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Annonaceae ¢ uma importante familia de plantas superiores que no
Brasil, é representada por aproximadamente 26 géneros e 260 espécies, dentre as
quais destacam-se as pertencentes ao gé€nero Annona. Além de espécies de
interesse comercial, o género apresenta espécies ainda em estado selvagem
como Annona crassiflora, uma frutifera bastante apreciada pela populag¢do da
regido do cerrado brasileiro, por suas propriedades alimenticias e medicinais.
Com relacdo aos estudos citogenéticos do género Annona, sdo encontrados o0s
nimeros cromossomicos 2n = 14, 16, 18, 27, 28 e 42, com a prevaléncia de
diploides com o numero basico x=7. A caracterizagdo da morfometria
cromossomica, do nucleo interfasico, do comportamento meidtico e a
determinacdo da quantidade de DNA gendmico foram realizadas. A citogenética
de A. crassiflora, bem como o conteido de DNA nuclear foram relatados pela
primeira vez. A espécie apresentou 2n=14 cromossomos relativamente pequenos
(1,62 a 3,43 um), cariotipo simétrico e nucleo interfasico do tipo arreticulado. O
comportamento meiotico mostrou-se regular com elevados indice meidtico e
viabilidade polinica. Bioensaios vegetais utilizando Lactuca sativa também
foram conduzidos a fim de se avaliar a citogenotoxicidade dos extratos aquoso e
etandlico de folhas e sementes dessa espécie. Este estudo sugere cautela quanto
a utilizac@o das folhas e sementes de A. crassiflora na medicina popular, uma
vez que efeitos citogenotoxicos foram observados.

Palavras-chave: Annonaceae. Araticum. Citogenotoxicidade. Conteido de DNA.
Meiose. Nimero cromossdmico.



GENERAL ABSTRACT

Annonaceae is an important family of superior plants which, in Brazil, is
represented by an average of 26 genera and 269 species, among which are
highlighted those of the Annona genus. In addition to species of commercial
interest, the genus presents species which are still in a wild state, such as
Annona crassiflora, a fruit tree largely appreciated by the population of the
Brazilian cerrado region due to its food and medicinal properties. Regarding the
cytogenetic studies of the Annona genus, the chromosomal numbers 2n = 14, 16,
18, 27, 28 and 42 are found, with the prevalence of diploid with the basic
number of x = 7. The characterization of chromosomal morphometry, of the
interphase nucleus, of the meiotic behavior and the determination of the quantity
of genomic DNA were performed for three A. crassiflora populations. The
cytogenetic of the A. crassiflora, as well as the content of C DNA were reported
for the first time. The species presented 2n = 14 relatively small chromosomes
(1.62 to 3.43 um), symmetric karyotype and areticulate interphase nucleus. The
meiotic behavior was irregular with elevated percentages of meiotic index and
pollen viability. Plant bioassayss were also conducted in order to evaluate the
cytogenotoxicity of the this specie’s leaf and seed aqueous and ethanol extracts.
This study suggests caution in the use of A. crassiflora leaves and seeds in
popular medicine, since the cytogenotoxic effects were observed.

Keywords: Annonaceae. Araticum. DNA content. Chromosomal number.
Cytogenotoxicity. Meiosis.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Annonaceae ¢ uma familia pantropical de arvores, arbustos e lianas que
desempenha um papel ecoldgico importante em termos de diversidade de
espécies, especialmente nos ecossistemas de floresta tropical (COUVREUR et
al., 2012). Aproximadamente 108 géneros e 2400 espécies sdo reconhecidos
atualmente na familia (CHATROU et al., 2012). No Brasil, sdo encontrados 26
géneros, sendo sete endémicos, e cerca de 260 espécies (MAAS et al., 2001). O
Brasil € o centro de origem ¢ diversidade de varias espécies do género Annona
(A. xespertonium, A. spinescens, A. salzmannii, A. mutans, A. glabra, A.
furfuracea, A. coriacea, A. cacans, A. aurantiaca, A. crassiflora). Algumas
anonéceas exoticas como a pinha ou fruta-do-conde (Annona squamosa L.), a
cherimoia (A. cherimola Mill.) e a atemoia (A. cherimola x A. squamosa) se
destacam no pais pelo ascendente mercado comercial formal (PINTO et al.,
2005).

Os estudos citogenéticos sobre o género Annona sao escassos, a maioria
descreve o nimero cromossdmico ou a viabilidade polinica de algumas espécies,
(BENNETT; LEITCH, 2010; BETTIOL NETO et al., 2009; NAKASONE;
PAULL, 1998; SAUER; EHRENDORFER, 1984). Aspectos detalhados da
morfologia e morfometria dos cromossomos s6 foram descritos para Annona
muricata (FOLORUNSO; OLORODE, 2007).

Dentre as inumeras frutiferas nativas do cerrado que apresentam
potencial de utilizagdo em sistemas tradicionais de produgdo agricola, destaca-se
Annona crassiflora Mart., conhecida popularmente por araticum ou marolo. Esta
espécie ¢ considerada de interesse econdmico, pois além do consumo in natura

da polpa, seu aproveitamento € bastante difundido entre os habitantes do cerrado



16

brasileiro, sendo encontrados inumeros pratos tipicos da regido produzidos com
essa fruta, com destaque para os doces, geleias, licores, refrescos, sorvetes e
sucos (SOARES et al., 2009).

A espécie também ¢ bastante conhecida por suas propriedades
terapéuticas. A polpa do fruto maduro ¢ usada como adstringente e ténico, a
infusdo das folhas e das sementes trituradas auxilia no combate a diarreia, na
indug@o da menstruacdo, no tratamento de picada de cobra e afeccdes do couro
cabeludo (PEREIRA et al., 2008; SOARES et al., 2009). A espécie também ¢
conhecida por seus efeitos bactericidas, fungicidas e antitumorais (ROESLER et
al., 2007a; VILAR et al., 2008).

A. crassiflora é uma frutifera que ainda se encontra em estado selvagem
e cuja exploracdo comercial ocorre de forma extrativista e predatdria, sem
qualquer grau de domesticagdo. O conhecimento de seu complemento
cromossomico podera servir de subsidio para o entendimento da biologia da
espécie, estudos taxondmicos, de hibridacdo e para a utilizacdo em programas de
melhoramento genético de espécies comerciais do género Annona. Além do
mais, tendo em vista a utilizagdo das folhas e sementes dessa espécie na
medicina popular, ensaios citogenotoxicos sdo necessarios de modo a fornecer
informagoes sobre a seguranga dessa utilizacao.

O presente trabalho objetivou caracterizar o padrdo cariotipico, o nucleo
interfasico, a atividade nucleolar e o comportamento meidtico de A. crassiflora;
determinar a quantidade de DNA nuclear de A. crassiflora por meio da técnica
de citometria de fluxo; investigar os efeitos dos extratos aquosos e etanolicos da
folha e semente de A. crassiflora sobre a germinacdo, crescimento radicular,

ciclo celular e estrutura cromossémica de Lactuca sativa L..
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas botanico-agronémicas e utilizacao de Annona crassiflora
Mart.

Annona crassiflora Mart. ¢ uma espécie arborea nativa do cerrado
brasileiro, pertencente ao sub-reino Embriophyta, divisdo Spermatophyta,
subdivisdo Angiospermae, classe Dicotyledoneae, ordem Ranales, subordem
Magnoliales, familia Annonaceae, subfamilia Annonoideae e género Annona
(RIBEIRO; PASQUAL, 2005).

Na regido central do Brasil, ¢ popularmente conhecida como araticum-
do-cerrado, marolo, araticum-do-campo e pinha-do-cerrado (SOARES et al.,
2009). Sua distribuicdo é bastante ampla, ocorrendo nos Estados do Distrito
Federal, Sdao Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias,
Bahia e Tocantins em areas de cerrados e cerraddes, sendo frequente em terrenos
arenosos. Os frutos sdo comestiveis e muito apreciados pelas populagdes rurais
da regido do Brasil Central (LORENZI, 2002).

A. crassiflora é uma das mais tipicas espécies frutiferas nativas do
cerrado e tem recebido grande atencao dos pesquisadores, em face do potencial
de se tornar uma cultura comercial (PEREIRA et al., 2008). Trata-se de uma
planta predominantemente alégama, com altura variando de 6-8 m e diametro da
copa chegando aos 2-4 m (Figura 1A). As flores (Figura 1B) sdo geralmente
solitarias, axilares, dotadas de pétalas carnosas de coloragdo verde-amarelada,
sdo hermafroditas e apresentam protoginia e termogénese. Sua floracdo ocorre
predominantemente durante os meses de outubro e novembro (SOARES et al.,
2009).

A frutificacdo inicia-se em novembro, com a matura¢do dos frutos
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concentrada entre os meses de janeiro a abril (SOARES et al., 2009). A
producdo dos frutos é pequena e irregular, além de toda a planta sofrer intenso
ataque de insetos. A associagdo com grande numero de espécies de insetos pode
ser responsavel, em parte, pela inviabilidade das flores e frutos desta espécie
(BRAGA FILHO et al., 2009).

A comercializagdo dos frutos de A. crassiflora tem sido realizada as
margens das rodovias, em mercados e feiras regionais (SOARES JUNIOR et al.,
2007). Quando maduros (Figura 1C) apresentam cheiro caracteristico, sdo
desuniformes, com grandes variagdes de massa, forma e volume. Sdo muito
apreciados para o consumo in natura ou processados na forma de sorvetes,
picolés, geleias e polpa (BRAGA FILHO et al., 2009; PEREIRA et al., 2008;
ROSELL; SAUCO; HERRERO, 2006).
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Figura 1 Annona crassiflora Mart.
Nota: A- visdo geral da arvore; B- flores; C- fruto maduro; D- sementes.

Fonte: arquivo do autor

A sazonalidade ¢ uma caracteristica marcante na produgdo de frutos
dessa espécie. Em média, uma planta adulta produz de 5 a 20 frutos, mas ha
casos de produzir até 40 frutos que, despolpados, rendem de 50% a 60% de
polpa. Esta producdo ¢ potencializada quando a arvore ¢ cultivada em regides
quentes, de baixa precipitagdo pluviométrica e estacdo seca bem definida
(SOARES et al., 2009).

Suas sementes (Figura 1D) sdo relativamente grandes, formadas

basicamente de endosperma; a testa ¢ espessa e rigida, mas o hilo é bem aberto e
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permeavel ao ar e a agua. A dispersdo das sementes ¢ realizada por animais
durante a estagdo chuvosa, entre novembro e mar¢o (SOARES et al., 2009).

