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APRESENTAÇÃO 
 

Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as plantas produzem substâncias com 

propriedades que afetam, benéfica ou maleficamente, outras espécies. A esse fenômeno deu-

se o nome de alelopatia e às substâncias responsáveis por essas propriedades, de 

aleloquímicos. Esses compostos são encontrados distribuídos em concentrações variadas nas 

diferentes partes da planta, e durante o seu ciclo de vida. Os aleloquímicos, quando liberados 

em quantidades suficientes, causam efeitos alelopáticos que podem ser observados na 

germinação, no crescimento e/ou no desenvolvimento de plantas já estabelecidas e, ainda, no 

desenvolvimento de microrganismos (Carvalho, 1993). Os efeitos alelopáticos são mediados 

por compostos secundários pertencentes a diversas classes como fenóis, terpenos, alcalóides, 

taninos, cumarinas, esteróides, flavonóides, poliacetilenos, ácidos graxos, peptídeos, dentre 

outros (Putnam & Duke, 1978). 

Os compostos químicos que possuem atividade alelopática são produtos do 

metabolismo secundário, denominados aleloquímicos, substâncias alelopáticas, fitotoxinas ou 

apenas produtos ou metabólitos secundários. As principais formas de liberação dessas 

substâncias no ambiente ocorrem através dos processos de volatilização, exsudação pelas 

raízes, lixiviação e decomposição dos resíduos (Durigan & Almeida, 1993). Esse fenômeno 

envolve complexa cadeia de comunicação química entre as espécies (Harborne, 1993). 

Aparentemente a produção dessas substâncias não possui função fisiológica 

equivalente a dos metabólitos primários, mas sim uma importante função ecológica que foi 

desenvolvida através da evolução dos mecanismos de defesa dos organismos, que ao longo 

deste processo adquiriram enorme capacidade para sintetizar, acumular e excretar uma 

variedade desses metabólitos secundários. Entretanto, com os avanços na química de 

Produtos Naturais, diferenças qualitativas e quantitativas destes compostos têm-se tornado 

evidentes e explicam a função destes nos processos ecológicos naturais  

(Siqueira et al., 1991). 

Diferentes grupamentos químicos podem ser os responsáveis pelos efeitos 

alelopáticos observados entre os organismos (Medeiros, 1990; Einhellig, 2002). Estes efeitos 

resultam da ação combinada dos grupos de aleloquímicos que, coletivamente, interferem em 

vários processos fisiológicos (Rice, 1984; Putnan & Tang, 1986; Inderjit & Dakshini, 1995; 

Chou, 1999; Reigosa et al., 1999; Einhellig, 2002) por função defensiva, que vem sendo 
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adquirida ao longo de um processo de evolução (Harbone, 1997;  

Nishimura & Mizutani, 1995), podendo apresentar ação direta ou indireta sobre o indivíduo 

alvo (Molisch, 1937). Os efeitos indiretos são evidenciados nas alterações nas propriedades e 

características nutricionais do solo e também nas populações e/ou atividade de organismos 

que habitam o solo. Os diretos, por sua vez, são mais estudados e compreendem o atraso ou 

a inibição completa da germinação de sementes, paralisação do crescimento, injúria no 

sistema radicular, clorose, murcha e morte das plantas. Estes efeitos visíveis dos 

aleloquímicos sobre as plantas é somente uma sinalização secundária de mudanças anteriores 

como: alterações celulares e metabólicas, incluindo modificações no funcionamento de 

membranas, na absorção de nutrientes e de água, na atividade fotossintética e respiratória, 

entre outras (Rice, 1984; Rizvi & Rizvi, 1992; Reigosa et al., 1999).  

A produção de aleloquímicos pode ser regulada por diversos fatores ambientais, como 

a temperatura, a intensidade luminosa, a disponibilidade de água e nutrientes, textura do solo 

e microrganismos presentes (Chou, 1986). Além disso, os fatores relacionados ao estresse 

podem aumentar a atividade biológica referente aos aleloquímicos. O tempo de residência, 

persistência e transformação dos aleloquìmicos pode aumentar, diminuir ou fazer cessar o 

efeito alelopático, pela ação de microrganismos no solo. Inclusive, o próprio andamento 

diário do metabolismo primário, com formação de cadeias carbonadas que variam nas 

diferentes horas do dia, tem repercussões no metabolismo secundário.  

A resistência ou tolerância a estes compostos é uma característica espécie-específica, 

existindo aquelas mais sensíveis como Lactuca sativa L. (alface),  

Lycopersicon esculentum Miller (tomate) e Cucumis sativus L. (pepino), consideradas 

plantas indicadoras de atividade alelopática. 

Segundo Chou (1986; 1999), a alelopatia tem sido reconhecida como importante 

mecanismo ecológico, que influencia a dominância e sucessão das plantas, formação de 

comunidades, vegetação clímax, manejo e produtividade de culturas. 

Os liquens ou fungos liquenizados, associação simbiótica entre um micobionte 

(fungo) e um fotobionte (alga ou cianobactéria), estão presentes em quase todos os 

ecossistemas, apenas as bactérias têm maior dispersão. Esses organismos simbiontes estão 

ausentes apenas em ambientes constantemente úmidos e/ou sombreados, como no interior de 

matas tropicais mais densas, ou então de regiões cujo ar esteja poluído. Estes organismos 
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simbiontes apresentam muitas substâncias eficientes de utilização biológica,  

como atividade alelopática, farmacológica, antineoplásica, antimicrobiana, entre outros  

(Xavier-Filho et al., 2006). 

Estudos realizados através da aplicação de extratos brutos e substâncias puras de 

vários liquens da família Cladoniaceae, ocorrentes em tabuleiros arenosos do Nordeste do 

Brasil, revelaram que estes simbiontes interferem na germinação de sementes de vegetais 

superiores, como observado por Oliveira et al. (1991), interagindo com fungos micorrízicos 

arbusculares do solo, influenciando no desenvolvimento de sementes e plântulas de  

Genipa americana nativas destes ecossistemas e modificando a composição química do solo 

subjacente (Silva, 2007; Vasconcelos, 2007). Por isso, este estudo teve por objetivo avaliar a 

ação de metabólitos de Cladonia verticillaris sobre a germinação e o crescimento inicial de  

L. sativa como contribuição ao conhecimento da dinâmica de ecossistemas onde liquens 

terrícolas ocorrem e sua influência no funcionamento e estrutura destes ambientes. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 Alelopatia 

O conhecimento de que as plantas têm a capacidade de interferir no desenvolvimento 

de outras plantas através de substâncias liberadas para o meio, remonta a antiguidade. Os 

primeiros registros foram observados por Demócritus 500 a.C e Theophrastus 300 a.C, os 

quais expuseram que Cicer arietinum exauria o solo e inibia a vegetação (Rice, 1984).  

Posteriormente, De Candole em 1832 expôs que o “cansaço das terras” era decorrente 

do acúmulo de produtos químicos exsudados pelas monoculturas durante anos seguidos, o 

qual passava a afetar o seu próprio desenvolvimento. Porém, a primeira demonstração 

científica da alelopatia foi realizada por Schreiner & Sullivan (1909), que provaram que a 

redução no desenvolvimento de Vigna unguiculata era devida a presença de compostos 

químicos. 

O termo alelopatia foi criado por Hans Molisch em 1937 pela união das palavras 

gregas allelon (mútuo) e pathos (prejuízo) e segundo ele, “alelopatia é a capacidade das 

plantas superiores ou inferiores produzirem substâncias químicas que liberadas no ambiente 

de outras, influenciam de forma favorável ou desfavorável o seu desenvolvimento”.  

Rice (1984) definiu alelopatia como, “qualquer efeito direto ou indireto danoso ou 

benéfico que uma planta (incluindo microrganismos) exerce sobre outra pela produção de 

compostos químicos liberados no ambiente”. A maioria destas substâncias chamadas 

aleloquímicos, provém do metabolismo secundário e são liberados para o meio por 

volatilização, lixiviação, decomposição de resíduos e exsudados que pode interferir o padrão 

de crescimento e desenvolvimento da vegetação adjacente (Ferreira & Borguetti, 2004). Esses 

aleloquímicos representam função de proteção (Lovett et al., 1982), pois durante o processo 

de evolução destas plantas estas substâncias representaram alguma vantagem contra a ação de 

microrganismos, vírus, insetos, e outros patógenos ou predadores, seja inibindo a ação destes 

ou estimulando o crescimento e desenvolvimento das plantas (Waller, 1999).  

Em 1996, a sociedade internacional de alelopatia (IAS) ampliou a definição de 

alelopatia aos processos que envolvem a liberação de metabólitos secundários por plantas, 

liquens, microrganismos, vírus e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento 
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de sistemas biológicos. Segundo Gniazdowska & Bogatek (2005), esses compostos podem ser 

considerados como parte de uma rede de comunicação química entre os organismos. 

Na natureza, é difícil distinguir e identificar os efeitos individuais, mecanismos de 

competição e alelopatia, devido à complexidade biológica dos processos e, por ocorrerem 

simultaneamente (Durigan & Almeida, 1993; Souza Filho & Alves, 2002;  

Dakshini et al., 1999). Contudo, a distinção fundamental é que a competição entre plantas 

reduz ou remove do ambiente um fator de crescimento necessário aos organismos envolvidos, 

enquanto alelopatia ocorre a adição de um fator ao meio (Alves, 1992).  

Whittaker & Feeny (1971) afirmam que os efeitos alelopáticos de uma planta são 

aceitos, desde que seja comprovado que um inibidor químico efetivo esteja sendo produzido 

e, ocorra numa concentração potencialmente efetiva no solo e a inibição resultante não seja 

por luz, água e nutrientes nem por uma atividade animal.  

Cabe ressaltar que a liberação de metabólitos secundários traz benefícios à planta que 

os libera, pois se uma planta pode reduzir o crescimento das plantas vizinhas pela liberação de 

compostos químicos no solo, isso pode ter como conseqüência maior chance de acesso à luz, 

à água e aos nutrientes. Portanto, propicia sua maior adaptação evolutiva  

(Taiz & Zeiger, 2004). Nesse sentido, a alelopatia confere vantagens às plantas que, ao longo 

da evolução, desenvolveram um potencial alelopático. Segundo Duke et al. (2000), os 

aleloquímicos são herbicidas naturais que suprimem ou eliminam a competição de espécies 

vegetais com um potencial agricultural. E, segundo Rice (1986) o estudo desses compostos na 

estimulação de sementes também é uma importante área de estudo. 

Inderjit & Weston (2000) descreveram alguns requisitos para demonstração das 

interações alelopáticas: 1. Componente ecológico – demonstrando que a interferência ocorre 

na natureza; 2. Componente químico – identificação, isolamento e caracterização dos 

aleloquímicos envolvidos; 3. Componente fisiológico – identificação do mecanismo de 

interferência ao nível bioquímico, fisiológico, celular e molecular. 
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2.1.1. Natureza e função das substâncias alelopáticas 

A co-evolução de plantas, insetos, microrganismos e mamíferos conduz à síntese de 

metabólitos secundários. Já foram reconhecidas como funções ecológicas desses compostos, 

por exemplo, a defesa contra herbívoros e microrganismos, a proteção contra raios 

ultravioleta (UV), a atração de polinizadores e de animais dispersores de sementes  

(Wink, 1990), bem como sua participação em respostas de alelopatia (Harbone, 1993).  

Os produtos químicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em dois grandes 

grupos. Os primeiros, essenciais a todos os seres vivos, são os metabólitos primários 

(anabolismo, com a formação de carboidratos simples, proteínas e lipídios; e catabolismo 

como a respiração) e o segundo grupo, os metabólitos secundários (Hadacek, 2002). Estes 

geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular, marcantes atividades 

biológicas e, diferentemente daqueles do metabolismo primário, são encontrados em 

concentrações relativamente baixas e em grupos específicos de plantas  

(Poser & Mentz, 2000). 

Durante muito tempo acreditava-se que as substâncias do metabolismo secundário não 

desempenhavam nenhuma função específica, representando apenas um produto final do 

metabolismo celular. Entretanto, atualmente reconhece-se que essas substâncias 

desempenham importante papel na ecologia de plantas e são cruciais para a sua sobrevivência 

e aptidão (Harbone, 1993), sendo sintetizados de acordo com as leis genéticas (Swain, 1977). 

Os aleloquímicos podem ser produzidos em qualquer parte das plantas e são 

biossintetizados em várias organelas celulares, porém são estocados em várias estruturas 

secretoras especializadas a fim de evitar a sua autotoxicidade (Gershenzon, 1993). A 

concentração desses compostos varia de espécie para espécie e, numa mesma espécie, de 

acordo com a parte da planta e o seu estádio de desenvolvimento (Rodrigues et al., 1993), a 

sua ação aleloquímica depende mais de sua particular concentração em um dado lugar do que 

de sua especificidade química (Putnam & Duke, 1978). Fatores relacionados ao estresse 

abiótico, como temperatura, intensidade luminosa, radiação ultravioleta, disponibilidade de 

água e nutrientes, textura do solo e presença de microrganismos também podem modificar 

diretamente a taxa de produção dos aleloquímicos e, conseqüentemente, sua atividade 

biológica (Einhellig, 1996; Kong et al., 2002; Taiz & Zeiger, 2004). De fato, tem-se 

observado aumento no número de estudos visando relacionar as variações ambientais, 
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respostas químicas das plantas e função ecológica de aleloquímicos de origem vegetal  

(Kong et al., 2002).  

A natureza alelopática de um composto químico pode atuar diretamente na sua 

fitotoxidade, liberação, concentração bioativa, persistência e destino no ambiente  

(Inderjit & Duke, 2003). O conhecimento da natureza química é fundamental para o 

entendimento das interações alelopáticas. Atualmente, são conhecidos cerca de 10.000 

metabólitos secundários com ação alelopática, o que é considerado apenas uma pequena parte 

da quantidade existente na natureza, pois segundo Durigan & Almeida (1993), o total 

numérico de substâncias químicas pode atingir a elevada cifra de 400.000. Segundo  

Larcher (2000), esses compostos podem ser divididos em três grandes grupos: os terpenóides, 

alcalóides e compostos fenólicos. 

Ao serem lançados no meio, podem promover alterações no solo, sejam em suas 

propriedades, seja na sua dinâmica de nutrientes ou em sua biota associada (Hadaceck, 2002). 

A origem de um aleloquímico freqüentemente é obscura e sua atividade biológica pode ser 

reduzida ou aumentada pela ação microbiológica, oxidação e outras transformações 

(Einhellig, 1996; Waller, 1999; Pires et al., 2001).  

A textura e composição do solo têm influência no efeito alelopático, pois segundo 

Duke (1985) esses mediam a transferência de muitos aleloquímicos, exceto talvez compostos 

voláteis, de um doador para um receptor. Em solos arenosos, há menor adsorção que nos solos 

coloidais, e, neste caso, os aleloquímicos liberados seriam mais efetivos, por ficarem livres, 

na fase aquosa do solo (Inderjit & Dakshini, 1995), uma vez que a inativação e destruição das 

toxinas é mais lenta em solos pobres (Dionello & Basta, 1984), sendo a retenção favorecida 

pela matéria orgânica e acidez do solo (Siqueira et al., 1991).  

Uma vez introduzidos no ambiente é necessário que se acumulem em quantidades 

suficientes para afetarem outras plantas, se mantenham por algum tempo, ou seja, liberados 

continuamente para que os efeitos sejam persistentes (Almeida, 1988).  

 
 
2.1.2 Mecanismos de ação e funções dos aleloquímicos  

Os mecanismos de ação dos aleloquímicos estão relacionados a processos fisiológicos 

na planta (Horsley, 1977; Rice, 1984). No entanto, os efeitos desses compostos ainda não 
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estão completamente esclarecidos. Uma das dificuldades é que essas substâncias afetam mais 

de uma função e provocam efeitos secundários difíceis de distinguir dos principais. O efeito 

visível dos aleloquímicos sobre as plantas é somente uma sinalização secundária decorrente 

de alterações moleculares e celulares, cujos mecanismos ainda permanecem obscuros 

(Ferreira & Áquila, 2000). 

A grande diversidade dos compostos que causam alelopatia indica diferentes 

mecanismos de ação e, em muitos casos, sua fitotoxidade pode originar-se mais de um 

rompimento celular generalizado do que de um mecanismo específico (Einhellig, 1995). A 

ação desses compostos envolve interação entre estresses abióticos e bióticos que pode 

também só atuar quando em presença de outros (relações sinergísticas), em combinações e 

proporções específicas que potencializam suas ações (Almeida, 1990; Einhellig, 1999).  

Uma vez liberados no meio, os aleloquímicos podem ter ação direta e indireta. A ação 

direta ocorre quando o composto lixiviado ou volatilizado se liga às membranas da planta 

receptora ou penetra nas células, interferindo diretamente no seu metabolismo. Na ação 

indireta, os aleloquímicos oriundos da decomposição e da exsudação radicular podem causar 

alterações nas propriedades e nas condições nutricionais do solo, modificações de populações 

e/ou atividade dos microrganismos (Ferreira & Áquila, 2000). O movimento desses 

compostos no interior das plantas se dá preferencialmente pela translocação via floema, sendo 

que a taxa de translocação depende de fatores ambientais (Rice, 1984). 

Hadacek (2002) menciona a interferência de aleloquímicos, relacionando à habilidade 

dessas pequenas moléculas para ligar-se a regiões receptoras de várias proteínas como 

chaves em fechaduras, possivelmente interferindo em rotas metabólicas. As alterações do 

aleloquímico podem ser pontuais, mas, como o metabolismo consiste numa série de reações 

com vários controles do tipo “feedback”, rotas inteiras podem ser alteradas, mudando 

processos (Ferreira & Borghetti, 2004). 

Dentre os estudos das alterações ocasionadas pelos aleloquímicos, podem-se citar: 

mudanças nas taxas fotossintéticas (Baziramakenga et al., 1994), função dos estômatos 

(Einhellig & Kuan, 1971), conteúdo de clorofila (Einhellig & Rasmussen, 1979), taxa 

respiratória (Van sumere et al., 1971; Peñuelas et al., 1996; Carmo et al., 2007), fluxo do 

carbono (Danks et al., 1975), captação de minerais (Glass, 1973; Harpe & Balke, 1981), 

permeabilidade da membrana e funções de ATP-ase (Glass & Dunlop, 1974;  
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Friebe et al., 1997), divisão celular (Muller, 1965; Campanella et al., 2002;); alongamento 

celular (Jankay & Muller, 1976); estrutura celular (Lorber & Muller, 1976); parede celular 

(Zobel & Lynch, 1997); síntese de proteínas e ácidos nucléicos (Seigler, 1996;  

Vyvyan, 2002). 

Os efeitos dos aleloquímicos são visíveis na formação, na dinâmica de sucessão e o 

equilíbrio de comunidades vegetais, influencia a dominância de certas espécies de plantas que 

interferem na diversidade local, manejo e produtividade de culturas, inibição da fixação de 

nitrogênio e nitrificação, interferência na dormência de sementes e de gemas, prevenção da 

decomposição de sementes e influência nas relações com outras plantas, com 

microrganismos, com insetos e até com animais superiores, incluindo o homem, na atração de 

polinizadores e estimulantes de germinação de sementes (Mandava, 1985;  

Durigan & Almeida, 1993; Reigosa et al., 1999; Ferreira & Borguetti, 2004;  

Taiz & Zeiger, 2004; Nasir et al., 2005). Contudo, de maneira geral, os modos de ação dos 

aleloquímicos estão envolvidos na inibição e na modificação do crescimento e 

desenvolvimento vegetal (Inderjit & Duke, 2003), interferindo também em diversos processos 

do sistema solo-planta- microrganismos (Siqueira et al., 1991).  

O modo de ação dos aleloquímicos pode ser mensurado em sistemas isolados, porém a 

questão crítica é se a inibição alcançada no local da planta está em concentração suficiente 

para influenciar especificamente a reação em estudo, e se outro processo pode ser afetado 

mais rapidamente. A maior dificuldade de esclarecer esses mecanismos é a separação dos 

efeitos secundários das causas primárias (Putnam, 1985). Para Souza-Filho & Alves (2002), 

um dos fatores que dificulta a compreensão nas interações entre efeito e causa dos 

aleloquímicos é o fato de uma mesma substância afetar diferentes funções fisiológicas da 

planta, assim como uma mesma função pode ser afetada por mais de um composto. 

Os sintomas que se observam na planta atingida são determinados pelo conjunto dos 

efeitos produzidos pelos aleloquímicos absorvidos pela planta-alvo, tornado-se difícil 

estabelecer qual deles provoca os sintomas observados (Almeida, 1988;  

Durigan & Almeida, 1993). A Figura 1 mostra os diferentes processos fisiológicos que podem 

ser alterado pela ação dos aleloquímicos.  

Alguns compostos apresentam o mecanismo de ação bastante similar ao dos herbicidas 

(Mano, 2006). O entendimento dos efeitos alelopáticos e dos mecanismos de ação de várias 
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substâncias são importantes para se entender as interações entre plantas, tanto nos 

ecossistemas naturais, como nos agrícolas (Rodrigues et al., 1993).  

 

 

Figura 1.  Alteração de processos fisiológicos causados por aleloquímicos sobre a planta 

alvo. Fonte: adaptado de Einhellig (2004). 

 

2.1.3. Aplicações da alelopatia como bioherbicida  

Desde tempos remotos, a aplicação de produtos naturais ou sintéticos é usada como 

pesticidas na agricultura. O primeiro composto orgânico (2-metil-4, 6-dinitrofenol) destinado 

ao controle de plantas invasoras foi introduzido em 1932. No entanto, o uso extensivo de 

herbicidas sintéticos orgânicos iniciou-se efetivamente durante a década de 40 com a 

descoberta do herbicida 2,4-diclorofenoxiacético (Harrison & Loux, 1995). 

Plantas invasoras diminuem o rendimento das culturas em até 50% e, a utilização de 

herbicidas tem se apresentado como única ferramenta no controle de algumas dessas espécies. 
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Agricultores em 1998 gastaram U$ 6 bilhões em herbicidas, quase 70% do total das vendas de 

agroquímicos (Rogers, 1999). No Brasil, no ano de 2000, da comercialização dos defensivos 

agrícolas no controle de pragas, doenças e plantas invasoras, cerca de 52% referem-se a 

gastos com herbicidas, totalizando U$ 1,30 bilhões (SINDAG, 2002). As vendas de 

defensivos de Janeiro a Outubro de 2008, comparado ao mesmo período de 2007, 

apresentaram um crescimento acumulado de 31%, totalizando um mercado de R$ 10.246 

milhões (SINDAG, 2008).  

O uso generalizado desses agroquímicos tem resultado em plantas invasoras 

resistentes, e aumenta a preocupação pública sobre o impacto de herbicidas sintéticos na 

saúde humana e o ambiente (Macías, 1995; Kropff & Walter, 2000). Esta preocupação tem 

deslocado atenção para alternativas tecnológicas no controle de plantas invasoras baseado em 

produtos naturais, com tentativas de reduzir a quantidade de defensivos agrícolas  

(Putnam, 1983; Dayan et al., 2000). Devido a esses fatores, a identificação e o isolamento de 

tais substâncias têm se tornado um dos grandes objetivos de muitas companhias agroquímicas  

(Alves et al., 2002). Na Tabela 1 encontram-se alguns herbicidas desenvolvidos a partir de 

aleloquímicos.  

