, the cell cycle is interrupted in metaphase and chromosomes are seen 

scattered and condensed with clear centromeres (Fiskejö 1985, Andrade-Vieira 2014). In studies with 

Plectranthusamboinicus leaves, Pinheiro et al. (2015) attributed high stickiness rates to the toxic 

effects of chemical agents on the organization of chromatin. Therefore, the high percentage of 

stickiness reflects the genotoxic effect of Byrsonima spp., since this CA represents a loss in the normal 

characteristics of the chromosome, resulting in the formation of agglomerates and condensation 

(Andrade-Vieira et al. 2013). 

 

4. CONCLUSIONS 
 

The sandwich method is an efficient technique to characterize the allelochemical action of the dry 

matter from the studied Byrsonima spp. organs. Through the simultaneous survey of phytotoxicity and 

cytogenotoxicity of leaves and fruits of B. verbascifolia and B. intermedia, antagonistic effects of 

these species on the growth of lettuce roots was observed. B. intermedia leaves inhibited lettuce root 

elongation, while B. verbascifolia leaves stimulated it. The mitotic index showed an allelopathic effect 

of Byrsonima spp. by the reduction in cell division in lettuce root meristem, and the stimulus in root 

elongation was caused by B. verbascifolia, understood as a consequence of cell expansion, not mitotic 

activity. Aneugenic effects were observed by chromosomal abnormalities, with the highest frequency 

of C-metaphase and stickiness in B. verbascifolia fruits and B. intermedia leaves. 
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RESUMO 
Byrsonimaverbascifolia e Byrsonima intermedia são espécies utilizadas na medicinal 

popular e gastronomia brasileira devido às propriedades farmacológicas de seus metabólitos 

secundários e nutricionais. Porém, pouco se conhece sobre a ação e atributos desses 

metabólitos nas interações ecológicas dessas plantas bem como os seus possíveis efeitos 

citogenotóxicos. Nesse contexto, foi objetivo deste trabalho averiguar a fitotoxicidade de 

extratos foliares de B. verbascifolia e B. intermedia em bioensaio com Lactuca sativa L. 

Extratos aquosos (frio e quente) e extrato etanólico de folhas foram obtidos na concentração 

de 5% (p/v) e posteriormente preparadas soluções nas concentrações 20, 40, 60, 80 e 100%. 

Foram avaliados: percentual de germinação, índice de velocidade de germinação, número de 

plântulas normais, alongamento de raiz, comprimento de parte aérea, biomassa fresca e seca, 

índice mitótico e anormalidades cromossômicas. Os dados foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas por meio do teste de Scott-Knott a 5% de significância.Os 

resultados apresentados evidenciam que os extratos foliares de B. verbascifolia e B. 

intermedia possuem potencial fitotóxico e citotóxico. Esses efeitos diferem em função 

daforma de extraçãoem que extrato etanólico apresentou maior toxicidade independente da 

espécie. Para a maioria dos parâmetros analisados não houve diferença estatística entre as 

espécies, porém para número de plântulas normais B. verbascifolia foi mais tóxica e para 

alongamento de raiz B. intermedia apresentou maior toxicidade. Entre as anormalidade 

cromossômicas C-metáfase e stickiness foram as mais frequentes indicando efeito aneugênico 

de extratos foliares de Byrsonima spp. 

 

Palavras chave: Citotoxicidade, extrato aquoso, extrato etanólico, fitotoxicidade. 
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1 Introdução 
 

O gênero Byrsonima Rich. ex A. Juss. é um dos mais representativos da família 

Malpighiaceae com aproximadamente 150 espécies e ampla distribuição neotropical (DAVIS 

& ANDERSON, 2010), sendo 50% dessas espécies encontradas em território brasileiro 

(MAMEDE, 2014). Entre essas espécies destacam-se Byrsonima verbascifolia Rich. Ex A. 

