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Resumo

SILVA, Tuane Araldi. Desempenho fisiologico de sementes e metabolismo
antioxidante de plantulas de alface e de trigo sob acdo dos extratos aquosos
de buva e de azevém. 2015.80f.Dissertacdo (Mestre em Ciéncias) — Programa de
Po6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Fisiologia de Sementes - UFPel,
nos anos de 2012 a 2014 e objetivaram avaliar o efeito de diferentes concentracdes
de extratos vegetais sobre aspectos fisiolégicos de sementes e plantulas de alface e
trigo. Nos capitulos 1 e 2 foram utilizados extratos de folhas de buva (Conyza
bonariensis) e azevém (Lolium multiflorum)nas concentracdes 0; 2; 4; 6 e 8% e como
espécie alvo foram utilizadas sementes de alface. No capitulo 3, a espécie alvo foi
trigo e o extrato aquoso utilizado foi de folhas de Lolium multiflorum nas
concentractes 0; 2; 4; 6 e 8%. Foram avaliados a germinacéo, a primeira contagem
de germinacdo, o indice de velocidade de germinacdo, o comprimento de parte
aérea e de raiz primaria, a massa seca total de plantulas, a condutividade elétrica, a
atividade das enzimas superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbarto-
peroxidase (APX), peroxidacdo lipidica, perdxido de hidrogénio, emergéncia de
plantulas, area foliar, comprimento de parte aérea e de raiz e massa seca total das
plantulas emergidas. No capitulo 1, verificou-se que as maiores concentracdes do
extrato aquoso de buva proporcionaram maior inibicdo da germinacdo e do
crescimento inicial de plantulas de alface. Houve aumento da condutividade elétrica
em sementes de alface, niveis de peroxido de hidrogénio, da peroxidacéao lipidica e
atividade das enzimas superoxido-dismutase, catalase, ascorbato-peroxidase. No
capitulo 2 verificou-se que o0 extrato aquoso de folhas de azevém afetou
negativamente a primeira contagem de germinacdo, o indice de velocidade de
germinacao e o crescimento de plantulas de alface. O aumento da concentracdo do
extrato proporcionou a elevagdo na atividade das enzimas antioxidantes, sendo
resultados mais pronunciados, observados nas concentracdes de 6 e 8%. No
capitulo 3, o indice de velocidade de germinagédo de sementes de trigo foi reduzido
de forma marcante na concentracdo 8% do extrato de azevém. As concentracdes
mais altas do extrato resultaram nos maiores teores de perdxido de hidrogénio,
peroxidacao lipidica e atividades das enzimas superoxido-dismutase, catalase e
ascorbato-peroxidase.

Palavras chave: Asteraceae; poaceae; alelopatia; qualidade fisiolégica; enzimas
antioxidantes.



Abstract

SILVA, Tuane Araldi. Physiological performance of seeds and antioxidant
metabolism of lettuce seedlings and wheat under the action of aqueous
extracts of horseweed and ryegrass. 2015.80f. Dissertation (Master of Science)-
Program in Science and Technology of Seeds, Faculty of Agronomy Eliseu Maciel,
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2015.

The works was carried out at the Seed Laboratory of Physiology - UFPel in the years
2012 to 2014 and aimed to evaluate the effect of different concentrations of plant
extracts on physiological aspects of seeds and lettuce and wheat seedlings. In
chapters 1 and 2 leaf extracts were used horseweed (Conyza bonariensis) and
ryegrass (Lolium multiflorum) at concentrations of 0; 2; 4; 6 to 8% as the target
species and lettuce seeds were used. In Chapter 3, the target species was wheat
and the aqueous extract was of Lolium multiflorum leaves at concentrations of O; 2; 4;
6 to 8%. We evaluated the germination, the first count, the germination rate index,
shoot length and primary root, total seedling dry weight, electrical conductivity, the
activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbarto-peroxidase
(APX), lipid peroxidation, hydrogen peroxide, seedling emergence, leaf area, shoot
and root length and total dry mass of emerged seedlings. In Chapter 1, it was found
that higher concentrations of the aqueous extract showed higher horseweed
inhibition of germination and initial growth of lettuce seedlings. There was an
increase of the electrical conductivity lettuce seeds, hydrogen peroxide levels, lipid
peroxidation and activity of superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase. In
Chapter 2 it was found that the aqueous extract of ryegrass leaves negatively
affected the first count, the germination speed index and the growth of lettuce
seedlings. The increase of the extract concentration resulted in higher in antioxidant
enzyme activity, being more pronounced results observed at concentrations of 6 to
8%. In Chapter 3, the wheat seed germination speed was reduced markedly in
concentration 8% of ryegrass extract. Higher concentrations of the extract produced
the highest yields of hydrogen peroxide, lipid peroxidation and activities of
superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase.

Keywords: Asteraceae; poaceae; allelopathy; physiological quality; antioxidant
enzymes.
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1. Introducédo Geral

O termo alelopatia, derivado do grego allelon “de um para outro” e pathds que
significa “sofrer’, foi mencionado pela primeira vez pelo cientista alemao Hans
Molisch no ano de 1937 (RICE, 1984). Observacdes sobre alelopatia foram
efetuadas ha 2.000 anos, sendo que ocorréncias ja tinham sido registradas na
década de 1920 (RICE, 1984; PUTNAM & TANG, 1986). Contudo, somente em
1984, o Inglés Elroy L. Rice chamou a atencdo para o fendmeno, definindo a
alelopatia como, o efeito de uma planta ou de microrganismos sobre outra planta,
sendo os efeitos, resultado da liberacdo de compostos quimicos inibitérios ou
estimulantes para o ambiente.

Os compostos envolvidos na interferéncia alelopatica sdo denominados
compostos alelopaticos, aleloquimicos ou ainda fitotoxinas. Esse processo pode
ocorrer de forma intraespecifica por autotoxidade, na qual, a planta sintetiza
compostos quimicos que irdo prejudicar ou promover a germinacdo e/ou o
desenvolvimento da propria espécie. Além disso, pode ocorrer de forma
interespecifica por heterotoxidade, quando a relacdo ocorre entre individuos de
espécies diferentes (ZENG et al., 2010). Considerando a autotoxidade e a
heterotoxidade, a planta que libera compostos alelopaticos é definida como
produtora ou planta doadora, e aquela afetada é chamada de planta alvo (CHON,
2006; FERREIRA & BORGHETTI, 2004).

A maioria das substancias com efeitos alelopaticos se constitui de metabdlitos
secundarios, que por sua vez, sao originados das rotas do acetato e/ou chiquimato
(REIGOSA et al., 2005). A producdo de compostos secundarios, em determinadas
situacOes representa forma de defesa a determinada condicdo de meio ambiente,
sendo os mecanismos de protecdo envolvidos, adquiridos durante o processo de
evolugcédo e sob a influéncia direta ou indireta de outras plantas (TAIZ & ZEIGER,
2013).

Os metabdlitos secundarios sdo de grande importancia na autodefesa
vegetal, sendo que, diversas substancias apontadas como alelopaticas sdo também

relacionadas as funcbes de protecdo ao ataque de pragas (MACIAS et al., 2007;
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CIPOLLINI et al., 2012). Estas substancias podem atuar como uma maneira de
comunicacdo entre diferentes processos relacionados ao crescimento e ao
desenvolvimento das plantas, permitindo diferenciar organismos que lhes sao
prejudiciais, benéficos ou indiferentes (DURIGAN & ALMEIDA, 1993).

Os metabdlitos secundarios sdo divididos em terpenos, componentes
contendo nitrogénio e compostos fendlicos (VIZZOTTO et al., 2010). Atualmente séo
conhecidos aproximadamente 35.000 compostos do grupo dos terpenos (PAVARINI
et al., 2012), que apresentam toxidez a insetos, herbivoros e a mamiferos (JUNIOR,
2003; VEITCH et al.,, 2008), aproximadamente 15.000 compostos contendo
nitrogénio (DEVIKA & KOILPILLAI, 2012), e 10.000 compostos fendlicos, entre
estes, muitos relacionados a defesa contra patégenos (TAIZ & ZEIGER, 2013).

Entre as principais fontes de aleloguimicos destacam-se restos vegetais em
decomposicdo. Durante este processo ocorre a perda da integridade da membrana
celular e a liberacdo de compostos que resultam em toxicidade aos organismos que
estejam proximos (REIGOSA et al., 2005; MARASCHIN-SILVA & AQUILA, 2006).
Fatores ambientais como temperatura e condi¢des hidricas, influenciam na liberacéo
de tais compostos (GATTI, 2004).

A sintese dos aleloquimicos pode ocorrer em diferentes 6rgaos do vegetal,
como folhas, caules, raizes, flores, frutos, colmos, cascas, sementes e graos de
polen (SOUZA FILHO et al., 2011). A concentracdo e a qualidade destes compostos
podem ser modificadas, conforme o local de sintese, o estadio de desenvolvimento,
a sazonalidade, a condicdo edafoclimatica de cultivo, a idade da planta, com a
espécie ou dentro da prépria espécie (FERREIRA & AQUILA, 2000; GOBBO-NETTO
& LOPES, 2007; FURLAN et al., 2014).