A germinagdo das sementes de A. crassiflora ocorre com dificuldade,
em condicdes de campo levam de 230 a 300 dias, em decorréncia da dorméncia
fisiologica. Esse tipo de dorméncia pode ser quebrado pela agdo de giberelinas
exogenas, uma vez que o embrido ¢ completamente maduro na época da
dispersdo das sementes (SILVA et al., 2007).

A casca e as sementes do fruto apresentam compostos que possuem
excelente atividade antioxidante; a polpa do fruto maduro ¢ usada como
adstringente e tonico, e a infusdo de folhas e sementes ¢ também utilizada contra
a sifilis, reumatismo, no combate a diarreia e no tratamento de picada de cobra.
Em algumas localidades, o uso dessas sementes contra afec¢des parasitarias do
couro cabeludo ¢ comum (PEREIRA et al., 2008; ROESLER et al., 2007a;
SOARES et al., 2009).

A ampla utilizagdo de plantas nativas para fins medicinais nos paises em
desenvolvimento como o Brasil intensifica a necessidade de estudos de
toxicidade ¢ mutagenicidade desses vegetais, de forma que sua utilizagdo seja
mais cautelosa e segura (LUBINI et al., 2008).

Entretanto, a despeito das muitas possiveis aplicagdes terapéuticas de A.
crassiflora, e de sua utilizagdo na medicina popular, existem poucos estudos
considerando a citotoxicidade dessa espécie. Vilar et al. (2008) mostraram que o
extrato etanolico das folhas de A. crassiflora apresentou atividade citotoxica e
antimutagénica pelo teste do micronicleo em camundongos, enquanto Santos et
al. (1996) demostraram que a araticulina, um composto isolado das sementes de
A. crassiflora, mostrou-se citotoxica frente a diversos tipos de células tumorais
humanas. Roesler et al. (2007b) relataram a atividade antioxidante do extrato

etanolico da semente e da casca de A. crassiflora.
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2.2 Aspectos citogenéticos da familia Annonaceae

Os estudos citogenéticos no Brasil, especialmente a partir dos anos
noventa, passaram a abordar aspectos da evolucdo carioldégica em diversos
grupos de plantas. Todavia, em relacdo as frutiferas nativas, sdo raros os estudos
abordando aspectos de sua variabilidade cromossomica (EDER-SILVA; FELIX;
BRUNO, 2007).

O numero cromossdémico € os parametros cariotipicos, tais como a
forma e o tamanho dos cromossomos, entre outros, sdo de grande importancia,
fornecendo caracteres para estudos taxonémicos (COSTA; FORNI-MARTINS,
2007). Além de sua utilizacdo taxondmica, dados citogenéticos sdo ferramentas
valiosas para a compreensdo das relagdes de afinidade e dos mecanismos de
evolucdo cariotipica entre as espécies relacionadas (GUERRA, 2000).

Apesar da grande diversidade da familia Annonaceae, a citogenética de
suas espécies € pouco estudada. A maioria dos trabalhos descreve sobre o
nimero cromossdmico ou a viabilidade polinica (BETTIOL NETO et al., 2009;
MORAWETZ, 1984; NIETSCHE et al., 2009; ROSELL; SAUCO; HERRERO,
2006; SAUER; EHRENDORFER, 1984). Estudos sobre a palinologia das
espécies também sdo encontrados (DOYLE; THOMAS, 1997a, 1997b; LORA et
al., 2009; LORA; HERRERO; HORMAZA, 2009; TSOU; FU, 2007).

Na familia Annonaceae, alguns géneros sdo diploides com numeros
basicos de x=7, x=8, x=9 ou x=13, enquanto outros apresentam poliploidia
(FOLORUNSO; OLORODE, 2007). Ainda assim, considerando a base primitiva
e a amplitude de diferenciacdo evolutiva, a familia Annonaceae parece bastante
conservada em relagdo a poliploidizagdo quando comparada a familias de
angiospermas mais recentes (SAUER; EHRENDORFER, 1984).

O género Annona apresenta uma grande diversidade genética, refletindo

os diferentes centros de origem de muitas das espécies. Algumas espécies sao
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diploides com 2n=14 cromossomos - A. cherimola, A. cacans, A. reticulata, A.
squamosa, A. muricata e atemoia (A. cherimola x A. squamosa) - outras sdo
tetraploides com 2n=28 cromossomos - A. glabra ¢ A. lutescens - ou ainda,
hexaploides com 2n=42 cromossomos - A. coriaceae (BENNETT; LEITCH,
2010; FOLORUNSO; OLORODE, 2007; NAKASONE; PAULL, 1998;
SAUER; EHRENDORFER, 1984).

2.3 Contetdo de DNA no género Annona

As primeiras tentativas de estimar quantidades de DNA das células
(CASPERSSON; SCHULTZ, 1938) precederam a descoberta do papel central
do ntcleo na hereditariedade. Uma constancia de quantidade de DNA por
organismo foi estabelecida e o termo “valor C” foi cunhado por Swift (1950),
referindo-se ao contetido de DNA de um complemento cromossdmico haploide
ndo replicado-n (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

A quantidade de DNA nuclear e o tamanho do genoma sdo importantes
caracteres da biodiversidade, cujo estudo fornece um forte elemento de
unificacdo na biologia com utilizacdes preditivas e praticas (BENNETT;
LEITCH, 2005b). A determinag¢do da quantidade de DNA nuclear pode ser
realizada  por  diferentes  técnicas, incluindo: extragdo  quimica,
microdensitometria de Feulgen, citometria de fluxo, cinética de reassociag@o,
eletroforese em gel de campo pulsado ¢ sequenciamento completo do genoma.
Dessas técnicas, a microdensitometria de Feulgen e a citometria de fluxo,
contribuiram para mais de 96% das estimativas em espécies de angiospermas e
parece claro que a citometria de fluxo permanecera como o método dominante
para estimar os valores de C DNA (BENNETT; LEITCH, 2011).

A técnica de citometria de fluxo apresenta algumas vantagens que

justificam seu uso em plantas. A facilidade e a rapidez no preparo das amostras
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permitem que um grande niimero de nucleos seja analisado automaticamente.
Além do mais, como a técnica ndo requer que as células estejam em divisdo, a
estimativa do conteido de DNA pode ser feita praticamente em qualquer
material vegetal (BENNETT; LEITCH, 1995).

A citometria de fluxo representa uma importante ferramenta que, aliada
a citogenética cléssica traz grandes contribui¢des ao melhoramento genético, de
modo especial, no manejo de grandes colegdes de germoplasma e no
monitoramento dos niveis de ploidia em resultados de cruzamentos (SCHIFINO-
WITTMANN, 2001).

Diversos trabalhos tém atualizado as informagdes sobre as
determinagdes das quantidades de DNA nuclear em angiospermas (BENNETT;
BHANDOL; LEITCH, 2000; BENNETT; LEITCH, 1995, 1997, 2005a, 2011;
BENNET; SMITH, 1976). Nas angiospermas, os valores C sd@o conhecidos para
cerca de 6.300 espécies, sendo que esses variam de menos de 0,1pg em Genlisea
margaretae a 152,23 pg em Paris japonica (BENNETT; LEITCH, 2011).

A quantidade de DNA dentro de um mesmo género de plantas pode
variar devido a presenca de cromossomos extranumerarios, heterocromatina ou
poliploidia (SCHIFINO-WITTMANN, 2001). No género Annona, poucas
espécies ja tiveram seus valores C estabelecidos: A. sericea (C= 0,68 pg); A.
cacans (C= 1,0 pg); A. lutescens (C= 1,0 pg); A. squamosa (C= 1,23 pg); A.
reticulata (C= 1,33 pg) e A. glabra (C= 1,35 pg) (BENNETT; LEITCH, 2010).
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RESUMO

A familia Annonaceae desempenha um importante papel na composi¢ao
da vegetagdo brasileira, destacando-se por apresentar espécies endémicas como
Annona crassiflora Mart., bastante apreciada pelos habitantes da regido do
cerrado por suas utilidades alimenticias e medicinais. Considerando que estudos
citogenéticos e de contetido de DNA nuclear sdo inexistentes para a espécie, o
presente trabalho objetivou caracterizar o padrdo cariotipico, o tipo de nucleo
interfasico, a atividade nucleolar, a quantidade de DNA nuclear ¢ o
comportamento meiodtico de A. crassiflora. Os cromossomos metafasicos e os
nucleos interfasicos foram obtidos pela técnica de secagem a chama e coloragdo
com Giemsa 1%, para a analise da atividade nucleolar, as laminas foram coradas
com nitrato de prata 50%. Para a analise meidtica as 1aminas foram preparadas
pela técnica de esmagamento e coradas com carmim propidnico 2%. A
viabilidade polinica foi determinada por testes de coloracdo com os corantes de
Alexander e Carmim propidnico. A determinacdo da quantidade de DNA foi
feita por citometria de fluxo, utilizando o tampao Marie ¢ como padrdo interno
de comparagdo, a espécie Pisum sativum. Os dados descritos neste trabalho sdo
inéditos para A. crassiflora. As analises revelaram que a espécie apresenta
2n=14 cromossomos, nucleo interfasico arreticulado, caridtipo simétrico e
formula cariotipica 6 m + 1 sm. O tamanho cromossdmico variou de 1,62 a 3,43
pum com complemento haploide médio de 17,41 pum. O numero maximo de
nucléolos observado foi dois, indicando que a espécie apresenta um par de
homélogos com regides organizadoras do nucléolo ativas. A quantidade de DNA
nuclear encontrada foi 1,7 pg/2C. A meiose de A. crassiflora mostrou-se regular,
a espécie apresentou n= 7 cromossomos, com formacdo de bivalentes na
diacinese e segregacdo cromossomica regular nas anafases I e II. Foi observado
um bivalente associado ao nucléolo. Os percentuais de indice meidtico e de
viabilidade polinica foram superiores a 95%. Os microsporos de A. crassiflora
permanecem agrupados em tétrades até o estddio de grios de polen maduros.
Esses resultados sugerem que do ponto de vista citogenético, A. crassiflora ¢é
uma espécie basal dentro do género Annona e que o processo de reproducgdo
sexual da espécie ¢ eficaz.