Juss. eByrsonima intermedia A. Juss, conhecidas como Murici-cascudo e Murici-pequeno, 

respectivamente, as quais são bastante exploradas na medicina popular devido a ação 

farmacológica de seus constituintes químicos que têm atividade antisséptica, antimicrobiana, 

anti-hemorrágica, antidiarreica, cicatrizante, anti-inflamatória e antimutagênica (GUILHON-

SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; GONÇALVES et al. 2013). Na composição química de suas 

folhas são encontrados proantocianidinas, taninos, triterpenos, quercetina, derivados gálicos, 

catequínicos, saponinas e cumarinas (GUILHON-SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; CECÍLIO 

et al. 2012; SALDANHA & SOARES, 2015).  

Os metabólitos secundários das plantas são vitais em suas interações ecológicas 

permitindo desenvolvimento e sobrevivência das espécies, pois conferem proteção contra 

predadores e microrganismos patogênicos (SINKKONEN, 2006). Também funcionam como 

compostos alelopáticos por meio da interação bioquímica entre vegetais no meio ambiente, 

impedindo a germinação e influenciando no crescimento e desenvolvimento de outras plantas 

(SILVA & ÁQUILA, 2006; REIGOSA et al. 2013). Guilhon-Simplicio, Pereira (2011) 

relatam que os aleloquímicos podem ser encontrados em todos os orgãos vegetais, contudo, 

em Byrsonima spp há um número cada vez mais crescente de trabalhos que utilizam folhas 

como principal fonte dessas substâncias (FIGUEIREDO et al. 2005; MOREIRA et al. 2011;  

GONÇALVES et al. 2013, PINTO & KOLB, 2015). 

O processo de extração de substâncias do metabolismo secundário pode ocorrer por 

diversas técnicas. A diferença nos processos está relacionada aos tipos de solventes, por 
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exemplo água ou etanol, e à temperatura de extração, que pode ser a frio ou a quente, levando 

em consideração os compostos alvos, sendo assim necessária a adequação nos métodos de 

extração (SASIDHAREN et al. 2011). A água é um dos solventes mais importantes, sendo 

utilizada na extração de substâncias hidrofílicas, com destaque para aminoácidos, açúcares, 

alcaloides na forma de sal, saponinas, heterosídeos flavonoídicos e mucilagens. A vantagem 

da extração por meio de etanol é a retirada de substâncias ativas como gomas, resinas, 

alginatos, além de ser um meio desfavorável à propagação microbiana (SIMÕES et al. 2007). 

As interações planta/planta no meio ambiente bem como a atividade de compostos por 

elas produzidos podem ser investigadas por meio de bioensaios vegetais, os quais constituem 

um método para medição da resposta de organismos expostos a diferentes amostras, 

realizados em laboratórios sob condições específicas e controladas (SOUZA FILHO et al. 

2011). As informações obtidas nesses experimentos podem subsidiar programas de controle 

de plantas daninhas que visam obter produtos eficientes no controle e/ou eliminação de 

invasoras sem causar danos ao ambiente (OLIVEIRA et al. 2015) quanto estudos de triagem 

dos seus efeitos sobre o ciclo celular e o DNA (Paula et al. 2015). O uso de Lactuca sativa L. 

como planta-alvo nos estudos alelopáticos reside na sensibilidade da espécie para expressar os 

resultados mesmo em baixas concentrações de aleloquímicos. Além disso, a espécie apresenta 

outras peculiaridades que favorecem sua utilização, como: germinação rápida em 

aproximadamente 24h, crescimento linear em ampla faixa de variação de pH e potenciais 

osmóticos, e características citogenéticas como cromossomos grandes e em número reduzido 

que facilitam as análises citológicas (SIMÕES et al. 2013; MOUSAVI et al. 2013).  

Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade alelopática e citogenotóxica de 

diferentes extratos de folhas de B. verbascifolia e B. intermedia em bioensaio com Lactuca 

sativa L. contribuindo para a caracterização quimioecológica e farmacológica do gênero 

Byrsonima.  
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2 Material e métodos 
 

Coleta e preparo das amostras - Folhas totalmente expandidas de Byrsonima verbascifolia e 

Byrsonima intermediaforam coletadas em populações localizadas no município de Ijaci-MG, 

sul de Minas Gerais, Brasil (21°11.038´S; 44°56.825´WO e altitude 890m; 21°09.995´S; 

44°55.671´WO e altitude 839m, respectivamente). Plantas destas populações foram 

identificadas, catalogadas e as exsicatas encontram-se no Herbário ESAL do Departamento de 

Biologia da Universidade Federal de Lavras sob os registros n°17.601 e n°17.228, 

respectivamente. O material foi coletado em agosto de 2014, época de seca, acondicionado 

em sacos plásticos, e transportado no mesmo dia das coletas para a UNIFAL-MG. As folhas 

foram triadas, separadas, secas em estufa a 40°C com circulação de ar forçada até 

estabilização da massa, posteriormente trituradas e tamisadas.  

 

Preparo dos extratos - Os extratos aquosos (frio e quente) de folhas foram obtidos na 

concentração de 5% (p/v), conforme Giotto, Oliveira e Silva (2007). A extração a quente 

consistiu na adição de folhas trituradas em água destilada na temperatura de 90º C e, ao 

atingir a temperatura ambiente, os extratos foram filtrados em papel filtro, obtendo-se a 

solução estoque (100%). Para a extração a frio, o mesmo procedimento foi seguido, no 

entanto, a água destilada encontrava-se em temperatura ambiente e posteriormente a solução 

foi colocada a 4º C por 24 horas.O extrato etanólico (5%) foi preparado por maceração até a 

exaustão total de acordo com os procedimentos descritos por Ferreira, Souza & Faria (2007), 

mantido em temperatura ambiente até ser dissolvido em água destilada para obtenção da 

solução estoque (100%).  

A partir das soluções estoque dos extratos aquosos (frio e quente) e extrato etanólico, 

foram obtidas as concentações 20, 40, 60 e 80%, conforme descrito por Santoset al. (2015) 

para condução dos bioensaios de fitotoxicidade e citotoxicidade. 
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Foram aferidos o pH e o potencial osmótico de todos os extratos (Pinto & Kolb 2015) 

com o objetivo de eliminar as interferências no bioensaio. 

 

Ensaios de fitotoxicidade - Foram utilizadas 30 sementes de Lactuca sativa L. cv. Grand 

Rapids, em placas de Petri (90x60cm) contendo duas folhas de papel Germitest
®
, com 

diferentes concentrações de extratos aquosos e etanólico (20, 40, 60, 80 e 100%) e água 

destilada como controle (0%). O material foi mantido em câmara tipo B.O.D., a 20ºC, com 

fotoperíodo de 12 horas. Foram avaliados: porcentagem de germinação (%G) 24h e 48h após 

a plotagem do experimento, índice de velocidade de germinação (IVG), número de plântulas 

normais (NP), alongamento de raiz (AR), comprimento de parte aérea (CPA), biomassa fresca 

(BF), biomassa seca (BS). A determinação do IVG foi realizada conforme Chiapusio et al. 

(1997). Para avaliação do AR e CPA foram selecionadas dez plântulas em cada placa, sendo 

as medidas realizadas no sétimo dia de germinação com o auxílio de um paquímetro digital 

(DIGIMESS
®
150mm). Para BF e BS os dados foram obtidos de acordo com Moraes et al. 

(2015). 