A influéncia de fatores como a radiacdo ultravioleta e ataque de pragas,
causam alteracdes na producdo dos aleloquimicos (EINHELLIG, 1996). A acdo do
aleloguimico é pouco caracteristica, sendo que cada substancia pode apresentar
diferentes funcdes, segundo sua concentracdo, translocacdo, detoxificacdo e
composicédo quimica (ALMEIDA, 1988). E de conhecimento que os aleloquimicos
podem ser liberados para o ambiente por lixiviacdo das superficies do vegetal pela
chuva, orvalho e neblina; por volatilizacdo através das partes aéreas da planta, ou
ainda, por exsudacgdo através das raizes (GLIESSMAN, 2000; CIPOLLINI et al.,
2012).
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Modificagbes ou até mesmo inibicbes nos padrbes de crescimento ou de
desenvolvimento de organismos podem ocorrer pela acdo dos aleloquimicos
(SEIGLER, 1996). Compostos quimicos sintetizados pela planta doadora podem
afetar a germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas da espécie receptora
(WANDSCHEER & PASTORINI, 2008). Isto porque, podem interferir em estruturas
citologicas e ultraestruturais (FERREIRA & AQUILA, 2000), na concentra¢do e
balanco hormonal e na estrutura e permeabilidade da membrana plasmatica e na
absorcdo e assimilacdo de nutrientes (SINGH et al., 2009); no movimento dos
estbmatos; na sintese de pigmentos e fotossintese e no metabolismo de lipidios.
Além destes, na respiracdo e na sintese de proteinas (TEERARAK et al., 2010); na
atividade enzimética, nas rela¢gdes hidricas e na inducédo de alteracbes em nivel de
DNA e RNA (SANTOS et al., 2010).

Extratos vegetais podem exercer acdo alelopética, inibindo ou reduzindo a
germinacao, a velocidade de germinacédo e o crescimento inicial, como resposta de
efeitos primarios que ocorrem no processo metabdlico das plantas (FERREIRA &
BORGHETTI, 2004; PEDROL et al., 2006; BLANCO, 2007). O potencial alelopatico
tem sido avaliado através da aplicacdo de extratos bruto, aquoso, alcodlico,
hidroalcoolico, etandlico e também através de 6leos essenciais, derivados tanto de
plantas cultivadas quanto de medicinais. Para a avaliacdo da resposta ao composto,
tem sido utilizada sementes e plantulas de outras espécies e/ou da propria espécie
(HOFFMANN et al., 2007).

A resisténcia ou tolerancia aos metabolitos secundarios deve ser testada em
plantas indicadoras de atividade alelopética, as quais, devem apresentar germinacao
rapida e uniforme, além de elevada sensibilidade ao composto quimico sob baixas
concentragbes (CARVALHO et al., 2014). As espécies comumente utilizadas como
indicadoras sdo a alface (Lactuca sativa), o tomate (Lycopersicon esculentum) e o
pepino (Cucumis sativus) (CIPRIANI et al., 2014).

Para a elaboracdo dos extratos utilizados em experimentos alelopaticos, se
deve priorizar a utilizacdo da agua como solvente, a semelhanca do que ocorre na
natureza (INDERJIT & DAKSHINI, 1995). Nestes ensaios, devem ser determinados
0 pH e o potencial osmaético dos extratos. Isto porque, valores extremos desses dois
parametros fisico-quimicos, podem afetar negativamente a germinagcdo e o
crescimento inicial de plantulas, potencializando o efeito toxico do extrato
(FERREIRA & AQUILA, 2000; ASTARITA et al.,1996).
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Diversos trabalhos tém demonstrado o potencial alelopatico proporcionado
por compostos toxicos presentes em extratos vegetais. A condicdo de toxicidez
causada pelo extrato resulta na ocorréncia de plantulas anormais e em necrose da
raiz primaria (FERREIRA & AQUILA, 2000). Extratos de cascas e folhas maduras de
Blepharocalyx salicifolius apresentam efeitos fitotoxicos sobre o crescimento inicial
de Echinochloa crusgalli e Euphorbia heterophylla (HABERMANN, et al., 2015) O.
extrato aquoso de folhas de Araucaria angustifolia inibe a germinacéo, a velocidade
de germinacgao e o crescimento inicial de Lactuca sativa (SILVEIRA et al., 2014).

Extratos de folhas de Onopordum acanthium inibem o crescimento de
coleoptilos de trigo (WATANABE et al., 2014). O extrato de Convolvulus arvensis
apresenta efeito altamente tdéxico a germinacdo de sementes de Cicer arietinum
(KHAN & KHAN, 2015). O extrato vegetal do Hibiscus cannabinus reduz a
germinacdo das sementes de Amaranthus retroflexus, Solanum lycopersicum,
Cucumis sativus e Lolium multifiorum (WEBBER et al., 2015). Em estudo realizado
com extrato de Thuja orientalis é observada reducdo drastica da germinacdo, do
vigor e do crescimento das plantulas de Sinapis arvensis, Phalaris paradoxa e
Lolium rigidum (ISMAIL et al., 2015).

As folhas de Sauveolens hyptis, Ricinus communis, Alternanthera sessilis e
Malachra capitataquando utilizadas para a elaboracdo de extratos aquosos na
concentracéo de 5% reduzem a porcentagem de germinacgéo, a massa das plantulas
de sementes germinadas, o comprimento radicular e o indice de velocidade de
germinacao de sementes de Vigna radiata (JOSHI et al., 2015). O extrato aquoso de
folhas de Parthenium hysterophorus reduz drasticamente a germinagao de sementes
de Cyamopsis tetragonoloba e promove a reducdo no comprimento da raiz (KUMAR
et al., 2015). Efeitos alelopaticos inibitérios de extratos aquosos da inflorescéncia de
Parthenium hysterophorus foram observados sobre a germinagao e crescimento da
parte aérea e de raizes de plantulas de Zea mays e Sorghum bicolor (NETSERE,
2015).

Extratos a base de acicula verde de Pinus elliottii reduz germinacéo,
velocidade média de germinacdo e comprimento da parte aérea e raizes das
plantulas de Lactuca sativa, Bidens pilosa e Zea mays, o efeito redutor aumenta
conforme aumenta a concentragcdo (SARTOR et al.,, 2015). Extrato aquoso e
alcodlico de Palicourea rigida em concentracbes de 10% e 20% reduzem a

velocidade de germinacéo e o comprimento de parte aérea e de raizes de plantulas
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de alface (OLIVEIRA et al., 2014). Extratos foliares da &rvore Pittosporum
undulatum, apresenta efeito inibitério na germinacdo de Echinochloa crusgalli
(CARPANEZZI & GUALTIERI, 2014). Extratos aquosos de feijao-de-porco e feijao-
de-porco + aveia preta, na concentracédo de 5%, proporcionam reducao na qualidade
fisiolégica de sementes de Lactuca sativa (CARVALHO et al., 2014).

Entre as plantas da familia Asteraceae, muitas sdo consideradas medicinais,
pela presenca de lactonas sesquiterpénicas, monoterpenos, alcaldides, compostos
fenolicos e poliacetilénicos (SIMOES, 2004). As lactonas sesquiterpénicas sdo um
grupo de metabdlitos secundarios de plantas, que ocorrem em larga escala, sendo
gue mais de 4.000 lactonas sesquiterpénicas foram identificadas na familia
Asteraceae (MAGIERO et al., 2009). Em trabalho realizado com extrato aquoso de
plantas de Conyza canadenses, observaram a reducdo da germinacdo de sementes
de Sorghum bicolor, Cucumis sativus, Brassica napus, e Brassica nigri (GAO et al.,
2009). Wang et al. (2010), verificaram que o extrato aquoso de Conyza sumatrensis
apresenta efeito inibitorio sobre a germinacdo de sementes, sendo que quanto maior
a concentragdo do extrato menor a germinacao.

A espécie Conyza bonariensis (L.) Cronquist, pertence a Familia Asteraceae e
pode apresentar efeito alelopatico sobre outras espécies. E conhecida popularmente
como buva e origindria da América do Sul, ocorrendo no Uruguai, Argentina,
Paraguai e nas regides brasileiras do sul, sudeste e centro-oeste (LORENZI &
MATOS, 2000). Essa planta é utilizada como medicinal para tratamentos de
diferentes enfermidades e também como antisséptico (ASONGALEM et al., 2004).
Em lavouras comerciais de cultivos agricolas, a buva € considerada planta daninha
de dificil controle, devido a sua resisténcia frente a acdo de alguns herbicidas
(PYON et al., 2004).

Algumas plantas da familia Poaceae também apresentam acdo inibitoria
sobre outras. A espécie Lolium multifflorum Lamark é originaria da regiao
mediterranea (MONTEIRO et al., 1996) e conhecida popularmente como azevém,
sendo bastante utilizada no estado do Rio Grande do Sul como pastagem de inverno
(PUPO, 2002). Entretanto, na regidao Sul do Brasil, também é espécie considerada
planta daninha nas culturas do Triticum aestivum, Zea mays, Glycine maxe em
pomares de Malus domesticas (ROMAN et al., 2004; VARGAS et al., 2004). Em
pesquisa realizada por Naqvi (1972), verificou-se o efeito alelopatico do azevém no

crescimento de plantas de Avena sativa, Bromus unioloides e Trifolium repens,
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sendo suas conclusbes embasadas em atributos germinativos e de crescimento
inicial de plantulas. Extratos de raiz de Lolium multiflorum inibiram a germinacéo e o
crescimento de plantulas de Galium aparine, sendo que quanto maior a
concentracéo do extrato maior a inibicdo causada nesses parametros (DONG et al.,
2013).

A grande maioria das pesquisas tem abrangido a qualificacdo e quantificacao
de aleloquimicos, ou ainda, a avaliagcdo dos impactos destes compostos sobre a
germinacao de sementes ou sob algum aspecto que diz respeito ao crescimento das
plantulas ou plantas (ZENG et al., 2010). No entanto, 0S processos que ocorrem a
nivel celular, motivados pelos impactos da alteracdo do desenvolvimento vegetal
(RICE, 1984), sdo pouco considerados. Torna-se importante a observacdo da acao
desses compostos sobre as principais funcfes e respostas fisiolégicas do gendétipo
nas diferentes fases do desenvolvimento (AUMONDE et al., 2012). Pesquisas com
tal foco permitem avaliar de forma mais contundente, o efeito dos aleloquimicos
sobre 0 desempenho vegetal.