Palavras-chave: Araticum. Conteido de DNA. Meiose. Nucleo interfésico.
Numero cromossdmico. Viabilidade polinica.
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ABSTRACT

The Annonaceae family plays an important role in the composition of
Brazilian vegetation, being highlighted for presenting endemic species such as
Annona crassiflora Matr., largely appreciated by the inhabitants of the cerrado
region for its feeding and medicinal uses. Considering that cytogenetic and
nucleus DNA content studies are inexistent for this species, this work aimed at
characterizing the karyotypical pattern, type of interphasic nucleus, nucleolar
activity, the quantity of nuclear DNA and A. crassiflora meiotic behavior. The
metaphasic chromosomes and interphasic nucleus were obtained by means of the
flame drying technique and staining with 1% Giemsa and, for the analysis of
nucleolar activity, the laminas were stained with 50% silver nitrate. For the
meiotic analisis, the laminas were prepared using the squashing technique and
stained with 2% propionic carmine. The determination of DNA quantity was
done by flow cytometry, using the Marie buffer and, as an internal comparison
standard, the Pisum sativum species. The data described in this work are
unprecedented for A. crassiflora. The analyses revealed that the species presents
2n = 14 chromosomes, areticulate interphasic nucleus, symmetric karyotype and
karyotypical formula of 6m+1sm. Chromosomal size varied from 1.62 to 3.43
um with an average haploid complement of 17.41 um. The maximum number
observed of nucleoli was two, indicating that the species presents a homologous
pair with active nucleolar organizing regions. The quantity of nuclear DNA
found was of 1.7 pg/2C. A. crassiflora meiosis was regular, the species
presented n=7 chromosomes, with the formation of bivalents in diakinesis and
normal chromosomal segregation in anaphase I and II. A bivalent was observed
associated with the nucleolus. The meiotic index and pollen viability
percentages were superior to 95%. A. crassiflora microspores remained grouped
in tetrads until the stage of mature pollen grains. These results suggest that, in
the cytogenetic point of view, A. crassiflora is a basal species inside the Annona
genus and that the species’ sexual reproduction process is efficient.

Keywords: Araticum. Chromosomal number. DNA content. Interphasic nucleus.
Meiosis. Pollen viability.
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1 INTRODUCAO

Annonaceae ¢ uma familia pantropical de arvores, arbustos e lianas que
desempenha um papel ecoldgico importante em termos de diversidade de
espécies, especialmente nos ecossistemas de floresta tropical (COUVREUR et
al., 2012). Devido a sua posi¢cdo filogenética entre as angiospermas basais, a
familia tem sido objeto de consideravel interesse de um ponto de vista
taxonomico e filogenético (LORA et al., 2009).

Apesar da grande diversidade da familia Annonaceae, a citogenética de
suas espécies € pouco estudada, a maioria dos trabalhos descreve sobre o
numero cromossomico (SAUER; EHRENDORFER, 1984) e a viabilidade
polinica (BETTIOL NETO et al., 2009; NIETSCHE et al., 2009; ROSELL,;
SAUCO; HERRERO, 2006;). Estudos sobre bandeamento cromossémico
(MORAWETZ, 1984b; 1986) ¢ palinologia (DOYLE; THOMAS, 1997a, 1997b;
LORA et al., 2009; LORA; HERRERO; HORMAZA, 2009; TSOU; FU, 2007)
também sdo encontrados.

Escassos também sdo os estudos citogenéticos do género Annona. A
descri¢do do caridtipo de A. muricata (2n=14), foi realizada por Folorunso e
Olorode (2007), entretanto, os demais trabalhos limitam-se a viabilidade dos
graos de polen (BETTIOL NETO et al.,, 2009; NIETSCHE et al., 2009;
ROSELL, SAUCO; HERRERO, 2006) e a determinagdo dos numeros
cromossomicos de algumas espécies como A. cacans (2n=14); A. lutescens (2n=
28); A. squamosa (2n= 14); A. reticulata (2n= 14) e A. glabra (2n= 28)
(BENNETT; LEITCH, 2010; NAKASONE; PAULL, 1998), sem detalhamento
da morfologia cromossomica. O conteudo de DNA nuclear foi descrito para seis
espécies do género Annona, com valores variando de 1,36 a 2,7 pg (BENNETT;
LEITCH, 2010).
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Dentre as inumeras espécies da familia Annonacea, destaca-se Annona
crassiflora Mart., uma frutifera endémica do cerrado brasileiro, muito apreciada
pela populacdo local pelo sabor e aroma de seus frutos, e pelo uso medicinal de
suas folhas e sementes (BRAGA FILHO et al., 2009; SOARES et al., 2009).

A. crassiflora é uma frutifera que ainda se encontra em estado selvagem
e cuja exploragdo comercial ocorre de forma extrativista e predatoria. O
extrativismo € lucrativo em fung@o de seus usos multiplos, mas a exploracdo
descontrolada pode afetar a perpetuacdo da espécie (RIBEIRO; PASQUAL,
2005). Portanto, A. crassiflora tornou-se uma espécie-alvo para pesquisas sobre
caracterizagdo genética visando sua conservagdo. O conhecimento da estrutura
das populagdes nativas ¢ uma forma de orientar as acdes futuras, definindo
parametros de controle adequados (COTA et al., 2011).

Neste sentido, estudos sobre os aspectos citogenéticos de A. crassiflora
poderdo servir de subsidio para o entendimento da biologia da espécie, estudos
taxondmicos e de hibridagdo para a utilizagdo em programas de melhoramento
genético de espécies comerciais do género Annona.

Dessa forma, objetivou-se com o presente trabalho caracterizar o nucleo
interfasico, o complemento cromossdmico, o comportamento meidtico e

determinar o conteudo de DNA nuclear de Annona crassiflora Mart.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Botanico

O material botanico utilizado nesse estudo foi coletado em trés
localidades da regido Centro-Oeste de Minas Gerais (Tab. 1). Exsicatas de A.
crassiflora foram depositadas no Herbario ESAL da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil e identificadas pelo Dr. Douglas Antdnio de

Carvalho.

Tabela 1 Localizagdo geografica dos trés pontos de coleta de Annona
crassiflora Mart.

Localizacao Coordenadas Altitude (m) NUmero exsicata
geogréficas ESAL

Carmo do Cajuru MG 20°11° S 772 16980
44°46° O

Formiga MG (Padre 20°27° S 842 16568

Trindade) 45°25° O

Formiga MG (Ponte 20°33’ S 789 16831

Vila) 45°36 O

2.2 Analise mitotica

Para a analise mitética sementes de A. crassiflora foram imersas em
solugdo de 4cido giberélico 500 uM por seis dias (Silva et al., 2007) e colocadas
para germinar sobre areia autoclavada a 23 °C em estufa do tipo BOD.

Para a obtencdo das laminas, raizes com cerca de 5-8 mm foram

coletadas e submetidas a tratamento com soluc¢do de 8-hidroxiquinoleina, 3 mM
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a 8 °C, por 10 horas, fixadas em solu¢do de Carnoy (3 alcool etilico: 1 4cido
acético) e armazenadas a —20 °C.

Apos a fixagdo, as raizes foram colocadas em solugdo enzimatica de
pectinase e celulase (100/200 U), a 37 °C, por 1 h30 min, para digestdo da
parede celular. As laminas foram confeccionadas pelo método de secagem a
chama (DONG et al.,, 2000), coradas com Giemsa 1% por 15 minutos e
avaliadas em microscopio de campo claro (Zeiss, modelo Axio Lab), equipado
com sistema de captura de imagem (AxioCam ERc5s) para digitalizacdo das
imagens.

Para cada local de coleta foram selecionadas cinco metafases. As
imagens digitalizadas foram analisadas utilizando o software Axio Vision 4.8
para a obtencao das medidas do braco curto (c) e longo (1) dos cromossomos. A
partir das medidas dos bragos foram calculados: comprimento total do
cromossomo i (Cti =1 + ¢); comprimento total do lote haploide (CTLH = > Cti);
relagdo de bracos (r = l/c); indice centromérico (IC = c¢/Cti x 100) e
comprimento relativo de cada cromossomo (CR= 100 x Cti/CTLH). A
morfologia cromossémica foi determinada a partir dos valores de relagdo de
bragos, conforme Guerra (1986). Os indices obtidos foram também usados para
construir o idiograma e o cariograma das populagdes, bem como para determinar
a assimetria cariotipica de acordo com Stebbins (1958) e Zarco (1986).

A classificagdo da estrutura do nucleo interfasico (1.000 nucleos

analisados por populagdo) seguiu a nomenclatura proposta por Guerra (1985).

2.3 Analise da atividade das regides organizadoras do nucléolo

Para a verificagdo da atividade das regides organizadoras do nucléolo

(RONS), preparagdes cromossdmicas de células meristematicas de raizes de A.
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crassiflora foram submetidas a técnica de coloragdo com nitrato de prata como

descrito por Howell e Black (1980).

2.4 Analise meidtica

Botoes florais de A. crassiflora foram coletados em varios estadios de
desenvolvimento entre 8h30 e 10h, fixados em Carnoy (3 alcool etilico: 1 &cido
propionico) e armazenados a -20 °C.

As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento das anteras,
em carmim propiodnico 2% e avaliadas em microscdpio de campo claro (Zeiss,
modelo Axio Lab), equipado com sistema de captura (AxioCam ERc5s) para
digitaliza¢do das imagens.

A meiose e o indice meidtico foram analisados em 500 meiocitos por
populagdo. O indice meiodtico (%IM= [ntimero de tétrades normais / total de
tétrades] x 100) foi determinado de acordo com Love (1951), sendo
consideradas plantas estaveis, aquelas que apresentaram indice meidtico superior

a 90%.

2.5 Viabilidade dos graos de polen

A viabilidade dos graos de polen foi estimada pela capacidade de
coloracdo dos mesmos com Carmim propionico ¢ com o corante de Alexander
(Alexander, 1980). Foram considerados viaveis os pdlens que apresentaram
coloracdo roxa e, inviaveis aqueles com aspecto vazio ou sem colora¢do. Nas
analises de viabilidade de poélen, para cada corante testado, foram avaliadas 10

laminas e 100 graos de polen por lamina em cada populacio.
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2.6 Quantificacdo de DNA por meio de citometria de fluxo

A determinag¢do da quantidade de DNA nuclear de A. crassiflora foi
realizada a partir de tecido foliar de quatro individuos por populacdo. Para cada
amostra, foram utilizadas de 20-30 mg de folhas jovens, sendo utilizadas como
padrao interno de referéncia, folhas jovens de Pisum sativum. As amostras foram
trituradas em placa de Petri contendo 1 mL de tampao Marie gelado para a
obtengdo da suspensdo nuclear (DOLEZEL, 1997), ¢ coradas com 25 uL de
iodeto de propideo (1 mg.L™"). Para cada amostra foram analisados pelo menos
10.000 nucleos. Os histogramas foram obtidos no citdmetro FacsCalibur (Becton
Dickinson) com o programa Cell Quest (Becton, Dickinson e Companhia, San
Jose, CA, USA) e analisados no software WinMDI 2.8 (2009).