 

Análises citogenéticas - Foram conduzidas concomitantemente aos ensaios de fitotoxicidade 

as avaliações citogenotóxicas, em que sementes de L. sativa foram colocadas nas mesmas 

condições experimentais anteriormente descritas. Após a protrusão radicular foram 

coletadaspontas de raiz, fixadas em Carnoy e armazenadas a -18°C. As preparações 

citológicas foram confeccionadas pelo método de esmagamento conforme descrito por 

Ribeiro et al. (2012). Foram avaliadas 6000 células/tratamento para determinação do índice 

mitótico e ocorrência de anormalidades cromossômicas. As alterações cromossômicas 

quantificadas foram: micronúcleo, ponte em anáfase, ponte em telófase, C-metáfase, 

stickiness e cromossomo perdido. 
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Análise de dados - Os experimentos foram realizados em delineamento experimental 

inteiramente casualizado (DIC), com três repetições, sendo 2x3x5, ou seja, duas espécies 

(Byrsonima verbascifolia e Byrsonima intermedia), 3 formas de extração (aquoso frio, aquoso 

quente e etanólico), 5 concentrações (20, 40, 60, 80 e 100%) e o controle negativo (0%). Os 

dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas por meio 

do teste de Scott-Knott a 5% de significância utilizando o programa Sisvar versão 5.4 

(Ferreira 2014). 
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3. Resultados 
 

3.1 Características físico-químicas dos extratos - Os níveis de pH nos extratos de Byrsonima 

verbascifolia e Byrsonima intermedia variou de 3,55 a 5,53, ao passo que o potencial 

osmótico das espécies variou de -0,10 a -0,19 MPa (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Características físico-químicas dos extratos de folhas de Byrsonima spp 

Espécie  Extrato pH Potencial osmótico 

B. verbascifolia Aquoso Frio  5,53 -0,182 

Aquoso Quente  5,44 -0,173 

Etanólico  3,83  -0,172 

B. intermedia Aquoso a Frio  5,01 -0,191 

Aquoso a Quente  4,93  -0,102 

Etanólico  3,55  -0,104 

 

 

Ensaios de fitotoxicidade – Para porcentagem de germinação (%G) com 24h e 48h, os 

extratos aquosos frio e quente de B. verbascifolia não apresentaram diferença estatística entre 

si e entre as concentrações e o controle. Já o extrato etanólico ocasionou reduziu a %G, em 

ambas análises (24h e 48h), sobretudo nas maiores concentrações (Fig. 1A e 1C). Para B. 

intermedia, a %G com 24h não apresentou diferença estatística entre o controle e as 

concentrações do extrato aquoso frio. Resultados semelhantes foram observados para o 

extrato aquoso quente, diferindo apenas na concentração 100%. Para a extração etanólica 

verifica-se efeito inibitório na germinação com 24h a partir da concentração 60%(Fig. 1B). 

Para %G com 48h não houve diferença entre as concentrações dos extratos aquosos e o 

controle, porém houve redução da germinação de Lactuca sativa submetida ao extrato 

etanólico (Fig. 1D). 
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Figura 1. Porcentagem de germinação (%G) com 24h e 48h de L. sativa L. exposta aos 

diferentes extratos de Byrsonima spp. A e C)B. verbascifolia.B e D)B. intermedia. Letras 

iguais entre as concentrações não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). 

 

 

Com relação ao índice de velocidade de germinação (IVG) do bioteste exposto aos extratos de 

B. verbascifolia, os extratos aquosos frio e quente não apresentaram diferença estatística 

significativa entre as concentrações e o controle (Fig. 2A). A extração etanólica propiciou um 

atraso na germinação, sendo que as concentrações 40, 60 e 80% foram estatisticamente iguais 

entre si, e a concentração 100% ocasionou um IVG significativamente menor do que as 

demais (Fig. 2A). Para B. intermedia não houve diferença entre as concentrações do extrato 
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aquoso frio e o controle. Para o extrato aquoso quente foi observado atraso na germinação 

quando comparadas ao controle, porém não apresentaram diferença estatística entre si. Na 

extração etanólica, verifica-se um atraso na germinação em que as concentrações 60, 80 e 

100% (estatisticamente iguais entre si) reduziram significativa no IVG (Fig. 2B). 