Durante o desenvolvimento do vegetal, em resposta aos estresses bidtico ou
abidtico ocorre a producéo de espécies reativas de oxigénio (JALEEL et al., 2007).
Espécies reativas de oxigénio podem ter origem no metabolismo aerébico e
fotossintético e se constituem em componentes de vias de sinalizacdo. Contudo, ao
se acumularem nos tecidos vegetais refletem na peroxidacdo de lipidios,
degradacdo de membranas celulares e morte celular (PACHECO et al., 2007). As
principais espécies reativas de oxigénio sdo o radical hidroxila (HO®), o anion
superoxido (O2°7) e o peroxido de hidrogénio (H202) (BAILEY-SERRES & PEREIRA,
2010).

O sistema antioxidante enzimatico € importante na defesa da planta contra
fatores bidticos ou abidticos. As plantas possuem mecanismos de defesa para a
detoxificagcdo de espécies reativas de oxigénio, os quais envolvem a acdo das
enzimas onde superéxido-dismutase (SOD), ascorbato-peroxidase (APX) e catalase
(CAT) (APEL & HIRT, 2004). As enzimas do metabolismo antioxidante como a
superéxido-dismutase, a peroxidase e a catalase, sdo responsaveis pela remocéao
de radicais livres formados em tecidos vegetais sob condi¢cbes de estresse (MUNIZ
et al., 2007; GILL & TUTEJA, 2010). Autores tém descrito que a acdo de
determinados aleloquimicos aumenta a atividade destas enzimas (SAMAJ et al.,
2004; CRUZ-ORTEGA et al., 2007). Segundo Cruz-Ortega et al. (2002), o lixiviado
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aquoso de Callicarpa acuminata inibe o crescimento radicular de Lycopersicum
esculentum e aumenta a atividade da enzima catalase em raizes de tomateiro e de
feijao.

Em trabalho realizado por Abenavoli et al. (2003), visando avaliar o efeito do
aleloquimico cumarina em Daucus carota, 0s autores observaram que a presenca de
tal aleloquimico estimula a producdo de glutamina sintetase, glutamato
desidrogenase e a atividade da fosfoenolpiruvato-carboxilase; por outro lado, a
malato-desidrogenase é inibida. Alguns exsudatos e o extrato fendlico de raiz de
pepino mostraram efeito autotoxico sobre as raizes da mesma espécie; reduziram a
permeabilidade dos estbmatos, a transpiracao foliar e fotossintese, a atividade das
enzimas peroxidase e superoxido-dismutase em raizes (YU et al., 2003).

A cumarina aplicada em Triticum turgidum tem efeito inibitério na germinacao
de sementes conforme a concentracdo do aleloquimico, retardando a reativacao de
peroxidases e aumentando a atividade da enzima superoxido-dismutase
(ABENAVOLI et al.,, 2006). Prasad & Subhashini (1994), verificaram que o
aleloquimico mimosina, presente em folhas e raizes de arroz, reprime a expressao
de isoformas da peroxidase. Singh et al. (2002) relatam que lactonas
sesquiterpénicas inibem a germinagcao de sementes de Zea mays.

O atributo fisiologico de sementes mais utilizado para a avaliacdo do efeito
alelopatico de um extrato vegetal € a germinacdo. Este atributo da qualidade da
semente pode ser definido como a soma de processos fisicos e fisiolégicos que
iniciam com a hidratagdo da semente e terminam com a protrusdo da radicula
(PESKE et al. 2012). Neste processo de retomada do crescimento, ocorre a ativacao
das enzimas alfa-amilase e beta-amilase, inicia a respiracdo e a hidrolise das
reservas, visando o fornecimento de energia e esqueletos carbonicos para o
embrido (FERREIRA & BORGHETTI, 2004; MARCOS FILHO, 2005).

Além da germinagdo, compostos quimicos presentes em extratos vegetais
podem afetar o vigor da semente. O vigor engloba a quantidade de energia que uma
semente apresenta para realizar as funcdes do processo germinativo (PESKE et al.,
2012) e normalmente permite avaliar de forma indireta as primeiras altera¢cdes nos
processos bioquimicos associados a deterioragdo (CARVALHO, 2002).

O vigor pode ser avaliado pelo teste de condutividade elétrica, o qual possui
relacdo com a integridade do sistema de membranas celulares, ou ainda, pela

emergéncia de plantulas em substrato (MARCOS FILHO et al.,1987). Em sementes
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deterioradas e/ou expostas a algum tipo de estresse, ha perda na integridade dos
sistemas de membranas, reduzindo a seletividade (PESKE et al., 2012). Em
complementacdo, a avaliacdo do crescimento de plantulas € importante na
determinacao do potencial alelopatico do extrato.

Neste contexto, estudos alelopaticos envolvendo as espécies C. bonariensis e
L. multiflorum séo passiveis de maiores pesquisas, por ocorrerem no Estado do Rio
Grande do Sul e apresentarem possivel influéncia no desempenho fisioldgico de
sementes e de plantulas de outras espécies cultivadas, constituindo-se assim, em
problema para o setor agricola. Nestas espécies, estudos envolvendo a associacdo
entre avaliacfes rotineiras da qualidade da sementes e alteracfes fisiolégicas em
nivel celular como a sintese e a degradacdo de compostos toxicos, assumem
importancia, por possibilitarem a melhor compreenséo do efeito do extrato sobre a
semente e suas respectivas plantulas.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito alelopéatico dos extratos
de buva (Conyza bonariensis) e de azevém (Lolium multiflorum) sobre sementes e

plantulas de alface (Lactuca sativa L.) e de trigo (Triticum aestivum L.).



2. Capitulo 1

Respostas fisiologicas de sementes e plantulas de alface expostas a

acdo do extrato de Conyza bonariensis (L) Cronquist

2.1 Introducéo

A espécie Conyza bonariensis (L) Cronquist pertencente a familia Asteraceae,
€ uma planta autégama originaria da Ameérica do Sul (KISSMAN & GROTH, 1999),
popularmente conhecida como buva. Possui ciclo anual e caracteriza-se por ser
muito prolifera, podendo produzir mais de 200 mil sementes viaveis em uma Unica
planta (BHOWMIK & BEKECH, 1993); forma infestacdo densa e possui boa
adaptabilidade ao sistema de semeadura direta ou de cultivo minimo (LAMEGO et
al., 2013), apresentando resisténcia ao herbicida glyphosate (PAULA et al., 2011).

Os aleloquimicos presentes em extratos de origem vegetal podem inibir ou
estimular a germinacdo e o crescimento inicial de outras espécies (MACIAS et al.,
2007), ao danificarem ou inativarem vias do sistema metabdlico. Estes compostos
fitotoxicos podem alterar a fluidez da bicamada fosfolipidica do sistema de
membranas celulares, ocasionar alteracbes em nivel hormonal e fotossintético ou
ainda acarretar acumulo de espécies reativas de oxigénio (CHOU, 2006; PANDA &
KHAN, 2009).

Em condicbes de estresse as plantas tendem a desenvolver respostas
morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas, por meio de varios metabdlitos secundarios
(OMEZZINE et al., 2014a). AlteragBes em nivel metabdlico que estéo relacionadas a
modificagcdo da atividade enzimética antioxidante como da catalase, superoxido-
dismutase e ascorbato-peroxidase, em plantas sob acédo do aleloquimico, constituem
tentativa de sobrevivéncia a nova condicdo de meio ambiente e estdo relacionadas
ao mecanismo de autodefesa vegetal (FORMAN et al., 2010; OMEZZINE et al.,
2014a).

Estudos tém demonstrado o potencial alelopatico de plantas daninhas e
fornecido evidéncias convincentes de que a alelopatia € um importante componente
do seu sucesso competitivo (CIPOLLINI et al.,, 2008; INDERJIT et al., 2008;
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THORPE et al., 2009; CHAPLA & CAMPOS, 2010; PISULA & MEINERS, 2010).
Contudo, embora a espécie C. bonariensis represente problema para a
produtividade agricola, as alteracOes fisiologicas ocasionadas por possiveis efeitos
alelopéticos desta espécie ainda sdo pouco conhecidas.

Este trabalho objetivou avaliar a influéncia de concentragdes do extrato de C.
bonariensis sobre o desempenho fisiolégico de sementes e no metabolismo

antioxidativo de plantulas de alface.

2.2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia de Sementes do
Departamento de Fitotecnia, Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Sementes da Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, campus Capéo do Leédo, RS, Brasil.

O material vegetal empregado para a elaboracdo do extrato aquoso foram
folhas de buva. A coleta das folhas foi realizada na segunda quinzena do més de
agosto, no ano de 2013, na regido do planalto médio do Estado do Rio Grande do
Sul, na cidade de Santa Barbara do Sul, sob coordenadas geograficas de latitude
28°22°09S, longitude 53°14°46”"W e altitude 511m. O clima regional € subtropical
umido, tipo Cfa, com precipitacao total anual de 1.727mm, sendo janeiro 0 més mais
guente, com maxima normal de 30°C, e julho 0 més mais frio, com minima normal de
8,6°C. O solo é classificado como latossolo vermelho distréfico tipico de textura
média (BERG & KLAMT, 1997).