O conteudo de DNA nuclear (pg) das amostras foi estimado por meio de
comparagdo com a posi¢do do pico G1 do padrio interno de referéncia (Pisum
sativum) usando a relagdo Q = (E/S) x R, em que Q ¢ a quantidade de DNA da
amostra (pg/2C), E € a posi¢do do pico G1 da amostra, S é a posi¢do do pico Gl
do padrio de referéncia e R ¢ o conteido de DNA do padrio (9,09 pg/2C).

2.7 Analise estatistica

Os dados de CTLH, indice meidtico, viabilidade polinica e contetido de
DNA nuclear foram submetidos a andalise de varidncia e teste F utilizando o

programa Sisvar (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS

Nao foi verificada diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os
individuos das trés localidades de coleta de A. crassiflora avaliadas neste estudo,
dessa forma, os resultados serdo apresentados para a espécie.

Os nucleos interfisicos de A. crassiflora foram caracterizados como
arreticulados, com coloragdo mais escura dos cromocentros que contrastam com
a eucromatina fracamente corada e difusa (Figura 1A). O niimero cromossémico

encontrado foi 2n=14 (Figura 1B).



38

w»'\ﬁ‘
- .:: . ." g:
i“&. ‘.l " ]
gy < 5 o | ——
J .&‘l)' itatve

1% D

L]

15

Figura 1 Annona crassiflora Mart. (A) nucleos interfasicos arreticulados; (B).
metafase mitdtica (2n=14). (C) cariograma. (D) ideograma

Nota: Barra=5 pm.

Annona crassiflora apresenta cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos com formula cariotipica 1 sm + 6 m (Tabela 2). A presenca de
constricdo secundaria foi observada no brago curto do terceiro par
cromossomico (Figura 1B e C). Com relagdo a média dos comprimentos
cromossOmicos, o menor valor obtido foi 1,62 pm e o maior valor 3,43 pm.

Os indices de assimetria quanto a posi¢do do centromero (Al) e ao

tamanho dos cromossomos (A2) apresentaram valores médios de 0,26 ¢ de 0,1,
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respectivamente (Tabela 3), revelando um caridtipo predominantemente
simétrico, com diminui¢ao gradual de tamanho (Figura 1C e D). A classificagdo
segundo Stebbins (1958) também sugere simetria cariotipica (Tabela 3), uma
vez que A. crassiflora foi classificada na categoria la (inexisténcia de
cromossomos com razdo de bragos (BL/BC) maior que 2 e razdo entre o maior e
0 MENnor cromossomo menor que 2).

A coloragdo com nitrato de prata, utilizada para inferir sobre a atividade
nucleolar de genes ribossomais encontrados nas regides organizadoras dos
nucléolos (RONs) e para a demonstragdo do numero maximo de nucléolos
(SUMNER, 2003), indicou que o nimero maximo de nucléolos observados em
A. crassiflora ¢ dois, sendo possivel verificar diferen¢as no niimero e tamanho

dessas estruturas (Figura 2).



Tabela 2 Relagao de bragos e indice centromérico dos cromossomos de A. crassiflora Mart. coletada em trés localidades
de Minas Gerais

Comprimento relativo médio Relacéo de bragos indice centromérico

(classificagdo cromossémica) (classificagdo cromossdmica)

Cromossomo Cajuru P.Trindade P.Vila Cajuru P.Trindade PonteVila Cajuru P.Trindade P.Vila

1 20,27 18,32 20,87 1,58(sm) 1,51 (sm) 1,58 (sm) 38,70(sm) 34,73(sm)  38,79(sm)
2 17,23 17,63 17,51 135(m) 142(m) 1,49 (m)  42,39(m)  4134(m)  40,20(m)
3 1522%  1548%  1576* 134(m) 129(m) 1,49 (m)  42,82(m) 43.61(m)  40,10(m)
4 13,91 14,63 1346  142(m) 1,48(m)  141(m) 4123(m)  4030(m)  41,33(m)
5 12,70 13,27 12,17 1,17(m)  146(@m)  1,26(m)  4593(m)  40,61(m)  44,27(m)
6 11,36 11,40 11,17 128(m)  1,18(m)  1,35(m)  43,69(m)  45.80(m)  42,52(m)
7 9,31 9,27 9,05 121(m) 1,35(m)  120(m) 4521(m)  42,50(m)  45,56(m)

Nota: . m= metacéntrico; sm= submetacéntrico
*Presenca de constri¢ao secundaria

oy



Tabela 3 Morfometria cromossomica de A. crassiflora Mart. coletada em trés localidades de Minas Gerais

Ct
Localidade 2n FC CTLH A A, St.
Intervalo ma = S,
Carmo do Cajuru 14 3,40-1,63 2,42+0,18 Ism + 6m 16,93 0,24 0,1 la
Padre Trindade 14 3,43-1,73 2,67+0,27 Ism+ 6m 18,70 0,28 0,1 la
Ponte Vila 14 3,46-1,50 2,37+0,22 Ism + 6m 16,60 0,28 0,1 la

Nota: . Comprimento total do cromossomo (Ct); formula cariotipica (FC); comprimento total do lote haploide (CTLH); indice de
assimetria intracromossodmica (A;) e indice de assimetria intercromossdmica (A,) segundo Zarco (1986); assimetria cariotipica
segundo Stebbins — St. (1958); ma = média aritmética ¢ s,= desvio padrio da média em pm; sm = submetacéntrico e m =

metacéntrico.

It
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Figura2 Nucleos interfasicos de A. crassiflora corados com nitrato de prata

Nota: (A) nucleo interfasico com dois nucléolos; (B) fusdo de nucléolos; (C) nucleo
interfasico com um nucléolo grande. Barra=5 pm.

O tamanho ideal dos botdes florais para a analise meiotica variou de 3 a
4 mm. O comportamento meidtico dessa anonacea mostrou-se regular e foi
descrito pela primeira vez.

A espécie apresentou n=7 bivalentes nas diacineses e segregacao regular
nas anafases I e II (Figura 3). Foram observados alto indice meiotico (95,93%) e
altas porcentagens de viabilidade polinica nos testes realizados com os corantes
de Alexander (96,72%) e Carmim propidnico (96,48%) (Tabela 4). Os
micrésporos de A. crassiflora permanecem agrupados em tétrades até o estadio

de grios de polen maduros (Figura 4).

Tabela 4 Indice meidtico (IM) e porcentagem de poélens viaveis (PV)
determinada por testes de coloracdo para trés localidades de coleta de
A. crassiflora Mart. de Minas Gerais

. PV (%)
Localidade IM (%) Alexander Carmim propibnico
Carmo do Cajuru 95,79 95,79 96,69
Padre Trindade 96,79 97,13 96,46
Ponte Vila 95,20 97,25 96,28

Médias 95,93 96,72 96,48
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Figura3 Meiose em Annona crassiflora Mart.

Nota: (A) leptoteno; (B) zigdteno; (C) paquiteno; (D) Diploteno; (E) diacinese (n=7); (F)
metafase [ (n=7); (G) anafase I; (H) telofase I; (I) profase II; (J) metafase II; (K)
anafase II; (L) jovens microsporos. Barra 10 pm.
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Figura4 Grios de pdlen maduros de A. crassiflora.

Nota: (A) Visao geral; (B) griaos de pélen viaveis corados com Carmim; (C) grios de
pélen inviaveis corados com Carmim; (D) grios de pdlen viaveis corados com
Alexander; (E-F) graos de pélen invidveis corados com Alexander. Barra=50 um.

A quantidade média de DNA (pg/2C) encontrada para A. crassiflora
(Tabela 5) foi de 1,7 pg. Foram avaliados cerca de 10.000 nucleos por

localidade, sendo que picos bem definidos foram observados (Figura 5).

Tabela 5 Médias das quantidades de DNA (pg/2C) obtidas por citometria de
fluxo para trés localidades de coleta de Annona crassiflora Mart.

Populacdo Quantidade de DNA (pg/2C) CV (%)
Carmo do Cajuru 1,69 0,59
Padre Trindade 1,72 1,74

Ponte Vila 1,72 1,12
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Figura 5 Histograma de citometria de fluxo em nucleos de A. crassiflora

Nota: O primeiro pico do histograma refere-se ao pico G1 de A. crassiflora e o segundo
pico refere-se ao pico G1 do padrio (Pisum sativum).
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4 DISCUSSAO

A familia Annonaceae é uma das maiores entre as angiospermas basais ¢
de apreciavel importincia econémica como fonte de frutos comestiveis tanto em
relagdo a espécies nativas como Annona crassiflora Mart. quanto a espécies
introduzidas, como a fruta do conde (Annona squamosa L.), a graviola (A.
muricata L.), a fruta da condessa (A. reticulata L.) ¢ a cherimoia (A. cherimola
Mill.) que sao amplamente cultivadas e comercializadas (LORENZI; MATOS,
2008). Apesar da reconhecida importancia, estudos sobre a citogenética do
género Annona sao incipientes, sobretudo no Brasil.

O numero cromossdmico 2n=14 descrito neste trabalho para A.
crassiflora ¢ inédito e corrobora os resultados encontrados para outras espécies
do género Annona (BENNETT; LEITCH, 2010; FOLORUNSO; OLORODE,
2007, SAUER; EHRENDORFER, 1984), confirmando x=7 como numero
cromossomico basico do género.

Os dados de morfometria cromossomica de A. crassiflora (1sm+6m)
diferem daqueles obtidos por Folorunso e Olorode (2007) para A. muricata
(2n=14) que aplicando a metodologia de Guerra (1986), apresenta trés
cromossomos metacéntricos ¢ quatro submetacéntricos. A diferenca na
morfologia cromossdmica observada entre A. crassiflora e A. muricata pode ser
justificada pela provavel ocorréncia de alteragdes cromossdmicas estruturais.

Para o presente trabalho, o nimero maximo de nucléolos observado foi
dois, o que permite inferir que A. crassiflora apresenta um par de RONSs ativas.
Foi possivel observar que alguns niicleos mostraram uma variagdo quanto ao
numero e ao tamanho dos nucléolos, sugerindo a ocorréncia de fusdo nucleolar
(Figura 2), fato corroborado por Shaw e Brown (2012), que afirmaram que em

plantas, nucléolos pequenos muitas vezes se fundem em um nucléolo unico
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conforme a intérfase avanga. Esses resultados corroboram a existéncia de um par
de cromossomos com constri¢do secundaria para A. crassiflora.