 

Figura2.  Índicede  velocidade  de  germinação  (IVG)  deL.  sativaL.  exposta  aos  diferentes  

extratos  de Byrsonima spp.A) B. verbascifolia.B) B. intermedia. Letras iguais entre as 

concentrações não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). 

 

 

No parâmetro número de plântulas normais (NP) houve diferença estatística (p<0,05) entre as 

duas espécies de Byrsonima sp., sendo B. verbascifolia mais fitotóxica em relação a B. 

intermedia. Os extratos aquosos frio e quente de B. verbascifolia apresentaram um 

comportamento semelhante entre si, evidenciando baixa influência no NP, mesmo nas 

maiores concentrações, enquanto o extrato etanólico nas concentrações 80 e 100% reduziu 

cerca 50% o NP em relação ao controle (Fig. 3A). Em B. intermedia, verifica-se baixa 

influência dos extratos no NP para as três formas de extração (Fig. 3B). 
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Figura 3. Número de plântulas normais (NP) deL. sativaL. exposta aos diferentes extratos 

deByrsonima spp. A)B. verbascifolia. B) B. intermedia. Letras iguais entre as concentrações 

não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). 

 

 

No alongamento de raiz (AR) também houve diferença entre as duas espécies de Byrsonima 

sp., em que B. intermedia se mostrou mais fitotóxica. Para B. verbascifolia, verifica-se que o 

extrato aquoso quente reduziu o AR nas concentrações 80 e 100%, e o aquoso frio na 

concentração 100% (Fig. 4A). O extrato etanólico reduziu significativamente o crescimento 

das raízes do bioteste a partir da concentração 60%. Para B. intermedia, o extrato aquoso frio 

influenciou no AR a partir da concentração 80%, enquanto que o extrato quente e etanólico 

causaram inibição na concentração 40% (Fig. 4B). 

Para o comprimento de parte aérea (PA) houve inibição desse parâmetro para as duas 

espécies, sendo que na extração aquosa fria, a inibição se mostrou mais evidente na 

concentração 100% e para as extrações aquosa quente e etanólico a partir da concentração 

40% (Fig. 4C e 4D). 
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Figura 4. Alongamento de raiz e comprimento de parte aérea (mm) deL. sativaL. exposta 

aosdiferentes extratos de Byrsonima spp. A e C)B. verbascifolia. B e D)B. intermedia. Letras 

iguais entre as concentrações não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). 

 

Nos biotestes expostos aos extratos de ambas espécies observou-se que o órgão de L. sativa 

que mais sofreu efeito fitotóxico foi a raiz (Fig. 5) e este efeito foi intensificado com 

oaumento da concentração dos extratos utilizados. 
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Figura 5 - Raiz normal de Lactuca sativa L. (A). Raízes expostas aos diferentes extratos 

deByrsonima spp. com desenvolvimento anômalo (B), com escurecimento da zona 

meristemática (C).  

 

A biomassa fresca (BF) para ambas as espécies, nas três formas de extração, também foi 

influenciada pela exposição do bioteste aos tratamentos (Fig. 6). Semelhante ao 

comportamento nos demais parâmetros, esse efeito foi mais evidente nas concentrações 80 e 

100% do extrato etanólico. 

 

Figura 6. Biomassa fresca (g) deL. sativaL. exposta aos diferentes extratos deByrsonima spp. 

A)B. verbascifolia.B) B. intermedia. Letras iguais entre as concentrações não diferem 

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). 
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Para o parâmetro biomassa seca (BS) não houve diferença significativa (p>0,05) entre as 

espécies, formas de extração e concentração. 

 

 

3.3 Ensaios de citotoxicidade –Para as análises de citotoxicidade, tanto para Byrsonima 

verbascifolia quanto para Byrsonimaintermedia, verificou-se redução no índice mitótico (IM) 

em relação ao controle para todas asformas de extração. Tal efeito é mais evidente nas 

maiores concentrações dos três extratos, sendo a concentração de 100% responsável por 

reduzir o índice de divisão celular a níveis muito baixos, exceto para o extrato frio de B. 

intermedia (Fig. 7). 