 

Tabela 1. Herbicidas desenvolvidos a partir de aleloquímicos naturais 

Produtos Naturais 
Fontes: plantas ou 
microrganismos 

Herbicida Fabricante 

Anisomicina Streptomyces sp. Methoxyphenone Nihon/Japão 

Cineole Várias plantas Cinmethylin Shell/USA 

Benzoxazinonas 
(ác. Hidroxâmico) 

Plantas gramíneas Benzazin BASF/Alemanha 

Iprexil Iprex pachyon Benzadox GULF/USA 

Ácido Fusárico Fusarium sp. Picloran Dow/USA 

Ácido Quinolínico Nicotina tabacum Quincloral BASF/Alemanha 

Moniliformina Fusarium moniliforme 
3,4, 

dibytoxymoniliformin 
CIBA/Geigy/Suíça 

Fosfinotricina 
Streptomyces 

viridochromegenes 
Glufosinate Hoechst/Alemanha 

Fonte: Hatzios (1987), citado por Alves (1992). 
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A natureza contém muitos materiais bioativos e compostos com propriedades 

inexploradas, cujas descobertas dos sítios de ação servem para identificação de novas 

moléculas herbicidas (Duke et al., 2000). Neste sentido, a alelopatia pode ser considerada 

uma ciência promissora, especialmente no Brasil, devido à sua ampla biodiversidade  

(Neves, 2005).  

Danks et al. (1975) ressaltam que a correta compreensão dos aleloquímicos poderia 

potencialmente aumentar a produtividade das culturas, protegendo-as de toxinas naturais, e 

aumentar o rendimento das culturas através da ação de estimulantes naturais.  

Alguns estudos têm demonstrado que extratos brutos inibem a germinação e o 

crescimento de algumas espécies de plantas em condições de laboratório. Estes extratos 

incluem uma mistura complexa de metabólitos secundários. Entretanto, purificação pelo 

fracionamento químico leva à diminuição dessa atividade inibitória. Isto é somente possível 

porque a atividade alelopática pode ser atribuída a um complexo de vários fatores inibitórios e 

aos efeitos sinergísticos de parte, os quais, separadamente estão abaixo do limiar de 

toxicidade (Mandava, 1985). 

Para Duke  et al. (2000), estratégias para descobertas de aleloquímicos é o 

desenvolvimento de análogos aos utilizados nas indústrias farmacêuticas e envolvem 

screening de extratos brutos e compostos purificados para atividade biológica. Estes 

bioensaios iniciais são rápidos e relevantes para o sistema em questão. Contudo,  

Vyvyan (2002), relata que simular as concentrações que ocorrem naturalmente em sistemas 

biológicos e mensurar a quantidade de aleloquímicos liberados e absorvidos pela interação 

dos compostos em diferentes tipos de solos, e degradação ou modificação dos compostos por 

microrganismos são algumas das dificuldades dos bioensaios. 

Bioensaios têm sido usados para triagem, estimar fitotoxidade ou promoção de 

crescimento das plantas, estudar o modo de atuação, bem como avaliar as relações estrutura-

atividade de centenas de milhares de compostos (produtos naturais, aleloquímicos, herbicidas 

sintéticos e naturais e, reguladores de crescimento de plantas - PGRs) 

(Hoagland & Williams, 2004). Contudo, bioensaios, como as outras técnicas, têm limitações 

inerentes que devem ser associados à instrumentação técnica (HPLC, GC, espectrometria de 

massa, RMN, métodos imunológicos, etc) que trazem melhoria no isolamento, separação e 
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detecção de compostos. Essas técnicas têm proporcionado maior sensibilidade e 

especificidade das substâncias. 

Uma das principais variáveis analisadas nos testes alelopáticos é a germinação. Os 

testes de germinação são simples de serem realizados. No entanto há uma série de cuidados 

que devem ser tomados para que se possam ter resultados reproduzíveis. A temperatura, o 

substrato e a umidade influenciam a germinação e por isso devem ser controlados. Segundo 

Oliveira et al. (2004) o padrão de crescimento é avaliado geralmente de acordo com o 

comprimento e massa seca da parte aérea e raiz, presença ou ausência de pêlos radiculares, 

formação e quantidade de raízes laterais, necroses, resposta gravitrópica, entre outros. As 

substâncias alelopáticas podem induzir o aparecimento de plântulas anormais, sendo a necrose 

da radícula um dos sintomas mais comuns. Portanto, o crescimento das plântulas é muito mais 

sensível a esses compostos e a sua utilização para determinação do potencial alelopático dos 

aleloquímicos é muito importante.  

Poucas pesquisas têm sido realizadas na busca de produtos naturais como herbicidas e 

na descoberta de novos herbicidas, devido à estrutura complexa dos compostos que torna a 

produção muito onerosa. Entretanto, mesmo que o composto estudado seja inadequado 

comercialmente, a identificação de novos mecanismos de ação pode ser valiosa na produção 

de herbicidas sintéticos, com natureza química semelhante, porém mais adequado para 

utilização na agricultura (Duke et al., 2000). 

 

2.2 Líquen 

Líquen é a estrutura resultante da associação entre um componente fúngico 

(micobionte) e uma população de algas ou de cianobactérias (fotobionte). Os fungos 

liquenizados representam um dos grupos mais bem sucedidos de organismos simbiontes e são 

freqüentemente estudados como modelo de simbiose (Lawrey, 1995). Cerca de 21% dos 

fungos são capazes de agir como micobiontes nessas associações e, entre esses, 98% são 

ascomicetos (Honegge,r 1991). Mais de 200 espécies de algas e cianobactérias podem agir 

como fotobiontes (Cocchietto et al., 2002). Enquanto a maioria dos fungos vive com o 

micélio de absorção dentro do substrato, os fungos liquenizados constroem um corpo (talo), 

dentro do qual o fotobionte é cultivado, mostrando uma convergência morfológica e 
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anatômica entre os liquens e as plantas (Sanders, 2001). Esses “mini-ecossistemas”  

(Tehler, 1996) são auto-suficientes e ecologicamente tratados como indivíduos, mas num 

sentido diferente do habitual (Fahselt, 1996). Taxonomicamente, de acordo com o Código 

Internacional de Nomenclatura Botânica, os liquens são tratados dentro do Reino Fungi, e o 

nome do líquen refere-se apenas ao fungo (Greuter et al., 2003). É um grupo polifilético e 

inclui aproximadamente 18.000 espécies e aproximadamente 12 espécies novas são descritas 

a cada ano (Cocchietto et al., 2002). 

Segundo Smith (1955) e Schultz (1991), do ponto de vista morfofisiológico, os liquens 

podem sobreviver em ambientes nos quais um dos dois indivíduos isoladamente não 

conseguiria se desenvolver. Esta associação é capaz em alguns lugares inóspitos do ambiente 

terrestre, apresentando ampla distribuição. Segundo Larson (1987) cerca de 8% de todo 

território terrestre é dominado por liquens. O micobionte absorve e conserva a água necessária 

e repassa para o fotobionte os elementos minerais que procedem do pó atmosférico e da água 

da chuva, além de proporcionar ambiente físico adequado para o organismo fotossintetizante. 

A alga, a parte produtora de energia, transfere carboidratos e produtos nitrogenados para o 

micobionte. Dessa forma, uma relação de natureza simbiótica, na qualos os organismos são 

beneficiados (Raven et al., 2001; Cocchietto et al., 2002). Além disso, o crescimento lento do 

talo desses organismos protege-os do ataque de microrganismos e herbívoros. 

 

2.2.1 Substâncias liquênicas: importância econômica e ecológica  

O primeiro estudo avaliando substâncias liquênicas data da origem da Química 

Orgânica (Gmelin 1858). Asahina & Shibata (1954) citam que as primeiras investigações 

científicas dessas substâncias foram conduzidas por Zopf & Hesse por volta de 1907. Muitos 

dos papéis biológicos destes compostos iniciaram após 1940, quando a natureza antibiótica 

daqueles foi reorganizada e foram estendidos até aos clínicos (Vartia, 1973). Com o 

desenvolvimento das técnicas de cromatografia, na década de 60 um grande número de 

substâncias liquênicas foi identificado (Cocchietto et al., 2002). Particularmente importante 

foi a publicação de Culberson (1969). Uma das substâncias mais amplamente estudada é o 

ácido úsnico. Esta foi isolada pela primeira vez em 1844 e tornou-se não somente um dos 

metabólitos de liquens mais conhecido como um dos poucos disponíveis comercialmente 

(Ingólfsdóttir, 2002). Esse composto é unicamente encontrado nos liquens. 
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Os fungos liquenizados são produtores de uma grande quantidade de substâncias 

biologicamente ativas, conhecidas como produtos extracelulares ou metabólitos secundários 

que se encontram na medula ou no córtex (Fig. 2), raramente em ambas as camadas, em 

concentrações de 0,1 a 10%, em relação ao peso seco do talo, embora em alguns casos a 

concentração possa atingir até 20% (Fahselt, 1996; Honda & Vilegas, 1998). Estes são quase 

que na sua totalidade de natureza fenólica (Hale, 1983). Cerca de 800 compostos provenientes 

do metabolismo secundário de liquens são conhecidos, sendo a maior parte dessas substâncias 

sintetizadas exclusivamente por esses organismos: ácidos alifáticos, meta e para-depsídeos, 

depsidonas, ésteres benzílicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, ácidos úsnicos, 

terpenos e derivados do ácido púlvinico (Piervittori et al., 1994; Elix & Waralaw, 1996; 

Huneck & Yoshimura, 1996; Huneck, 2001). Segundo Culberson (1977) as muitas 

características de produtos liquênicos são compostos aromáticos que são formados pela 

unidade fenólica simples pela via do acetil-polimalonato, com ácidos alifáticos e ésteres. 

Numerosos terpenóides e esteróides são formados pela via do ácido mevalônico e alguns 

derivados do ácidos pulvínico pela via do ácido chiquímico (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIgura 2. Corte transversal de Canomaculina pilosa (Stiz.) Elix & Hale em eletromicrografia de 

varredura (Fonte: Profa. Dra. Sionara Eliasaro, Departamento de Botânica - UFPR). Aumento de 1000 x. 
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Algumas teorias tentam explicar a razão pela qual certas espécies produzem mais 

produtos secundários que outras. Uma das possibilidades descritas é que aqueles que 

produzem altos níveis de compostos são capazes de crescer de forma mais severa nos 

ambientes, como aqueles com captação de nutrientes limitada ou aqueles com alto conteúdo 

de nitrogênio e fósforo (Fahselt, 1996). 

Os distintos compostos fenólicos produzidos pelos liquens têm atraído atenção de 

pesquisadores. Suas informações sobre estrutura, origem biogenética e significado 

filogenético têm aumentado de forma constante (Lawrey, 1995). O derivado dos compostos 

liquênicos é mais bem documentado que em qualquer outro grupo filogenético, entretanto a 

bioatividade associada a estes compostos tem sido geralmente ignorada  

(Romagni et al., 2004). 

 

 

 

 

Figura 3. Classes de compostos liquênicos organizados de acordo com sua origem Biossintética. Fonte: 

Adaptado de Dayan & Romagni (2001). 

 

Alguns fungos liquenizados são particularmente sensíveis a compostos tóxicos, 

sendo utilizados como indicadores de componentes tóxicos do ar poluído, particularmente do 

dióxido de enxofre; no mapeamento de metais pesados e outros poluentes freqüentemente 
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encontrados ao redor de pólos industriais; e ainda utilizados como instrumentos para 

monitorar a contaminação por substâncias radioativas (Hawksworth, 1984; Purvis, 2000).  

Devido às suas cores, que variam do branco ao negro, passando por tonalidades de 

vermelho, laranja, marrom, amarelo e verde, muitos fungos liquenizados são utilizados como 

fonte de corantes. Muitas espécies também têm sido utilizadas como medicamentos e bases 

para fixadores na indústria de perfumes, cosméticos, formulação de cremes, pastas de dente, 

desinfetantes bucais, desodorantes e protetores solares (Raven, 2001; Purvis, 2000; 

Ingólfsdóttir, 2002), além de outras espécies serem comestíveis. 

Grande número destes compostos apresenta ação antimicrobiana  

(Xavier Filho et al., 1990; Yamamoto et al., 1993; Esimone & Adikwu, 1999;  

Falcão et al., 2002; Ribeiro et al., 2002), antifúngica (Yamamoto et al., 1993), 

antiinflamatória (Higuchi et al., 1993; Vijayakumar et al., 2000, Maia et al., 2002); 

antitumoral-mutagênica, antiviral e imunomoduladora (Takai et al., 1979; Hirayama et al., 

1980; Shibamoto & Wei, 1984; Hirabayashi et al., 1989; Carneiro-Leão et al., 1997;  

Stuelp-Campelo et al., 2002; Kristmundsdóttir et al., 2002), inibidora do vírus de 

imunodeficiência humana (VIH) (Nakanishi et al., 1998; Neamati et al., 1997;  

Hirabayashi et al., 1989), inibidora enzimática (Umezawa et al., 1983; García et al., 1980; 

Shibuya et al. 1983; Higuchi et al., 1992), alelopática (Marante et al., 2003;  

Romagni et al., 2004) e atividade analgésica e antipirética comparável aos fármacos 

conhecidos (Hüneck, 1978), mostrando potencial valor econômico. Muitas destas substâncias 

derivadas dos fungos liquenizados podem ser obtidas de culturas axênicas de micobiontes 

(Hamada & Miyagawa, 1995; Hamada et al., 1996), ou imobilização celular e enzimática 

(Pereira, 1998; Pereira et al., 2002). Esses compostos também têm sido utilizados para 

taxonomia do grupo usando testes microquímicos.  

Os liquens podem ser envolvidos em vários processos, especialmente biogeoquímicos 

mediados por microrganismos. Para Lawrey (1995), os liquens podem ter papel proeminente 

na regulação da colonização de plantas vasculares e na sucessão de comunidades em 

ecossistemas onde eles dominam a flora, tendo suas substâncias como um atributo importante 

na estratégia ecológica. 
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2.2.2. Potencial alelopático dos fungos liquenizados 

A presença de substâncias liquênicas no solo e, sua estabilidade com o tempo, 

possibilita a ocorrência de fenômenos alelopáticos (Legaz et al., 1986), podendo através dos 

compostos orgânicos afetarem o crescimento e reprodução dos microrganismos do solo, ou 

mesmo inibir a germinação de sementes localizadas no perfil daquele (Hess, 1960;  

Whiton & Lawrey, 1982; 1984; Ingolfsdottir et al., 1985; Nishitoba et al., 1987;  

Fahselt, 1994; Giordano et al., 1999; Marante et al,. 2003; Romagni et al., 2004). Por meio 

dessas substâncias, os liquens travam batalhas químicas em suas fronteiras, defendendo 

ativamente suas áreas de ocupação. Estudos antivirais e antibióticos contribuem para o 

conhecimento alelopático dessas espécies. 

Os metabólitos secundários produzidos por liquens podem exibir uma enorme 

variedade de efeitos aleloquímicos e o seu papel defensivo tem sido estabelecido por 

numerosos investigadores (Rundel 1978; Lawrey 1987) dos quais muitos são utilizados para 

dissuadir alimentação de herbívoros generalistas (Slansky 1979; Lawrey 1995; Nash 1996; 

Romagni et al. 2004; Gauslla 2005; Pöykkö et al. 2005).  

Alguns estudos têm estabelecido que extratos aquosos de vários liquens possuem 

efeitos alelopáticos sobre plantas vasculares (Burzlaff, 1950; Follmann, 1966;  

Pyatt, 1967 Huneck & Schreiber, 1972; Reddy 1978). Cowles (1982) estabeleceu que 

exsudatos de Cladina stellaris inibiam completamente o crescimento de Spruce Black 

(conífera). Balke (1985) relatou que os compostos liquênicos também podem diminuir a 

captação de nutrientes de plantas vasculares. Esse autor observou que Cladonia rangiferina L. 

e Cladonia alpestris L. diminuíram a concentração de PO4
-3 em Pinus banksiana Lamb. e 

Picea glauca Moench., e que C. rangiferina diminuiu a captação de N em Jack pine, mas 

nenhuma das duas Cladonias alteraram a concentração de K+, Ca2+ e Mg2+. Efeitos 

alelopáticos de Cladonia também podem inibir o estabelecimento da regeneração  

(Fisher, 1979). Investigações têm demonstrado que extratos aquosos de vários liquens são 

capazes de inibir a germinação de sementes e o crescimento de plantas vasculares  

(Rondon 1966; Vainstein & Tolpysheva, 1975; Follmann & Nakagawa, 1963; Oswiecimska 

et al., 1979; Sedia & Ehrenfeld 2003; Han et al., 2004; Campos et al., 2008). Letharia 

vulpinica inibe a germinação de grãos de trigo quando submetidos a extratos com tampão 

fosfato (Dauriac & Rondon, 1976). Existem relatos também de substâncias liquênicas 

estimulando o desenvolvimento de sementes (Ibi et al., 1979; Quilhot et al., 1981;  
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Yano, 1994). O ácido tetrônico e seus derivados de Sticta coronata apresentaram efeito 

estimulador no crescimento de raízes de arroz, enquanto que as mesmas substâncias quando 

subtraídas do seu grupo carbometoxi, demonstraram efeito inibidor  

(Ibi, et al., 1979).  

Alguns pesquisadores tem procurado elucidar os papéis alelopáticos e os modos de 

ação específicos de alguns compostos liquênicos. Este grupo descobriu que o (-) ácido úsnico 

pode inibir a 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, uma enzima-chave na biossíntese dos 

carotenóides e, que análogos da emodina podem causar branqueamento de gramíneas. 

Continuidade à investigação sugeriu uma diminuição na atividade do fotossistema II (PSII), 

mas o modo putativo de ação para estes compostos ainda não foi determinado. Outro grupo de 

análogos da antraquinona inibe a germinação de sementes e a formação de raiz primária 

(Romagni et al., 2004). Segundo esses autores, estes dados preliminares sugerem que cada 

substância liquênica possui vários papéis ecológicos. Essas podem inibir trajetórias cruciais 

para o desenvolvimento das plântulas, podendo diminuir a competição interespecífica. A 

atividade in vitro do ácido úsnico é superior em determinados sítios de ação quando 

comparado a outros inibidores sintéticos como herbicidas. E, segundo Romagni (2000), esse 

composto possui estrutura similar a classe de herbicidas das triquetonas que são inibidores da 

p-hidroxifenilpiruvatodioxigenase (HPPD). Proska et al. (1996) relataram que o (-) ácido 

úsnico inibe a atividade da urease e arginase. Lasceve & Gaugain (1990) têm documentado 

efeitos fitotóxicos do ácido úsnico, incluindo inibição dos processos de transpiração e 

oxigênio envolvidos em plântulas de milho e girassol. Vavasseur et al. (1991) explicam que 

esse mesmo composto em concentrações pequenas inibe a respiração, pela interferência nos 

primeiros passos da fosforilação oxidativa e na via alternativa da oxidase, apresentando, 

portanto uma forte influência em todos os processos respiratórios no mesofilo de  

Commelina communis. Estudos semelhantes sobre a fitotoxicidade desse composto também 

foram realizados por Romagni et al. (2000) e, Cardarelli et al (1997) descreveram os efeitos 

antimitóticos do ácido úsnico sobre culturas de células vegetais. Substâncias liquênicas 

também têm sido observadas com efeitos tóxicos diretos em plantas superiores  

(Romagni et al., 2000; Lechowski et al., 2006).  

Os depsídeos (ácidos barbático e lecanórino) e o tridepsídeo (ácido girofórico) inibem 

o transporte de elétrons fotossintéticos em cloroplastos isolados (Ellis et al., 1995;  

Rojas et al., 2000). 
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Folman & Peters (1966) relatam que os ácidos lecanórico, úsnico e girofórico são 

capazes de inibir o crescimento e a produção de biomassa de Helianthus, Pinus, Pseudotsuga 

e Zea. Extratos de Evernia prunastri provocaram alterações significativas no peso fresco, teor 

de clorofila e na reação de Hill em Citrullus vulgaris (Yague & Estéves, 1988). 

As substâncias liquênicas são consideradas extremamente resistentes à decomposição 

por microrganismos. Dessa forma, permanece por longos períodos no solo (Malicki, 1965; 

Dawson et al., 1984), inibindo significativamente a atividade microbiana e o crescimento de 

fungos micorrízicos (Brow & Mikola, 1974; Cowles, 1982; Goldner, 1986; Fisher, 1979, 

Lawrey, 1995; Hyvärinen et al., 2002; Sedia & Ehrenfeld, 2005). Portanto, efeitos inibitórios 

de compostos liquênicos em plantas vasculares possui maior toxicidade com distúrbios 

indiretos em associações micorrízicas do que toxicidade direta (Rundel, 1978; Lawrey, 1995). 

Barkman (1958) descreveu a mortalidade de liquens causados por exudatos químicos 

de liquens vizinhos. Pyatt (1973) e Whiton (1984) realizaram as primeiras tentativas do 

potencial alelopático de compostos liquênicos na interação líquen-líquen, usando germinação 

de ascósporo como indicador. Estudos demonstram que os ácidos pulvínico e evérnico inibem 

completamente a germinação de esporos de Graphis scripta e Caloplaca citrina. Esses 

resultados mostraram que estas substâncias são perigosas para liquens crostosos que não 

possuem métodos alternativos de propagação (Lawrey, 1995). Dessa forma, uma espécie pode 

ser substituída por outra pela inibição química, desempenhando papel no estabelecimento das 

populações liquênicas. 

Lawrey (1977) relatou os primeiros estudos de liquens sobre briófitas, utilizando 

substâncias puras e extratos acetônicos de várias espécies de Cladonia para três espécies de 

musgos. Esse autor observou inibição completa da germinação e crescimento dos esporos dos 

musgos e, que a toxicidade dependia da concentração e do pH. Gardner & Muller (1981) 

observaram que o pH do ácido fumarprotocetrárico influenciava na germinação dos esporos 

de Funaria hygrometrica, os quais relatavam que 97% germinavam quando submetidos ao pH 

6, 7 e 8 e, 41% em pH 5. Frahm et al. (2000), demonstraram que os extratos de duas espécies 

de liquens crostosos, Cryptotheca sp. e Pertusaria sp., inibiam a germinação dos esporos das 

briófitas Ceratodon purpureus (Ditrichaceae) e Funaria hygrometrica (Funariaceae).  
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Há vários compostos liquênicos eficazes contra insetos, particularmente moscas 

brancas (Bemisia tabaci). Como exemplo pode-se citar os ácidos (-)-úsnico e vulpínico que 

causaram mortalidades significativas em estudos realizados por Romagni et al. (2004).  

Apesar desses e das importantes implicações em ecossistemas terrestres, poucos são os 

estudos realizados sobre as interações alelopáticas de liquens, o que vem reforçar a 

importância de estudos nessa área que possa conduzir ao isolamento de substâncias com 

inúmeras potencialidades na medicina e agricultura. A Tabela 2 relaciona alguns compostos 

liquênicos que possuem bioatividades bem estabelecidas. 