O nucleo interfasico de A. crassiflora, classificado como arreticulado
com cromocentros bem definidos, também foi descrito por Sauer e Ehrendorfer
(1984) para Annona coriacea (2n=42). Os resultados do presente estudo
concordam com os relatados por Guerra (2000) sobre o tamanho dos
cromossomos. Segundo o autor, as espécies que apresentam Cromossomos
pequenos, geralmente possuem nucleos arreticulados.

Além do tamanho do cromossomo, outros fatores podem interferir na
organizagdo da cromatina no nucleo interfasico, incluindo a distribuicdo de
sequéncias repetitivas, a quantidade e a distribuicdo de heterocromatina, o
padrdo de condensagdo na profase e o conteido de DNA nuclear (Guerra, 1987).

De acordo com Guerra (1988) espécies com nucleo interfasico
arreticulado geralmente apresentam pouca quantidade de DNA. O valor C médio
obtido para A. crassiflora (C=0,85) é concordante com os limites observados
para outras espécies do género Annona, cujos valores minimo ¢ maximo foram
0,68 e 1,35 pg, respectivamente. As médias dos coeficientes de variagdo (CV)
obtidas foram proximas de 1,15%, o que demonstra a qualidade dos resultados
obtidos e a confiabilidade nas estimativas de quantificagdo de DNA, uma vez
que valores de até 2% sdo considerados de alta qualidade (MARIE; BROW,
1993).

Este estudo também valida a utilizagdo de A. crassiflora em processos
de hibridagdo e em programas de melhoramento genético de cultivares
comerciais do género Annona, pois, considerando que o indice meidtico € um
complemento para a analise meidtica e um indicador de regularidade (LOVE,
1951), pode-se afirmar que A. crassiflora é uma espécie meioticamente estavel

com producdo de gametas masculinos balanceados. A observacdo de sete
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bivalentes nas trés populacdes avaliadas neste estudo confirma x=7 como
numero basico de A. crassiflora.

O elevado percentual de polens funcionais observados (96,6%) esta
associado a regularidade meidtica de A. crassiflora. Resultados semelhantes
foram encontrados por Bettiol-Neto et al. (2009) que também observaram altos
indices de viabilidade polinica para as anonas comerciais Annona cherimola
Mill. (99,23%), Annona squamosa L. (94,32%) e o hibrido Annona cherimola x
Annona squamosa (86%). A alta frequéncia de regularidade meidtica na flora de
uma formagdo como o cerrado, pode indicar que a maioria das alteragdes
numéricas e hibridagcdes que poderiam ter ocorrido ja se estabilizaram, o que
implica que o processo de reprodugdo sexual da espécie ¢ eficaz (FORNI-
MARTINS et al., 1992).

Um dos motivos que podem contribuir para a eficicia da reprodugdo
sexual de A. crassiflora é o fato dos micrdsporos permanecerem agrupados em
tétrades até o estadio de graos de polen maduros. Embora a maioria dos géneros
de Annonaceae produza polen solitdrio na maturidade, no género Annona, 26
espécies liberam polen agregado em grupos de quatro (COPENHAVER, 2005).
Esse tipo de formagdo parece ter implicacdo bioldgica uma vez que as tétrades
podem estar relacionadas com polinizadores especificos como os besouros, pois
o polen das anonaceas em geral ¢ pesado e pegajoso (BETTIOL-NETO et al.,
2009).

O comportamento meidtico regular e os percentuais elevados de indice
meidtico e de viabilidade polinica indicam que o processo reprodutivo de A.

crassiflora ¢ eficaz, garantindo a conservagéo da espécie em habitat natural.



49

5 CONCLUSOES

A. crassiflora apresenta caridtipo simétrico com 2n=14 cromossomos,
nucleo interfasico arreticulado e meiose regular com 7 bivalentes e alta
viabilidade polinica. A analise da atividade nucleolar mostrou que A. crassiflora
possui um par de cromossomos com RONS ativas.

O padrao cariotipico observado neste trabalho sugere que, do ponto de
vista citogenético, A. crassiflora ¢ uma espécie primitiva dentro do género
Annona e que rearranjos cromossomicos provavelmente ocorreram nesse género

uma vez que outras espécies apresentam cariotipos mais assimétricos.
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Abstract: Infusions of the leaves and seeds of Annona crassiflora Mart. (a fruit
tree that is native to the Brazilian cerrado) are commonly employed in the
treatment of diarrhoea, snakebites, tumours and disorders of the hair and scalp.
The aim of the study was to investigate the cytotoxic and genotoxic properties of
ethanolic extracts of A. crassiflora by evaluating their effects on germination,
root elongation, chromosome structure and the cell cycle of Lactuca sativa. The
experiment followed a randomized design involving the treatment of L. sativa
seeds with ethanolic extracts from leaves and seeds of A. crassiflora applied at
ten concentrations (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, and 1.2 mg.L-
1) and with five repetitions per treatment. Seeds of L. sativa that had been
exposed for 48 h to A. crassiflora leaf extracts at concentrations > 0.1 mg.L-1, or
to seed extracts at concentrations > 0.2 mg.L-1, showed germination percentages
that were significantly (p < 0.05) lower than those of seeds exposed to aqueous
ethanol control. Exposure of L. sativa seedlings to leaf (but not seed) extracts of
A. crassiflora produced significant (p < 0.05) reductions in the mitotic indices of
root meristem cells of lettuce and induced chromosome and nuclear
abnormalities in the root cells. The presence of chromosome stickiness, bridges,
fragments, laggard chromosomes and nuclear condensation were also observed.
The cytogenetic effects observed suggest that folkloric medicines prepared with
extracts of the leaves or seeds of A. Crassiflora should be employed with
caution.

Keywords: Annona crassiflora; araticum; Lactuca sativa; germination; root-tip
test; chromosomal abnormalities
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1 Introduction

The World Health Organization (WHO) asserts that approximately 80% of the
population in developing countries rely on traditional practices for basic health
care, and that 85% of folklore medicines employed in the treatment of domestic
and community ailments are prepared using plant materials (Ministério da Saude
do Brasil 2006). However, medicinal plants may synthesize toxic compounds as
part of their natural defence mechanisms against phytopathogens, insects and
herbivores (Negrelle & Gomes 2007). On this basis, studies relating to toxicity
and mutagenesis are indispensable in order to ensure that plant resources are
employed in a safe manner (Lubini et al. 2008).

Although numerous plants from the native Brazilian flora are ingested as
food or for medicinal purposes, scientific evidence relating to their
pharmacological or toxicological properties is generally scarce or non-existent, a
situation that constitutes a serious public health problem (Veiga Junior et al.
2005). In this context, many species of the family Annonaceae possess important
biological  properties, including  cytotoxic, antitumour, abortive,
immunosuppressant, antiemetic, vermicidal, antimicrobial, antimalarial and
appetite suppressant activities, and some are employed as natural pesticides
(Nascimento et al. 2003). In the case of Annona crassiflora Mart., a plant that is
endemic to the Brazilian cerrado where it is known as “araticum” or “marolo”,
the fruit is edible and much appreciated by the local population. Moreover, the
pulp of the ripe fruit is employed as an astringent and a tonic, while infusions of
the leaves and triturated seeds are used in the treatment of diarrhoea, snakebites,
tumours and disorders of the hair and scalp, and as emmenagoguic agents
(Pereira et al. 2008; Soares et al. 2009). Despite the numerous potential
therapeutic applications of the species and its common use in traditional

medicine, few studies have been performed regarding its cytotoxicity. However,
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Vilar et al. (2008) demonstrated that ethanolic extracts of leaves from A.
crassiflora presented cytotoxic and antimutagenic activities, while Santos et al.
(1996) showed that araticulin, a compound isolated from A. crassiflora seeds,
was cytotoxic to human tumour cells.

The cytotoxic effects of plant extracts and essential oils can be evaluated
through various cytogenetic assays, including the straightforward and relatively
inexpensive root-tip assays (Sobita & Bhagirath 2005; Kura§ et al. 2006;
Akinboro & Bakare 2007; Celik & Aslanturk 2007; Sousa et al. 2009; Sousa &
Viceini 2011). Application of plant-based genotoxicity assays is justifiable since
the results attained using such systems generally correlate well with those
obtained from analogous mammal-based tests (Celik & Aslanturk 2007). In this
context, Lactuca sativa L. (lettuce) is widely used in the detection of mutagens
and genotoxic compounds in extracts derived from medicinal plants because it
exhibits elevated sensitivity to exogenous agents. Furthermore, the L. sativa test
enables various genetic endpoints to be verified, and allows the determination of
mechanism of action of such agents against the DNA of the exposed organisms
(Sousa & Viccini 2011).

The objectives of the present study were to evaluate the effects of
ethanolic extracts of leaves and seeds of A. crassiflora on the germination of
seeds of L. Sativa, on the elongation of seedling roots, and on the structure and

dynamics of chromosomes and nuclei of root meristem cells.
2 Material and methods

2.1 Origin of plant material and preparation of extracts

Mature leaves and seeds of A. crassiflora were collected in March 2011 in the
municipality of Formiga, Minas Gerais (MG), Brazil. Plant material was
authenticated by Dr. D. A. Carvalho (Departamento de Biologia, Universidade

Federal de Lavras, Lavras, MG, Brazil) and voucher specimens (reference
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numbers 16568, 16629, 16632, 16646 and16682) were deposited in the
herbarium of the Universidade Federal de Lavras. Leaves were heated in an
oven at 40°C until they became brittle, following which they were manually
fragmented. Seeds were air-dried at room temperature and subsequently ground
to a powder. Extracts were prepared by steeping macerated plant material in
absolute ethanol for 7 days, followed by filtration and concentration under
reduced pressure at the rotary evaporator. Qualitative chemical analysis of
extracts was carried out according to the method described by Matos (1997),
while total polyphenolic content was determined using the Folin-Denis method
(Association of Official Analytical Chemists 1995) with tannic acid as the

reference standard.