 

Figura 7. Índice mitótico (%) em células meristemáticas radiculares de Lactuca sativa L. 

exposta exposta às folhas de Byrsonima spp. A) B. verbascifolia. B) B. intermedia. Letras 

iguais entre as concentrações não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p>0,05). 

 

 

Dentre as seis anormalidades cromossômicas analisadas, a presença de micronúcleo foi 

verificada apenas nos tratamentos de B. verbascifolia, com baixa frequência. Ponte em 

anáfase, ponte em telófase e cromossomo perdido foram observadas para ambas espécies com 

proporções semelhantes. As anormalidades que apareceram em maior frequência nas células 

meristemáticas de L. sativa expostas aos extratos das duas espécies são C-metáfase e 
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stickiness (Fig. 8). 

 

 

Figura 8. Frequência de anormalidades cromossômicas (%) em células meristemáticas 

radiculares de Lactuca sativa L. exposta às folhas de Byrsonima spp. A) B. verbascifolia. B) 

B. intermedia. Letras iguais entre as concentrações não diferem estatisticamente pelo teste de 

Scott-Knott (p>0,05). 
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4. Discussão 
 

 

Os níveis de pH bem como os potenciais osmóticos dos extratos de Byrsonima spp. estão 

dentro dos limites ideais descritos na literatura para esse tipo de bioensaio. De acordo com 

Pinto & Kolb (2015), valores de pH semelhantes aos encontrados nesse trabalho não 

interferem nos processos de germinação e o crescimento inicial de L. sativa. Além disso, 

soluções com um potencial osmótico de até -0,2 MPa não têm nenhum efeito no crescimento 

de alface (Gatti et al. 2014). 

Os resultados dos bioensaios confirmam que as espécies de Cerrado Byrsonima verbascifolia 

e Byrsonima intermedia apresentam atividade fitotóxica sobre a germinação e crescimento 

inicial de Lactuca sativa L. Os dados obtidos corroboram com os resultados encontrados em 

estudos deespécies de Cerrado, dentre elas as das famílias Asteraceae, Fabaceae, Myrtaceae, 

Lauraceae e Annonaceae (NOVAES et al. 2013; NOVAES et al. 2015). De acordo com os 

screening fitoquímicos relatados na literatura (BESSA et al. 2013; PINTO & KOLB 2015), os 

principais metabólitos secundários presentes em plantas de Cerrado que têm reconhecida ação 

alelopática são compostos fenólicos, terpenos, triterpenos, alcalóides, flavonóides, taninos, 

saponinas e antraquinonas. Trabalhos realizados com folhas das espécies B. verbascifolia e B. 

intermedia identificaram como componentes principais os flavonóides, catequinas, taninos, 

saponinas e triterpenoides (MOREIRA et al. 2011; PINTO & KOLB 2015; CASTRO et al. 

2016). Dentre esses metabólitos, as saponinas têm sido alvo de vários estudos de alelopatia 

que incluem o isolamento de substâncias específicas a partir de extratos orgânicos ricos em 

saponinas, já que estas apresentam reconhecida atividade sobre os parâmetros de germinação, 

crescimento inicial e citotoxicidade (DANELUZZI et al. 2014;JELASSI et al. 2016). 