 

Tabela 2. Potencialidades pesticidas de metabólitos liquênicos. Fonte: Dayan & Romagni 
(2001) 

 

COMPOSTO CLASSE QUÍMICA  POTENCIALIDADES  

   

(–)-16α-hidroxicaurano Diterpeno Citotóxico 

(+) w (–) ácido isoúsnico Dibenzofurano Antimicrobiana 
Fungicida 

(+) e  (–) Ácido úsnico Dibenzofurano Antimicrobiano 
Fungicida 
Herbicida 

Atranorina para-depsideo Fungitóxica 

Ácido Barbático para-depsideo Inibidor do PSII 

Ácido Didímico Dibenzofurano Antimicrobiano 

Entotheino Dibenzopiranono Bactericida 

Fallacinal Antraquinona Antimicrobiana 

Ácido Girofórico para-depsideo Inibidor do PSII 

Ácido Haemathamnolico meta-depside Inibidor do PSII 

Ácido Hiascico para-depside Fungitóxico 
Ácido Leprapinico Ácido Pulvinico Antibacteriano 

Ácido Lecanórico para-depside Fungitóxico 
Inibidor do PSII 

Ácido Pinástrico Ácido pulvínico Antiherbivoria 

Ácido Tiofanico Xantonas Fungicida 
ÁcidoTiofanico Xantonas Fungicida 

Ácido Ursolico Triterpeno Citotóxico 
Ácido Vulpínico Ácido Pulvinico Antiherbivoria 

Zeorina Triterpeno Antimicobacteriano 
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2.2.3. Cladonia verticillaris 

Espécie da família Cladoniaceae, a mais representativa deste táxon, é comumente 

encontrada em tabuleiros arenosos costeiros e de interior do nordeste do Brasil, com 

fitofisionomia de cerrado (Fig. 4). A família Cladoniaceae pertence à ordem Lecanorales, e é 

posicionada dentro da classe dos Ascomycetes. Nesta ordem é típico o asco bitunicado e 

deiscente, maior argumento para abrigar um grupo bastante heterogêneo, além de dados 

moleculares de subunidades do DNA ribossômico, que afirmam sua origem monofilética. Além 

destes caracteres, possuem como fotobionte algas verdes unicelulares. É caracterizada por um talo 

crostoso ou esquamuloso, a partir do qual porções semelhantes a hastes suportam o ascostroma, 

também denominadas de podécios, que é parte dominante do talo (Nash, 1996). Quanto à 

adaptação ecológica, as populações de Cladoniaceae estão geralmente confinadas, e têm períodos 

distintos de erupção ou contração, que dependem dos ciclos de sucessão. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Cladonia verticillaris em seu habitat. 

Liquens do gênero Cladonia, embora não possuam uma associação com o substrato 

tão íntima quanto os liquens crostosos, contribuem para a formação de húmus através da 

desintegração de fragmentos do talo (Asta et al., 2001). Estudos revelam que componentes 

biologicamente ativos de extratos aquosos de 15 espécies do gênero Cladonia inibiram o 

crescimento de Allium cepa (Oswiecimska et al., 1979). Segundo Hammer (2003) a 
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Australasia1 é um centro de endemismo do gênero Cladonia, sendo a diversidade claramente 

notável na Nova Zelândia, que possuía cerca de 60 espécies reconhecidas até 2003, ano em 

que oito novas espécies foram descobertas e mais oito estão em discussão. 

O líquen Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., denominado cladoniforme, foi 

classificado em 1894 por Vainio. Pertence à divisão dos Discomycetes, classe dos 

Ascomycetes, ordem Lecanorales e família Cladoniaceae (Ahti, 1993). C. verticillaris 

caracteriza-se por possuir verticilos ao longo de seu talo. Espécie de hábito terrícola possui 

talo esquamuloso no princípio de sua formação, tomando aspecto fruticoso, a partir do qual 

porções semelhantes a hastes suportam o ascostroma, também denominadas de podécios 

(pouco ramificado), que é parte dominante do talo (Nash, 1996). Possui talo primário 

evanescente, com cifos sobrepostos, curtos e amplos, poros nas articulações com o cifo 

superior. Tem, usualmente, 7cm a 12cm de altura (Pereira, 1998). Base plana, rizinas pálidas 

a pretas, sem conídios, discos himeniais não comuns, marrom, sem ascósporos  

(Ahti & Marcelli, 1995). Quando submetido a pouca umidade apresenta cor branco-acizentada 

e aspecto amarronzado, quando exposta diretamente a luz solar; em período chuvoso seu talo 

torna-se mesclado de verde e branco. 

É considerada uma espécie endêmica da costa brasileira encontrada do Rio Grande 

do Sul à Paraíba (Ahti et al., 1993; Fleig et al., 1995), mas seu registro já foi realizado para 

cerrados não litorâneos, visto ser extremamente influenciada pelos fatores microclimáticos 

locais (Legaz et al., 1986), bem como regulada pelos climas sazonais, liberando quantidades 

diferenciadas de suas substâncias para o solo (Pereira, 1989). Pode formar extensas colônias 

na areia, na restinga de florestas e da população em baixas altitudes, até 1200 m  

(Ahti & Marcelli, 1995). 

Asahina (1943), Culberson (1969) e Garcia-Junceda & Xavier-Filho (1986) relatam 

apenas a presença do ácido fumarprotocetrárico (FUM) no talo de C. verticillaris.  

Xavier-Filho et al. (1984) fazem referência a essa substância como componente dessa espécie, 

mas também reportaram a presença do ß-metilorcinol carboxilato, atranorina (ATR) e ácido 

evérnico. Porém Huovinen et al. (1990) refutaram esse resultado argumentando que essas 

substâncias poderiam ser produtos da degradação do material talino, causado pela longa 

maceração em metanol. Vicente e Xavier-Filho (1979), Huovinen et al. (1990) e  

                                                 
1 Nome da época em que o vocábulo Oceania ainda não era usado e incluíam-se a Austrália, a 

Tasmânia e a Nova Zelândia como partes austrais da Ásia. 
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Ahti et al. (1993) observaram além do FUM, a constância do ácido protocetrárico (PRO) e 

ácido confumarprotocetrárico (substância Cph2). Em anos posteriores, Ahti et al. (1993) e 

Pereira (1998) relataram que essa espécie produz o FUM como composto principal, o PRO e 

ATR como substâncias acessórias. Ahti & Marcelli (1995) detectaram a presença do FUM e 

traços de PRO e ácido confumarprotocetrárico. A presença ou não das substâncias 

mencionadas depende da sazonalidade e método de extração, porém como observado o 

composto majoritário FUM sempre se encontra presente nessa espécie, podendo variar apenas 

em concentração. 

Quanto à produção em função da época do ano foi verificado que em exemplares de 

C. verticillaris ocorrentes em tabuleiros arenosos da Paraíba havia maior produtividade de 

compostos ativos durante o período seco do ano (verão). Nessa região foram detectados 

maiores teores de atranorina e ácido fumarprotocatrárico, princípios ativos de natureza 

fenólica, assim como a liquenina, polissacarídeo liquênico também ativo contra tumores 

sólidos experimentais testados in vivo (Santos, 1996; Santos et al., 1997).  

Segundo Ahti & Marcelli (1995) essa espécie é uma das mais espetaculares do 

gênero Cladonia e dos liquens em geral, devido à sua variabilidade taxonômica, formando o 

complexo C. verticillaris. 

 

2.2.3.1 Ácido fumarprotocetrárico 

As unidades estruturais fenólicas podem ciclizar-se pela condensação aldol 

intramolecular levando a formação de compostos do tipo ácido orselínico, que formará a 

partir da ciclização os depsídeos, depsidonas e dibenzofuranos (Yano, 1994). Diferenças 

estruturais entre depsídeos e depsidonas não ocorrem necessariamente após a ciclização. Por 

exemplo, o ácido fumarprotocetrárico (FUM) (Fig. 5a) pode ser originado por inserção do 

ácido fumárico na posição 3 do ácido orselínico (na forma de ácido 3-metil-orselínico) dando 

origem ao anel B do FUM (Fig. 6), ou por esterificação direta do grupo -CH2OH do anel B do 

ácido protocetrárico (PRO) (Fig. 5b e Fig. 7) com o ácido fumárico (Vicente & Legaz, 1988; 

Honda & Vilegas, 1998). O FUM surge então de uma reação de condensação oxidativa. Dessa 

forma, o FUM possui estrutura similar ao PRO. Ambas as substâncias são depsidonas 

formadas por duas unidades aromáticas substituídas. Seus cristais são também semelhantes, 
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em forma de pequenas agulhas, com ponto de fusão em torno de 250ºC  

(Asahina & Shibata, 1954). Ambos os compostos são derivados do ß-orcinol e 

biossintetizados pela via do acetato polimalonato, entretanto o FUM é derivado da atranorina 

(ATR) (Fig. 8) e em etapas subseqüentes, produz-se o ácido hipoprotocetrárico (HIPO) (Fig. 

9) e seu aldeído, onde a partir deles, há a biossíntese do PRO (Pereira et al., 1999). O FUM é 

classificado como um aldeído derivado de depsidona (Huneck, 1973) que está presente na 

medula do talo liquênico (Garcia-Junceda & Xavier-Filho, 1986; Huovinen et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo estrutural do ácido fumarprotocetrárico (a) e protocetrárico (b) 

 

 

O FUM possui uma série de bioatividades tanto ecológica, quanto econômica. 

Segundo Schatz (1963), Syers (1969) e Vasconcelos (2007), esse composto possui ação 

pedogenética, podendo reagir com partículas de granito e mica, podendo ser imprescindível à 

formação do solo e sucessão ecológica. Após períodos chuvosos, o FUM pode ser lixiviado ao 

solo e ter função alelopática (Xavier-Filho et al., 1985; Silva, 2007). Possui atividade 

antiherbivoria (Reumatimann & Scheidegger, 1987) e contribui na regulação da atividade 

enzimática de urease (Vicente e Xavier-Filho, 1979). Pode ser usado no combate a resfriados, 

bronquites, asma, anorexia e desordens gástricas (Huovinen et al., 1983).  
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Figura 6. Reação entre 3-metil ácido orselínico e ácido fumárico para obtenção do ácido 

fumarprotocetrárico. Fonte: Honda, 1997.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Reação de formação do ácido fumarprotocetrárico por esterificação do grupo 

CH2OH da posição 3’ do ácido protocetrárico com ácido fumárico. Fonte: Honda, 1997.  
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Figura 8. Modelo estrutural do ácido hipoprotocetrárico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Modelo estrutural da atranorina 
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Potencial Alelopático de Extratos Orgânicos de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. na 

Germinação e no Crescimento Inicial de Lactuca sativa L. 
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RESUMO - (Potencial alelopático de extratos orgânicos de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. na germinação e 
no crescimento inicial de Lactuca sativa L.). Metabólitos liquênicos exibem uma variedade de efeitos 
alelopáticos. Essa ação é particularmente importante na defesa desses organismos, através de efeitos como 
inibição e estimulação, o que pode sugerir aplicações nas diversas áreas da agricultura. O objetivo do trabalho foi 
avaliar o efeito alelopático de extratos orgânicos de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. na germinação e no 
crescimento inicial de Lactuca sativa L. Foram testadas cinco concentrações (0,01; 0,1; 1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL) de 
extratos etéreo, clorofórmico e acetônico além do controle com água destilada. O delineamento experimental foi 
o inteiramente casualizado, com quatro repetições em condições de laboratório. Os extratos de C. verticillaris 
não causaram efeito alelopático sobre a germinabilidade final e a primeira contagem, mas influenciaram 
significativamente o tempo médio (T.M) e o índice de velocidade de germinação (IVG) de L. sativa. Para o 
comprimento do eixo hipocótilo-radícula e dos parâmetros foliares (comprimento, largura e área), foi possível 
observar diferença significativa entre os tratamentos para os extratos testados, observando efeitos alelopáticos 
positivos e negativos. 
 
Termos para indexação: Cladonia verticillaris, liquens, alelopatia 
 
ABSTRACT – (Allelopathic potential organics extract of Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. in germination and 
grownt of Lactuca sativa L.). Lichen metabolites exhibit a range of allelophatic effects. This action is 
particularly important for defense of those organisms, through inhibition and stimulation effects, what may 
suggest applications in several subjects in agriculture. The objective of this research was to evaluate the 
allelophatic effect of Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. organic extracts on germination and initial growth of 
Lactuca sativa L. Five concentrations (0.01; 0.1; 1.0; 2.5 e 5.0 mg/mL) of ether, chloroform and acetone extract 
were tested, besides the use of distilled water as control. The experimental delineament was totally casualized, 
with four repetitions in laboratory conditions. The C. verticillaris extracts did not cause allelophatic effect on 
final germination, and the first count, but significantly influenced on the mean time (MT) and the germination 
velocity index (GVI) of L. sativa. For the axe size leaf and root and leave parameters (size, xx and area), was 
possible to observe significative difference between the treatments for tested extracts, observing positive and 
negative allelophatic effects. 
 
 
Keywords: Cladonia verticillaris, lichen, allelopathy 
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Introdução 
 

A alelopatia é definida como qualquer processo envolvendo metabólitos secundários 

produzidos por plantas, microrganismos e fungos que, uma vez liberados no ambiente, 

influenciam o crescimento e o desenvolvimento de sistemas biológicos naturais ou 

implantados, seja de forma positiva ou negativa (Carmo et al., 2007). 

A resistência ou tolerância aos metabólitos secundários que atuam como aleloquímicos 

é mais ou menos específica, existindo espécies mais sensíveis que outras, como por exemplo, 

Lactuca sativa (alface) e Lycopersicum esculentun Mill. (tomate), por isso muito utilizada em 

biotestes de laboratório (Ferreira & Áquila, 2000). 

Ao longo das últimas décadas, observa-se um crescente interesse na busca de 

substâncias com propriedades alelopáticas, podendo levar à descoberta de um herbicida 

natural, que aja diretamente na planta invasora e não cause agressões ao meio ambiente. 

Alguns trabalhos foram publicados nos últimos anos envolvendo a prospecção de substâncias 

com atividades alelopáticas (Souza-Filho & Alves, 2000; Souza-Filho et al., 2005). O 

principal estímulo para a realização dessas pesquisas é a redução do uso de herbicidas 

tradicionais, diminuindo custos da produção agrícola e o impacto ambiental resultante da 

utilização destes agrotóxicos.  

A competição gerada pelo desenvolvimento de plantas infestantes em áreas de cultivos 

comerciais influencia o desenvolvimento destas, reduzindo a sua produtividade e a qualidade 

final do produto. Existem diversos compostos bioativos naturais com propriedades 

inexploradas, cuja descoberta dos sítios de ação auxiliará na identificação de novas moléculas 

herbicidas (Duke et al., 2002). Existem previsões de que o uso de herbicidas pode ser 

reduzido se os genes para efeitos alelopáticos puderem ser identificados e transferidos entre 

genótipos (Wu et al., 1999), mas são necessários trabalhos prévios para identificação de 

espécies com potenciais alelopáticos (Neves, 2005). Pesquisas nessa área são de grande 

importância para otimização do sistema de produção de forma ambientalmente correta e 

econômica, pela redução de aplicações de herbicidas, uma vez que o Brasil é o quinto maior 

consumidor de agrotóxicos do planeta, sendo consumidas 150.000 toneladas de 

agrotóxicos/ano, das quais 33% são referentes aos herbicidas (Santos & Abreu, 2001).  
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Produtos naturais são fontes de muitos pesticidas, usados diretamente como extratos 

brutos ou como compostos puros. Assim, ao invés de serem usados diretamente, muitos são 

usados para identificação de ingredientes ativos no desenvolvimento de pesticidas a partir de 

produtos naturais. Existem muitos exemplos desses produtos naturais usados como 

fungicidas, inseticidas e até herbicidas. Entre eles, Actinonin, Breleldin, Fumonosin, 

Sorgoleone, Tentoxin, Tricolorin, Thiolactomycin e Bialaphos (Duke et al., 2002). 

Metabólitos liquênicos exibem uma variedade de efeitos alelopáticos. Essa ação é 

particularmente importante na defesa desses organismos, através de efeitos como inibição e 

estimulação, o que pode sugerir aplicações nas diversas áreas da agricultura.  

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi analisar o potencial alelopático de  

Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. e seu efeito sobre a germinação e crescimento inicial de 

Lactuca sativa L. 

 

Material e Métodos 

Extração - C. verticillaris foi coletada no município de Saloá, 273 km do Recife. Em 

seguida, o material foi seco à temperatura ambiente (28 ± 3ºC) e triturado. Os materiais secos 

e moídos foram submetidos à extração sucessiva em um aparelho de soxhlet com éter, 

clorofórmio e acetona, seguindo a série eluotrópica. Foram utilizados 150 g do material 

liquênico para 2 L de cada solvente mencionado. Após cada extração, os materiais foram 

filtrados e encaminhados para evaporador rotativo à vácuo para total eliminação do solvente.  

Análise Química - Determinou-se o pH dos extratos. Foram realizados ensaios em 

cromatografia de camada delgada (CCD) para detecção qualitativa das substâncias e do ácido 

fumarprotocetrárico na espécie estudada, sendo realizadas em cromatoplacas de sílica Gel 

Merck F254+366, desenvolvidas em sistema unidimensional de solventes B (hexano/éter 

dietílico/ácido fórmico, 130:80:20, v/v), de acordo com a metodologia de Culberson (1972). 

A revelação consistiu em pulverizações de ácido sulfúrico a 10%, aquecimento a 100ºC e 

visualização sob luz UV curta (256 nm) e longa (366 nm). Os resultados foram avaliados 

mediante cálculo dos valores de Rf. As amostras também foram analisadas por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE), em cromatógrafo líquido HITACHI, acoplado a detector de 

ultravioleta a 254 nm, em coluna de fase reversa C18. A fase móvel constituiu por 
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metanol/água/ácido acético na proporção de 80:19, 5; 0,5 v/v, sob um fluxo de 1 mL.min
-1
, 

atenuação 0,04 e temperatura ambiente (28 ± 3°C) segundo metodologia de Legaz & Vicente 

(1983). As amostras foram injetadas em concentrações de 0,01 mg/mL em metanol. Foram 

realizadas curvas de calibração para os padrões dos ácidos fumarprotocetrárico (FUM) e 

protocetrárico (PRO). Os cromatogramas foram interpretados de acordo com o tempo de retenção 

das substâncias na coluna e área do pico, correlacionadas às equações da reta de calibração para 

determinar as concentrações de FUM e PRO nas amostras.  

Bioensaio - O bioensaio de germinação foi realizado em câmara de germinação do 

tipo BOD com fotoperíodo de 12 h e temperatura alternada de 23 a 27ºC. Os testes foram 

realizados em placas de Petri de 9,0 cm de diâmetro, revestidas com duas folhas de papel 

filtro previamente autoclavadas a 120°C por 30 minutos. Em cada placa foram adicionados 

3,0 mL de cada extrato a ser testado nas concentrações de 0,02; 0,2; 2,0; 5,0 e 10,0 mg/mL. 

Em seguida, as placas contendo os papéis de filtro umedecidos com extrato, foram secas em 

um fluxo laminar durante 12h. Decorrido este período, o papel de filtro foi reumedecido com 

6,0 mL de água destilada, obtendo-se a concentração 0,01; 0,1; 1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL. O 

controle foi obtido com o uso de água destilada. 

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado com quatro 

repetições de 50 aquênios de L. sativa por placa. A taxa de germinação foi verificada a cada 

12 horas durante sete dias possibilitando a avaliação da primeira contagem (terceiro dia), 

germinabilidade total, do tempo médio (T.M), do índice de velocidade germinação (IVG), e 

da biometria segundo a metodologia de Brasil (1992), Laboriau (1983), Silva & Nakagawa 

(1995), Maguire (1962) e Benicasa (1988), respectivamente. Foram consideradas germinadas 

as sementes que apresentaram 2 mm de protusão radicular e classificadas em normais ou 

anormais, de acordo com as especificações de Brasil (1992). As raízes primárias foram 

observadas sob microscópio eletrônico de varredura (MEV), para observação de alterações 

micromorfológicas. 

Após sete dias de crescimento, o comprimento da radícula de cada plântula foi medido 

com o auxílio de um paquímetro. Os ensaios foram realizados em câmara de fluxo laminar 

para evitar possíveis contaminações. Os dados obtidos foram submetidos à análise de 

variância e a comparação entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5%. Os valores 

de percentagem foram transformados em arco seno (arco seno (√%) (Labouriau, 1983). 
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Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) - Cortes de radículas inteiras de L. 

sativa obtidos foram fixados por 24 h em 4% de glutaraldeído (G.A) em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M, pH 7,2 e lavados em tampão cacodilato, pós-fixados em 1% de tetróxido de 

ósmio (OsO4) em tampão cacodilato por 1 h e desidratados em séries crescentes de etanol, 

secos pelo método do ponto crítico, revestido com ouro e examinados ao microscópio 

eletrônico de varredura (MEV - JEOL). 

 

Resultados e Discussão 

A germinabilidade final (180h) e a primeira contagem (96 h) de L. sativa não foram 

afetadas pelos extratos de C. verticillaris nas cinco concentrações testadas (Tab.1 e Fig. 1). 

Esses resultados corroboram com os obtidos por Yano (1994) que também não obteve 

resultados significativos ao analisar extratos dessa espécie sobre o índice de germinação de 

Allium cepa. Porém, Follmann e Nakagawa (1963), Rondon (1966), Dauric e Rondon (1976) 

Sedia e Ehrenfeld (2003), Romagni et al. (2004), Han et al. (2004) e Campos et al. (2008) 

listam espécies de plantas superiores que apresentaram inibição da germinação de sementes 

frente a extratos liquênicos. 

 

Tabela 1. Resultado da análise de variância da germinabilidade e da primeira contagem dos 
aquênios de Lactuca sativa submetidas à ação de diferentes extratos de Cladonia verticillaris 
em cinco concentrações, mais o controle (0%). 

 

 GERMINABILIDADE PRIMEIRA 
CONTAGEM 

 F G.L p F G.L p 
Concentração  0,644 5 0,667017 1,523 5 0,198163 

Extrato  1,067 2 0,351110 0,881 2 0,420254 
Concentração *Extrato  0,715 10 0,706301 0,924 10 0,518519 

    G.L: grau de liberdade 
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Figura 1. Valores médios de percentagem de germinação (A) e primeira contagem (B) dos 
aquênios de Lactuca sativa L. submetidas à ação de diferentes extratos de  
Cladonia verticillaris em cinco concentrações, mais o controle (CNC). A. Plântulas com sete 
dias de idade. B. Plântulas com três dias de idade. 

 
 

Entretanto, o índice de velocidade de germinação (IVG) e o tempo médio (T.M) 

causaram atraso e estímulo significativos na germinação que variaram em função da 

concentração (Fig 2). Todos os extratos na concentração 0,01 mg/mL aumentaram o vigor das 

plântulas de L. sativa.  Apesar de essa ser a concentração mais baixa testada, os resultados 

não representam o modelo dose-redução, pois os extratos etéreos nas concentrações 2,5 e 1,0 
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mg/mL também aumentaram o vigor das plântulas, no entanto o extrato etéreo 5,0 mg/mL e o 

clorofórmico 2,5 mg/mL causaram atraso na germinação, diminuindo conseqüentemente o 

vigor das plântulas. Houve diferença significativa no efeito dos extratos quando analisados 

sobre a concentração 2,5 mg/mL, onde o extrato etéreo aumentou o IVG e o clorofórmico 

reduziu. O extrato acetônico 5,0 mg/mL ocasiona atraso na germinação até o segundo dia e 

posteriormente ocorreu uma aceleração no processo germinativo em relação aos demais 

tratamentos e ao controle. Na tabela 2, pode-se observar que o parâmetro tempo médio foi 

mais sensível, segundo as variáveis analisadas (extrato e concentração) que o IVG. 

Segundo Reigosa et al. (1999) os efeitos dos aleloquímicos nos diferentes processos 

fisiológicos são dependentes da concentração, ou ao menos se espera que ocorram 

estimulações em baixas e inibições em altas. Para Ferreira & Áquila (2000), o efeito 

alelopático pode não ocorrer sobre a germinabilidade (percentual final de germinação no 

tempo), mas ocorrer sobre a velocidade de germinação e provocar alterações na curva de 

distribuição da germinação, alongando a curva através do eixo do tempo. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Prates et al. (2000), Periotto (2003), Oliveira et al. (2004), 

Gatti et al. (2004), Correia et al. (2005), e Aires (2007) que também não observaram 

interferências significativas de extratos na germinação de plantas testes. Oliveira (2003) e 

Aires (2007) também observaram alterações no pico de germinação causadas por 

aleloquímicos. Segundo Bewley & Black (1978) e Labouriau (1983), alterações nas curvas de 

germinação indicam interferências nas reações metabólicas que culminam na germinação.  