2.2 Germination and growth of L. sativa

The toxicities of ethanolic extracts of A. crassiflora were evaluated by
examining their effects on the germination of seeds of L. sativa cv. Salad Bowl
and on the subsequent growth of the root tips. For each assay, 30 lettuce seeds
were transferred to a Petri dish (9 cm diameter) lined with germination paper
that had been moistened with 5 mL of the test sample. Incubation was carried
out in a biochemical oxygen demand (BOD) incubator at 24°C in the dark, and
percentage germination was evaluated every 8 h over a 48 h period. Seeds were
considered to have germinated when the radicle protruded through the tegument.
After 96 h of incubation, root elongation in the germinated seeds was evaluated
using a digital pachymeter. The experiment followed a randomized design
involving treatments with ten concentrations (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4,
0.6, 0.8, 1.0, and 1.2 mg.L") of ethanolic extract in water or with aqueous
ethanol (0.03% by volume) as control, and five repetitions were performed for
each treatment. Based on the data collected, growth curves were constructed and
the concentrations of extracts required for 50% inhibition (ICsp) of root-tip

elongation were calculated.
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2.3 Cytogenetic analysis

Analyses were carried out on roots from seedlings of L. sativa that had been
treated for 48 h with leaf and seed extracts of A. crassiflora at concentrations
equivalent to 0.5, 1.0 and 1.5-times the respective 1Csy values or with aqueous
ethanol as control. The roots were fixed with ethanol/glacial acetic acid (3:1,
v/v) for 24 h, washed with distilled water and hydrolysed in 1M hydrochloric
acid at 60°C for 10 min. For each treatment, five slides were prepared using the
aceto-orcein (2%) squash method (Guerra & Souza 2002) and ten fields were
evaluated (totalling 1000 cells/slide) under an Axio Lab.Al reflected-light
microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) equipped with an AxioCam ERc5s
image capture system. Mitotic indices and frequencies of chromosome and

nuclear abnormalities were assessed.

2.4 Statistical analysis

Data were analyzed using R software (R Development Core Team 2009) and the
results were expressed as means = standard deviation (SD) of three independent
experiments. Kruskal-Wallis and Dunn post hoc tests were applied to evaluate
the significances (a0 < 0.05) of between-treatment differences in percentage
germination, root length, mitotic index and frequency of chromosome and
nuclear abnormalities. Regression analysis was employed in the determination of

1Csq values.
3 Results

Chemical analyses of ethanolic extracts from A. crassiflora revealed the
presence of various classes of compounds with potential cytotoxic activities.
Thus, the leaf extract contained alkaloids, catechins, depsides, depsidones,
tannins, steroids and triterpenoids, while alkaloids, coumarin derivatives,

depsides and depsidones were detected in the seed extract. Quantitative analyses



63

revealed that the mean concentrations (= SD) of total polyphenols in leaf and
seed extracts were 8.7 = 0.37 and 11.7 £ 3.73 g.100 g’', respectively.

Seeds of L. sativa that had been exposed for 48 h to A. crassiflora leaf
extracts at concentrations > 0.1 mg.L" showed germination percentages that
were significantly (p < 0.05) lower than those of seeds exposed to aqueous
ethanol control. Similar effects were observed with seeds of L. sativa that had
been exposed to A. crassiflora seed extracts at concentrations > 0.2 mg.L"
(Table 1). In comparison with the control, the largest inhibition of germination
(85.81%) was observed following treatment with A. crassiflora seed extract at a

concentration of 1.2 mg.L™".

Table 1. Percentage germination of seeds of Lactuca sativa exposed for 48 h
to ethanolic extracts from leaves and seeds of Annona crassiflora

Concentration of extract Percentage germination after exposure to:

(mg.L™") Leaf extract (mean * Seed extract (mean  SD)
Control (aqueous 9533+ 1.15 95.56 £ 1.67
0.0125 93.11 £0.76 95.33 £1.76
0.025 91.78 £ 2.14 94.44 +1.38
0.05 90.44 £2.34 93.56 £3.08
0.1 80.00 £ 1.54* 93.26 £3.53
0.2 79.56 £ 1.7* 88.89 £ 0.77*
0.4 64.67 £ 3.02* 88.89 + 1.39*
0.6 64.44 £ 3.16* 85.78 £ 2.19%
0.8 59.78 £2.52* 66.22 +2.81*
1.0 60.22 £ 2.69* 4578 £ 1.01*
1.2 49.33 £ 3.90%* 13.56 + 1.92*

Note: Within each column, values bearing an asterisk are significantly different
from those of the corresponding control (Kruskal-Wallis and Dunn post hoc

tests; p < 0.05).
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Leaf and seed extracts from A. crassiflora inhibited the elongation of L.
sativa root tips significantly (p < 0.05), and the observed decrease in growth was
proportional to the increase in concentration of the extract (Figura 1). The
concentrations of leaf and seed extracts required for 50% inhibition (ICsy) of

root-tip elongation in lettuce were, respectively, 0.1 and 0.6 mg.L™.
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Figure 1. Regression analysis showing the effects of (A) leaf and (B) seed extracts from Annona crassiflora on the root
tips of Lactuca sativa
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Cytogenetic analysis revealed that, in comparison with controls,
exposure of L. sativa seedlings to leaf (but not seed) extracts of A. crassiflora at
concentrations between 0.5 and 1.5-times 1Csy, produced significant (p < 0.05)
reductions in the mitotic indices of root meristem cells (Table 2). In contrast,
both leaf and seed extracts induced chromosomal and nuclear abnormalities in
lettuce root cells, and these included chromatin bridge formation, delayed
chromosome segregation, chromosome loss and stickiness, and nuclear
condensation. Such abnormalities may have contributed to the diminution in root

growth and the restricted development observed (Figure 2).



Table 2.

Annona crassiflora

Cytogenetic analyses of root tips of Lactuca sativa exposed to ethanolic extracts from leaves and seeds of

Number of o e Chromosome abnormalities Chromosome Nuclear
. Mitotic " ",

Treatment  cells in index Ch Ch Brid abnormalities  abnormalities

division romosome LAromosOme gy kiness C-metaphase o oo, (%) (%)

loss retardation formation

Leaf extract
0.5 x ICs 159 3.18+1.19* 1.82+0.76 0 5.37+0.77 1.64+0.71  2.51+0.79 11.34 £ 1.18%  10.6£1.06*
1Cs 229 458 +£1.93*% 2.00+0.44  3.28+0.92  4.37+0.33 0.29+0.66  6.68+0.58 16.62 £2.67*  7.6+1.58*
1.5x ICs, 244 487 +1.45% 1.88+0.87  0.28+0.28  1.57+0.57 1.80+0.81  7.55+0.55 13.08 £2.13*  15.4+1.11*
Control 503 10.06 £1.32 0 0 0 0 0 0 0
Seed extract
0.5 x ICs 437 8.74 £1.84 1.67+0.74 1.7240.45 10.1£1,19 2.06+0.24  3.05+0.60 18.6 +1.13* 1.4+1.67*
1Csp 465 9.30+1.2 3.4440.65 1.7940.63  7.83+0.35 7.47+0.67 2.67+0.71 23.2 +£2.98* 2.61£0.97*
1.5 x ICs 399 798 +1.4  1.39+0.46 1.4240.61  4.83+0.9 1.99+0.91 1.97+0.06 11.6 +4.72* 14.4+1.57*
Control 544 10.88+1.54 0 0 0 0 0 0 0

Note: Values shown are mean + SD. For each treatment, and within the same row, values bearing an asterisk are
significantly different from those of the corresponding control (Kruskal-Wallis and Dunn post hoc tests; p < 0.05).

L9



68

Figure 2. Chromosome and nuclear abnormalities observed in root meristem
cells of Lactuca sativa that had been exposed to ethanolic extracts from leaves
and seeds of Annona crassiflora showing: (A) condensed nucleus in interphase
cell; (B) C-metaphase; (C) chromosome loss and stickiness in metaphase cell;
(D) delay in chromosome alignment in metaphase cell; (E) multiple bridges in
anaphase cell; (F) bridge and chromosome fragment in anaphase cell; (G)
chromatin bridge in telophase cell; and (H) bridge and chromosome loss in
telophase cell. (Bar =5 pm).

4 Discussion

The present study has revealed that ethanolic extracts of leaves and seeds from
A. crassiflora exhibit cytogenotoxic effects, with the activity of the latter being
reported here for the first time. Toxicities were established through bioassays
involving germination and root elongation of L. sativa, as well as by cytogenetic
analyses. The results demonstrate that, in comparison with controls, treatment of
L. sativa seeds with extracts from A. crassiflora led to reductions in both
germination and root growth, effects that may be associated with the inhibition
of mitosis and/or alterations in chromosome and nuclear structures and
dynamics.

The mitotic index represents a valuable parameter through which to assess the

cytotoxicity of agents in general (Leme & Marin-Morales 2009). In the present
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study, leaf extracts of A. crassiflora exerted pronounced mitodepressive effects
on L. sativa root cells when applied at concentrations in the range 0.5 to 1.5-
times the ICsy value, giving rise to reductions in mitotic indices of more than
50%. Indeed, treatment of lettuce seeds with A. crassiflora leaf extract at a
concentration of 0.05 mg.L™" (0.5-times ICs,) led to a reduction in the mitotic
index of the root meristem cells by 68.49% (Table 2). This phenomenon may be
explained by the impairment of nuclear division in interphase cells and by the
demise of such nuclei, thus disrupting the initiation of the prophase and of cell
division (Solomon et al. 1999). The present findings corroborate this hypothesis
since both leaf and seed extracts of A. crassiflora induced nuclear condensation
in lettuce root cells, a morphological aspect that is commonly associated with
programmed cell death in plants (Solomon et al. 1999).

The toxicity of A. crassiflora extracts is most likely due to the presence
of alkaloids, phenols and coumarin-type secondary metabolites. It is known, for
example, that alkaloids are selective and specific inhibitors of checkpoints in the
cell cycle (Pinto et al. 2002), while phenolics can inhibit root development and
cell division causing growth retardation and, eventually, plant death (Li et al.
2010). Moreover, coumarins have been shown to initiate dose-dependent
inhibition of photosynthesis and glycolysis leading to an overall reduction in cell
activity and root elongation (Li et al. 1993). In the present study, the dose-
dependent reduction in root growth was clearly evident in L. sativa seeds that
had been treated with A. crassiflora extracts.