As plantas estavam em estadio de desenvolvimento vegetativo de 12 a 14
folhas, no momento de coleta, a qual foi realizada no periodo da manh&, entre nove
e dez horas. Foram utilizadas folhas provenientes do terco médio das plantas,
procedeu-se uma pré-secagem a sombra, durante oito horas. Depois disso, as
folhas foram acondicionadas em papel Kraft e transportadas para o laboratério de
Fisiologia de Sementes, onde as foram previamente lavadas em agua destilada,
secas em papel toalha e desidratadas a temperatura de 40°C, até massa constante.
Em seguida, foram trituradas em moinho de facas tipo Willey, com peneira de malha
0,8mm, acondicionadas em sacos de papel Kraft, e mantidos em ambiente frio e
seco (15°C e 40% de UR).
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Os tratamentos foram as concentracdes de 0; 2; 4; 6 e 8% do extrato, sendo
para tal, utilizados 0; 20; 40; 60 e 80 gramas de folhas trituradas de buva,
respectivamente, em uma relagcdo m/v entre material vegetal e 4gua deionizada.

Ao material seco e triturado, foi adicionado 1 litro de agua deionizada a
temperatura 100°C e mantido sob agitacdo constante por 30 minutos.
Posteriormente, submetido a filtracdo a vacuo e o filtrado armazenado em frascos
ambar, sob refrigeracéo (10°C).

Os extratos das diferentes concentracdes tiveram o pH e o potencial osmético
determinados. O pH atingiu os valores de 7,02 e 7,8, enquanto que, o potencial
osmético de -0,4.10* (concentracdo 0%) e -1,93.10* MPa (concentracéo 8%). O pH
foi determinado por pHmetro digital de bancada da marca Digimed®, modelo DM-22
e o0 potencial osmatico foi calculado segundo efetuado por Khaliget et al. (2013).

Os efeitos das concentracBes do extrato sobre o desempenho fisioldgico de
sementes de alface e o metabolismo antioxidativo de plantulas foram determinados
a partir das seguintes avaliacdes, sobre sementes de alface:

Teste de germinacao (%): conduzido por meio de quatro amostras com
guatro subamostras de 50 sementes, semeadas em caixas tipo gerbox, sobre duas
folhas de papel mata-borrdo umedecidas na proporcado de 2,5 vezes a massa do
papel seco, com as diferentes concentracdes do extrato. Posteriormente, as caixas
foram transferidas para camara de germinacéao tipo BOD a 20°C e periodo luminoso
de 12 horas. As avaliacGes foram efetuadas aos sete dias apds a semeadura e 0s
resultados foram resultados expressos em porcentagem de plantulas normais
(BRASIL, 20009).

Primeira contagem da germinacdo (%): realizada aos quatro dias apos a
semeadura, conjuntamente ao teste de germinacdo. Os resultados foram expressos
em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

indice de velocidade de germinac&o (IVG): obtido a partir de contagens
diarias das sementes germinadas, com protrusédo radicular minima de 3 a 4mm. As
contagens foram realizadas até a estabilizacdo da germinacéo e o céalculo do indice
de velocidade de germinagao determinado conforme equacéo de Maguire (1962).

Condutividade elétrica: conduzida de acordo com metodologia proposta por
Krzyzanowski et al. (1991), em quatro subamostras de 50 sementes. A massa das
sementes foi previamente aferida, sendo as mesmas, submetidas posteriormente a

embebicdo nas diferentes concentracbes do extrato, pelo periodo de uma hora.
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Apo6s o periodo de embebicdo, as sementes foram lavadas com agua destilada e
transferidas para recipientes contendo 80mL de agua deionizada, sendo mantidas
em BOD, a temperatura constante de 20°C. A condutividade elétrica foi determinada
apos 3; 6 e 24 horas de embebicdo em &gua deionizada e os resultados foram
expressos em uS cm? g* de semente.

Emergéncia de plantulas em casa de vegetacgao: o teste foi conduzido em
guatro subamostras de 50 sementes. A semeadura foi efetuada em bandejas de
poliestireno expandido de duzentas células, contendo como substrato areia lavada
de granulometria média. Para isso, as sementes foram previamente colocadas entre
trés folhas de papel germitest umedecido com agua destilada na proporcéo a 2,5
vezes a massa do papel seco, pelo periodo de cinco minutos, objetivando evitar
danos por embebicdo. Em seguida, as sementes foram embebidas nas diferentes
concentragbes do extrato por uma hora e semeadas. Vinte e um dias apds a
semeadura foi realizada a contagem final do nimero de plantulas emergidas, sendo
0s resultados expressos em porcentagem.

Comprimento de parte aérea e de raiz primaria de plantulas: foram
utilizadas quatro subamostras de 10 plantulas, ao final do teste de germinacédo e de
emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo. O comprimento de parte aérea foi
obtido pela distancia entre a insercdo da porcédo basal da raiz primaria ao apice da
parte aérea. O comprimento da raiz primaria foi determinado pela distancia entre sua
parte apical e basal. Os resultados foram expressos em centimetros por plantula.

Massa seca total de plantulas: obtida a partir da massa de quatro
subamostras de 10 plantulas, ao final do teste de germinacdo e de emergéncia em
casa de vegetacdo. As plantulas foram acondicionadas em envelopes de papel
pardo e submetidas a secagem em estufa de ventilacao forcada a temperatura de
70°C, até massa constante. Os resultados foram expressos em gramas por plantula.

Contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) e peroxidacdo lipidica: foram
determinados a partir de amostras da massa fresca total provenientes do tecido
vegetal, coletado de plantulas ao final do teste de germinacéo.

Aproximadamente 0,2g de amostra de tecido fresco foram maceradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%
e 0 homogenato foi centrifugado a 13.000g, durante 20 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante utilizado para determinar o conteddo de H202 e malondialdeido

(MDA). Em tubos de ensaio, contendo 0,7mL de tampéo fosfato de potassio 10mM
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(pH 7,00 e 1mL de iodeto de potassio 1M, foram adicionados 0,3mL do
sobrenadante, sendo incubados por 10 minutos a 30°C. Os niveis de peréxido de
hidrogénio foram determinados de acordo com Velikova et al. (2000) e a
concentracdo de H202 expressa em pmol de H202 g de massa fresca.

A peroxidagdo lipidica foi obtida via acumulo de malondialdeido (MDA) e
determinada por metodologia descrita por Cakmak & Horst (1991). Em tubos de
ensaio contendo 0,3mL do sobrenadante foram adicionados 1,7mL do meio de
reacdo de acido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 10% (p/v). E, em seguida o
mesmo foi incubado a 90°C, por 20 minutos. A reacao foi paralisada por resfriamento
rapido em gelo e apds, centrifugada a 10.000g durante cinco minutos, a 4°C. A
absorbéancia do sobrenadante foi determinada em espectrofotdmetro a 535 e 600nm
e a quantidade de complexos MDA-TBA (pigmento vermelho) foi calculada a partir
do coeficiente de extingdo molar (¢ = 155 x 103 M* cm™). Os resultados foram
expressos em pmol gt MF.

Atividade das enzimas antioxidantes: avaliada em tecido vegetal fresco,
proveniente de plantulas obtidas ao final do teste de germinagcao. Aproximadamente
0,2g de tecido vegetal foram maceradas em gral com pistilo e nitrogénio liquido,
contendo polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 20% e homogeneizados em 1,8mL de
tampdo fosfato de potassio 100mM (pH 7,8) contendo EDTA 0,1mM e acido
ascorbico 20mM. O extrato foi centrifugado a 13.000g pelo periodo de 20 minutos a
temperatura de 4°C e o sobrenadante foi utilizado para mensurar a atividade
enzimatica.

Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi avaliada
pela capacidade da enzima inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) a
560nm, em meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50mM (pH 7,8),
metionina 14mM, EDTA 0,1uM, NBT 75uM e riboflavina 2uM (GIANNOPOLITIS &
RIES, 1997). Os resultados foram expressos em U g* MF.

Catalase (CAT - EC 1.11.1.6): determinada pela decomposicdo do H20:2
conforme proposto por Azevedo et al. (1998). A atividade da CAT foi monitorada
pelo decréscimo na absorbancia a 240nm (¢ = 39,4 x 10° Mt cm™), durante dois
minutos em meio de reagdo de 4mL que foi incubado a 30°C, contendo extrato
enzimatico, tampao fosfato de potassio 100mM (pH 7,0) e peréxido de hidrogénio

12,5mM. Os resultados foram expressos em pmol H202 gt MF min,
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Ascorbato peroxidase (APX - EC 1.11.1.11): determinada conforme
metodologia de Nakano & Asada (1981) pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do
ascorbato (ASA) pelo tempo de 2 minutos a 290nm (g = 2,80 x 10 Mt cm™). O meio
de reacédo foi incubado a 30°C e composto por tampao fosfato de potassio 100mM
(pH 7,0) &cido ascorbico 0,5mM, H202 0,1mM e extrato enzimatico. Os resultados
foram expressos em pmol Asc gt MF min2.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados com quatro
repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e, havendo
significancia a 5%, os dados foram ajustados por polindmios ortogonais.

2.3Resultados e Discusséao

A germinacao e a primeira contagem de germinacdo apresentaram tendéncia
ao decréscimo com o aumento da concentracdo do extrato de Conyza bonariensis
(Figura 1a). O ponto de minima resposta ocorreu na concentracdo 8% tanto para a
primeira contagem de germinacdo, quanto para a germinacdo. Houve, na
concentracdo de 8% em relacdo a concentracdo zero, reducdo de 89,7% na
germinacao de sementes e de 93,8% na primeira contagem de germinagao.

A reducdo da germinacdo € indicativo do efeito toxico do extrato sobre a
retomada do crescimento do embrido, fato que pode estar relacionado a acdo do
composto sobre vias de hidrélise de reservas (MUNIZ et al., 2007). Os menores
valores de germinacdo obtidos na primeira contagem estdo relacionados a reducao
do vigor de sementes (KRZYZANOWSKY et al., 1999). Além disso, a reducdo da
germinacdo, com 0 aumento da concentracdo do extrato verificada, esta relacionada
ao provavel incremento na quantidade de aleloquimicos presentes nas maiores
concentragoes.