 

Tabela 2. Resultado da análise de variância do tempo médio e do IVG dos aquênios de 
Lactuca sativa submetidas à ação de diferentes extratos de Cladonia verticillaris em cinco 
concentrações, mais o controle (0%). 
 

 TEMPO MÉDIO IVG 
 F G.L p F G.L p 

Concentração  18,050 5 <0,001 6,985 5 < 0,005 
Extrato 3,710 2 <0,005 1,334 2 0,271991 

Concentração*Extrato 7,498 10 <0,001 3,301 10 < 0,005 
    G.L: grau de liberdade 
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Figura 2. Valores médios do índice de velocidade de germinação (A) e do tempo médio (B) 
das plântulas de Lactuca sativa L. submetidas por sete dias à ação de diferentes extratos de 
Cladonia verticillaris em cinco concentrações, mais o controle (CNC). Médias seguidas de 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
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Em relação à variável comprimento radicular foi possível observar diferença 

significativa entre os tratamentos (Fig. 3). Os extratos evidenciaram ação de acordo com o 

modelo dose-estímulo até a concentração 2,5 mg/mL, onde à medida que se aumentava a 

concentração, aumentava-se a indução do crescimento. A partir dessa concentração, houve 

uma drástica redução no comprimento radicular na concentração 5,0 mg/mL. Os maiores 

estímulos foram causados pelos extratos acetônicos 1,0 mg/mL (146,52%) e 2,5 mg/mL 

(138,18) em relação ao controle. Todos os extratos induziram o crescimento radicular na 

concentração 2,5 mg/mL. As maiores inibições foram causadas pelo extrato clorofórmico 

(80,57%) e etéreo (36,36%) a 5,0 mg/mL respectivamente, em relação ao controle. Nessa 

concentração o extrato acetônico não produziu efeito significativo.  

Tukey Junior (1969) afirma que nem todas as substâncias aleloquímicas são 

inibidoras, e podem, ao contrário, serem estimulantes, citando como exemplo os nutrientes 

minerais, aminoácidos e ácidos orgânicos, carboidratos e reguladores de crescimento. Em 

estudos com plantas superiores, observou-se que aleloquímicos que ocorrem naturalmente em 

Eurycoma longifolia, Brucea spp, Quassia indica, Castela spp e Ailanthus spp, também são 

fitotóxicas e reduzem o crescimento da radícula de L. sativa (Dayan et al., 1999). Substâncias 

liquênicas também têm sido observadas com efeitos tóxicos direto em plantas superiores 

(Romagni et al., 2000; Latkowska et al., 2006; Lechowski et al., 2006). Romagni et al. (2004) 

encontraram um grupo análogo de antraquinona de liquens que inibia a formação de raiz 

primária de plantas. 

 

Tabela 3. Resultado da análise de variância do comprimento do hipocótilo e da radícula dos 
aquênios de Lactuca sativa submetidas à ação de diferentes extratos de Cladonia verticillaris 
em cinco concentrações, mais o controle (0%). 
 

 RADÍCULA  HIPOCÓTILO 
 F G.L p F G.L p 

Concentração  68,071 5 <0,001 4,067 5 <0,005 
Extrato 14,963 2 <0,005 9,332 2 <0,005 

Concentração*Extrato 4,270 10 <0,005 4,110 10 <0,005 
G.L: grau de liberdade 
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Figura 3. Valores médios do comprimento hipocotilar e radicular de plântulas de  
Lactuca sativa crescidas durante sete dias na presença de diferentes extratos de  
Cladonia verticillaris em cinco concentrações, mais o controle (CNC). Médias seguidas de 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 

 

Apesar da concentração 0,01 mg/mL não ter sido significativa em relação ao controle, 

observaram-se alterações morfológicas ocasionadas pelos extratos, porém consideradas 

plântulas normais, segundo Brasil (1992). Nessa concentração, observou-se um espessamento 

da raiz primária causado pelo extrato clorofórmico e acetônico. Em 0,1 mg/mL o extrato 

clorofórmico promoveu o espessamento das raízes secundárias, o acetônico da raiz primária e 

o etéreo induziu a formação de raízes secundárias de aproximadamente 31 mm. A 

precocidade do surgimento das raízes laterais pode está relacionada a um desequilíbrio 

hormonal (deficiências de citocininas e altos níveis de auxina) causado por possíveis injúrias 

no ápice da raiz principal (Dayan et al., 2000; Oliveira, 2003; Aloni et al., 2006).  

Quanto a concentração 1,0 mg/mL observou-se que o extrato clorofórmico produziu 

um espessamento da raiz primária. Dessa forma, pode-se inferir que o extrato clorofórmico 

em baixa concentração induz a um maior investimento de matéria (nutrientes) para o 

espessamento dos órgãos da plântula, enquanto o extrato etéreo investe no alongamento das 

radículas. Espessamento de raízes também foi observado por Cruz-Ortega et al. (1998) e 

Chon et al. (2002). Segundo Jackson (1985) e Lorteau et al.,(2001) o aumento de diâmetro 

das raízes esta associado a formação endógena de etileno devido a algum tipo de estresse. 
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Para Pina (2008), a presença de aleloquímico no meio pode ser considerada um tipo de 

estresse. 

Com exceção do extrato clorofórmico 0,01 mg/mL (redução de pêlos, limitados a 

base) e acetônico 1,0 mg/mL, todos os extratos inibiram a produção de pêlos e desenvolveram 

a formação de raízes secundárias. Esses resultados corroboram com os relatos de Kluthcouski 

(1982) e Putnam e Duke (1978), que afirmam que as substâncias aleloquímicas necessitam 

estar em uma concentração mínima no meio ambiente, para atuarem beneficamente sobre os 

organismos. Miró (1998), Oliveira et al. (2004), Jerônimo (2006), Aires (2007) e Pina (2008) 

também observaram em seus experimentos alterações morfológicas visíveis com reduções de 

pêlos radiculares, sendo tal redução considerada uma sensível indicação do efeito alelopático 

em bioensaios. De acordo com esses resultados, pode ser que as substâncias presentes nos 

extratos clorofórmicos e acetônicos ajam como inibidores de etileno, pois segundo Taiz e 

Zeiger (2004), plântulas crescidas na presença desses inibidores exibem uma redução na 

formação de pelos radiculares, sugerindo que esse hormônio atue como um regulador positivo 

na diferenciação dos pêlos. 

Apesar de graficamente os resultados demonstrarem um acentuado estímulo no 

comprimento radicular causados por todos os extratos na concentração 2,5 mg/mL, somente o 

extrato clorofórmico (Fig. 4) promoveu a formação de plântulas normais intactas. Na figura 5 

foi possível observar o estímulo e os danos causados pelo extrato acetônico nessa 

concentração em relação ao controle. Segundo Lima et al. (1990), as altas médias no 

comprimento de plântulas provavelmente são decorrentes do aumento da divisão celular. O 

extrato etéreo nessa mesma concentração (Fig. 4) induziu a formação de plântulas normais 

com pequenos defeitos (Tab. 4), como radículas muito finas, com pouco investimento 

nutricional, podendo ser que em condições naturais essas plântulas não se estabelecessem. O 

extrato acetônico, responsável pelas maiores estimulações, ocasionou o desenvolvimento de 

plântulas anormais, com raízes enoveladas. Em 5,0 mg/mL, todos os extratos levaram ao 

aparecimento de plântulas anormais (Tab. 4), o extrato clorofórmico e etéreo induziram a 

formação de radículas quase que inexistentes e necroses (dano físico, químico ou outra lesão 

externa que leve a morte celular segundo Taiz & Zeiger (2004) no ápice (Fig. 6). Resultados 

semelhantes no ápice radicular também foram observados por Pellissier (1993); Rodrigues, 

(2002), Maraschin-Silva & Aquila (2006). No extrato etéreo as maiores radículas eram muito 

finas e frágeis e no extrato clorofórmico ocorria a formação de raízes secundárias muito 
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pequenas e a mortalidade da maioria (aproximadamente 50%). Segundo Maraschin-Silva & 

Aquila (2006) o escurecimento e a fragilidade das raízes são danos que apontam a ação de 

substâncias tóxicas dos extratos. No extrato acetônico, graficamente pode-se observar que não 

houve diferença significativa em relação ao controle, pois nos primeiros dias do crescimento 

ocorreu escurecimento semelhante à necrose no ápice radicular, e dias após, nesse ápice, 

ocorreram o desenvolvimento de radículas muito finas e formação de raízes secundárias. 

Segundo Jerônimo (2006), devido à reversibilidade do crescimento, o escurecimento dos 

tecidos nesse caso não pode ser considerado necrose, podendo ser um provável acúmulo de 

fenóis. Desde o início da germinação, foi possível observar deformações e encurvamento da 

radícula nas plântulas submetidas à concentração 5,0 mg/mL. Reigosa et al., (1999), explicam 

que essas diferenças causadas pelos extratos se dão porque cada processo fisiológico tem 

respostas diferentes a certas doses de cada aleloquímico em particular. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4. Plântulas de Lactuca sativa com estímulo do comprimento radicular induzido por 
extratos de Cladonia verticillaris, após sete dias de experimento. A. Tratamento com extrato 
etéreo 2,5 mg/mL; B. Tratamento com extrato clorofórmico 2,5 mg/mL. 

 

Os efeitos visíveis causados por aleloquímicos são reflexos secundários de alterações 

que ocorrem em nível molecular (Rizvi & Rizvi, 1992). Cruz-Ortega et al., (1998) relatam 

que o endurecimento e escurecimento dos ápices radiculares são evidências de alterações 

morfológicas e ultraestruturais causadas por fitotoxinas. Alterações no crescimento e 

A B 
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diferenciação morfológica de plantas suscetíveis também foram relatadas por Chon et al., 

(2002), com o uso de extratos de plantas de alfafa. 

Cruz et al., (2000) constataram que a forma de preparo, o método de aplicação e a 

concentração dos produtos são fatores decisivos na obtenção de resultados, pois os princípios 

bioativos são instáveis e não se distribuem de forma homogênea.  

 

Tabela 4. Avaliação das plântulas quanto à fitotoxicidade de Cladonia verticillaris sob 
Lactuca sativa quando submetidas às doses crescentes dos extratos. 
 

Concentrações 
(mg/mL) 

Extrato etéreo Extrato 
Clorofórmico 

Extrato acetônico 

0,0 
0,01 
0,1 
1,0 
2,5 
5,0 

Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
Normal* 
Anormal 

Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
Anormal 

Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
Anormal 
Anormal 

* Com pequenos defeitos, segundo Brasil (1992) 
 

Na tabela 3 pode-se observar que a interação extrato/concentração foi significativa 

para o comprimento hipocotilar, demonstrando que os extratos não possuem o mesmo efeito 

em cada concentração. Evidenciou-se que o extrato acetônico 5,0 mg/mL inibiu 47,05% o 

alongamento hipocotilar das plântulas de L. sativa e o extrato etéreo aumentou 40,04% em 

relação ao controle, havendo uma diferença de 164,4 % entre esses dois tratamentos quando 

analisados sobre a mesma concentração. Todos os extratos na concentração 5,0 mg/mL 

induziram a formação de hipocótilo enrolado, caracterizando-se as plântulas como anormais 

(Tab 4).  

Apesar de ser um resultado pouco freqüente, existe trabalho que relate estímulo no 

crescimento de L. sativa, mas explicações detalhadas sobre esse efeito ainda são escassas. 

Entre essas explicações pode-se sugerir uma interferência dos aleloquímicos agindo como 

fitorreguladores (Aquila et al., 1999). Em estudos semelhantes Bradow & Connick (1987) 

observaram estímulo na germinação de A. cepa pelos extratos da parte aérea e raiz de 

Amaranthus palmeri; entretanto, o extrato da parte aérea causou inibição na germinação da 

própria espécie e não afetou a germinação de Daucus carota, mostrando que os aleloquímicos 
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atuam por diferentes mecanismos nas espécies ensaiadas. Muller et al. (2007) observaram que 

o crescimento do coleóptilo de cebola, quando ensaiado pelo extrato etanólico bruto de 

Gleichenella pectinata era estimulado significativamente na concentração de 500mg.L-1. 

Existem também relatos das substâncias liquênicas estimulando o desenvolvimento de plantas 

(Ibi et al., 1979; Quilhot et al., 1981). Yano (1994) notou que dependendo da concentração, 

os extratos de C. verticillaris promoviam o crescimento radicular e hipocotilar de 

 Allium cepa. Essas diferenças no grau de inibição ou estímulo de um aleloquímico dependem 

da espécie estudada, do tempo de exposição dos compostos e de sua concentração  

(Bradow & Connick, 1988). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Fotomicrografias de microscopia eletrônica de varredura (MEV) das raízes de 
Lactuca sativa, submetidas a extratos de Cladonia verticillaris com 4 dias de germinação.  
A. Controle com visualização do ápice radicular e zona pilífera. B. Ápice radicular do 
controle. C - D. Alterações micromorfológicas induzidas pelo extrato acetônico 2,5 mg/mL. 
C. Ausência de pêlos, raiz comprida e delgada. D. Células apicais deterioradas em relação ao 
controle (B). 

 

Em bioensaios desta natureza, percebe-se que, comparada à parte aérea das plântulas, 

a absorção e, conseqüentemente, a concentração de fitotoxinas ou fitorreguladores nos tecidos 

radiculares é favorecida, isto devido ao contato físico da radícula com o papel-filtro, o que a 

expôs diretamente ao extrato. A capacidade de translocação do aleloquímico da raiz para a 
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parte aérea e o mecanismo de ação do mesmo também devem ser considerados. O sítio de 

ação do fitoquímico pode não estar relacionado à inibição da divisão celular do eixo 

embrionário, resultando na ausência de efeito sobre a germinação de sementes. Desta forma, a 

bioatividade de extratos estaria condicionada à capacidade de absorção, translocação e 

mecanismo de ação dos seus compostos potencialmente alelopáticos (Correia et al., 2005). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 6. Toxicidade das plântulas de Lactuca sativa submetidas a doses crescentes dos 
extratos de C. verticillaris. A. Controle com três dias, presença de pêlos; B. Raízes 
encurvadas do tratamento acetônico 5,0 mg/mL com três dias; C. Radícula oxidada e 
hipocótilo encurvando-se no tratamento clorofómico 5,0 mg/mL; D e E. Anormalidade das 
plântulas no tratamento acetônico 5,0 mg/mL com sete dias; F. Estrangulamento da radícula e 
desenvolvimento de radícula longa e muito fina no tratamento 2,5 mg/mL; G. Necrose 
radicular no tratamento clorofórmico 5,0 mg/mL; H. Necrose na raiz primária e na secundária 
no tratamento etéreo 5,0 mg/mL; I . Detalhe da necrose apical do tratamento 5,0 mg/mL do 
extrato etéreo. 
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Sensibilidade diferencial aos inibidores tem sido relatada em vários outros estudos 

(Halligan, 1976, Barnes & Putnam, 1987, Duke et al., 1987, Fischer et al., 1989,  

Peterson & Harrison, 1991). Em muitos deles, o que se observa é um efeito alelopático mais 

pronunciado sobre o desenvolvimento inicial de uma plântula alvo quando comparado à 

germinação, já que este último processo utiliza reservas da própria semente (Miró et al., 1998; 

Jacobi & Ferreira, 1991; Aqüila, 2000). Essa dependência das reservas poderia fazer com que 

a germinação fosse menos suscetível a fatores exógenos, bem como a possibilidade de que 

durante o processo que as sementes foram embebidas, muitos aleloquímicos ficaram retidos 

pelos tegumentos protetores do embrião, não chegando até eles em concentrações 

significativas a ponto de interferir na sua expansão (Pina, 2008). 

Com relação ao comprimento foliar, observou-se que a interação extrato/ concentração 

foi significativa (Tab. 5). Os extratos acetônicos 0,1 mg/mL ( 46,91%) e 0,01 mg/mL 

(44,44%) e clorofórmicos nessas mesmas concentrações (45,19% e 36,04%), proporcionaram 

um aumento do crescimento foliar. O extrato acetônico 2,5 mg/mL inibiu 36,54% o 

crescimento em relação ao controle. A diferença do maior estímulo ao ponto de maior 

inibição foi de 56,8%. 

Quanto à largura foliar observou-se diferença significativa para variável concentração 

(Tab. 5). O extrato acetônico 2,5 mg/mL e etéreo 5,0 mg/mL reduziram a largura foliar. 

Entretanto, o extrato clorofórmico 0,1 mg/mL e acetônico 0,01 mg/mL, proporcionaram 

aumento da largura foliar. Nesse experimento evidenciou-se uma diferença de 23,74% entre o 

ponto de maior estímulo e de menor inibição. A concentração 2,5 mg/mL produziu efeitos 

distintos, onde o extrato acetônico teve efeito inibitório e o clorofórmico efeito estimulador. 

Na figura 7, ao analisar o parâmetro área foliar, observou-se efeito inibidor causado pelo 

extrato acetônico e etéreo a 2,5 mg/mL (44,15% e 27,87%) e acetônico a 5,0 mg/mL 

(17,03%) e, uma indução do aumento ocasionada pelo extrato clorofórmico a 0,1 mg/mL 

(66,69%). A diferença do ponto de maior inibição ao ponto de maior estímulo foi de 198,5%. 

Esse experimento reproduz os efeitos observados na análise de comprimento e largura foliar. 

Essas análises são importantes para verificação do potencial alelopático e as possíveis vias 

afetadas pelos extratos, ou seja, onde eles investem suas substâncias e como ocorre esse 

investimento. Assim, através de um maior número de análises, é possível melhor caracterizar 

as substâncias potencialmente alelopáticas. Pois, como o extrato clorofórmico a 0,1 mg/mL 
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não produziu efeitos significativos no alongamento do eixo hipocótilo-radícula, sem a mão da 

análise foliar poder-se-ia inferir um falso resultado da não influência alelopática desse extrato. 

Quanto às análises foliares (Tab. 5), pode-se observar que o parâmetro comprimento foi mais 

significativo que a largura e área foliar.  

 
Tabela 5. Resultado da análise de variância do comprimento, largura e área foliar das 
plântulas de Lactuca sativa submetidas à ação de diferentes extratos de Cladonia verticillaris 
em cinco concentrações, mais o controle (0%). 

 

 COMPRIMENTO 
FOLIAR 

LARGURA 
FOLIAR ÁREA FOLIAR 

 F G.L p F G.L p F G.L p 
Concentração  34,760 5 <0,001 5,59 5 <0,005 16,941 5 <0,001 

Extrato 3,907 2 <0,005 2,80 2 0,069 1,287 2 0,2844 
Concentração

* Extrato 
3,864 10 <0,005 1,66 10 0,114 2,394 10 <0,005 

L.G: grau de liberdade 

 

Ao se comparar todas as análises dos parâmetros biométricos, pode-se observar que o 

extrato acetônico 2,5 mg/mL induziu o desenvolvimento de plântulas anormais, porém com 

um elevado crescimento radicular e um baixo investimento de nutriente para o 

desenvolvimento foliar. Os extratos clorofórmicos 0,01 e 0,1 mg/mL e acetônico 0,01 mg/mL 

levaram a um desenvolvimento acelerado dos eófilos e o extrato clorofórmico 0,1 mg/mL 

proporcionou o espessamento foliar das plântulas de L. sativa. 

Souto et al. (1994) verificaram que restos de Pinus radiata D. Don e Eucalyptus 

lobulus Labill, inibiam o crescimento e desenvolvimento da alface e o efeito alelopático era 

devido principalmente a compostos fenólicos. Resultados semelhantes sobre a redução do 

crescimento de plântulas de L. sativa também foram obtidos por Kim & Kil (2001) ao analisar 

compostos voláteis de plantas de tomate. 
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Figura 7. Valores médios do comprimento (A), da largura foliar (B) e da área foliar (C) de 
plântulas de Lactuca sativa crescidas durante sete dias na presença de diferentes extratos de 
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 Cladonia verticillaris em cinco concentrações, mais o controle (CNC). Médias seguidas de 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
 

Através dos spots detectados através da UV/VIS e valores de Rf na CCD, foi possível 

visualizar a presença do FUM e PRO somente no extrato acetônico (Fig. 7). Contudo, as 

análises em CLAE indicaram a presença de PRO no extrato etéreo, FUM no extrato 

clorofórmico e ambos os compostos no extrato acetônico. Na tabela 6 pode-se observar que o 

extrato etéreo e clorofórmico apresentaram baixas concentrações dos seus respectivos 

compostos, sendo uma provável justificativa para sua ausência na CCD. Segundo Geyer & 

Feige (1987), substâncias em baixas concentrações são metabólitos biogeneticamente 

relacionados. Quanto ao extrato acetônico, foi possível observar uma alta concentração de 

FUM (Figura 8), e também concentrações traço de PRO, sendo sua presença justificável, uma 

vez que este composto é produzido a partir da hidrólise do FUM (Huovinen et al., 1983). Este 

resultado juntamente com a CCD corrobora com os relatos de Asahina & Shibata (1954) que 

destacam a acetona como bom solvente extrator de compostos liquênicos, pela sua capacidade 

de retirar as substâncias tanto ao nível cortical como medular, sendo este solvente 

rotineiramente empregado na extração, no isolamento e na purificação dos compostos 

liquênicos (Vicente, 1975). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. CCD dos extratos e padrões de Cladonia verticillaris. 1. Extrato etéreo. 2. Extrato 
clorofórmico. 3. Extrato acetônico. 4. PRO. 5. FUM. 6. ATR. 
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É possível que os compostos detectados por CLAE sejam os responsáveis pelos efeitos 

alelopáticos observados, ou ainda que estes, dependendo da sua concentração estejam agindo 

em sinergismo com as substâncias observadas na CCD ou com compostos não detectados 

pelas técnicas realizadas. Einhellig & Rasmussen (1979) expõem que a quantidade 

aparentemente insignificante dos fenólicos individualmente chega a ser relevante quando 

demonstram sua atividade sinergística. E, segundo Inderjit, (1996), os extratos usados nos 

bioensaios para diagnóstico preliminar de alelopatia são misturas de várias substâncias, que 

podem exercer efeitos aditivos ou sinergísticos, tornando importante a análise da ação de cada 

substância isoladamente. 

 

   

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9. Curva de calibração para quantificação do ácido fumarprotocetrárico (FUM) a 
esquerda e do ácido protocetrárico (PRO) a direita. 

 

Tabela 6. Resultado das análises dos extratos de Cladonia verticillaris a uma concentração de 
1 mg/mL submetidas à cromatografia líquida de alta eficiência. 

 

EXTRATO Tempo de 
Retenção (min) Área do pico Concentração 

(µg/mL) Composto 

Metanol 
(Controle) 

2,7464 13,014 
- Solvente 

2,8075 7,628 
Etéreo 3,8741 53,516 0,305 PRO 

Clorofórmico 4,720 187,444 2,601 FUM 

Acetônico 

2,7259 12,043 
- Solvente 

2,7873 9,773 
3,9472  23,416 

0,250 PRO 
4,0041 9,503 
4,2073 126,105 

7,062 FUM 
4,3763 44,952 
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Lawrey (1977) utilizando substâncias puras e extratos acetônicos de várias espécies de 

Cladonia para três espécies de musgos, observou inibição completa da germinação e 

crescimento dos esporos dos musgos e que a toxicidade dependia da concentração e do pH. 

Na tabela 7 encontram-se os pHs dos extratos de C. verticillaris, os quais estão fora dos 

limites prejudiciais à germinação e ao desenvolvimento de plântulas, confirmando 

observações descritas na literatura (Everitt et al., 1983; Eberlein, 1987; Pattnaik & Misra, 

1987; Sousa Filho et al., 1996). Baskin & Baskin (1998) relatam que L. sativa apresenta uma 

ampla faixa de pH para germinação, com valores entre 3,0 e 7,0.  