Leaf and seed extracts of A. crassiflora can also be considered genotoxic
since they induced significant (p < 0.05) alterations in chromosomes and nuclei
of lettuce root meristem cells. The presence of bridges and broken chromosomes
are indications of a clastogenic effect, while chromosome loss, delayed
alignment/rearrangement and sticky or C-metaphases result from aneugenic

effects (Leme & Marin-Morales 2009). In the present study, chromosome
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stickiness was frequently observed, particularly in metaphase cells, suggesting
that extracts of A. crassiflora interfere with the organization of chromatin
through an imbalance in the proportion of structural proteins such as the histones
(Kuras et al. 2006). Chromatin bridges were regularly detected in anaphase and
telophase cells, and their formation may be attributed to chromosome breakage,
stickiness and breakage-fusion-bridge cycles (El Ghamery et al. 2003).
Additionally, losses and delayed alignment/rearrangement of chromosomes were
observed in metaphase, anaphase and telophase cells that had been exposed to
leaf or seed extracts from A. crassiflora. Such disruption in cell division results
in the unbalanced segregation of chromosomes and gives rise to the formation of
daughter cells with irregular interphase nuclei of different sizes (El Ghamery et
al. 2003). Since the presence of micronuclei was not observed in the present
study, it is possible that missing chromosomes and chromosomal fragments
disintegrated in the cytoplasm.

The results of the present investigation corroborate those of Vilar et al.
(2008) even though these authors used a different biological system and
bioassay (micronucleus test in mice). In contrast, Vilar et al. (2011) were unable
to detect genotoxic or mutagenic activities of ethanolic extract of leaves of A.
crassiflora using prophage A induction (SOS-Inductest) and bacterial
mutagenicity (Ames test) assays. This divergence may have resulted from the
type of organisms employed in the tests, in that our study involved eukaryotes
while that of Vilar et al. (2011) employed prokaryotes.

Even though A. crassiflora is employed extensively in Brazilian folk
medicine, the findings of the present study suggest that use of the leaves and
seeds from this plant may result in significant negative genotoxic effects. Further
detailed analyses of the ethanolic extracts of A. crassiflora, involving different
organs at various stages of maturation and collected in different seasons, would

not only improve our knowledge of the possible benefits of the active principles
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and their mechanisms of action, but would also increase awareness regarding

their potential harmful effects.
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ARTIGO 3 Efeito dos extratos aquosos de Annona crassiflora Mart.
(ANNONACEAE) sobre o ciclo celular de Lactuca sativa L.

RESUMO

Annona crassiflora Mart. ¢ uma espécie frutifera endémica do cerrado
brasileiro pertencente a familia Annonaceae. Além da utilizag@o alimenticia dos
frutos, as folhas e sementes dessa espécie sdo empregadas na medicina popular
para tratar diversas patologias humanas. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos dos extratos aquosos de folhas e de sementes de A. crassiflora sobre o
ciclo celular de Lactuca sativa L. (alface). Sementes de L. sativa foram tratadas
com cinco concentra¢des (0,1; 0,08; 0,06; 0,04 ¢ 0,02 g.mL'l) dos extratos
aquosos. A taxa de germinacdo, o crescimento radicular e o comportamento
celular foram avaliados. Os extratos de A. crassiflora inibiram a germinagédo e o
crescimento das raizes de L. sativa, possivelmente devido a alteracdes na
maquinaria que controla o ciclo celular. As analises citogenéticas mostraram que
os extratos apresentaram atividadecitotdxica, reduzindo significativamente
(p<0,05) os valores do indice mitdtico de L. sativa em comparagdo com o grupo
controle. Efeitos clastogénicos como pontes cromossdmicas e aneugénicos como
perdas cromossOmicas € cromossomos pegajosos também foram observados em
células meristematicas de raizes de L. sativa. Esses resultados demonstram que
os extratos aquosos de folhas e de sementes de A. crassiflora possuem atividade
citogenotoxica sobre L. sativa.

Palavras-chave: Alteragdes cromossdmicas. Araticum. Citotoxicidade. Indice
mitético.
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ABSTRACT

Annona crassiflora Mart. is a fruit tree species endemic to the Brazilian
cerrado region, and belongs to the Annonaceae family. In addition to the food
use of the fruits, the leaves and seeds of this species are used in popular
medicine to treat various human pathologies. The objective of this study was to
evaluate the effects of the aqueous extracts of A. crassiflora leaf and seed on
Lactuca sativa L. (lettuce) the cell cycle. L. sativa seeds were treated with five
concentrations (0.1, 0.08, 0.06, 0.04 and 0.02 g.mL™") of the aqueous extracts.
The germination rate, root growth and the cellular behavior were evaluated. A.
crassiflora extracts inhibited L. sativa germination and root growth, possibly due
to the alterations in the mechanics which controls the cellular cycle. The
cytogenic analyses showed that the extracts presented cytotoxic activity,
reducing significantly (p<0,05) the mitotic index values of L. sativa in
comparison to the control group. Clastogenic effects, such as chromosomal
bridges, and aneugenic, such as chromosomal losses and stickiness, were also
observed in meristematic cells of L. sativa roots. These results demonstrated that
the aqueous extracts of A. crassiflora leaves and seeds present cytogenotoxic
activity on L. sativa.

Keywords: Chromosomal alterations. Araticum. Cytotoxicity. Mitotic index.
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1 INTRODUCAO

Annonaceae ¢ uma importante familia de angiospermas basais cujas
espécies sdo encontradas predominantemente nos troépicos (LORA; HERRERO;
HORMAZA, 2009). Diversos representantes dessa familia apresentaram uma
gama de importantes atividades bioldgicas tais como: citotoxica, antitumoral,
pesticida, vermicida, abortiva, antimicrobiana, imunossupressora, antiemética,
inibidora do apetite e antimalarica (NASCIMENTO et al., 2003).

Annona crassiflora Mart. ¢ uma espécie arborea endémica do cerrado
brasileiro conhecida como araticum ou marolo, cujos frutos sdo consumidos in
natura ou na forma de doces, bolos, geleias e sorvetes (ROESLER et al., 2007;
SOARES et al., 2009). O 6leo das sementes ¢ utilizado contra afec¢des do couro
cabeludo e, na medicina popular, a infusdo das folhas e de suas sementes auxilia
no combate a diarreia e induz a menstruagdo; o extrato da semente de A.
crassiflora também ¢ utilizado no tratamento contra picada de cobra (SOARES
et al., 2009).

Embora os extratos vegetais tenham sido utilizados no tratamento de
doencas de acordo com o conhecimento popular, pesquisas cientificas tem
mostrado que algumas substincias presentes nas plantas medicinais possuem
potencial toxico e carcinogénico (DE SA FERREIRA; FERRARO, 1999).

Os bioensaios com células vegetais sdo utilizados para monitorar a
genotoxicidade de compostos e extratos em fungdo do baixo custo, facilidade de
manuseio, tamanho adequado dos cromossomos e¢ acima de tudo, uma boa
correlagdo com outros sistemas de testes (GRANT, 1994).

Alguns trabalhos ja demonstraram o potencial citotdoxico dos extratos da
folha e da semente de A. crassiflora, entretanto, nenhum deles foi realizado com
o extrato aquoso, que ¢ a forma utilizada pela populagdo para fins medicinais.

Ribeiro et al. (2012) demonstraram por meio de bioensaios vegetais que o
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extrato etandlico da folha de A. crassiflora apresentou atividade citogenotoxica
sobre células meristematicas de pontas de raiz de L. sativa e que o extrato
etandlico da semente apresentou atividade genotoxica sobre esse mesmo
material. Vilar et al. (2008) demonstraram que o extrato etanolico da folha
apresentou atividade citotdxica sobre células de mamiferos, pelo teste do
micronticleo em camundongos. Santos et al. (1996) utilizando extragdo com éter
de petroleo purificaram um composto das sementes de A. crassiflora,
denominado araticulina, que induziu citotoxicidade in vitro contra células de
melanoma e de carcinoma do pulmao humano.

Considerando o uso potencial dos extratos aquosos de folhas e de
sementes de A. crassiflora e a auséncia de dados sobre seus efeitos, o objetivo
deste trabalho foi descrever os efeitos desses extratos sobre a germinagao,

crescimento radicular e ciclo celular de Lactuca sativa L.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico e preparo dos extratos

Folhas e sementes de A. crassiflora foram coletadas em formacdes
vegetais de cerrado do municipio de Formiga, MG, Brasil. As exsicatas foram
depositadas no Herbario ESAL da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras, MG, Brasil.

Folhas adultas foram dessecadas em estufa a 40 °C por sete dias ¢ as
sementes foram trituradas. Cinco concentragdes dos extratos aquosos foram
preparadas (0,1; 0,08; 0,06; 0,04 ¢ 0,02 g.mL'l). Apbs 24 h de imersdo em agua
destilada, os extratos foram filtrados e utilizados nos bioensaios. Como grupo

controle foi utilizado agua destilada.

2.2 Germinagao e crescimento radicular de Lactuca sativa L.

Sementes de alface (L. sativa L. cv. Salad Bowl) foram colocadas sobre
papel de germinagdo com 5 mL de extrato numa placa de Petri (90 mm) e
acondicionadas em estufa BOD a 24 °C no escuro. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de 30 sementes
por placa. O percentual de germinagdo foi avaliado apds 48 h. As sementes
foram consideradas germinadas quando a protrus@o da radicula se tornou visivel
através do tegumento. Apds 96 h de experimento, o crescimento da raiz foi

aferido com o auxilio de um paquimetro digital.
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2.3 Analise citogenética

Para os ensaios citogenéticos, raizes de L. sativa L. tratadas por 72h com
os extratos aquosos de folhas ¢ de sementes de A. crassiflora foram fixadas em
solucdo de Carnoy (3 etanol: 1 acido acético), por um periodo minimo de 24 h.
Apos a fixagdo, as raizes foram lavadas em agua destilada e hidrolisadas em HCI
IN a 60 °C, durante 10 minutos. As laminas foram preparadas pela técnica do
esmagamento, utilizando orceina acética 2%.

Para cada tratamento foram analisadas cinco laminas, avaliando-se 10
campos, totalizando 1000 células/lamina. As laminas foram observadas em
microscopio de campo claro Zeiss, modelo Axio Lab, equipado com sistema de
captura AxioCam ERc5s para digitalizagdo das imagens. O indice mitotico (total
de células em divisao/total de células observadas x 100) foi determinado para
cada tratamento. A presen¢a de anormalidades no ciclo celular também foi

avaliada.