O extrato de parte aérea de Trigonella foenum-graecum, segundo Omezzine
et al. (2014b), reduz em até 50% a germinacdo de sementes de alface ao elevar a
concentracdo do extrato. Souza et al. (2005), ao avaliarem extratos aquosos de
Mikania glomerata, Borella & Pastorini (2010) ao avaliar o efeito alelopatico de
Phytolacca dioica e Nery et al. (2013) ao analisarem a acao do extrato de Raphanus
sativus, verificaram reducéo dos valores de primeira contagem da germinacao de

sementes de alface.
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O indice de velocidade de germinagéo apresentou decréscimo ao aumentar a
concentracdo do extrato de C. bonariensis (Figura 1b). O ponto de minima resposta
ocorreu na concentracao de 8%. A reducado do indice de velocidade de germinacao
com o incremento da concentracdo do extrato, demonstrou reducdo do ndamero de
sementes germinadas por dia. Houve diminuicdo de 16%; 59%; 78,6% e 85%, nas
concentracdes de 2; 4; 6 e 8%, respectivamente, quando comparada a concentracao
zero.

Este comportamento se deve a maior quantidade de compostos toxicos nas
concentragfes mais elevadas do extrato, estando o efeito, diretamente relacionado a
espécie do qual é extraido (WU et al., 2009). De acordo com Carvalho et al. (2014),
extratos de Canavalia ensiformis e de Sorgum bicolorreduzem o indice de
velocidade de germinacdo de sementes de alface na concentracdo de 10%.
Hoffmann et al. (2007) relatam que o aumento da concentracdo do extrato aquoso
de Nerium oleander e Dieffenbachia amoena, promove a reducdo do indice de
velocidade de germinacédo de sementes de Bidens pilosa.

O crescimento de plantulas de alface foi influenciado negativamente pelo
extrato utilizado (Figura 1c; 1d). Os pontos de minima resposta foram observados na
concentracédo de 7,7% para o comprimento de parte aérea e, na concentracdo de
6,4% para o comprimento de raiz primaria. Ocorreu reducdo no comprimento de
parte aérea e de raiz primaria ao incrementar a concentracao do extrato, sendo que
plantulas sob acéo da concentracdo 8% apresentaram reducédo de 89,5% em parte
aérea e de 70,6% em raizes primarias, quando comparado a concentracao 0%. Tais
resultados corroboram com Peres et al. (2009), que observaram reducdo no
crescimento de raiz de plantulas de alface sob acdo do extrato de Microgramma
vacciniifolia. De acordo Hu & Zhang (2013) a utilizacdo do extrato aquoso de parte
aérea de Conyza canadenses inibe o crescimento da parte aérea de Plantago
asiatica, Digitaria sanguinalis eYoungia japonica.

A massa seca total de plantulas foi reduzida drasticamente ao elevar a
concentracdo do extrato, a partir de 2% (Figura 1d). O ponto de minima resposta
para a massa seca total foi observado na concentracdo 5,5%. Em relacdo a
concentracdo zero, houve reducdo de 86% na alocacdo de matéria seca de
plantulas submetidas a concentracdo 2%. A reducdo do acumulo de matéria seca

pode estar relacionada a baixa translocacdo de assimilados das estruturas de
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reserva da semente para a plantula exposta ao aleloquimico, sendo este, efeito da

alteracéo na atividade das enzimas hidroliticas (MUNIZ et al., 2007).
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Figura 1. Primeira contagem de germinacdo (PC), germinacao (G) - (a), indice de
velocidade de germinagédo - (b), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de
raiz primaria (CPR) - (c) e massa seca total - (d) de plantulas de alface sob ag&o de
diferentes concentracdes do extrato de C. bonariensis, provenientes do teste de
germinacao (significativo a 5%%*).

Estudos tém demonstrado que o efeito alelopéatico do extrato reduz a massa
seca de plantulas. Carmo et al.(2007), ao realizarem estudo com extratos de folhas e
de cascas de tronco de Ocotea odorifera, verificaram a redugcéo da massa seca total
de plantulas de Sorghum bicolor, indiferentemente da concentracdo. Tur et al (2012),
observaram que extratos aquosos de folhas de Dalberguia ecastaphilum reduzem a
massa seca total de plantulas, na concentragao de 8%.

A condutividade elétrica, indiferentemente do tempo de embebi¢do, aumentou

até a concentracdo de 8% do extrato (Figura 2a). Os pontos de maxima resposta
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ocorreram para 3; 6 e 24 horas de embebicdo nas concentracdes de 6,7%; 6,3% e
6,2%, respectivamente. Sementes avaliadas apds 3; 6 e 24 horas de embebicao
apresentaram, respectivamente, maior lixiviacdo de eletrolitos em nivel de 46,3%;
47,7% e de 25,9% na concentracdo de 8%, comparativamente a concentragao zero.
O aumento da condutividade elétrica é indicativo da reducdo da capacidade de
reorganizacdo das membranas celulares (PESKE et al., 2012), aumentando a
liberacdo de eletrdlitos para o meio. Tais resultados estdo de acordo com o0s
encontrados por Aumonde et al.(2012), ao analisarem a acdo do extrato de folhas
Zantedeschia aethiopica sobre sementes de alface, e com Comiotto et al. (2011), ao
estudar o potencial alelopatico de extrato aquoso de Schinus molle sobre sementes
de alface, os quais verificaram que a condutividade elétrica aumenta com
incremento na concentracao do extrato e com o tempo de incubac&o das sementes.

A elevagdo nos valores de condutividade elétrica mantém relacdo com a
reducdo de valores do indice de velocidade de germinacdo e primeira contagem de
germinagcdo, para as mesmas concentracdes do extrato de C. bonariensis. Isto
porque, estes atributos do vigor da semente, estéo relacionados com alteragdes na
fluidez e permeabilidade das membranas celulares (ABU-ROMMAN et al., 2010;
HUSSAIN & REIGOSA, 2011).

A emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo foi reduzida conforme o
aumento da concentracéo do extrato (Figura 2b), alcancando na maior concentracao
(8%) a reducdo de 39,2% em relacdo a concentracdo zero. O ponto de minima
resposta para a emergéncia de plantulas ocorreu na concentracdo de 8% do extrato.
Tais resultados sdo atribuidos a acédo dos aleloquimicos, que atuam diretamente nos
processos de degradacado celular e na producdo de espécies reativas de oxigénio
(QIAN et al., 2009), afetando o vigor das sementes. Silva et al. (2011) nao
verificaram diferengcas na emergéncia de plantulas de alface, tomate e de cebolinha
submetidas a acéo de diferentes concentracdes do extrato Dicranopteris flexuosa.

O comprimento de parte aérea e de raiz primaria, em plantulas provenientes
do teste de emergéncia em casa de vegetacao foi decrescente com o aumento da
concentracdo do extrato (Figura 2c). O ponto de minima resposta, tanto para o
comprimento de parte aérea quanto para o parametro comprimento de raiz primaria
foi na concentracdo de 8%. Em relacdo a concentracdo zero, houve reducdo de
59,8% e de 50% no comprimento de parte aérea e raiz primaria, respectivamente.

Resultados similares foram obtidos por Maraschin-Silva & Aquila (2006), onde os
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autores verificaram que o extrato de Psychotria leiocarpa nas maiores
concentracdes, reduz o comprimento de parte aérea de plantulas de alface. Silveira
et al. (2012) ao avaliarem o efeito do extrato aquoso da Mimosa tenuiflora em
sementes e plantulas de alface, observaram que quanto maior a concentracdo do

extrato, menor o comprimento de parte aérea.
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Figura 2. Condutividade elétrica de sementes apds 3, 6 e 24 horas - (a), emergéncia
de plantulas em casa de vegetacdo - (b), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento de raiz priméria (CPR) - (c) e massa seca total - (d) de plantulas de
alface sob acdo de diferentes concentragcbes do extrato de C. bonariensis,
provenientes do teste de emergéncia de plantulas (significativo a 5%*).

A massa seca total de plantulas provenientes do teste de emergéncia, assim
como daqguelas obtidas do teste de germinacao, apresentou reducéo (Figura 2d; 1d).
O ponto de minima resposta foi na concentracao de 8% e houve diminuicdo de 89%
na massa seca de plantulas expostas a concentracdo de 8%, comparativamente a

concentracdo zero. O efeito toxico dos aleloquimicos pode ocorrer sobre
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fotossintese, pela alteragdo no teor de clorofila ou pela reducdo na absorcdo de
fétons (HUSSAIN & REIGOSA, 2011), refletindo no acumulo de matéria seca.
Contudo, Oliveira et al. (2014) ao analisarem o potencial alelopatico de extratos
aquosos de folhas de Mimosa tenuiflora sobre plantulas de alface, observaram
aumento na massa seca de plantulas de alface, em concentragbes superiores a
50%.

O teor de perdxido de hidrogénio, a peroxidacao lipidica e a atividade de
enzimas antioxidantes, ajustaram-se a tendéncia quadrdtica com elevados
coeficientes de determinagéo (R? < 0,91) (Figura 3).