 

Figura 10. Cromatogramas em cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) dos extratos 
de Cladonia verticillaris a uma concentração de 1 mg/mL. A. Extrato etéreo. B. Extrato 
clorofórmico. C. Extrato acetônico. 

 

 
Tabela 7. Características dos pHs médios dos extratos de Cladonia verticillaris a uma 
concentração de 5 mg/mL 

 

EXTRATOS pH 
Etéreo 

Clorofórmico 
Acetônico 

5,0 
5,5 
6,0 

 

 

Segundo Muller et al. (2007), o conhecimento dos aleloquímicos pode permitir o 

desenvolvimento de novas estratégias na pesquisa de modelos de herbicidas naturais mais 

específicos e menos prejudiciais ao meio ambiente do que os herbicidas sintéticos aplicados 
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atualmente nas culturas. Assim, teoricamente, os extratos de C. verticillaris podem ser usados 

como bioherbicidas em programas de biocontrole de pragas, no entanto é necessário explorar 

suas vias de atuação (Duke et al., 2002). 
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RESUMO   
Estudos de alelopatia investigam os efeitos positivos e negativos que metabólitos secundários de 
plantas, microrganismos ou fungos exercem sobre o desenvolvimento de indivíduos vizinhos. Nesse 
trabalho foram investigados os efeitos de extratos orgânicos de C. verticillaris no desenvolvimento do 
sistema radicular e da parte aérea, de plântulas de L. sativa. Os extratos foram obtidos em soxhlet com 
solvente éter, clorofórmio e acetona. Estes causaram inibição e estímulo do desenvolvimento do eixo 
hipocótilo-radícula que variaram de acordo com a concentração. O comprimento foliar foi reduzido 
significativamente em relação ao controle e a largura e área foliar não foram afetadas pelos extratos 
testados. O extrato clorofórmico 0,1 e 5,0 mg/mL reduziram a biomassa das plântulas. Nas análises 
químicas foi detectada a presença do ácido fumarprotocetrárico e protocetrárico. Metabólitos 
secundários de C. verticillaris causaram alterações metabólicas e morfológicas nas plantas de L. 
sativa, que podem estar relacionadas à presença desses compostos sendo possível qu este líquen 
desencandeie efeitos similares sobre outras espécies vegetais na sua vizinhança. 
 
Palavras-chave: alelopatia, ácido fumarprotocetrárico, ácido protocetrárico 
 

 
ABSTRACT 

 
Allelopathic studies investigate the positive and negative effects of secondary metabolites of 
plants, microorganisms and fungi on the development of neighboring individuals. In this 
work, the allelopathic effects of organic extracts of C. verticillaris (lichen) in the development 
of the root system and of the aerial part, of seedlings of L. sativa. The extracts were obtained 
in a Soxhlet apparatus with diethyl ether, chloroform and acetone. The test material caused 
inhibition and stimulation on development of the hypocotyl and root, in accordance with the 
concentration increasing. The leaf length was reduced significantly regarding to the control. 
The width and leaf area were not affected by the tested extracts. The chloroform extract (0,1 
and 5,0 mg/mL) reduced the dry weight of the seedlings. In chemical bioassays were detected 
the presence of the fumarprotocetraric and protocetraric acids. Secondary metabolites of C. 
verticillaris caused metabolic and morphological alterations in the plants of L. sativa. 
 
Key words: Allelopathy, fumarprotocetraric acid, protocetraric acid 

 

 

                                                 
*Autor para correspondência 
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INTRODUÇÃO 

A competição que as plantas invasoras exercem sobre as cultivadas é um dos grandes 

problemas que afetam a produção agropecuária. Os métodos usados para combater esses problemas 

são embasados principalmente no uso de compostos químicos que são em geral prejudiciais ao meio 

ambiente devido à contaminação das águas e do solo. Diante disso, tem-se um grande interesse no 

âmbito científico nacional e internacional em determinar quais os metabólitos que podem e têm a 

capacidade de alterar o desenvolvimento de outras espécies (Krautmann et al., 2000).  

Compostos alelopáticos são agentes químicos produzidos por um determinado organismo, que 

afeta a saúde, o crescimento, comportamento, biologia populacional ou de organismos de outras 

espécies (Engel & Pawlik, 2000). Recentes estudos têm demonstrado que os extratos vegetais e seus 

componentes podem afetar o ciclo de vida de alguns insetos, e esses mesmos extratos também podem 

interferir com a germinação de sementes de algumas monocotitledôneas e dicotiledôneas (Liu et al., 

2002; Tawaha &Turk, 2003; Koul, 2004; Nasir et al. 2005; Dias et al., 2005; Fritz et al., 2007). 

Certamente, nenhuma área de investigação dentro da biologia vegetal tem provocado tanta 

controvérsia quanto a ciência da alelopatia (Romeo & Weidenhamer, 1998). As investigações 

científicas em alelopatia têm se concentrado principalmente nas interações entre espécies vegetais 

cultivadas e na prospecção de novas moléculas com propriedades herbicidas. 

Muitos compostos liquênicos apresentam potencial alelopático, agindo como moléculas 

mensageiras sobre o desenvolvimento não somente de outros liquens, mas também sobre outras 

espécies. Apesar do conhecimento e das demonstrações da eficiência desses compostos, as interações 

alelopáticas em ecossistemas não são ainda bem compreendidas. Muitos desses aleloquímicos, que se 

encontram em sistemas vivos ou resíduos, geralmente são lixiviados em quantidades significativas 

pela chuva e orvalho para o solo. 

Segundo Ascaso & Rapsch (1985), rizinas de liquens podem de maneiras diferentes penetrar 

nos tecidos vegetais e sistemas vasculares e Bouaid e Vicent (1998) relatam que dessa forma, 

substâncias como o ácido úsnico, pode ser distribuído diretamente por toda planta. Há evidências de 

que alguns compostos liquênicos possuem efeitos alelopáticos, como o ácido úsnico, mas pouco é 

conhecido sobre seu modo de ação. Efeitos fitotóxicos desse composto sobre alguns processos 

fisiológicos nas plantas têm sido descritos por vários autores (Or'us et al., 1981; Nishitoba et al., 

1987), como a inibição de algumas enzimas tais como urease, arginase (Proksa et al., 1996) e  

p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (Romagni et al., 2000). Esse composto também é relatado como 

antimitótico em diferentes sistemas biológicos (Huovinen & Lampero, 1989; Cardarelli et al., 1997). 
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Todavia, dentro do conjunto dos conhecimentos atuais acerca das espécies com 

potencialidades alelopáticas, existe ainda uma lacuna no que tange aos efeitos das substâncias 

alelopáticas sobre o metabolismo das espécies alvo (Reigosa et al., 1999; Mizutani, 1999; Inderjit & 

Duke 2003). Diante disso, o objetivo deste trabalho foi detectar as interferências alelopáticas dos 

extratos de C. verticillaris no desenvolvimento inicial de L. sativa. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Preparação dos extratos 

Cladonia verticillaris, espécie ocorrente no litoral brasileiro e tabuleiros de interior do 

Nordeste, foi coletada na Serra da Prata no município de Saloá, 273 km do Recife. Este material foi 

seco à temperatura ambiente (28 ± 3ºC), triturado e posteriormente realizadas extrações dos seus 

compostos em um soxhlet com éter, clorofórmio e acetona, de acordo com a série eluotrópica. Os 

extratos foram evaporados, e seus resíduos foram pesados e mantidos em dessecador até estabilização 

do peso. Para os ensaios alelopáticos, os extratos foram ressuspendidos e preparadas soluções nas 

concentrações de 0,02; 0,2; 2,0; 5,0 e 10,0 mg/mL. Parte do material foi registrada no Herbário UFP 

da Universidade Federal de Pernambuco, nº 52.299.  

Análises químicas 

Foram realizadas medidas de pH de todos os extratos. A cromatografia em camada delgada 

(CCD) foi realizada em placas de sílica Gel F254+366 Merck, posteriormente desenvolvidas no sistema 

de solventes B (hexano/ éter dietílico/ ácido fórmico, 130:80:20, v/v) (Culberson, 1972). Após 

evaporação dos solventes, as placas foram reveladas sob luz UV curta e longa, e posteriormente 

pulverizadas com ácido sulfúrico a 10% e aquecidas. A cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) foi realizada em cromatógrafo líquido HITACHI, acoplado a detector de ultravioleta a  

254 nm, em coluna de fase reversa C18. A fase móvel constituiu-se por metanol/água/ácido acético 

(80:19, 5; 0,5 v/v), sob um fluxo de 1 mL.min
-1

, atenuação 0,04 e temperatura ambiente (28 ± 3°C) 

segundo metodologia de Legaz & Vicente (1983). As amostras (extrato etéreo, clorofórmico e 

acetônico) foram injetadas em concentrações de 0,01 mg/mL em seus respectivos solventes. Foram 

realizadas curvas de calibração para os padrões dos ácidos fumarprotocetrárico (FUM) e protocetrárico 

(PRO). 
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Os cromatogramas foram interpretados de acordo com o tempo de retenção das substâncias e 

da área do pico, cujos valores foram aplicados às equações para determinar as concentrações de FUM 

e PRO nas amostras.  

Bioensaio de crescimento 

Os bioensaios foram realizados em placas de Petri, forradas com duas folhas de papel-filtro, 

previamente autoclavadas a 120ºC por 40 min. Em cada placa foram colocados 3 mL das soluções 

mencionadas anteriormente. Essas placas foram levadas abertas ao fluxo laminar por 12 h para total 

eliminação dos solventes. Posteriormente, foram adicionadas em cada placa 6 mL de água destilada 

obtendo-se concentrações de 0,01; 0,1; 1,0; 2,5 e 5,0 mg/mL, mais o controle (água destilada). Em 

cada placa foram colocadas 10 plântulas de Lactuca sativa L. cv. Grand rapids, pré-germinadas em 

água destilada por 48 h. Essas placas foram vedadas e incubadas em uma B.O.D a 25ºC em 

fotoperíodo de 12 h, por 10 dias. Decorrido este período, foram medidos o eixo hipocótilo-radícula e 

área foliar (comprimento X largura). Essas plântulas também foram caracterizadas quanto anormais e 

normais segundo Brasil (1992) e calculado o peso seco de cada tratamento. Foram utilizadas quatro 

repetições em delineamento inteiramente casualisado. 

Análise estatística 

Os dados se processaram mediante análises de variância (ANOVA) e o teste de Tukey 

(p<0,05) para confrontação de médias. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os extratos etéreos e clorofórmicos de C. verticillaris tiveram efeitos significativos sobre o 

comprimento radicular em relação ao controle (Tab. 1 e Fig. 1A).  

Todos os extratos promoveram aumento do crescimento radicular de L. sativa até a 

concentração 1,0 mg/mL e, a partir desta, o crescimento diminuiu. O comprimento radicular foi 

significativamente reduzido quando os extratos clorofórmico e etéreo (5,0 mg/mL) foram incorporados 

no crescimento médio, reduzindo respectivamente o crescimento a 81,57% e 79,35%, cinco vezes 

menores que o controle. O maior estímulo significativo em relação ao controle foi observado pelo 

extrato etéreo (0,1 mg/mL), que aumentou em 61,17% o comprimento radicular. 

Quanto a produção de pêlos radiculares, o extrato acetônico (0,01 mg/mL) reduziu a indução, 

o extrato acetônico a 0,1 mg/mL manteve a integridade da formação de pêlos intacta, o extrato 
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clorofórmico (1,0 mg/mL) restringiu esse desenvolvimento à base e o mesmo extrato a 5,0 mg/mL 

aumentou a formação de pêlos. Com exceção desses tratamentos, todos os extratos eliminaram essa 

formação.  

 
Tabela 1. Resultado da análise de variância do comprimento do hipocótilo, da radícula e da 
biomassa das plântulas de Lactuca sativa submetidas à ação de diferentes extratos de 
Cladonia verticillaris em cinco concentrações, mais o controle (0%). 
 

 HIPOCÓTILO RADÍCULA MASSA 
 F G.L p F G.L p F G.L p 

Concentração  39,388 5 <0,001 39,14 5 <0,001 2,80 5 0,025 
Extrato 50,064 2 <0,001 2,66 2 0,079 4,59 2 00,014 

Concentração*Extrato 24,659 10 <0,001 3,66 10 <0,005 3,51 10 <0,005 

 

Quase todos os extratos levaram ao desenvolvimento de raízes secundárias, que variaram no 

tamanho de acordo com a concentração. O extrato etéreo a 0,01 mg/mL levou a formação de poucas 

raízes secundárias. Na figura 2, pode-se observar que o tratamento etéreo (0,01 mg/mL), juntamente 

com o controle e o tratamento acetônico (0,01 mg/mL) induziu a formação de raízes secundárias 

longas e, o etéreo (1,0 mg/mL) e clorofórmico (2,5 mg/mL) levaram ao desenvolvimento de raízes 

secundárias médias e as pequenas foram induzidas pelo tratamento etéreo (2,5 e 5,0 mg/mL) e 

acetônico (5,0 mg/mL). O extrato clorofórmico a 1,0 mg/mL restringiu a formação desse incremento à 

base radicular. Pode-se, dessa forma, inferir que à medida que a concentração é aumentada, o tamanho 

das raízes secundárias é diminuído como efeito dose-redução. Diante disso, é possível que os extratos 

de C. verticillaris estejam interferindo no balanço hormonal das plântulas de L. sativa, pois segundo 

Aloni et al. (2006), a deficiência de citonina e altos níveis de auxina levam a formação precoce de 

raízes laterais. Segundo Pina (2008), baixos níveis de etileno/auxina são inibidores de formação de 

raízes laterais e, portanto, sua presença se torna importante no processo de ramificações nas raízes. 

Alterações na formação de pêlos, tamanho radicular e presença de raízes laterais também foram 

observadas por Oliveira (2004), Jerônimo (2006) e Pina (2008).  

Quanto à morfologia radicular (Tab. 2), as plântulas do tratamento clorofórmico (1,0 mg/mL) 

foram caracterizadas como plântulas normais com pequenos defeitos, devido ao ápice radicular 

apresentar-se extremamente fino (Fig. 3F). A concentração de 2,5 mg/mL induziu a formação de 

plântulas anormais quando tratadas com extrato etéreo (radículas principais finas, oxidadas e muitas 

raízes secundárias pequenas) e plântulas com pequenos defeitos quando tratadas com extrato 

clorofórmico e etéreo (radícula muito fina). Em todos os extratos testados, a concentração 5,0 mg/mL 

levou ao desenvolvimento de plântulas anormais com raízes oxidadas, amolecidas e necroses apicais 
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(Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Valores médios da biomassa (A) e do comprimento hipocotilar e radicular (B) de 
plântulas de Lactuca sativa crescidas por dez dias em doses crescentes de diferentes extratos 
de Cladonia verticillaris, mais o controle (CNC). Médias seguidas de mesma letra não 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
 

 

Diferenciação anatômica e morfológica da raiz deplântulas quando submetidas a extratos 

vegetais foram observadas por Oliveira (2003). Todavia, além de inibição do crescimento radicular, 

mudanças estruturais em algumas organelas, na membrana plasmática e na parede celular podem 

ocorrer por respostas a aleloquímicos (Cruz-Ortega, 1998). As respostas fisiológicas e morfológicas 

das plântulas à exposição a esses compostos são manifestações secundárias decorrentes de alterações 

moleculares e celulares, cujos mecanismos ainda permanecem obscuros (Ferreira & Áquila, 2000). 

Quase todos os extratos de C. verticillaris causaram diminuição significativa do crescimento do 
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sistema hipocotilar com exceção do extrato etéreo a 0,01 mg/mL e clorofórmico a 0,01 e 1,0 mg/mL 

(Fig 1A). O maior e único efeito estimulador desse sistema foi verificado nas plântulas submetidas ao 

extrato clorofórmico a 0,1 mg/mL (aumento de 75,08%). Os maiores efeitos inibidores foram 

observados pelos extratos etéreos a 5,0 mg/mL (80,45%), 2,5 mg/mL (79,81%), 1,0 mg/mL (76,2%), 

clorofórmico a 2,5 mg/mL (76,36%), acetônico a 1,0 mg/mL (75,48%) e etéreo a 0,1 mg/mL 

(75,08%), respectivamente, em relação ao controle. Esses extratos inibiram o crescimento hipocotilar 

em quase cinco vezes em relação ao controle. Resultados semelhantes sobre redução significativa da 

parte aérea de plântulas também foram observados por Pina (2008). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 2. Plântulas de Lactuca sativa submetidas a doses crescentes dos extratos de  
Cladonia verticillaris. A. Controle; B. Tratamento etéreo 0,01 mg/mL, com raízes secundárias 
longas e folhas largas. C. Tratamento etéreo 0,1 mg/mL, com radícula comprida sem raiz secundária 
e sem pêlos. D. Tratamento etéreo 1,0 mg/mL, com raízes secundárias médias e eófilo bem 
desenvolvido. E. Tratamento clorofórmico 0,01 mg/mL com raízes secundárias longas.  
F. Tratamento clorofórmico 1,0 mg/mL; G. Tratamento clorofórmico 2,5 mg/mL; H. Tratamento 
acetônico 0,01 mg/mL, sem eófilos; I.  Tratamento acetônico 0,1 mg/mL, Plântula bem desenvolvida 
com eófilo grande e radícula normal; J. Tratamento acetônico 1,0 mg/mL, com radícula muito 
grande; K . Tratamento acetônico 2,5 mg/mL, com radícula extremanente fina, frágil e escura;  
L . tratamento acetônico 5,0 mg/mL, com radícula escura e eófilo desenvolvido. 
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Tabela 2. Avaliação das plântulas quanto à fitotoxicidade de Cladonia verticillaris sobre  
Lactuca sativa quando submetidas às doses crescentes dos extratos. 

 

Concentrações 
(mg/mL) Extrato etéreo Extrato 

Clorofórmico Extrato acetônico 

0,0 
0,01 
0,1 
1,0 
2,5 
5,0 

Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
Anormal 
Anormal 

Normal 
Normal 
Normal 
Normal* 
Normal* 
Anormal 

Normal 
Normal 
Normal 
Normal 

 Normal* 
Anormal 

* Com pequenos defeitos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3. Toxicidade das plântulas de Lactuca sativa submetidas aos extratos de  
Cladonia verticillaris na concentração 5,0 mg/mL. A e B. Tratamento clorofórmico, raízes 
escuras e amolecidas, região apical muito fina e oxidada, espessamento na base; C e E. 
Radícula escura e amolecida, raízes secundárias pequenas, necroses apicais e hipocótilo 
enrolado. D e F. Tratamento etéreo, raízes secundárias pequenas e outras médias, necrose 
apical, espessamento na base radicular e região apical extremamente fina.   

 

Na figura 1B estão representados os efeitos dos extratos sobre a massa seca das plântulas de  

L. sativa. Observou-se que o extrato clorofórmico apresentou diferentes resultados. A concentração de 

0,1 e 5,0 mg/mL induziram a uma redução significativa no peso seco das plântulas. A concentração de 

2,5 mg/mL desse mesmo extrato promoveu efeito contrário com um maior investimento de 
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elementos/nutrientes. O extrato etéreo a 5,0 mg/mL apesar de ter causado maior efeito inibidor no 

comprimento das plântulas, não influenciou significativamente na aquisição de nutrientes. Segundo 

Carmo et al. (2007) é possível que estes extratos estejam atuando sobre a permeabilidade da 

membrana e/ou sobre o balanço hídrico e aquisição de nutrientes. 

Os resultados sugerem que os extratos de C. verticillaris interferem como bioherbicidas de 

pós-emergência influenciando o crescimento através da redução do comprimento radicular, hipocotilar 

e foliar e da interferência na biomassa de plântulas de L. sativa. Esses resultados refletem todas as 

mudanças que ocorrem no processo de crescimento no decurso do experimento, que estão diretamente 

conectados com a inibição de vários processos fisiológicos que podem afetar outras vias como a 

fotossíntese, absorção de nutriente, concentração de nitrogênio e variação na reserva hídrica (Garnier, 

1991; Poorter & Nagel, 2000). 

Quanto a morfologia hipocotilar somente o extrato acetônico a 5,0 mg/mL produziu plântulas 

anormais com hipocótilos enrolados (Fig. 3C e 4D). Embora tenha sido registrada a inibição tanto da 

radícula quanto do hipocótilo, este foi mais afetado em relação ao controle. Contudo, 

morfologicamente os efeitos constatados foram mais drásticos sobre o comprimento radicular. Para 

Cruz Cruz-Ortega et al. (1998), os indivíduos estavam em um estágio de desenvolvimento em que o 

crescimento do sistema radicular é priorizado, portanto, os efeitos deletérios sobre o metabolismo 

desse órgão são mais drásticos, uma vez que ele é o alvo primário dos aleloquímicos, principalmente 

durante o desenvolvimento inicial da planta, que é caracterizado por alto metabolismo e sensibilidade 

ao estresse ambiental. 

Com exceção dos tratamentos etéreo (0,01 mg/mL) e clorofórmico (0,01; 0,1 e 1,0 mg/mL), os 

demais extratos levaram a um desequilíbrio do eixo hipocótilo-radícula, produzindo radículas muito 

grandes em relação ao hipocótilo, podendo ser que em condições naturais essas plântulas não se 

estabelecessem, por interferir na translocação de nutrientes desses dois sistemas. Segundo Raven 

(2001), a absorção eficiente de nutrientes por plântulas que são submetidas a extratos é devida à 

redução no tamanho radicular, presença de raízes laterais e pêlos absorventes. Visto que plantas do 

cerrado necessitam de raízes profundas para sua sobrevivência, é possível que C. verticillaris, coloque 

em risco espécies vegetais adjacente pela liberação de substâncias que diminui o sistema radicular. É 

provável também que o endemismo dessa espécie em áreas de cerrado (tabuleiro), possa ser atribuído 

além das condições edafoclimáticas ao efeito alelopático que favorece a espécie menor pressão 

competitiva. 

O comprimento foliar também foi significativamente inibido por quase todos os extratos em 

relação ao controle (Tab. 3 e Fig. 5), com exceção do etéreo (0,01 e 0,1 mg/mL) e acetônico a 0,1 
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mg/mL. O extrato etéreo produziu efeito dose-redução. As maiores inibições foram observadas pelo 

extrato etéreo a 5,0 mg/mL (40, 74%), 2,5 mg/mL (40,49%) e clorofórmico a 5,0 mg/mL (38,8%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Plântulas anormais de Lactuca sativa submetidas a doses crescentes dos extratos de 
Cladonia verticillaris. A - D. Á esquerda é o controle A. tratamento acetônico 5,0 mg/mL;  
B. Tratamento acetônico com raiz secundária muito longa e raiz principal fina no ápice.  
C. Tratamento acetônico 2,5 mg/mL, com radícula muito longa,  fina e escurecida;  
D. Tratamento etéreo 5mg/mL, com hipocótilo enrolado e radícula frágil; E. Tratamento 
etéreo 5,0 mg/mL. F. Tratamento clorofórmico 5,0 mg/mL, com radícula inibida e oxidada. 

 

Tabela 3. Resultado da análise de variância do comprimento, largura e área foliar das 
plântulas de Lactuca sativa submetidas à ação de diferentes extratos de Cladonia verticillaris 
em cinco concentrações, mais o controle (0%). 
 