2.4 Analise estatistica

Os dados de porcentagem de germinagdo, comprimento das raizes,
indice mit6tico e anormalidades no ciclo celular foram submetidos a analise de
variancia (ANAVA) e as comparacdes entre as médias de cada tratamento com a
média do grupo controle foram feitas utilizando o teste de Tukey (p<0,05). Para

todas as analises, utilizou-se o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS

O percentual de germinagdo das sementes de L. sativa decresceu com o
aumento da concentragdo dos extratos da folha e da semente de A. crassiflora
(Tabela 1). Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas para as
concentragdes de 0,08 ¢ 0,1 g.mL'1 do extrato aquoso da folha e a partir da
concentragdo de 0,04 g.mL™" do extrato da semente. Apds 48 h, foi observada
uma inibigdo de 38,15% na germinacdo das sementes de L. sativa tratadas com a

concentragio de 0,1 g.mL" do extrato da semente de A. crassiflora.

Tabela 1 Porcentagem média de germinagio de sementes de L. sativa apos 48
h de exposigdo aos extratos aquosos de A. crassiflora.

Tratamento (g.mL™) Extrato da folha Extrato da semente
Controle 94,06+0,64 94,07+0,64

0,02 86,63+2,93 85,55+5,09

0,04 85,90+5,77 83,33+4,00*

0,06 85,53+2,31 79,26+3,39%

0,08 83,30+4,00%* 63,15+£2,79*

0,1 79,23+3,39* 61,85+1,69*

Nota: Valores referentes as médias = SD. Para cada tratamento os valores com asterisco
sdo significativamente diferentes do grupo controle, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Resultado semelhante foi observado para o crescimento das raizes de L.
sativa (Tabela 2). Todas as concentragdes do extrato foliar avaliadas diferiram
estatisticamente do grupo controle (p<0,05), sendo que na maior concentragao
testada, houve um decréscimo de 68% no comprimento da raiz. Para o extrato da
semente, diferencas significativas foram observadas nas concentragdes de 0,06,

0,08¢0,1 gmL™".
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Tabela2 Comprimento médio (cm) das raizes de L. sativa apds 96h de
exposi¢do aos extratos aquosos de A. crassiflora

Tratamento (g.mL™") Extrato da folha Extrato da semente
Controle 24,11+5,07 28,07+4,83

0,02 21,19+£7,57* 28,32+5,03

0,04 18,68+6,23* 30,06+6,24

0,06 13,17+4,4% 24,52+4,71*

0,08 9,72+4,54* 21,93+£3,92%

0,1 7,69%+3,19* 18,00+£3,16*

Nota: Valores referentes as médias = SD. Para cada tratamento os valores com asterisco
sdo significativamente diferentes do grupo controle, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A tabela 3 apresenta os dados de indice mitdtico e os tipos de alteracdes
cromossdmicas induzidas pelos extratos aquosos de A. crassiflora.

Os indices mitoticos observados nas células das raizes de L. sativa
tratadas com os extratos aquosos de folhas e de sementes de A. crassiflora foram
significativamente menores que os dos respectivos grupos controles (p<0.05),
sendo que a reducao foi dose dependente.

Cromossomos  perdidos, cromossomos pegajosos ¢ pontes
cromossomicas foram os tipos de alteragdes predominantes (p<0,05).

Cromossomos atrasados e metafases C também foram observados (Figura 1).



Tabela 3 Analise citogenética dos extratos aquosos de Annona crassiflora

Numero de

Tratarr}ento células em indice AlteragBes cromossomicas cr?rlrfsgsagr?leizas
.mL" divisdo itoti

(g.mL") mitotico Cromos_somo Cromossomo Cromogsomos Metafase -C Ponte (%)

perdido atrasado pegajosos

Extrato da folha

Controle 632 12,64+1,80 0 0 0 0 0 0

0,02 444 887+0.89%  0,08+0,02  0,02+0,004 0,12£0,03  0.12+0,009 0,22£0,05%  0,56+0,26*

0,04 442 8,85+0,80*  0,28+0,07*  0,06+0,02 0,08+0,04 0,12+0,04  0,20+0,02*  0,74+0,39*

0,06 413 8,27+0,97*  0,22+0,06 0,02+0,04  0,24+0,09* 0,060,001 0,22+0,09* 0,76+0,20*

0,08 411 8,23+1,58*  0,30+0,07*  0,02+0,004 0,26+0,02*  0,12+0,06 0,14+0,03  0,84+0,25*

0,1

322 6,44+1,20*  0,08+0,01  0,01+0,001  0,12+0,07 0,20+0,01

Extrato da semente

Controle 792 15,85+1,26 0 0 0 0
0,02

454 9,08+0,88*  0.02+0,01 0 0,02+0,01 0,04+0,01
0,04

439 8,79+0,35*  0,06+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,06+0,02

0,16+0,01  0,58+0,21*

0,16£0,01  0,24+0,15

0,18+0,08  0,34+0,09*

€8



“Tabela 3, conclusdo”

Numero de

Tratarpento células em indice Alteragdes cromossomicas cr?rlntsg:grieif:as
.mL’ divisdo mitdtico
(g.mL7) Cromossomo  Cromossomo  Cromossomos s <o~ Ponte (%)
perdido atrasado pegajosos
0,06 438 876+0,15%  0,14£0,07  0,020,01  0,02:0,01  0,06:0,03  0,18£0,09  0,42+0,18*
0,08 408 8,17+0,67%  0,08+0,03 0 0 0,1240,04  0,20:0,04*  0,40+0,16*
0.1 407 8,15+0,51*  0,18+0,04 0,02+0,01  0,28+0,03* 0 0,06+0,01  0,54+0,21%*

Nota: Valores referentes as médias + SD. Para cada tratamento os valores com asterisco sdo significativamente diferentes do grupo
controle (Teste de Tukey; p < 0.05).

¥8
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Figura 1 Alteragdes cromossOmicas observadas em células meristematicas da
ponta de raiz de L. sativa L. expostas aos extratos aquosos da folha e
da semente de A. crassiflora Mart

Nota:. (A) métafase com cromossomos pegajosos; (B) metafase com cromossomo
atrasado; (C) metafase-C; (D) anafase com ponte; (E) telofase com ponte; (F)
telofase com ponte e cromossomo perdido; (G e H) telofase com cromossomos
perdidos; (I) citocinese com ponte. Barra=10 pm.
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4 DISCUSSAO

Para o presente estudo, os ensaios citogenéticos dos extratos aquosos da
folha e da semente de A. crassiflora foram realizados porque infusdes dessas
partes sdo amplamente utilizadas na medicina popular (ALMEIDA, 1994;
LORENZI, 2009; PEREIRA et al., 2008; SOARES et al., 2009).

Os bioensaios de germinagdo das sementes de L. sativa realizados com
os extratos aquosos de A. crassiflora reforcam a ideia de que a germinagdo nao ¢é
0 processo principal para as interagdes alelopaticas (INDERJIT; DAKSHINI,
1995), visto que foram constatadas alteracdes brandas em relagdo ao controle
quanto ao processo de germinagdo dos aquénios tratados. Muitas vezes o efeito
de um extrato vegetal ocorre nao sobre a germinagdo, mas sobre a velocidade de
germinacdo ou outro parametro do processo. O efeito alelopatico pode provocar
alteragcdes resultantes de efeitos sobre a permeabilidade de membranas, a
transcri¢do e tradugdo do DNA, o funcionamento dos mensageiros secundarios,
a respiracdo por sequestro de oxigénio, a conformacdo de enzimas e de
receptores, ou ainda pela combinagio destes fatores (FERREIRA; AQUILA,
2000).

fndices mitoticos significativamente menores que os do controle
negativo podem indicar altera¢cdes decorrentes da agfo de quimicos no
crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos (LEME; MARIN-
MORALES, 2009). A reducdo no numero de divisdes celulares nas
concentragoes testadas sugere que os extratos aquosos da folha e da semente de
A. crassiflora possuem efeito citotoxico sobre células meristematicas de L.
sativa. Resultados semelhantes foram obtidos por Ribeiro et al. (2012) para o
extrato etanolico da folha de A. crassiflora. Segundo Costa, Aguiar e
Nascimento (2004), o potencial citotéxico ¢ dependente do tipo de solvente

utilizado e das concentragdes administradas. A reducdo na atividade mitotica
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também pode indicar que os extratos foram suficientes para inibir ou bloquear a
formagd@o de metabolitos necessarios para uma sequéncia normal de mitose (EL-
GHAMERY; EL-KHOLY; EL-YOUSSER, 2003).

Além de citotoxicos, os extratos aquosos da folha e da semente de A.
crassiflora também mostraram atividade genotdxica, uma vez que alteragdes
cromossdmicas como pontes, cromossomos perdidos € cromossomos pegajosos
foram observadas. As alteracdes cromossdmicas sdo caracterizadas por
mudangas na estrutura cromossomica ou no nimero total de cromossomos, que
podem ocorrer espontaneamente ou como resultado da exposicdo a agentes
quimicos e fisicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

As aderéncias cromossdmicas observadas principalmente em metafases
indicam o efeito toxico dos extratos sobre a organizacdo da cromatina, que pode
estar relacionado a um desequilibrio da quantidade de histonas ou outras
proteinas responsaveis pelo controle da estrutura da cromatina (KURAS et al.,
2006).

A ocorréncia de pontes pode ser atribuida a rupturas cromossémicas,
aderéncias e ruptura seguida de unido das extremidades quebradas (EL-
GHAMERY; EL-KHOLY; EL-YOUSSER, 2003)..A indugdo de perturbagdes
do fuso em células de L. sativa pode levar a aneuploidias nas fases seguintes da
divisdo celular. Isto normalmente decorre da separacdo irregular dos
cromossomos na anafase, fazendo com que alguns alcancem os polos e outros
fiquem perdidos (AKINBORO; BAKARE, 2007). Estas anomalias
cromossOmicas (atrasos, perdas e pontes cromossomicas em anafases e
telofases) indicam o potencial clastogénico extratos testados.

Embora um unico sistema de teste ndo seja suficiente para se chegar a
uma conclusdo sobre a toxicidade ou ndo de um determinado composto, os
extratos aquosos da folha e da semente de A. crassiflora sdo utilizados

internamente para o tratamento de diversas patologias, dessa forma, esse estudo
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sugere cautela em relagdo ao uso continuo desses extratos na medicina popular,
uma vez que danos severos foram observados sobre o ciclo celular e a estrutura

cromossOmica de L. sativa L..
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5 CONCLUSOES

Os extratos aquosos de folhas ¢ de sementes de Annona crassiflora
possuem efeito inibitorio sobre a germinag@o e o crescimento das raizes e efeito
citogenotoxico sobre o ciclo celular de Lactuca sativa.

Embora A. crassiflora possa ter efeitos benéficos como planta

medicinal, danos severos foram observados nos testes com células vegetais.
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