O teor de peroxido de hidrogénio foi crescente com a concentracdo do extrato
(Figura 3a), assim como, a peroxidacao lipidica (Figura 3b), atingindo um aumento
de 33,5% e 33,8%, respectivamente, na concentracdo de 8% quando comparado
com a concentracdo zero. O ponto de minima resposta para o perdxido de
hidrogénio foi verificado na concentracdo de 2,5%, e o ponto de maxima resposta
para a peroxidacao lipidica foi observado na concentracdo de 8%. O aumento da
concentragdo de peroxido de hidrogénio afeta a permeabilidade dos canais de
calcio, resultando no aumento de calcio livre no citosol (MORI & SCHROEDER,
2004), causando danos as células vegetais. A elevagdo dos niveis de H202 em
tecidos vegetais pode estimular a elevacéo da atividade de enzimas antioxidantes e
seu acumulo pode conduzir ao estresse oxidativo (OMEZZINE et al., 2014a).

A atividade da enzima superdxido-dismutase (SOD) aumentou de forma
marcante a partir da concentracédo de 4% do extrato, apresentando acréscimo até a
maior concentracdo (Figura 3c). O ponto de minima resposta foi observado para
este parametro na concentracao de 1,6%, ocorrendo aumento de 71,4%; 87,2% e de
95,2% para a concentracdes 4; 6; e 8% respectivamente, quando comparadas a
concentracédo zero. Contudo, a atividade da enzima catalase (CAT) foi elevada a
partir da concentracdo de 2%, atingindo a méaxima atividade em plantulas sob acéo
da concentracdo de 8% (Figura 3d). Verificou-se aumento de 50%; 60%; 60% e de
68%, para as concentracdes 2; 4; 6 e 8%, respectivamente, quando comparadas a
concentragcdo zero. O ponto de méaxima verificado para a enzima catalase foi na
concentracédo de 8%. A enzima ascorbato-peroxidase (APX) apresentou incremento
até a maior concentracdo do extrato (Figura 3e). Observou-se nas concentracdes 2;
4; 6; e 8% um aumento de 12,5%; 26,7%; 35% e de 43,5%, comparado com a
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concentracdo zero. O ponto de maxima para esse parametro foi determinado na

concentracdo de 8%.
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Figura 3. Perdxido de hidrogénio - (a), peroxidacdo lipidica - (b), atividade das
enzimas: superoxido-dismutase (SOD) - (c), catalase (CAT) - (d) e ascorbato-
peroxidase (APX) - (e) em plantulas de alface provenientes do teste de germinacéo
em condicdes laboratoriais sob acdo de diferentes concentracdes do extrato de C.

bonariensis (significativo a 5% *).
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O aumento das concentragdes do extrato de C. bonariensis proporcionou um
ambiente mais estressante as sementes e plantulas de alface, tendo resultado nos
maiores teores de peroxido de hidrogénio em plantulas (Figura 3a) e na maior
peroxidacao lipidica (Figura 3b). A elevacdo nos teores de peroxido de hidrogénio,
conduziu a elevacdo da atividade das enzimas superdxido-dismutase, catalase e
ascorbato-peroxidase (Figura 3c, 3d e 3e). Estas enzimas, sdo responsaveis pela
defesa das células contra os radicais livres gerados sob condicbes de estresse
(CARNEIRO et al., 2011).

Diversos autores tém relatado incremento na atividade das enzimas CAT,
SOD e APX em resposta ao efeito alelopatico de extratos vegetais (ROMERO-
ROMERO et al.,, 2005; SINGH et al.,, 2009; SINGH et al., 2013). A enzima
superéxido-dismutase promove a dismutacdo de radicais superéxido a peroxido de
hidrogénio (AHMED et al., 2009), enquanto, a catalase degrada o perdxido de
hidrogénio em agua e oxigénio molecular e enzima ascorbato-peroxidase, em agua
(GILL & TUTEJA, 2010). Tal acdo ocorre visando a detoxificacdo dos tecidos,
contudo, deve haver uma relacdo de equilibrio entre a sintese e a degradacdo de
radicais livres, visando evitar o estresse oxidativo (LI et al., 2010). Neste trabalho, o
aumento na atividade das enzimas antioxidantes néo foi eficaz para reverter a o

efeito toxico do extrato.

2.4 Conclusdes

O extrato de C. bonariensis possui efeito alelopatico em sementes e plantulas
de alface.

As maiores concentracdes do extrato (6 e 8%) proporcionam maior inibicdo da
germinacao e do crescimento inicial de plantulas.

O aumento da concentragao do extrato resulta na elevagao da condutividade
elétrica em sementes, dos niveis de peroxido de hidrogénio, da peroxidacao lipidica

e das enzimas superéxido-dismutase, catalase e ascorbato-peroxidase.



3. Capitulo 1l

Acéo do extrato de Lolium multiflorum Lam. em atributos fisiol6gicos de

sementes e plantulas de alface

3.1Introducéo

A utilizacdo de determinadas espécies como plantas de cobertura do solo
podem ocasionar ambientes mais competitivos por agua, luminosidade e nutrientes
(BRENNAN & SMITH, 2005; BERGKVIST et al, 2010; LAWLEY et al., 2012). A
competicao colabora para o desenvolvimento de mecanismos de defesa, baseados
na sintese de metabdlitos secundarios (RICE, 1984).

Os residuos vegetais de algumas espécies reduzem a germinacdo de
sementes e o crescimento inicial das plantas, em decorréncia dos compostos
guimicos produzidos e liberados para o ambiente (KRUIDHOF et al. 2011,
BEZUIDENHOUT et al., 2012). Estes compostos, conhecidos como aleloquimicos,
podem afetar diferentes processos metabodlicos nas plantas (BLUM, 2011), como
inibicdo da retomada do crescimento do embrido (CIPOLLINI et al., 2012), atuando
diretamente na semente ou ainda, atuando diretamente na producao e o acumulo de
espécies reativas de oxigénio, ocasionando estresse oxidativo e morte celular (LI et
al., 2010; ABUGRE et al., 2011).

O estresse oxidativo pode estar relacionado a fitoxicidez de extratos vegetais
(AUMONDE et al., 2012). As plantas sob tal condicdo, respondem ao estresse,
aumentando a atividade de enzimas que atuam na defesa contra a peroxidacéo de
lipideos, como a superéxido-dismutase, a catalase e a ascorbato-peroxidase,
visando evitar colapso celular (PANDA & KHAN, 2009).

O azevém (Lolium multiflorum Lamark) € uma Poaceae utilizada como
pastagem e também como cobertura de solo. Esta espécie pode produzir diferentes
compostos alelopéticos, com efeito de inibicdo da germinagéo e do desenvolvimento
de plantas cultivadas e daninhas (BUENO et al., 2007). Desse modo, o trabalho

objetivou avaliar a influéncia da concentracdo do extrato de L. multifiorum sobre o
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desempenho fisioldgico de sementes e 0 metabolismo antioxidante de plantulas de

alface.
3.2Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia de Sementes do
Departamento de Fitotecnia do Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Sementes da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Capao do Leéo, RS, Brasil.

O material vegetal empregado para a elaboracdo do extrato aquoso foram
folhas de azevém. A coleta das folhas foi realizada na segunda quinzena do més de
agosto, no ano de 2013, na regido do planalto médio do estado do Rio Grande do
Sul, na cidade de Santa Béarbara do Sul, situada na latitude 28°22°09” S, longitude
53°14°46” W e altitude 511m. O clima regional € subtropical umido, tipo Cfa, com
precipitacdo total anual de 1.727mm, sendo janeiro 0 més mais quente, com maxima
normal de 30°C, e julho o més mais frio, com minima normal de 8,6°C. O solo é
classificado como latossolo vermelho distrofico tipico de textura média (BERG &
KLAMT, 1997).

As plantas estavam em estadio de desenvolvimento reprodutivo, no momento
de coleta das folhas, a qual foi realizada no periodo da manha, entre nove e dez
horas. Foram utilizadas folhas provenientes do terco médio das plantas, procedeu-se
uma pré-secagem a sombra, durante oito horas. Depois disso, as folhas foram
acondicionadas em papel Kraft e transportadas para o laboratério de Fisiologia de
Sementes, onde as quais foram previamente lavadas em agua destilada, secas em
papel toalha e desidratadas a temperatura de 40°C, até massa constante. Em
seguida, foram trituradas em moinho de facas tipo Willey, com peneira de malha
0,8mm, acondicionadas em sacos de papel Kraft, e mantidos em ambiente frio e
seco (15°C e 40% de UR).

Os tratamentos foram constituidos pelas concentragdes do extrato de 0; 2; 4;
6 e 8%, em uma relacdo m/v entre material vegetal seco e agua deionizada. Para tal,
ao material seco e triturado, foi adicionado 1 litro de agua deionizada a temperatura
100°C e, ap6s 30 minutos mantido em agitador magnético, submetido a filtracdo a

Vacuo.
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O filtrado foi armazenado em recipiente ambar, sob refrigeracdo, a 10°C. Os
extratos das diferentes concentracfes tiveram o pH e o potencial osmético aferidos.
O pH atingiu os valores maximos e minimos de 7,7 e 7,02 e potencial osmotico
manteve-se entre -4.10° e -2.10* MPa, considerando a menor e a maior
concentracédo do extrato. O pH foi determinado por pHmetro digital de bancada da
marca Digimed®, modelo DM-22 e o potencial osmético foi calculado segundo
efetuado por Khaliq et al. (2013).