 COMPRIMENTO 
FOLIAR LARGURA FOLIAR ÁREA FOLIAR 

 F G.L p F G.L p F G.L p 
Concentração  48,75 5 <0,001 7,76 5 0,708 1,21 5 0,316 

Extrato 1,52 2 0,2286 17,6 2 0,271 1,47 2 0,23 
Concentração* 

Extratoo 
5,83 10 <0,005 14,9 10 0,352 1,35 10 <022 
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Figura 5. Valores médios do comprimento (A), da largura foliar (B) e da área foliar (C) de 
plântulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes doses de extratos de  
Cladonia verticillaris, mais o controle (CNC), durante dez dias. Médias seguidas de mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 

a abc 
abcd bcd 

fg g 
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Todas as concentrações inibiram o comprimento hipocotilar e foliar, e a intensidade desse 

efeito dependeu do extrato. Quanto ao parâmetro largura e área foliar, os resultados não foram 

significativos (Tab. 3), mas foi possível observar um leve estímulo causado pelo extrato acetônico a 

5,0 mg/mL. Assim como o controle, quase todos os extratos induziram a formação de eófilos, sendo 

este crescimento bastante expressivo quando tratados com extratos acetônico a 0,1 mg/mL e etéreo a 

1,0 mg/mL. O extrato acetônico a 0,1 mg/mL levou ao crescimento de plântulas bem desenvolvidas 

(intactas) em relação ao controle. Quanto a morfologia foliar pode-se notar formação de pecíolo muito 

grande causado pelo extrato clorofórmico 1,0 mg/mL. O extrato acetônico a 2,5 e 5,0 mg/mL 

produziram plântulas anormais com folhas queimadas, amareladas, desbotadas e pequenas. Vários 

autores têm reportado que algumas classes de aleloquímicos inibem a fotossíntese por induzir 

mudanças no conteúdo de clorofila das plantas receptoras (Einhellig & Kuan, 1971;  

Einhellig & Rasmussen, 1979; Blum & Rebbeck, 1989; Baziramakenga et al., 1994; Chou, 1999). A 

aparência clorótica das plantas seria um sintoma da degradação das moléculas de clorofila ou da 

inibição da sua síntese, ambos os efeitos mediados por aleloquímicos, que impedem a formação das 

Mg-porfirinas (Einhellig ,1986). Em ambos os casos, esses efeitos lembram a atuação dos herbicidas, 

como as piridazinonas e imidazolinonas (Duke, 1985; Cayon et al., 1990). 

Resultados semelhantes também foram obtidos por Lechowski et al. (2005) os quais 

observaram que o crescimento das plântulas de tomate era reduzido com o aumento da concentração 

de ácido úsnico. Eles observaram que ocorria a mortalidade das plântulas quando essas eram 

submetidas a prolongados dias com o composto, e que o limbo foliar era drasticamente reduzido à 

medida que se aumentava a concentração da substância. Como estes autores relataram que o ácido 

úsnico não afetava plantas vasculares pela inibição de uma única unidade fisiológica, os dados deste 

trabalho também sugerem que as substâncias liquênicas de C. verticillaris podem afetar vários 

processos, tendo antes um efeito fitotóxico geral, dependendo da concentração utilizada. Este 

postulado pode ser corroborado pelos resultados de Or'us et al. (1981) e Nishitoba et al. (1987) que 

observaram que uma população epífita de liquens causava desfolha, inibição do crescimento e, 

finalmente, a morte de plantas. Estes efeitos dos extratos de C. verticillaris sobre o crescimento de L. 

sativa podem ter afetado vários processos metabólicos que provavelmente estejam associados com 

ação de enzimas fundamentais (Vavasseur et al., 1991). 

Fischer et al. (1989), compararam o efeito inibidor de seis lactonas sesquiterpénicas sobre a 

germinação de espécies monocotiledôneas e dicotiledôneas e observaram inibição a concentrações 

muito baixas (1 mM), corroborando com os resultados obtidos de redução do comprimento foliar e 

hipocotilar neste trabalho, quando as plântulas de L. sativa eram tratadas com extratos acetônicos de 

C. verticillaris. 
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Aparentemente, a maior parte, senão todos os compostos orgânicos que são inibitórios em 

alguma concentração para determinadas partes das plantas, podem ser estimulantes quando presentes 

em determinadas faixas de concentração para outros órgãos (Rice, 1984). 

Dentre as características químicas, a avaliação do pH dos extratos é fundamental quando se 

desconhece sua constituição em açúcares, aminoácidos, ácidos orgânicos, íons e outras moléculas, pois 

valores extremos de pH dos extratos podem atuar sobre as plântulas e mascarar o efeito alelopático 

(Ferreira & Aquila, 2000). No caso presente, pode-se observar na tabela 4, que os valores de pH 

encontrados, podem estar associados a variações na disponibilidade de elementos/nutrientes em 

solução. Por isso, estão dentro de uma faixa de valores aceitáveis como não interferentes sobre o 

desenvolvimento de L. sativa. 

 
 
Tabela 4. Valores de pH dos extratos de Cladonia verticillaris na concentração 5,0 mg/mL 
 

EXTRATOS pH 
Etéreo 

Clorofórmico 
Acetônico 

5,0 
5,5 
6,0 

 
 

Em análises de cromatografia de camada delgada (CCD) realizadas por Tigre et al. (in press) 

evidenciou-se a presença do ácido fumarprotocetrárico (FUM) e protocetrárico (PRO), compostos 

majoritários da espécie em estudo, apenas no extrato acetônico e, a presença de compostos 

intermediários não identificados a todos os extratos analisados. Esses, possivelmente são compostos 

fenólicos que juntamente com o PRO fazem parte da rota biogenética do FUM. Porém, a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) evidenciou a presença de FUM e PRO em todos os 

extratos, demonstrando altas concentrações de PRO no extrato acetônico (Tab. 5). 

 
 
Tabela 5. Resultado das análises dos extratos de Cladonia verticillaris submetidas à cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE) . 
 

EXTRATO TR ÁREA CONCENTRAÇÃO 
(µg/mL) COMPOSTO 

Etéreo 3,6695 831,806 2,394 PRO 

Clorofórmico 
3,3087 232,788 

0,799 PRO 
3,5223 4,707 
3,8614 193,189 2,382 FUM 

Acetônico 
3,4664 36.198,152 97,318 PRO 
4,1333 12,862 9,294 FUM 
16,7811 7,421 Não identificado 
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De acordo com a figura 6, pode-se notar a presença de um composto não identificado no 

extrato acetônico, confirmando a eficiência desse solvente para extração de substâncias liquênicas 

relatado por Vicente (1975). Possivelmente essa substância seja atranorina, que segundo Pereira 

(1998) é precursora na formação do FUM. É provável que os efeitos alelopáticos observados em  

L. sativa sejam promovidos pelo PRO ou FUM ou pelo sinergismo desses ácidos entre si, ou ainda de 

ambos os compostos com as substâncias intermediárias visualizadas na CCD. Os compostos fenólicos 

estão implicados na inibição da germinação de sementes e no estabelecimento de plantas em 

comunidades vegetais (Rice, 1984). São apontados como aleloquímicos que atuam como herbicidas 

inibitórios da fotossíntese, alterando o transporte de elétrons e a fosforilação nos fotossistemas (Rizvi 

et al., 1992; Durigan & Almeida 1993). 

 

Figura 6. Cromatogramas para quantificação do ácido fumarprotocetrárico (FUM) e do ácido 
protocetrárico (PRO) nos extratos etéreos (A), cloroformico (B) e acetônico (C) a uma concentração 
de 1 mg/mL. 

 

Não foi possível calcular a concentração do composto de tr 16 min do extrato acetônico. Ele 

está em concentração muito reduzida, mesmo para a CLAE (Tab. 5).  

Os ácidos fenólicos são potentes aleloquímicos que induzem o aumento da atividade de 

enzimas oxidativas, tendo como conseqüência final a modificação da permeabilidade das membranas e 

a formação de lignina, que contribuem para a redução do alongamento radicular 

(Baziramakenga et al., 1995; Ferrarese et al., 2000).  

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram a atividade alelopática dos 

extratos de C. verticillaris no crescimento de L. sativa, que varia a intensidade do efeito dependendo 

da concentração e que provavelmente essa potencialidade seja atribuída ao PRO e FUM. Dessa forma, 

novas pesquisas precisam ser realizadas para detecção de novos mecanismos de ação e conhecimento 
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químico das substâncias, visto que essa espécie tem potencial para ser utilizada na bioprospecção de 

herbicidas. 
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RESUMO 
 
Os aleloquímicos liquênicos, que podem representar até 25% do peso seco do talo, têm um importante 
papel na ecologia dos liquens com função antiherbivoria, podendo afetar o crescimento e 
desenvolvimento de outros organismos ao seu redor. Com o intuito de verificar o efeito alelopático desses 
metabólitos, realizou-se este trabalho testando substâncias purificadas de Cladonia verticillaris, os ácidos 
fumarprotocetrárico (FUM) e protocetrárico (PRO), sobre a germinação e do desenvolvimento inicial de 
Lactuca sativa. A partir do extrato acetônico de C. verticillaris foram isolados e purificados por 
recristalizações sucessivas, o FUM e PRO. Estes foram testados nas concentrações de 2,5; 1,0; 0,1 e 
0,01mg/mL. As duas substâncias testadas não apresentaram efeito alelopático sobre a germinação, índice 
de velocidade de germinação e tempo médio. Foi evidenciada a indução do crescimento radicular, 
hipocotilar e foliar. O FUM 2,5 mg/mL alterou a absorção de nutrientes das plântulas. Os metabólitos 
secundários de C. verticillaris possuem efeito alelopático sobre o desenvolvimento de L. sativa. 
 
Termos para indexação: Cladonia verticillaris, alelopatia, ácido fumarprotocetrárico, 
ácido protocetrárico. 
 
ABSTRACT 
 
The lichen allelochemical, which can act up to 25 % of the dry weight of the stalk, have 
an important paper in the ecology of the lichen with function antifeedant, being able to 
affect the growth and development of other organisms to his outline. With the intention 
of checking the allelopathic effect of these metabolites, this work was performed with 
the purified substances of C. verticillaris on the germination and initial development of 
L. sativa. From the extract acetonic of C. verticillaris were isolated and been purified by 
them for recristalizações successive, the FUM and FOR. These were tested in the 
concentrations of 2,5; 2,0 and 0,2 mg/mL. Two tested substances did not present effect 
allelopathic on the germination, rate of speed of germination and middle time. There 
was shown up the induction of the growth rootlet, leaf and to revel. The FUM 2,5 
mg/mL altered the absorption of nutritious ones of the plantules. The secondary 
metabólitos of C. verticillaris have effect allelopthic on the development of L. sativa. 
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INTRODUÇÃO 
 

A alelopatia é um tipo de interação bioquímica, considerada uma forma de 

adaptação química defensiva, além de ser um fator de estresse ambiental para muitas 

espécies (Lovett e Ryuntyu, 1992). Os aleloquímicos podem ter origem no metabolismo 

primário, mas em sua maioria são provenientes do metabolismo secundário (Ferreira e 

Aquila, 2000) que podem, direta ou indiretamente, interferir no desempenho de outros 

organismos em sua vizinhança.  

Os liquens possuem compostos únicos de sua simbiose através de um alto 

investimento de energia, que podem representar até 25% do peso do talo seco. Esses 

compostos têm um papel importante na ecologia desses organismos e recentemente 

alguns estudos estão sendo realizados para elucidar o potencial alelopático e o modo de 

ação desses compostos (Romagni et al., 2004). Os aleloquímicos, são responsáveis por 

uma grande diversidade de efeitos nas plantas. Esses efeitos incluem o atraso ou a 

inibição completa da germinação de sementes, paralisação do crescimento, injúria no 

sistema radicular, clorose, murcha e morte das plantas (Rice, 1984). 

Alguns estudos já relatam que o (-) ácido úsnico (composto liquênico) inibe a 4-

hidroxifenilpiruvato dioxigenase, uma enzima chave na biossíntese dos carotenóides e 

que uma série de liquens produtora de análogos da emodina causa branqueamento de 

gramíneas. Outros estudos sugerem que os compostos liquênicos causam redução no 

fotossistema II (PSII), mas esse modo de ação ainda não foi determinado. Outro grupo 

de antraquinonas análogo é reportado como inibidor da germinação de sementes e da 

formação de raízes primárias. Tolpysheva, (1984) relata a capacidade do ácido 

fumarprotocetrárico em inibir o crescimento de fungos do solo e Ravinskaya e 

Vainshetein (1975), a capacidade deste mesmo ácido em inibir a divisão de algas. 

Segundo Tejeda-Sartorius e Rodríguez-González (2008), os compostos fenólicos 

influenciam nas estruturas destinadas à elongação alterando o balanço hormonal 

(reguladores do crescimento de raiz e hipocótilo). Einhellig (1986) hipotetizou que esses 

compostos têm seus efeitos primários nas funções de membrana e nas interações 

hormonais. Estudos mostram que a diversidade de estruturas químicas possibilita 

diferentes atividades biológicas através do arranjo entre hidroxilas e carbonilas com 

esqueletos carbônicos (Bradow, 1991). 
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A via do acetato propicia a produção de uma variedade de ácidos orgânicos, 

álcoois de cadeia linear, aldeídos e cetonas, muitos dos quais reconhecidos entre os 

aleloquímicos voláteis liberados durante a decomposição de resíduos (Bradow e 

Connick, 1990). 

Os herbicidas naturais são embasados nos produtos naturais, conhecidos como 

compostos alelopáticos. Esses têm sido utilizados para o desenvolvimento de herbicidas 

sintéticos, no entanto necessita de muitas investigações para conhecer as vias  

(Duke, 2002). Dessa forma, o estudo da alelopatia é importante para produzir herbicidas 

mais eficazes, seletivos e ambientalmente seguros (Duke, 1990). 

Segundo Inderjit, (1996), os extratos usados nos bioensaios para diagnóstico 

preliminar de alelopatia são misturas de várias substâncias, que podem exercer efeitos 

aditivos ou sinergísticos, tornando importante a análise da ação de cada substância 

isoladamente. 

Diante isso, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito alelopático dos 

aleloquímicos ácidos fumarprotocetrárico (FUM) e protocetrárico (PRO) de Cladonia 

verticillaris sobre a germinação e desenvolvimento inicial de Lactuca sativa. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material liquênico 

Cladonia verticillaris, espécie endêmica do litoral brasileiro e tabuleiros do 

interior do Nordeste, foi coletada na Serra da Prata no município de Saloá, 273km do 

Recife. Este material foi seco à temperatura ambiente (28 ± 3ºC), e mantido em caixas 

de papelão até uso para os ensaios químicos e biológicos. Parte do material foi 

depositada no Herbário UFP, registro nº 52.299. 

Isolamento e purificação do ácido fumarprotocetrárico (FUM) 

O composto principal da espécie em estudo, FUM, foi isolado e purificado a 

partir do extrato acetônico. Este, depois de concentrado, foi lavado em funil poroso G-4 

com acetona por quatro vezes, de acordo com Asahina e Shibata (1954) e modificação 
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de Pereira (1998). Após evaporação, foram formados cristais que foram dissolvidos em 

acetona e recristalizados sucessivamente até maior grau de pureza possível.  

Análise química 

Foram realizadas medidas de pH de todas amostras. Essas foram analisadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), em cromatógrafo líquido HITACHI, 

acoplado a detector de ultravioleta a 254nm, em coluna de fase reversa C18. A fase móvel 

foi constituída por metanol/água/ácido acético (80:19, 5; 0,5 v/v), sob um fluxo de 

1mL.min
-1
, atenuação 0,04 e temperatura ambiente (28 ± 3°C) segundo metodologia de 

Legaz & Vicente (1983). As amostras foram injetadas em concentrações de 0,01mg/mL, 

diluídas em metanol. Foram realizadas curvas de calibração para os padrões, FUM e PRO, 

a partir das quais calculou-se a concentração destes ácidos em cada extrato. 

Bioensaio de germinação  

O bioensaio de germinação foi realizado em câmara de germinação do tipo BOD 

(biochemical oxigen demand) com fotoperíodo de 12 horas e temperatura alternada de 

23 a 27ºC. Os testes foram realizados em placas de Petri de 9,0cm de diâmetro, 

revestidas com duas folhas de papel filtro previamente autoclavadas a 120°C por 30 

minutos. Em cada placa adicionaram-se 3,0mL de cada substância (FUM ou PRO) nas 

concentrações de 0,02; 0,2; 2,0 e 5,0 mg/mL. Em seguida, as placas contendo os papéis 

de filtro umedecidos com extrato, foram secas em um fluxo laminar durante 12h. 

Decorrido este período, o papel de filtro foi reumedecido com 6,0 mL de água destilada, 

obtendo-se a concentração 0,01; 0,1; 1,0 e 2,5 mg/mL. O controle foi obtido com o uso 

de água destilada. 

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizados com 

quatro repetições de 50 aquênios de L. sativa por placa. A taxa de germinação foi 

verificada a cada 12 horas durante sete dias possibilitando a avaliação da 

germinabilidade total, do tempo médio, do índice de velocidade germinação (IVG) e da 

biometria segundo a metodologia de Laboriau (1983), Edmond e Draphala (1958), 

Maguire (1962) e Benicasa (1988), respectivamente. Foram consideradas germinadas as 

plântulas que apresentaram 2mm de protrusão radicular (Brasil, 1992). 
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Após sete dias de crescimento, o comprimento da radícula de cada plântula foi 

medido com o auxílio de um paquímetro. Os ensaios foram realizados em câmara de 

fluxo laminar para evitar possíveis contaminações. Os dados obtidos foram submetidos 

à análise de variância e a comparação entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey a 

5%. Os valores de percentagem foram transformados em arco seno (arco seno (√%) 

(Labouriau, 1983). 

Bioensaio de crescimento 

Os bioensaios foram realizados da mesma forma que o bioensaio de germinação, 

porém em cada placa foram colocadas 10 plântulas de Lactuca sativa, pré-germinadas 

em água destilada por 48 horas. Essas placas foram vedadas e incubadas em uma BOD a 

25ºC e fotoperíodo de 12 horas, durante 10 dias. As plântulas foram submetidas aos 

FUM e PRO nas concentrações de 0,01; 0,1; 1,0 e 2,5 mg/mL, tendo água destilada 

como controle. Após esse período, foram medidos o eixo hipocótilo-radícula e área 

foliar (comprimento X largura). Essas plântulas também foram caracterizadas quanto 

anormais e normais segundo Brasil (1992) e calculada a massa seca das plântulas. 

Foram utilizadas quatro repetições em delineamento inteiramente casualisado. 

Análise estatística 

Os dados se processaram mediante análises de variância (ANOVA) e o teste de 

Tukey (p<0,05) para confrontação de médias. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Bioensaio de germinação 

Os aleloquímicos de C. verticillaris (FUM e PRO) não foram significativos para 

os parâmetros de germinabilidade, primeira contagem, IVG e tempo médio de 

germinação. Segundo Ferreira e Áquila (2000), a germinação é menos sensível aos 

aleloquímicos que o crescimento da plântula. Porém, a quantificação experimental é 

muito mais simples, pois para cada semente o fenômeno é discreto: a semente germina 

ou não germina. Reigosa et al. (1999) afirmam que os aleloquímicos podem atuar em 
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vários processos simultaneamente e ter uma resposta diferenciada para cada um, 

dependendo da concentração dos compostos. Esses resultados demonstram que essas 

substâncias podem ser promotoras do efeito alelopático observado em trabalhos 

anteriores (Tigre et al. in press), visto que foram observados resultados semelhantes 

sobre a germinabilidade e primeira contagem dos aquênios de L. sativa. Contudo, pode-

se inferir que houve ação sinergística dos aleloquímicos entre si ou com outros 

compostos presentes em C. verticillaris, visto que extratos brutos dessa espécie 

apresentam diminuição no vigor das plântulas de L. sativa, diminuindo a curva de 

germinação em relação ao tempo (Tigre et al. in press), dado não observado nas 

plântulas quando submetidas aos compostos isolados FUM e PRO. 

Na Tabela 1 pode-se observar que o PRO na concentração 0,01 e 1,0 mg/mL 

induziu a um leve estímulo na germinabilidade total dos aquênios de L. sativa. Notou-se 

também que primeira contagem, foi induzida pelo PRO, e o FUM teve a tendência a 

inibir, sendo o maior valor observado pelo PRO 1,0 mg/mL. 

 

Tabela 1. Valores médios da germinabilidade, primeira contagem, índice de velocidade 
de germinação (IVG) e tempo médio (T.M) dos aquênios de Lactuca sativa submetidas 
a doses crescentes dos padrões ácido fumarprotocetrárico (FUM) e ácido prtocetrárico 
(PRO) de Cladonia verticillaris. 
 

Tratamentos Concentrações 
(mg/mL) 

Germinabilidade 
(%) 

Primeria 
Contagem 

(%) 
IVG T.M 

Controle 0 80,975 78,09 1,689154 0,000866 

FUM 

0,001 
0,1 
1,0 
2,5 

81,345 
82,39 

81,785 
82,39 

79,4625 
74,5925 
73,8475 

76,72 

1,637401 
1,626521 
1,659425 
1,675926 

0,000976 
0,000922 
0,000793 
0,000887 

PRO 
0,01 
0,1 
1,0 

90 
80,015 

87,9675 

83,9025 
76,8975 
87,9675 

1,640278 
1,666038 
1,574058 

0,000936 
0,000879 
0,001017 

 

Quanto ao IVG, observou-se que as duas substâncias diminuíram o vigor das 

plântulas, sendo tal efeito mais pronunciado com o PRO 1,0m/mL. Apesar desse 

tratamento ter influenciado o aumento da germinabilidade total, ele levou a uma 

redução na viabilidade dos aquênios. Resultados semelhantes com esse ácido foram 

observados no tempo médio, no qual notou-se que a concentração 1,0mg/mL aumentava 
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os valores destes parâmetros, enquanto diminuía para o FUM, apesar de não haver 

diferença significativa para os tratamentos. 

Em relação aos parâmetros biométricos, as causas de variação (substâncias 

versus concentração) apresentaram-se significativas em relação ao controle. Todos os 

tratamentos induziram o crescimento hipocotilar, principalmente quando tratadas com 

PRO (1,0mg/mL), que aumentou esse órgão em mais de duas vezes em relação ao 

controle (Fig. 1). O comprimento radicular foi estimulado por todos os tratamentos, 

obedecendo ao modelo dose redução, no qual à medida que se aumentava a 

concentração aumentava-se também o comprimento radicular (Fig. 2). Esse efeito foi 

observado até a concentração 1,0mg/mL e a partir dessa houve redução, porém, ainda 

assim com características fitorreguladoras (Fig. 1). O PRO (0,1mg/mL) induziu a 

formação de raízes laterais (Fig. 2C) e o FUM (0,01mg/mL) não levou à eliminação dos 

pêlos radiculares. Segundo Tigre et al. (in press), em extratos brutos de C. verticillaris 

são encontradas concentrações significativas destes compostos, sendo possível inferir 

que estes são os responsáveis pelas alterações no balanço hormonal interferindo nos 

níveis de citocinina, etileno e auxina. Taiz e Zeiger (2004) descrevem que plântulas 

crescidas na presença de inibidores de etileno exibem redução na formação de pêlos 

radiculares. Segundo Lorteau et al. (2001), esse processo ocorre devido algum tipo de 

estresse, o qual no presente trabalho pode estar relacionado à presença do aleloquímico. 

Este pode estar induzindo a deficiência de citocinina e altos níveis de auxina que levam 

a formação precoce de raízes laterais (Aloni, et al., 2006). 

Para os parâmetros foliares, as causas de variação apresentaram-se significativas 

somente para o comprimento foliar. Na Figura 3 observa-se que este foi estimulado por 

todos os tratamentos, principalmente pelo PRO (0,01mg/mL), que foram induzidas 

somente pelo PRO (0,1mg/mL) (Fig. 3). 