As formas de extração interferiram na germinação das sementes de L. sativa, sendo que os 

extratos aquosos frio e quente propiciaram dados de germinação superiores ao etanólico. Esse 

efeito pode estar relacionado diretamente com a composição fitoquímica dos extratos 
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etanólicos utilizados, uma vez que esta forma de extração pode selecionar conjuntos 

específicos de moléculas orgânicas, de maior ou menor afinidade com o solvente utilizado 

(NETO et al. 2014). De acordo com Gonçalves et al. (2013), a análise cromatográfica por 

High-PerformanceLiquid Chromatography (HPLC) de extrato metanólico de folhas de B. 

verbascifolia apresenta perfis espectrais compatíveis para galato, quercetina,catequina e/ou 

epicatequina, demonstrando a presença de taninos e flavonóides. Para B. intermedia, dados 

semelhantes foram encontrados por Rodrigues (2007), onde asanálises por HPLC 

demonstraram compostos derivados de ácidos fenólicos, catequinas e presença significativa 

de taninos condensados. Gatti et al. 2004 e  Novaes et al. 2013 relatam que tais compostos 

apresentam atividade alelopática e a quantidade e composição destes metabólitos apresentam 

variações de acordo com a espécie estudada, o estádio de desenvolvimento e a época de coleta 

(GUSMAN et al. 2008). Castro (2003) relata que os teores de taninos totais bem como os 

níveis de fenóis totais de B.verbascifolia podem variar de acordo com a sazonalidade, 

fazendo-se necessários mais estudosque evidenciem além dos compostos secundários 

presentes nos extratos estudados, a influência da época de coleta do material vegetal nas 

respostas fito e citotóxicas. 

Estudos com extrato etanólico de folhas de Annona coriacea (Annonaceae) sobre a 

germinação e crescimento inicial de alface exibiram resultados semelhantes aos encontrados 

no presente trabalho, sendo os parâmetros mais afetados a germinação e o alongamento de 

raízes (NOVAES et al. 2015). Os efeitos fitotóxicos mais evidentes em raízes e 

intensificados com oaumento da concentração dos extratos utilizados corroboram com os 

resultados obtidos por Cândido et al. (2010) e Novaes et al. (2015), principalmente para o 

extrato etanólico. Foi possível observar anormalidades no sistema radicular, onde as raízes 

primárias estavam atrofiadas, anômalas e, em alguns casos, ausentes. Esse tipo de 

anormalidade em plântulas de L. sativa também foi observado em outros estudos de 
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alelopatia (ÁQUILA, 2000; GATTI et al. 2004; GUSMAN et al. 2008). Sendo assim, a 

presença de anormalidades em raízes pode ser um bom parâmetro a ser observado em 

ensaios de fitotoxicidade, pois a raiz é o órgão que primeiro mantém contato com o extrato, 

além de ser mais sensível à ação alelopática quando comparada à parte aérea (PIRES & 

OLIVEIRA, 2001; GUSMAN et al. 2008; ANDRADE et al. 2009). 

O número de plântulas normais (NP), significativamente menor nas concentrações 80% e 

100% do extrato etanólico de B. verbascifolia, infere que a quantidade de substâncias 

presentes nesse extrato tenha sido responsável pela redução nesse parâmetro quando 

comparada com B. intermedia, fazendo-se necessária a quantificação desses metabólitos nos 

extratos estudados. 

As diferenças nos valores de biomassa fresca encontradas entre o controle e as formas de 

extração provavelmente está relacionada com a quantidade de água absorvida nos tecidos 

vegetais, e sugere-se que as plântulas submetidas aos extratos desenvolvam mecanismos de 

defesa os quais dificultam a absorção. Ressalta-se ainda que os efeitos ocasionados sobre o 

comprimento das raízes não se estenderam a alterações significativas na biomassa seca das 

plântulas de alface, sendo estes resultados semelhantes aos encontrados por Borella et al. 

(2012). Segundo Gatti et al. (2004) essa resposta pode estar relacionada a um investimento 

diferenciado de matéria orgânica na raiz ou na parte aérea, influenciado diretamente pelos 

compostos testados. 