Como espécie alvo, foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa L.),
espécie sensivel aos aleloquimicos e tolerante a ampla faixa de variacdo de pH e
potencial osmotico (RICE, 1984). Para a avaliacdo do efeito das concentracdes do
extrato sobre o desempenho fisiolégico de sementes e 0 metabolismo antioxidativo
de plantulas de alface foram realizadas as seguintes avaliacoes:

Teste de germinacao (%): conduzido por meio de quatro amostras com
quatro subamostras de 50 sementes, semeadas em caixas tipo gerbox, sobre duas
folhas de papel mata-borrdo umedecidas na proporcao de 2,5 vezes a massa do
papel seco, com as diferentes concentracdes do extrato. ApOs, as caixas foram
transferidas para camara de germinacédo tipo BOD a 20°C e periodo luminoso de
12h, mantido por quatro lampadas brancas fluorescentes de 25W, tipo luz do dia. As
avaliacbes foram efetuadas aos sete dias apds a semeadura e o0s resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Primeira contagem da germinacédo (%): conduzida conjuntamente ao teste
de germinacgdo e realizada aos quatro dias apdés a semeadura, sendo os resultados
foram expressos em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

indice de velocidade de germinacéo (IVG): foi obtido a partir de contagens
diarias do nimero de sementes germinadas (protrusdo radicular minima de 3 a
4mm), sendo as contagens realizadas até a estabilizagdo da germinagdo. A
determinacdo do indice de velocidade de germinacao foi possivel pelo emprego da
equacdao proposta por Maguire (1962).

Condutividade elétrica: determinada conforme metodologia de
Krzyzanowski et al. (1991) e utilizando quatro subamostras de 50 sementes. A
massa das sementes foi previamente avaliada, sendo as mesmas submetidas a
embebicdo nos extratos nas diferentes concentragdes, por uma hora. Transcorrido o
tempo, as sementes foram lavadas com agua destilada e transferidas para

recipientes contendo 80mL de agua deionizada, sendo entdo mantidas em BOD, sob
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temperatura constante de 20°C. A condutividade elétrica foi determinada apés 3; 6 e
24 horas e os resultados foram expressos em uS cm™ g de sementes.

Emergéncia de plantulas em casa de vegetacéo: o teste foi conduzido em
guatro subamostras de 50 sementes e a semeadura efetuada em bandejas de
poliestireno expandido de duzentas células, contendo como substrato areia lavada
de textura média. Para isso, as sementes foram previamente dispostas entre trés
folhas de papel germitest umedecido com agua destilada em quantidade analoga a
2,5 vezes a massa do papel seco por cinco minutos, objetivando evitar danos por
embebicdo. Posteriormente, as sementes foram embebidas no extrato de diferentes
concentracbes pelo periodo de uma hora e semeadas. Vinte e um dias apods a
semeadura foi realizada a contagem final do numero de plantulas, sendo os
resultados expressos em porcentagem.

Comprimento de parte aérea e de raiz primaria de plantulas: foram
avaliados ao final do teste de germinacdo e de emergéncia em casa de vegetacao,
por meio de quatro subamostras de 10 plantulas. O comprimento de parte aérea foi
obtido pela distancia entre a inser¢cdo da porcao basal da raiz primaria ao apice da
parte aérea. E, o comprimento da raiz primaria foi determinado pela distancia entre a
parte apical e basal. Os resultados foram expressos em centimetros por plantula.

Massa seca total de plantulas: foi obtida a partir da massa de quatro
subamostras de 10 plantulas, ao final do teste de germinacéo e de emergéncia em
casa de vegetacdo. As plantulas foram acondicionadas em envelopes de papel
pardo e submetidas a secagem em estufa de ventilagdo forcada a temperatura de
70°C, até massa constante. Os resultados foram expressos em gramas por plantula.

Conteudo de peroxido de hidrogénio (H2032) e peroxidacdao lipidica: foram
determinados ao final do teste de germinagcdo a partir de aproximadamente 0,2
gramas de amostras de tecido de plantulas, macerado em nitrogénio liquido e
homogeneizado em 2mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O homogenato foi
centrifugado a 13.000g, durante 20 minutos e a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado
para determinar o conteudo de H20: e a peroxidagéo de lipideos via acumulo de
malondialdeido (MDA).

Em tubos de ensaio, contendo 0,7mL de tampéo fosfato de potassio 10mM
(pH 7,00 e 1mL de iodeto de potassio 1M, foram adicionados 0,3mL do

sobrenadante, e incubado por 10 minutos a 30°C. As leituras foram efetuadas em
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espectrofotometro a 390nm e a concentracdo de H202 expressa em pmol de H202 g
! de massa fresca (VELIKOVA et al., 2000).

A peroxidacao lipidica foi obtida via acumulo de malondialdeido (MDA) e
determinada por metodologia descrita por Cakmak & Horst (1991). Para isso, em
tubos de ensaio contendo 0,3mL do sobrenadante foram adicionados 1,7mL do meio
de reacgdo de acido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 10% (m/v), em seguida
incubado a 90°C, por 20 minutos. A reacao foi paralisada por resfriamento rapido em
gelo e apods, centrifugadas novamente a 10.000g durante cinco minutos, a
temperatura de 4°C e a absorbancia do sobrenadante determinada em
espectrofotdmetro a 535 e 600nm. A quantidade de complexos MDA-TBA (pigmento
vermelho) foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar (¢ = 155 x 103 M
cm?). Os resultados foram expressos em umol MDA g* MF.

Atividade enzimatica antioxidante: determinada ao final do teste de
germinacdo a partir de aproximadamente 0,2g de amostras de matéria fresca de
plantulas, maceradas em gral com pistio e nitrogénio liquido, contendo
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20% e homogeneizados em 1,8mL de tampéao fosfato
de potassio 100mM com pH 7,8, contendo EDTA 0,1mM e acido ascorbico 20mM. O
extrato foi centrifugado a 13.000g por 20 min a temperatura de 4°C e o sobrenadante
foi utilizado para mensurar a atividade enzimética.

Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi avaliada
pela capacidade da enzima inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) a
560nm em meio de reacdo contendo tampdo fosfato de potadssio 50mM (pH 7,8),
metionina 14mM, EDTA 0,1uM, NBT 75uM e riboflavina 2uM conforme Giannopolitis
& Ries (1997). Uma unidade de atividade da SOD foi definida como a quantidade de
enzima que produz uma inibicdo de 50% da reducao fotoquimica do NBT. Os
resultados foram expressos em U g* MF.

Catalase (CAT - EC 1.11.1.6): a atividade da CAT foi determinada pela
decomposicdo do H202 conforme Azevedo et al. (1998). A atividade foi monitorada
pelo decréscimo na absorbancia a 240nm (g = 39,4 x 10 Mt cm™), durante o tempo
de dois minutos em meio de reacdo de 4mL incubado a temperatura de 30°C,
contendo extrato enzimatico, tampao fosfato de potassio 100mM com pH 7,0 e
peréxido de hidrogénio 12,5mM. Os resultados foram expressos em pmol H202 g*
MF min-t,
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Ascorbato peroxidase (APX — EC 1.11.1.11): determinada pelo emprego da
metodologia idealizada por Nakano & Asada (1981) a partir do monitoramento da
taxa de oxidacdo do ascorbato (ASA) por 2min a 290nm (¢ = 2,80 x 10° Mt cm™). O
meio de reacao foi incubado a temperatura de 30°C e composto por tampéo fosfato
de potassio 100mM com pH 7,0 e acido ascérbico 0,5mM, H202 0,1mM e extrato
enzimatico. Os resultados foram expressos em pmol Asc g* MF min-L,

O delineamento experimental foi de blocos casualizados com quatro
repeticbes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e quando
significativos a 5% de probabilidade, foram ajustados por polinbmios ortogonais.

3.3Resultados e Discussao

N&do foram observadas diferencas significativas para as variaveis de
germinacdo, massa seca total de plantulas provenientes do teste de germinacéao,
condutividade elétrica apos 24 horas de embebicdo e para massa seca de raiz
primaria de plantulas provenientes do teste de emergéncia de plantulas em casa de
vegetacao.

A germinacao determinada no teste de primeira contagem de germinacéao,
decresceu com o0 aumento da concentracdo do extrato Lolium multiflorum (Figura
1la). O ponto de maxima resposta foi observado na concentragdo zero e houve em
relacdo a concentracdo zero, reducdo de 12,3%; 13,8% e de 54,3% quando as
sementes foram submetidas ao efeito das concentracbes 4; 6 e 8% do extrato,
respectivamente. A diminuicdo dos valores de germinagdo obtida na primeira
contagem reflete de maneira evidente a perda de vigor das sementes, atribuida ao
efeito alelopatico do extrato, especialmente nas concentracbes de 6 e 8%. A
concentracdo de aleloquimicos tende a ser maior na maior concentracéo do extrato.
Resultados similares para a primeira contagem de germinacdo foram observados
por Nery et al. (2013) ao estudarem o efeito do extrato de Raphanus sativus em
sementes de alface.

O indice de velocidade de germinacdo foi reduzido pelo incremento da
concentracdo do extrato (Figura 1b). Verificou-se ocorréncia do ponto de maxima
resposta na concentracdo zero. Ocorreu reducao do vigor da semente a partir da
concentracédo de 2%. Sendo esta reducao para as concentracdes de 4; 6 e 8% de

26,7%; 405% e de 62,5% quando comparadas a concentracdo zero,



38

respectivamente. A reducdo deste indice pode estar relacionada ao efeito do extrato
sobre a permeabilidade e a seletividade das membranas celulares, com reflexo na
reducdo do numero de sementes germinadas por dia e na velocidade de germinacgao
(CARILLO et al., 2010; ABUGRE et al., 2011). O indice de velocidade germinacao
de sementes de alface foi diminuido quando expostas a dos extratos de Canavalia
ensiformis e Sorghum bicolor, na concentragcao 10% (CARVALHO et al.,2014).