Jacobi e Ferreira (1991) também observaram em seus experimentos que a parte 

aérea e as raízes de L. sativa apresentaram respostas diferentes ao aleloquímicos, 

demonstrando que esses dois sistemas são mais sensíveis, afetando mais o 

desenvolvimento e/ou crescimento que a germinação. Segundo Ferreira e Borghetti 

(2004) a emergência da plântula e o seu crescimento são as fases mais sensíveis na 

ontogênese do indivíduo. 
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Figura 1. Valores médios do hipocótilo e da radícula de plântulas de Lactuca sativa 
submetidas a doses crescentes dos padrões ácido fumarprotocetrárico (FUM) e do ácido 
protocetrárico (PRO) de Cladonia verticillaris no processo germinativo, durante sete 
dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2. Toxicidade das plântulas de Lactuca sativa submetidas aos aleloquímicos de 
Cladonia verticillaris comparadas ao controle (CNC).  Plântulas com sete dias de idade. 
A. Plântulas submetidas ao ácido protocetrárico (PRO) 0,01mg/mL com radículas finas 
no ápice, presença de pêlos radiculares no controle. B. Plântulas com PRO 0,01 mg/mL, 
com raízes laterais. C. Plântulas com PRO 0,1 mg/mL demonstrando raízes laterais.  
D. Plântulas com ácido fumarprotocetrárico (FUM) 0,01mg/mL mostrando raízes laterais 
e radículas apicais finas. E-G. Plântulas com FUM mostrando raízes longas e finas.  
E. FUM 0,1mg/mL. F. FUM 1,0mg/mL. G. FUM 2,5mg/mL. 
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Figura 3. Valores médios do crescimento foliar das plântulas de Lactuca sativa 
submetidas a doses crescentes do ácido fumarprotocetrárico (FUM) e do ácido 
protocetrárico (PRO) de Cladonia verticillaris durante o processo de germinação. 
Plântulas com sete dias de idade. 

 

Bioensaio de Crescimento 

Em relação aos parâmetros biométricos pode-se notar que o PRO (0,1mg/mL) 

estimulou significativamente o comprimento radicular. Em todas as concentrações 

testadas o PRO produziu maiores induções do crescimento, sendo bem expressivo o 

resultado deste tratamento quando comparado com o FUM, nessa mesma concentração, 

em relação ao controle (Fig. 4). O comprimento hipocotilar também apresentou-se 

significativo ao analisar as causas de variação substâncias versus concentração. Nessa 

análise observou-se que o PRO (0,1mg/mL) produziu resultados bastante diferentes do 

FUM na mesma concentração. Nesse parâmetro o PRO apresentou características 

inibidoras e o FUM estimuladoras do crescimento hipocotilar. Dessa forma, pode-se 

inferir que ambas as substâncias alteram o crescimento das plântulas de L. sativa sem 

causar desequilíbrio ao eixo hipocótilo-radícula, uma vez que quando induziam o 

aumento de um dos órgãos, elas diminuíam o crescimento do outro, garantindo o 

equilíbrio e a normalidade das plântulas. Quanto a morfologia radicular, notou-se que o 

FUM (0,1mg/mL) promovia o espessamento da base radicular, o que também foi 

observado por Cruz-Ortega et al.(1998) em seus experimentos. Porém, esse tratamento 

juntamente com PRO (0,01mg/mL) não afetaram a formação de pêlos. O FUM 
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(0,01mg/mL) induziu um elevado crescimento da radícula. As menores concentrações 

(0,01 e 0,1mg/mL) de ambos os compostos levaram a indução da formação de raízes 

laterais, sendo bastante expressiva quando tratadas com FUM (0,01mg/mL).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Valores médios do comprimento da radícula e do hipocótilo de plântulas de 
Lactuca sativa submetidas a doses crescentes do ácido fumarprotocetrárico (FUM) e do 
ácido protocetrárico (PRO) de Cladonia verticillaris. Plântulas com dez dias de idade. 
 

Quanto ao comprimento foliar, as causas de variação mostraram-se significativas 

em relação ao controle. Todos os tratamentos levaram a diminuição desse parâmetro 

através do modelo dose-redução, sendo esses resultados mais expressivos com FUM, 

principalmente na concentração 2,5mg/mL (Fig. 5). 

A largura foliar não apresentou resultados significativos, mas pode-se notar uma 

diminuição do crescimento em todos os tratamentos analisados quando comparado ao 

controle. As maiores inibições foram observadas por PRO 1,0mg/mL (Fig. 4). Quanto à 

área foliar, os resultados foram significativos, referentes às maiores concentrações. O 

FUM apresentou o modelo dose-redução e, as maiores inibições foram observadas para 

o PRO (1,0 mg/mL) e FUM (2,5 mg/mL) (Fig. 5). Notou-se que a concentração 0,1 

mg/mL induziu efeitos opostos nas duas substâncias testadas.  

Somente o PRO (0,01 e 0,1 mg/mL) induziram a formação de eófilos pequenos, 

semelhantes ao controle, e a concentração 1,0 mg/mL apresentou resultado diferencial 
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morfologicamente na planta por inteiro, evidenciando hipocótilo muito grande, folhas 

pequenas e raízes medianas em relação ao controle e demais tratamentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5. Valores médios do comprimento foliar de plântulas de Lactuca sativa 
submetidas a doses crescentes dos padrões ácido fumarprotocetrárico (FUM) e do ácido 
protocetrárico (PRO) de Cladonia verticillaris. Plântulas com dez dias de idade. 
 

O comprimento das plântulas ou radículas são os parâmetros mais usados para 

avaliar o efeito alelopático sobre o desenvolvimento e/ou crescimento (Inderjit e 

Dashini, 1995). Em relação a esses efeitos, os danosos são mais comuns que os 

benéficos.  

Balke (1985) relatou em seus estudos que os compostos liquênicos podem 

diminuir a captação de nutrientes de plantas vasculares. Esses resultados podem ser 

observados através da biomassa e da quantificação de nutrientes absorvidos. Folman e 

Peters (1966) relatam que os ácidos lecanórico, úsnico e girofórico são capazes de inibir 

o crescimento e a produção de biomassa de plantas testes. Quanto à massa seca (Fig. 6), 

as plântulas tiveram redução na absorção de nutrientes em todas as concentrações 

testadas, tendo um efeito mais severo ocasionado pelo FUM na maior concentração 

(2,5mg/mL). Porém nas concentrações mais baixas (0,01 e 0,1mg/mL) o PRO induziu a 

maiores reduções. Dessa forma, é possível inferir que C. verticillaris em condições 

naturais altere o metabolismo da vegetação adjacente, interferindo na absorção de 

nutrientes e no balanço hídrico, visto que esse composto necessita estar em condições 

mínimas para ativação desse efeito alelopático. Isso é possível porque nessas condições 
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os organismos não liberam grandes quantidades de substâncias, necessitando em muitos 

casos estar em condições de estresse, e as quantidades liberadas não ficam disponíveis 

na sua totalidade, podendo ser modificadas pelos microrganismos presentes no solo. 

Esses podem aumentar a potencialidade do composto ou ainda utilizar os elementos 

disponíveis da degradação em seu metabolismo, diminuindo dessa forma a 

disponibilidade para atuação sobre a vegetação. Contudo, Dawson et al. (1984) relatam 

que as substâncias liquênicas são consideradas resistentes à decomposição por 

microrganismos e, dessa forma, permanecem por longos períodos no solo. Ferreira e 

Áquila (2000) citam a adsorção das micelas como um dos fatores responsáveis também 

pelo seqüestro dos aleloquímicos. Esses resultados vêm demonstrar a capacidade dos 

compostos analisados a serem utilizados pelas indústrias agroquímicas, mediante as 

propriedades alelopáticas (herbicidas naturais), os quais nesse caso não requerem 

grandes quantidades para atuação. Os resultados apresentados evidenciam também a 

habilidade sinergística do FUM e do PRO, já que em trabalhos anteriores (Tigre et al. in 

press) os efeitos obtidos pelos extratos brutos foram mais drásticos sobre o crescimento 

das plântulas. Essa habilidade é possível uma vez que os extratos analisados possuem 

uma miscelânea de compostos os quais foram detectados pela cromatografia de camada 

delgada - CCD (Tigre et al. in press).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Valores médios da massa seca de plântulas de Lactuca sativa submetidas a 
doses crescentes dos padrões ácido fumarprotocetrárico (FUM) e do ácido 
protocetrárico (PRO) de Cladonia verticillaris. Plântulas com dez dias de idade. 
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Segundo Reigosa et al. (1999) cada processo fisiológico tem resposta diferente a 

certas doses de cada aleloquímico em particular. Porém segundo Ferreira e Áquila 

(2000) esses efeitos visíveis dos compostos sobre as plântulas é somente uma 

sinalização secundária de mudanças anteriores ao nível molecular e celular. Estas 

alterações podem ser pontuais, mas como o metabolismo consiste numa série de reações 

com vários controles do tipo feedback, rotas inteiras podem ser alteradas, mudando 

processos. 

Por apresentarem ações similares aos grupos de hormônios vegetais conhecidos 

(auxinas, giberelinas, citocininas, retardadores, inibidores e etileno), é possível que os 

aleloquímicos testados de C. verticillaris tenham função fitorreguladora, ou que eles 

ajam como fonte de nutrientes para as plântulas de L. sativa. Porém, mediante todos os 

resultados observados, é mais provável que estejam agindo como biorreguladores do 

crescimento uma vez que esses reguladores alteram o nível dos hormônios naturais da 

planta ou interferem na sua resposta, apresentando efeitos como diminuição do 

crescimento da planta, inibição do processo germinativo das sementes como também 

em outras fases do crescimento como a embriogênese (Carvalho e Nakagawa, 2000). 

Contudo, apesar do crescimento acelerado das radículas, é provável que as plântulas em 

condições naturais não se desenvolvam, por apresentarem radículas muito grandes e 

área foliar pequena, decorrente de alguns tratamentos (FUM 2,5 e 0,1mg/mL). Isto pode 

impedir a realização da fotossíntese.  

Yano et al. (1994) também obtiveram resultados de estímulo semelhantes ao 

analisar a bioatividade do FUM sobre os comprimentos médios da radícula da cebola. 

Gardner e Mueller (1981) citam o ácido FUM como uma substância inativa na 

germinação de sementes, todavia não mencionam nenhum efeito ao estímulo do 

crescimento. Asahina e Shibata (1954), Vicente (1975) e Hale (1983) declaram que os 

compostos liquênicos são em sua maioria insolúveis em água, no entanto, Iskandar e 

Syers (1971), Ascaso e Galvan (1976) afirmam que o FUM constitui umas das 

substâncias liquênicas mais solúveis em água. Isto provavelmente ocorre quando a 

substância percolada para o solo, forma complexo com íons nele presentes. Caso 

contrário, esse composto não conseguiria ser absorvido pelas plântulas e não 

promoveria os efeitos aqui relatados. Há estudos conferindo ao FUM atividade 

antiherbivoria (Reutimann e Scheidegger, 1987) e antineoplásica (Santos et al., 1999). 
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Resultados de estímulo de outros compostos liquênicos como o ácido tetrônico 

de Sticta coronata foram relatados por Ibi et al. (1979). Também existem relatos de 

propriedades de inibição desses organismos sobre vegetais. Os depsídeos (ácidos 

barbático e lecanórino) e o tridepsídeo (ácido girofórico) foram relatados como 

inibidores do transporte de elétrons fotossintéticos em cloroplastos isolados (Ellis et al., 

1995; Rojas et al., 2000). Segundo Romagni et al. (2004), a atividade in vitro do ácido 

úsnico é superior em determinados sítios de ação quando comparada a outros inibidores 

sintéticos como herbicidas.  

Quanto à caracterização de pH obtida para os padrões de C. verticillaris, pode-se 

notar que os valores variaram entre 4,5 e 6,0 indicando baixa acidez, estando esses 

valores dentro do que se considera adequado para a germinação e desenvolvimento de 

L. sativa (Chou e Young, 1974; Baskin e Baskin, 1998; Elakovich, 1999; Aqüila, 2000). 

Assim, pode-se excluir uma interferência desse fator nos efeitos observados. Gardner e 

Muller (1981) observaram que o pH do FUM influenciava na germinação dos esporos 

de Funaria hygrometrica. Relataram que 97% germinavam quando submetidos aos 

valores de pH 6, 7 e 8 e, 41% em pH 5. Contudo, esse resultado não foi reproduzido 

neste trabalho com aquênios de L. sativa, no qual foi observado que este ácido não 

influenciou o processo germinativo, demonstrando sensibilidade da espécie ao pH e não 

ao composto.  

Ensaios de cromatografia líquida de alta eficiência - CLAE (Fig. 7) demonstram 

a pureza das substâncias teste. O PRO (fig. 6A) apresentou tempo de retenção de 3,92 

minutos e o FUM 4,15 minutos (Fig. 6B). O pico registrado no tempo de retenção 

médio de 2,7 minutos foi identificado como o metanol, usado como solvente de eluição 

das amostras. A tabela 2 sumariza os dados quantitativos dos cromatogramas. 

Erros inerentes à calibração direta foi estimada pelo desvio padrão, resultante de 

injeções com três repetições para cada concentração das substâncias purificadas. A 

equação da reta, obtida por regressão linear, apresentou r2 abaixo de 1, para ambos os 

compostos (Fig. 8). 

 

 



TIGRE, R. C.      ATIVIDADE ALELOPÁTICA DE Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. SOBRE..            125 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Cromatogramas de cromatografia líquida de alta eficiência dos aleloquímicos 
de Cladonia verticillaris. A. Ácido protocetrárico (PRO). B. Ácido fumarprotocetrárico 
(FUM). 

 

 

Tabela 2. Resultado das análises dos aleloquímicos de Cladonia verticillaris 
submetidas à cromatografia líquida de alta eficiência 

 

EXTRATO TR ÁREA CONCENTRAÇÃO (µg/mL) 

FUM 
2,72 
2,78 
4,157 

9,533 
5,742 
80,168 

Solvente 

6,713 FUM 

PRO 
2,7655 
3,9270 

18,642 
581,299 

Solvente 
1,721 PRO 

 

 

Apesar do FUM e PRO serem substâncias majoritárias em C. verticillaris  

(Ahti et al., 1993; Pereira, 1998), é provável que elas não sejam as responsáveis pelos 

severos efeitos (clorose, oxidação radicular, elevadas inibições do crescimento) 

observados pelos extratos no crescimento (Tigre et al. in press). É possível, ainda, que 

elas atuem em sinergismo com outras substâncias não identificadas pelas técnicas 

utilizadas, ou ainda que esses efeitos sejam atribuídos a essas substâncias. Contudo, 

visto que o FUM é purificado a partir do extrato acetônico e que esse produziu em 

trabalhos anteriores elevadas induções no crescimento de L. sativa (Tigre et al. in 

press), é possível inferir que esse composto seja o promotor dos efeitos observados, já 

que esse também foi encontrado em concentrações significativas nesses extratos. 
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Futuros experimentos sobre outros mecanismos de ação desses compostos poderão 

contribuir para um conhecimento ainda mais específico da espécie. Diante disso, essas 

substâncias poderão ser utilizadas como produtos biofertilizantes ou biorreguladores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Curvas de calibração dos ácidos fumarprotocetrárico (FUM) e protocetrárico 

(PRO) obtidas por CLAE. Calibração direta do FUM: y = 26090x + 255,33; r² = 0,9766 

e do PRO: y = 372578x - 60,256; r² = 0,9697. Dados resultantes de três replicatas. 
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CONCLUSÃO 
 
 

1. Os resultados do presente trabalho indicam a presença de efeitos alelopáticos, 
promovidos pelos extratos, substância purificada (FUM e PRO) e talos de  
C. verticillaris. 

 
2. Foram observados efeitos de inibição e estímulo do crescimento tanto no 

bioensaio de germinação quanto no de crescimento. 
 

3. A intensidade dos efeitos observados variaram de acordo com a concentração. 
Os efeitos mais severos foram observados pelos tratamentos nas maiores 
concentrações.  

 
4. A germinabilidade dos aquênios de L. sativa não foi influenciada por  

C. verticillaris, mas alterou a curva do tempo de germinação. 
 

5. A radícula mostrou-se mais sensível a presença dos aleloquímicos, alterando a 
absorção de nutrientes e conseqüentemente afetando a biomassa das plântulas.  

 
6. Foram evidenciadas alterações morfológicas como modificações na formação de 

pêlos radiculares, raízes laterais, aumento do diâmetro e hipertrofia do eixo 
hipocótilo-radícula, demonstrando alterações no balanço hormonal das plântulas.  

 
 

7. Evidenciou-se a presença de FUM e PRO nas amostras por CLAE, indicando 
grandes probabilidades de serem os promotores das atividades observadas. 
 

8. Os resultados indicam que C. verticillaris possui substâncias que podem agir 
como herbicidas naturais. 
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RESUMO 

 

Os aleloquímicos liquênicos, têm um importante papel na ecologia dos 

liquens, podendo afetar o desenvolvimento de outros organismos ao seu redor. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopático do talo de Cladonia 

verticillaris, seus extratos e suas substâncias principais, os ácidos fumarprotocetrárico 

(FUM) protocetrárico (PRO) sobre a germinação e o desenvolvimento inicial de 

Lactuca sativa. Os extratos foram obtidos com éter dietílico, clorofórmio e acetona. O 

FUM foi extraído a partir do extrato acetônico. Ensaios cromatográficos foram 

realizados para detecção dos fenóis. O experimento foi conduzido em placas de Petri 

contendo extratos, ou FUM ou PRO (0,01; 0,1; 1,0; 2,5mg/mL). Nos bioensaios in vivo 

foram borrifadas soluções de uréia (0,1; 1,0 e 10mg/mL) sobre o líquen. Observou-se 

que o talo e todas as soluções testadas não afetaram a germinabilidade, mas os extratos 

causaram alterações no tempo de germinação. Os parâmetros biométricos foram mais 

sensíveis aos aleloquímicos obtendo-se diferentes respostas dependendo da 

concentração. As alterações morfológicas das plântulas indicaram modificações no 

balanço hormonal das plântulas, com indução da formação de pêlos, raízes laterais, 

aumento do diâmetro radicular e inibições do sistema radicular. Notou-se que a adição 

de uréia (0,1mg/mL) e água deionizada ativa a urease causando diferentes efeitos 

alelopáticos. As análises cromatográficas revelaram a presença de FUM e PRO nos 

extratos indicando serem estas as substâncias responsáveis pelas alterações observadas. 
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ABSTRACT 

 

The lichen allelochemical have important role of these organisms, affecting 

the development of other organisms around them. The objective of this work was to 

evaluate the allelophatic potential of Cladonia verticillaris thallus, their extracts and 

main compounds, the fumarprotocetraric (FUM) and protocetraric (PRO) acids on the 

germination and initial development of Lactuca sativa. The extracts were obtained with 

diethyl ether, chloroform and acetone. The FUM was isolated from acetone extract. 

Chromatographic assays were carried out for phenolic detection. The experiment was 

conduced in Petri dishes containing the extracts, or FUM, or PRO (0,01; 0,1; 1,0; 

2,5mg/mL). In the in vivo bioassays, urea solutions (0,1; 1,0 e 10mg/mL) were sprayed 

over the lichen thalli. It was observed that the thallus and all tested solutions did not 

affect the germinability, but the extracts caused alterations on germination time. The 

biometric parameters were most sensible to allelochemicals, showing different 

responses, depending on the concentration. Morphological alterations of seedlings 

indicated modifications on hormonal balance of seedlings, inducing hairs formation, 

side roots, enlargement of root diameter, and inhibition of this system. It was observed 

that urea addition (0,1mg/mL) and deionized water activates the urease, causing 

different allelophatic effects. The chromatographic analysis revealed the presence of 

FUM and PRO in the extracts, indicating to be those compounds the responsible for the 

observed alterations. 
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a b s t r a c t

Responses to germination and initial growth of Lactuca sativa (lettuce) submitted to organic extracts

and purified compounds of Cladonia verticillaris (‘‘salambaia’’) were analyzed in this work.

The experiments were conducted in laboratory conditions using extracts and pure compounds at

different concentrations. None of the assays showed any influence on the germination of L. sativa seeds

using C. verticillaris extracts; however, modifications in leaf area and seedling hypocotyl and root

development occurred. In the growth experiments, seedlings exposed to ether or acetone extract

showed diminished hypocotyl growth in detriment to the root stimulus, compared to controls.

Increases in extract concentrations led to the formation of abnormal seedlings. To determine the

allelochemicals of C. verticillaris, its principal components, fumarprotocetraric and protocetraric acids,

were isolated and then analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). When the

seedlings were exposed to the two acids separately, presented increased leaf area at all concentrations.

In contrast, hypocotyl and root stimulus was observed only in the presence of protocetraric acid at

different concentrations. Fumarprotocetraric as well as protocetraric acids, isolated and purified from

C. verticillaris and Parmotrema dilatatum respectively, influenced the development of L. sativa seedlings

at high concentrations, indicating a possible bioherbicide potential of these acids.

Crown Copyright & 2012 Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

The search for new allelochemicals is based on plants and
seeds resistance, tolerance, or sensibility to several compounds.
The use of secondary metabolites in this context is justified due to
their specific action mechanism on some species, and sensitivity
showed by others like Lactuca sativa (lettuce) and Solanum

lycopersicum L. (tomato), whose usefulness is known (Ferreira
and Áquila, 2000).

Over the last few decades, interest has grown concerning
compounds possessing allelopathic properties (Mallik, 2000;
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Young and Bush, 2009), which could lead to the discovery of
natural herbicides that act directly on the weeds and do not cause
environmental damage (Quayyum et al., 2000; Haig et al., 2009).
The principal stimulus for conducting these studies is to reduce
the use of traditional herbicides, diminishing the costs of agri-
cultural production and the resulting environmental impact of
their use, and helps to explain the phenomenon of allelopathy
between the biological entities. It is known that Cladonia verticillaris

has influence on soil fertility and the occurrence of arbuscular
mycorrhizal fungi (Silva, 2007), but little is known about the
relationship between lichen species, soil and adjacent biota. Assess-
ment of this relationships and its possible allelopathic effects would
be important to a greater understanding of the interaction between
organisms in its ecosystem.

The competition generated by the growth of weed in com-
mercial crop cultivation areas influences the development of this
culture, reducing its productivity and the final quality of the
product (Quayyum et al., 2000). There are numerous natural
bioactive compounds with unexplored properties and the dis-
covery of the sites of action would aid the identification of new
herbicide molecules (Duke et al., 2002). One way of reducing
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herbicide use is the identification of genes responsible for the
allelopathic effects; however, prior work to identify species with
allelopathic potential is required. Research in this area has
immense importance to optimize production systems that are
environmentally correct and economic, through the reduction of
herbicide applications (Haig et al., 2009). Brazil is the fifth largest
consumer of agro-toxics worldwide, with a yearly consumption of
150,000 t, of which 33% are herbicides (IBGE, 2009).

Natural products are sources of a number of pesticides, used
directly as crude extracts or pure compounds (Dayan et al., 2000).
However, instead of being used directly, many are used to identify
active ingredients and the development of pesticides from natural
products. Numerous examples exist of such natural products used
as fungicides, insecticides and even herbicides (Duke et al., 2002).

Extracts used in bioassays for preliminary diagnosis of allelo-
pathy are mixed with several substances that can exert additive
or synergistic effects, making analysis of the action of each
substance. However, allelopathic effects are commonly due to
the synergistic activity of several allelochemicals rather than
isolated compounds (Quayyum et al., 2000).

Lichen metabolites exhibit a variety of allelopathic effects
(Marante et al., 2003; Romagni et al., 2004; Campos et al.,
2008). This action is particularly important in the defense of
these organisms against attack by both herbivores and micro-
organisms, which could suggest applications in several areas of
agriculture.

Lichen phenolics occur as insoluble crystals, found in cortical
tissues, over the photobiont layer, in medullar inner tissues, or yet
in specific vegetative and reproductive structures. This way, in
initial prospecting studies for obtaining a more realistic evalua-
tion of lichen potentiality as allelopathic agent, would be appro-
priate extract both cortical and medullar compounds. This way,
the use of solvents with different polarities is necessary, due the
affinity of substances with different solvents and their extraction
capacity.