O índice mitótico (IM) mostrou ser um parâmetro indicativo da citotoxicidade dos diferentes 

extratos. Valores de IM menores que o controle negativo podem indicar citotoxicidade e que o 

crescimento e desenvolvimento de alface foram afetados pelos tratamentos (CARITÁ 

&MARIN-MORALES 2008; PAULA et al. 2015). Resultados semelhantes foram relatados 

por Freitas et al. (2015), em que as diferentes concentrações de extrato etanólico de Helenium 

cf. amarum reduziram o  número de células em divisão do bioteste. No presente trabalho, 
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embora tenha ocorrido redução da proliferação celular, análises do AR em L. sativa expostas 

aos extratos aquosos mostram que as raízes apresentaram crescimento similar ao controle. De 

acordo com Moraes et al. (2015) esse crescimento pode estar atrelado à ação das expansinas, 

enzimas envolvidas no processo de expansão celular, e não ocasionado pelo aumento do 

número de células na zona meristemática da raiz. 

Para o extrato etanólico IM e AR apresentaram comportamento similares permitindo inferir 

que a redução do comprimento radicular deve-se tanto à toxicidade desse extrato sobre o ciclo 

celular quanto ao metabolismo de alface. Efeitos sobre a morfofisiologia de plantas-alvo são 

citados na literatura como manifestações secundárias de alterações que ocorrem em nível 

celular e molecular como cariocineses anômalas e distúrbios cromossômicos (FERREIRA & 

ÁQUILIA, 2000; LEME & MARIN-MORALES, 2009; ANDRADE-VIEIRA et al. 2014). 

Além disso, alguns trabalhos (LI et al. 2010, RIBEIRO et al. 2012) apontam que compostos 

fenólicos podem inibir o desenvolvimento das raízes e a divisão celular, causando atraso no 

crescimento. 

A presença das anormalidades cromossômicas (AC) demonstra o potencial citotóxico das 

espécies avaliadas, podendo interferir no ciclo celular (LEME et al. 2008, ARAÚJO et al. 

2015). De acordo com Leme & Marin-Morales (2009), AC indicadoras de efeitos 

clastogênicos são aquelas que apresentam pontes e quebras das cromátides; enquanto as que 

resultam de efeitos aneugênicos são perda e atraso de cromossomos, stickiness, núcleo 

multipolar e C-metáfase. Como demonstrado, as anormalidades que apresentaram maior 

frequência foram C-metáfase e stickness, representando, portanto, um efeito aneugênico dos 

extratos sobre o bioteste. C-metáfase é evidenciada pelas alterações no fuso mitótico e na 

estrutura dos cromossomos interrompendo o ciclo celular na metáfase (ANDRADE-VIEIRA 

et al., 2014). Embora C-metáfase tenha sido uma das AC mais frequentes, a literatura aponta 

que seus efeitos podem ser reversíveis; porém há possibilidade de induzir a formação de 
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células poliploides e alterando morfofisiologia de tecidos e órgãos (ODEIGAHet al. 1997). A 

ocorrência de stickiness sugere que os extratos de Byrsonima interferem na organização da 

cromatina, da mesma forma como observado por Ribeiro et al. (2013) estudando L. sativa 

exposta a extratos etanólicos de Annona crassiflora. Segundo esses autores e também 

Pinheiro et al. (2015), essa AC se deve aos efeitos tóxicos de substâncias contidas nos 

extratos que desequilibram a proporção de proteínas estruturais, tais como as histonas, 

podendo levar a aglomeração e condensação dos cromossomos. 
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7. Conclusão 

 

 

Extratos de folhas de Byrsonima verbascifolia e Byrsonima intermedia mostram efeito tanto 

fitotóxico quanto citotóxico.  

O extrato etanólico apresentou maior toxicidade independente da espécie.  

Para a maioria dos parâmetros analisados não houve diferença estatística entre as espécies, 

porém para número de plântulas normais B. verbascifolia foi mais tóxica e para alongamento 

de raiz B. intermedia apresentou maior toxicidade. 

C-metáfase e stickiness foram as anormalidades mais frequentes em células meristemáticas de 

L. sativa expostas aos extratos das duas espécies, indicando que estes apresentam efeito 

aneugênico. 
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