Another important consideration for bioassays with allelopha-
tic action is the selection of target-species. The commonest model
used for weeds is Lactuca sativa L., due to its fast germination,
uniformity and sensibility (Einhelling and Rasmussen, 1979;
Ferreira and Áquila, 2000). According to Dayan and Duke (2006),
these characteristics are essential for data obtention without
undesirable delays. The objective of these assays is to find
substances for weeds control, but the use of these species
presents some limitations as not uniform germination, due to
Fig. 1. C. verticillaris thallus collected in Saloá-PE, Brasil in its natural habitat (A);

details of the thallus (B).
the low diaspores homogeneity, unlike what occurs when used
species cultivated in commercial scale (Silva et al., 2009).

C. verticillaris (Raddi) Fr. is a lichen that grows on sandy soil of
tablelands relieve with savannah-like vegetation. It is endemic in
the east coast of Brazil, and also occurs in some habitats in the
interior of Pernambuco state, Brazil (Fig. 1). Studies demonstrate
that this species liberates its metabolites to the subjacent soil,
interacting with the nutrient cycles (Vasconcelos, 2009) and
modifying the chemical composition of the soil substrate (Silva,
2007). Given the interaction of this species with the substrate,
this work aimed to analyze the allelopathic and bioherbicidal
potential of extracts and pure compounds of C. verticillaris, and
their effect on the germination and initial growth of L. sativa.
2. Material and methods

2.1. Plant material, collection area and chemical procedures

The study was conducted using lettuce seeds (L. sativa) or seedling cultivated

from these in 9 cm diameter Petri dishes lined with previously autoclaved filter

paper, maintained in a BOD growth chamber, Nova Técnica, NT708, Piracicaba, SP,

Brazil. Three experiments named A, B and C were conducted; in all of them, the

seeds or seedlings were maintained in contact with organic extract or isolated and

purified compound from C. verticillaris the fumarprotocetraric acid (FUM), or

protocetraric acid (PRO) from Parmotrema dilatatum. The lichen was collected in

the municipality of Saloá, 273 km (170 mile) from Recife, PE. The material was

dried at room temperature (2873 1C) and ground to a powder. The dry, ground

materials were submitted to serial extraction in a soxhlet apparatus with ether,

chloroform and acetone, according to the eluotropic series (organic extracts). The

solvents were obtained by fine chemical Vetec LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brazil.

For every 2.0 L of each solvent, 150 g of lichen material was used. After extraction,

the materials were filtered and vacuum evaporated.

2.2. Isolation and purification of fumarprotocetraric (FUM) and protocetraric acids

(PRO)

The principal compound of C. verticillaris, FUM, was isolated and purified from the

acetone extract. After evaporation of the solvent, the extract was washed 4 times in a

G-4 porosity funnel with acetone, as originally described by Pereira (1998). PRO was

isolated from Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale using dichloromethane followed by

acetone at 45 1C. The solvents were obtained by Merck KGaA, Darmstadt, Germany.

The extracts were purified by successive acetone treatments and centrifugation.

Confirmation of compounds structure was performed by analysis of 1H, 13C and

DEPT-135 nuclear magnetic resonance spectra, Bruker DPX-300, SP, Brazil.

2.3. Thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography

(HPLC)

Thin layer chromatography (TLC) assays were performed for qualitative

detection of the substances contained in the organic extracts. The extracts and

purified compounds were applied to Merck silica gel F254þ366 chromatoplates

developed in unidimensional solvent system B (hexane/diethyl ether/formic acid,

130:80:20, v/v), according to Culberson’s methodology (1972). The spots were

revealed by 10% sulfuric acid pulverization, and plates heating at 100 1C, followed

by visualization under short (256 nm) and long (366 nm) wavelength UV light.

The results were evaluated by calculation of the retention factors (Rf), determined

for the different spots.

Organic extracts and purified compounds were also analyzed by high perfor-

mance liquid chromatography (HPLC) using a Hitachi liquid chromatography

(655 A-11, Tokyo, Japan) coupled to an detector (CG437-B) UV set at 254 nm,

using a C-18 reverse phase column MicroPack MCH-18 de 300�4 mm, Berlin,

Germany. The mobile phase consisted of methanol, deionized water, acetic acid

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) in the proportion 80:19.5:0.5 v/v, a flow rate

of 1 mL min�1, 0.04 attenuation and at room temperature (2873 1C), according to

the methodology described by Legaz and Vicente (1983). Dry residues were

dissolved in methanol at 0.01 g dm�3 and injected onto a column. Quantization

of FUM and PRO was achieved by injecting purified compounds (FUM and PRO) as

standards for calibration lines.

2.4. Experiment A

The objective of this experiment was to test whether the lichen extract exerted

any effect on germination (pre-emergence) of lettuce seedlings. The bioassay was



Fig. 2. Values for mean time of germination (180 h) of L. sativa L. seeds submitted

to the action of different C. verticillaris extracts at five concentrations. Means

followed by the same letter are do not differ from each another by the Tukey test

(po0.05), means 7SE, n¼4.
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conducted in a BOD germination chamber with a photoperiod of 12 h and

temperature alternating between 23 and 27 1C (night and day). In each plate, the

filter paper was moistened with 6.0 mL of each extract at 0.01, 0.1, 1.0, 2.5 and

5.0 g dm�3. Controls were obtained using distilled water. After solvent evaporation,

in a flux chamber for 12 h, the filter papers were moistened with 6.0 mL of distilled

water, maintaining the initial concentrations The treatments were randomized,

with four repetitions of 50 L. sativa seeds per plate. The germination rate was

verified every 12 h for 7 day, permitting evaluation of the first counts on day 4, total

germinability, mean time (MT), the germination velocity index (GVI) and biometry

(hypocotyl-root length and dry mass), according to the respective methodologies of

Brasil (1992), Labouriau (1983), Silva and Nakagawa (1995) and Maguire (1962).

Leaf area (length X width) was also analyzed. Seedlings were considered to have

germinated when they presented 2 mm of root protrusion and were further

classified as normal or abnormal, according to the specifications of Brasil (1992).

2.5. Experiment B

This experiment aimed to evaluate the effect of different concentrations of the

organic extracts on the initial development of L. sativa seedlings. Thus, lettuce

seeds were germinated in Petri dishes, under the same conditions described in

experiment A, though hydrated only with distilled water. Following germination,

10 plant seedlings were transferred to similar plates containing water solutions of

the organic extracts at the same concentrations as experiment A. These plates

were sealed and incubated in a BOD chamber at 25 1C using a photoperiod of 12 h

for 10 day. After this period, the hypocotyl-root axis and leaf area (length X width)

were measured. The seedlings were also characterized as normal or abnormal

according to Brasil (1992) and the dry weight for each treatment was calculated.

2.6. Experiment C

The objective of this experiment was to determine whether fumarprotoce-

traric (FUM) and protocetraric (PRO) acids, the principal components of C.

verticillaris, acted as allelochemicals of the species by interfering in the germina-

tion and initial development of L. sativa. Bioassays were conducted in a similar

way to experiments A, where seeds germinated in the presence of FUM or PRO,

and B, where seeds germinated in water and later transferred to solutions of FUM

or PRO. To each plate 3.0 mL of FUM or PRO at 0.02, 0.2 and 2.0 g dm�3

were added.

2.7. Statistical analyses

All the experiments were conducted entirely randomly with four repetitions.

The means were submitted to analysis of variance (ANOVA). When differences

were detected, the Tukey test was performed with significance determined at a

level of 5%.
3. Results

The mean time of germination (MT) varied as a function of
extract concentration (Fig. 2). All the extracts at 0.01 g dm�3

promoted increased vigor in the L. sativa seedlings. Although this
concentration was the lowest tested, the results do not represent
a dose-reduction model, since the ether extracts at concentrations
of 1.0 and 2.5 g dm�3 also diminished the mean germination
time; however, the ether extract at 5.0 g dm�3 and the chloro-
form extract at 2.5 g dm�3 promoted a delay in germination
(increased MT), consequently diminishing seedlings vigor.
Despite to these differences, final germinability (180 h) and the
first count (96 h) were not affected by the C. verticillaris extracts
at all five concentrations tested.

Acetone extract of 2.5 g dm�3 reduced leaf area by 44.15%,
while chloroform extract of 0.1 g dm�3 stimulated this parameter
by 66.69% (Fig. 3A). The difference between the greatest inhibi-
tion and stimulation values was 198%. Chloroform (0.01 and
0.1 g dm�3) and acetone extracts (0.01 g dm�3) led to the accel-
erated development of eophils and chloroform extract of
0.1 g dm�3 increased leaf thickness in seedlings of L. sativa. At
5.0 g dm�3, all the extracts induced the formation of a curled
hypocotyl, characterizing the seedlings as abnormal (Fig. 4).

The extract concentration altered seedlings hypocotyl length,
demonstrating that the extracts did not cause the same effect at
each concentration (Fig. 3B). Observation revealed that the acetone
extract of 5.0 g dm�3 inhibited hypocotyl length of L. sativa seed-
lings by 47%, while ether extract promoted a 40% increase compared
to controls; thus a difference of 164% occurred between these two
treatments when analyzing the same concentrations.

The extracts showed action on root length according to the
dose-stimulus model up to a concentration of 2.5 gg dm�3, such
that as the concentration increased so the growth induction
increased (Fig. 3C). At 5.0 g dm�3, a drastic reduction in root length
occurred. The greatest stimulus was caused by acetone extracts of
1.0 g dm�3 (146%) and 2.5 g dm�3 (138%) compared to controls.
The strongest inhibition was caused by chloroform (81%) and ether
extract (36%) at 5.0 g dm�3. However, seedlings dry mass at the end
of the experimental period revealed no differences for any of the
treatments (p40.05) compared to controls (Fig. 5).

When germinating the seeds in water and then transferring
the seedlings to different lichen extracts, except ether (0.01 and
0.1 g dm�3) and acetone extract (0.1 g dm�3), all the extracts
inhibited length leaf area up to 65.42% (Fig. 3D). The hypocotyl
development was strongly diminished compared to controls
(po0.05), principally when using ether and acetone extracts at
most of the concentrations tested and when using chloroform
extract at the two strongest concentrations (Fig. 3E). Moreover, all
the extracts increased L. sativa root growth up to a concentration
of 1.0 g dm�3 (po0.05), while at stronger concentrations, growth
diminished (Fig. 3F). Root length was diminished (po0.05) when
chloroform and ether extracts were added to the growth medium,
reducing growth by 81% and 79%, respectively, five-fold shorter
than controls.

Almost all the extracts promoted the development of second-
ary roots, which varied in size according to concentration (Fig. 6).
Ether extract of 0.01 g dm�3 promoted the formation of only a
few secondary roots. Observation verified that ether (0.01 and
0.1 g dm�3), acetone (0.01 g dm�3) and control treatments
induced the development of long secondary roots, ether
(1.0 g dm�3) and chloroform (2.5 g dm�3) treatments induced
medium length secondary roots, while short secondary roots
were induced by ether (2.5 and 5.0 g dm�3) and acetone
(5.0 g dm�3) treatments.

Based on the color of spots detected by TLC and Rf values, it
was only possible to confirm the presence of both FUM and PRO
in the acetone extract. In contrast, HPLC analyses verified the



Fig. 3. Mean leaf area values (A, D), hypocotyl length (B, E) and root length (C, F) of L. sativa seedlings germinated (A–C), or transferred after germination in water (D–F), to

solutions of different C. verticillaris extracts at five concentrations. The plant seedlings were evaluated 7 day after germination. Means followed by the same letter are do

not differ from each another by Tukey test (po0.05), means 7SE, n¼4.
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presence of FUM and PRO in all the extracts and demonstrated
high concentrations of PRO in the acetone extract (Table 1).
Concentration of FUM was higher than concentration of PRO in
both ether and chloroform extracts, whereas in acetone extract,
concentration of PRO was higher than FUM.

Once the principal components of C. verticillaris (FUM and
PRO) were the most abundant lichen phenolics in the extracts,
they were isolated, and L. sativa seeds were placed in the presence
of each compound separately in order to achieve germination.
None of these compounds modified the germinability parameters:
first count, GVI and mean germination time (data not shown).

Concerning the biometric parameters, the causes of variation
(compounds versus concentration) differed in relation to the
controls. When the seeds were placed in contact with FUM and
PRO to germinate, growth of the seedlings and leaf area were
inhibited compared to controls in the treatments with FUM (0.01
and 1.0 g dm�3) and PRO (1.0 g dm�3) (Fig. 7A), with no differ-
ences occurring in hypocotyl length (p40.05) (Fig. 7B). In con-
trast, root length was stimulated in different concentrations of
both compounds (Fig. 7C). When the seeds were germinated in
water and were transferred to different concentrations of these
compounds, leaf area was increased in all treatments compared to
controls (po0.05) (Fig. 7D). Hypocotyl length was stimulated
only in the presence of FUM (0.1 g dm�3) and PRO (1.0 g dm�3)
treatments, presenting twice the size of controls (Fig. 7E), while
root length was only stimulated in PRO treatment (0.1 g dm�3)
compared to controls (po0.05) (Fig. 7F).

Spectroscopic and HPLC assays confirmed the purity of the
compounds used. PRO presented a retention time of 3.92 min and
FUM of 4.15 min (Table 1). The peak registered at the mean
retention time of 2.7 min was identified as methanol, used as
solvent during the elution of the samples.
4. Discussion

Han et al. (2004) and Campos et al. (2008) list species of higher
plants that present germination inhibition in contact with lichen
extracts, which indicates a dependence of the species exposed to
the extracts. The effects of the allelochemicals in different
physiological processes are either directly dependent on the
concentration or stimulation at low concentrations and inhibition
at higher concentrations is expected (Reigosa et al., 1999). More-
over, the allelopathic effect does not affect germinability (the final



Fig. 4. Lactuca sativa seedlings submitted to organic extracts of Cladonia verticillaris

(5.0 g.dm�3). (A) Control. (B) Acetone extract treatment on seedlings for 3 day. (C)

and (D) Acetone extract treatment on seedlings for 7 day. (E) Chloroform extract

treatment on seedlings for 7 day. (F) Ether extract treatment on seedlings for 7 day.

Fig. 5. Mean values of dry mass of L. sativa seedlings germinated in different C.

verticillaris extracts at five concentrations and evaluated 7 day after germination.

Means followed by the same letter are do not differ from each another by the

Tukey test (po0.05), means 7SE, n¼4.
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percentage of germination), rather it affects the germination rate,
provoking alterations in the germination distribution curve,
extending the curve over a longer period (Ferreira and Áquila,
2000; Young and Bush, 2009). Alterations in the germination
curve could indicate interferences in the metabolic reactions that
culminate in germination (Labouriau, 1983).

Regarding the growth of seedlings immediately after germina-
tion, not all allelochemical substances are inhibitors, they can be
stimulants, like mineral nutrients, organic acids, carbohydrates
and growth regulators (Tukey Junior, 1969). In studies involving
higher plants, it has been observed that allelochemicals that
naturally occur in Eurycoma longifolia, Brucea spp, Quassia indica,
Castela spp and Ailanthus spp, are also phytotoxic and reduce
L. sativa root growth (Dayan et al., 2000). Lichen-derived sub-
stances possessing direct toxic effects on higher plants have also
been observed (Lechowski et al., 2006). Romagni et al. (2004)
reported a group analog to lichen anthraquinones that inhibit the
primary root formation of plants.

The damages observed in seedlings formation, root and seed-
ling development are also described by Maraschin-Silva and
Áquila (2006). Under the ether extract treatment, the larger roots
were very fine and fragile, while under chloroform extract
treatment the formation of very small secondary roots occurred,
approximately 50% of which died. Darkening of the root colora-
tion and fragility reveal damage, that indicates the action of toxic
substances in the extracts (Maraschin-Silva and Áquila, 2006).
Under the acetone extract treatment, darkening similar to necro-
sis occurred at the root apex from the onset of the experiment,
while days later, at the apex, the development of very fine roots
and secondary roots occurred. Given the reversibility of the
alteration in coloration, in this case, the tissues could not be
considered necrotic, suggesting the accumulation of phenols.
From the onset of germination, observation revealed deforma-
tions and root curving in the seedlings submitted to extract
concentrations of 5.0 g dm�3. The distinct response to the
extracts occurs because each physiological process has different
responses to determined doses of each specific allelochemical
(Cruz-Ortega et al., 1998; Reigosa et al., 1999).

Differential sensitivity to the inhibitors has been reported in
several other studies (Barnes and Putnam, 1987; Peterson
and Harrison, 1991). Generally, observation verified a more
pronounced allelopathic effect on the initial development of a
target plant seedlings when compared to germination, since the
latter process uses the seeds own reserves. This dependency on
the seed reserves means that germination is probably less
susceptible to exogenous factors; moreover, it is possible that
during the process in which the seeds were soaked, many of the
allelochemicals were retained by the protective testa of the seed
and did not penetrate in concentrations significant enough to
interfere in seed expansion.

When analyzed, the extracts revealed the presence of two
compounds. For acetone extract, a high concentration of FUM was
verified (Table 1), together with trace concentrations of PRO, a
hydrolysis of FUM. This result corroborates Pereira (1998), who
emphasized that acetone is a good extractor solvent for lichen
compounds due to its capacity to extract the substances at both
the cortical and medullar level, thus, this solvent is routinely used
in the extraction, isolation and purification of lichen compounds.

FUM and PRO separately can cause inhibition on leaf area
(Fig. 7D), what can be related to photosynthetic alterations.
Although, these compounds are also growth promoters of L. sativa

seedlings (Fig. 7) may be acting as phyto-regulators, modifying
the hormonal balance of these seedlings (data not analyzed).
However, the highest inhibition effects are not explained for FUM
or PTO action separately, but as a synergic action, that emphasizes
the herbicide property, attributed to a combined action of
FUMþPRO or FUMþPROþunidentified substances.

It is likely that the compounds detected by HPLC are respon-
sible for the allelopathic effects observed, or that these, depend-
ing on their concentrations, are acting in synergy with the



Fig. 6. L. sativa seedlings submitted to increasing doses of C. verticillaris organic extracts or to isolated FUM and PRO. (A) and (G), control; (B)–(F): Experiments of growth

under treatment with organic extracts (G–J): Experiments of initial growth under treatment with FUM and PRO. (A): Control In (B): Acetone extract treatment at

1.0 g dm�3. In (C): Ether extract treatment at 0.01 g dm�3. In (D): Ether extract treatment at 0.1 g dm�3. In (E): Acetone extract treatment at 5.0 g dm�3. In (F): Chloroform

extract treatment at 1.0 g dm�3. (G): Control. (H)–(J): Experiments of initial growth under treatment with FUM and PRO. In (H): PRO treatment 0.01 g dm�3. In (I): FUM

treatment 0.01 g dm�3. In (J): FUM treatment 0.1 g dm�3. (Bar: (A–E)¼2 cm; (F–J)¼1 cm).

Table 1
Analysis of extracts from C. verticillaris submitted to high performance liquid

chromatography (HPLC).

Extracts tR
*(min) Area counts

(relative units)
Concentration
(lg mL�1)

Compound

Ether 3.6770.08 831.81 2.39 PRO

Chloroform 3.6570.06 232.79 0.78 PRO

3.9270.1 193.19 2.38 FUM

Acetone 3.6070.08 36,198.152 97.32 PRO

4.0270.08 12.862 0.158 FUM

n Retention time.
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substances verified by TLC. It is possible to hypothesize about the
action of PRO and FUM as responsible for the allelopathic effects
observed when used as isolated compounds or that their effect
were due to the synergistic action with other compounds, or even
more, with other substances not detected by the techniques used
in this work. Einhellig and Rasmussen (1979) argued that a
minimal quantity of individual phenols could become relevant
when their synergistic activity was demonstrated. Remains of
Pinus radiata D. Don and Eucalyptus lobulus Labill inhibited the
growth and development of L. sativa; the allelopathic effect was
principally due to phenolic compounds (Souto et al., 1994). The
extracts used in bioassays for a preliminary diagnosis of allelo-
pathy are mixtures of several substances that can exert additive
or synergistic effects; thus, analysis of the action of each com-
pound in isolation is important.

In a study using pure compounds and acetone extracts of
several Cladonia species on three moss species, complete inhibi-
tion of germination and spore growth was observed and toxicity
was determined to be concentration and pH-dependent (Lawrey,
1995). The pH of the C. verticillaris extracts at a concentration of
5 g dm�3 presented values of 5.0 for the ether extract, 5.5 for
chloroform and pH 6.0 for the acetone extract, which places them
outside the limits prejudicial to the germination and development
of L. sativa (3.0–7.0) (Baskin and Baskin, 1998). This could explain
the non interference of the extracts on L. sativa germination.



Fig. 7. Mean leaf area values (A, D), hypocotyl length (B, E) and root length (C, F) of L. sativa seedlings germinated (A–C), or transferred after germination in water (D–F), to

solutions of FUM and PRO from C. verticillaris at four concentrations. The seedlings were evaluated 7 day after germination. Means followed by the same letter are do not

differ from each another by the Tukey test (po0.05), means 7SE, n¼4.
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Allelochemicals can act in several processes simultaneously,
producing a differentiated response for each one, depending on the
concentration of the compound (Reigosa et al., 1999). The results
obtained when the seeds (Fig. 7A–C) and seedlings (Fig. 7D–F) were
exposed to FUM and PRO demonstrated that these compounds
could be the promoters of the allelopathic effects observed (Figs.
2–6). However, it is likely that these compounds show synergistic
action between each other or other compounds present in C.

verticillaris, given that the crude extracts from this species pre-
sented a reduction in the vigor of L. sativa seedlings diminishing
the germination curve in relation to time (Fig. 1), a result not
observed when submitted to isolated compounds FUM and PRO
(data not presented). It is possible to speculate about the synergis-
tic action of both FUM and PRO in producing the allelopathic effect
of germination reduction (Fig. 2), a result not observed in seedlings
submitted to the isolated compounds FUM or PRO (data not
shown).

The length of seedlings or their roots are the most commonly
used parameters to evaluate the allelopathic effects on develop-
ment and/or growth (Inderjit and Duke, 2003). Regarding these
effects, damage is more common than benefits. The visible effects
of the compounds on the seedlings are only secondary signs of
previous alterations at molecular and cellular levels. These
alterations can be localized, though given that the metabolism
consists of a series of reactions with several feedback controls,
entire routes can be altered, resulting in altered processes
(Ferreira and Áquila, 2000).

The solubility characteristics of lichen compounds remain
unclear, with some evidence of low hydrosolubility (Pereira,1998).
In contrast, results exist showing that certain compounds, including
FUM, are hydrosoluble (Ascaso and Galvan, 1976) and that they
possess antiherbivore (Reutimann and Scheidegger, 1987) and
antineoplastic activity.

Although fumarprotocetraric and protocetraric acids were the
substances showing the greatest quantities in C. verticillaris

(Pereira, 1998), it is possible that they are not responsible for
the severe effects observed: chlorosis, root oxidation, high growth
inhibition (Figs. 4 and 6). It is also possible that they act in
synergy with other compounds, or that these effects are the result
of these unidentified substances. However, given that FUM was
purified from the acetone extract and that this produced accen-
tuated alterations in the growth of L. sativa (Figs. 3 and 5), it can
be inferred that this compound is one of the promoters of the
effects observed, since it was also determined in significant
concentrations in these extracts.

Knowledge concerning allelochemicals will permit the devel-
opment of new strategies in research concerning natural herbi-
cide models that are more specific and less prejudicial to the
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environment than the synthetic herbicides currently applied to
crops (Haig et al., 2009). Thus, extracts of C. verticillaris could turn
out to be bioherbicides used in pest biocontrol programs.
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