O comprimento de parte aérea e de raiz primaria diminuiu com a elevacao da
concentracdo do extrato (Figura 1c). O ponto de méaxima resposta para comprimento
de parte aérea foi na concentracdo 8%. O comprimento de parte aérea de plantulas
sob o efeito das concentracfes 2; 4; 6 e 8%, em relacdo as plantulas sob acédo da
concentracdo zero do extrato, foi de 4%; 50%; 57,5% e de 72%. Contudo verificou-
se que os resultados de toxicidez foram mais evidentes em raiz primaria, onde o
comprimento foi reduzido em 59,6%; 68,3%; 71,5% e 80,7% nas concentracdes 2; 4;
6 e 8%, respectivamente. O ponto de maxima verificado para esse parametro foi na
concentracéo de 6,3%.

Estes resultados sdo condizentes com aqueles de Moraes et al. (2014), que
avaliaram o efeito alelopatico do extrato aquoso de folhas de Lafoensia glyptocarpa
sobre o crescimento de Sesamum indicum. Redugdo do crescimento também foi
verificada por Maraschin-Silva & Aquila (2006), que constataram diminuicdo do
comprimento de parte aérea em plantulas de alface submetidas ao extrato de
Psychotria leiocarpa. Segundo Manoel et al. (2009), quando plantulas de tomate séo
expostas as maiores concentracfes de extrato aquoso de Stryphnodendron
adstringens, ocorre redugao no comprimento de raiz.

A condutividade elétrica determinada apdés 3 e 6 horas de embebicdo das
sementes aumentou com a concentracdo do extrato (Figura 1d). O ponto de maxima
resposta para a condutividade elétrica medida as 3 horas ocorreu na concentragao
de 6,1% do extrato, enquanto para a condutividade elétrica determinada ap6s 6
horas, o ponto de maxima resposta ocorreu na concentracdo de 5,8%. Os maiores
valores foram obtidos na concentracdo 8%; no periodo de embebicdo de 6 horas
observou-se aumento de 40,8%; para a avaliagdo determinada apos 3 horas de
embebicdo houve um aumento de 40,3%, comparado a concentracdo zero. O
aumento na condutividade elétrica também foi verificado por Aumonde et al. (2012)

em sementes de alface expostas ao extrato de Zantedeschia aethiopica.
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O aumento da condutividade elétrica em sementes de alface sob acdo do
extrato de L. multiflorum, assim como ja verificado para outras espécies, esta
relacionado com a seletividade do sistema de membranas celulares e com o
extravasamento de substancias de reserva (KAUR et al.,, 2010). O demasiado
extravasamento de eletrolitos mantém relagdo com a redugdo do vigor das
sementes, as quais perdem grande parte das reservas que deveriam ser utilizadas
para nutrir a plantula em desenvolvimento, nos seus estadios iniciais. A
condutividade elétrica deve diminuir & medida que o tempo de embebi¢cdo aumenta,
isto como reflexo da reorganizagéo do sistema de membranas celulares (PESKE et
al., 2012).
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Figura 1. Primeira contagem de germinacdo - (a), indice de velocidade de
germinacao - (b), comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz priméaria (CPR) - (c) e
condutividade elétrica de sementes apés 3 e 6horas de embebicdo - (d), de
plantulas de alface provenientes do teste de germinacdo, sob acdo de diferentes
concentragdes do extrato de L. multiflorum (significativo a 5%*).
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A emergéncia de plantulas diminuiu com o aumento da concentracdo do
extrato (Figura 2a). O ponto de maxima resposta foi verificado na concentracdo de
0,8%, sendo que para semente expostas as concentracdes 6 e 8%, as reducdes da
emergéncia de plantulas foi de 32,9% e 59,6%, comparativamente a concentracao
zero. E provavel que a liberacdo exacerbada de eletrolitos tenha colaborado para a
reducdo do vigor de sementes, determinado pela primeira contagem, pelo indice de
velocidade de germinacgao (Figura 1a; b) e pela emergéncia de plantulas (Figura 2a).
Contudo, Silva et al. (2011) ndo encontraram diferencas na emergéncia de plantulas
de alface, tomate e cebolinha quando submetidos a acéo do extrato de Dicranopteris
flexuosa.

O comprimento de parte aérea e raiz primaria, em plantulas provenientes do
teste de emergéncia, apresentaram decréscimo com o aumento da concentracao do
extrato (Figura 2b). O ponto de minima resposta para 0s parametros comprimento de
parte aérea e comprimento de raiz primaria ocorreu na concentracdo de 8%. Em
relacdo a concentracdo zero, houve reducéo de 36,5% e de 59,5% no comprimento
de parte aérea e raiz primaria, respectivamente. Sintomas de toxicidez sdo mais
pronunciados na raiz do que na parte aérea (DAILIRI et al., 2011). Resultados
similares foram obtidos por Lima & Moraes (2008), ao avaliarem o efeito do extrato
aguoso de Ipomoea fistulosa, no crescimento inicial de parte aérea e raiz de alface e
de tomateiro. Resposta semelhante também foi verificada por Moraes et al. (2014)
ao investigarem o crescimento de plantulas de gergelim, submetidas a extratos
aguosos de Lafoensia glyptocarpa.

A massa seca de parte aérea de plantulas provenientes do teste de
emergéncia apresentou redugdo com a concentracdo do extrato, sendo o0s
resultados mais evidentes observados na concentragdo de 8% (Figura 2c), o qual
apresentou uma reducdo de 50%, comparado a concentracdo zero. O ponto de
maxima resposta foi observado na concentracdo de 1%. A reducdo da massa seca
ocorreu pela inibicdo ou reducdo da atividade enzimatica, aliada a modificacdo da
sintese de fitohormbnios, responsaveis pela germinacdo das sementes
(POLITYCKA&GMEREK, 2008). OS resultados deste trabalho diferem dos
apresentados por Tur et al. (2012), para a variavel massa seca total de plantulas de

tomate, submetidas a acdo do extrato de Melia azedarach.
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Figura 2. Emergéncia de plantulas em casa de vegetacédo - (a), comprimento de
parte aérea (CPA) e de raiz primaria (CPR) - (b) e massa seca de parte aérea - (c)
de plantulas de alface provenientes do teste de emergéncia em casa de
vegetacdo,sob acdo de concentracdes do extrato de L. multiflorum (significativo a
5%*).

O teor de perdxido de hidrogénio e a peroxidacéo lipidica aumentaram em
resposta ao estresse imposto pelo incremento da concentracdo do extrato L.
multiflorum (Figura 3a e 3b), apresentando aumento de 49% e de 85,5%, na
concentracdo de 8%, comparativamente a concentracdo zero. O ponto de maxima
resposta para o teor de peroxido de hidrogénio foi na concentracéo de 7%, e para a
peroxidacao lipidica foi na concentracdo de 8% do extrato. A elevagédo do perdxido
de hidrogénio em tecidos vegetais € resultado da acdo estressora proporcionada
pelas concentracdes do extrato sobre plantulas de alface. O aumento do estresse
ocasionado resulta no incremento de espécies reativas de oxigénio, as quais podem

levar a peroxidacao lipidica (APEL & HIRT, 2004; PANDA & KHAN, 2009).
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Figura 3. Peroxido de hidrogénio - (a), peroxidacdo lipidica - (b), atividade das
enzimas: superoxido-dismutase (SOD) - (c), catalase (CAT) - (d) e ascorbato-
peroxidase (APX) - (e) em plantulas de alface originarias do teste de germinacao sob
acao de concentracdes do extrato de L. multiflorum (significativo a 5% *).

Desta forma, em resposta a producdo de peréxido de hidrogénio, houve

alteracéo na atividade das enzimas antioxidantes (Figura 3c; 3d; e 3e). O ponto de

minima reposta para a enzima superoxido-dismutase ocorreu na concentragdo de
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1%; para a catalase o ponto de minima foi em 2%, enquanto para a ascorbato-
peroxidase, foi na concentracdo zero. Tanto a enzima superoxido-dismutase quanto
a catalase e a ascorbato-peroxidase tiveram atividade aumentada com a elevacao
da concentracéo do extrato.

Em relacdo as plantulas sob a concentracdo zero, aquelas sob efeito das
concentracdes de 4; 6 e 8% do extrato, apresentaram aumento de 74%; 80,5% e de
92% na atividade da enzima superoxido-dismutase. Nas mesmas concentracoes,
entretanto para a enzima catalase, o incremento na atividade foi de 50%; 69% e
88%. Ja, para a enzima ascorbato-peroxidase houve aumento de 66% nas
concentracbes 4; 6 e 8% em relacdo a concentracdo zero. Harun et al. (2014),
observou aumento na atividade das enzimas catalase, ascorbato-peroxidase e
superéxido-dismutase em plantulas de alface ao aumentar a concentracdo do
extrato de Chrysanthemoides monilifera.

E possivel evidenciar neste trabalho que a elevacéo na atividade das enzimas
antioxidantes nédo foi suficiente para eliminar os radicais livres produzidos (Figura
3a). Os radicais livres, provavelmente, sdo resultantes do efeito toxico do extrato
sobre o metabolismo de plantulas de alface e refletiram no seu inferior desempenho
de crescimento, especialmente nas maiores concentragbes do extrato de L.
multiflorum (Figura 1; 2; 3). Esses resultados estdo de acordo com Singh et al.
(2013), os quais verificaram aumento da peroxidacédo lipidica ao avaliar a acdo de

folhas de Brassica oleracea cultivadas na presenca de acido cinamico.

3.4 Conclusdes

A utilizacdo do extrato aquoso de folhas de L. multiflorum resulta efeito
alelopético e afeta negativamente o desempenho fisiolégico de sementes e plantulas
de alface.

O aumento da concentragao do extrato proporciona elevacao na atividade das
enzimas antioxidantes, e no teor de peroxidacdo lipidica e conteudo de peroxido,
sendo os resultados mais pronunciados, observados nas concentracdes de 6 e 8%
do extrato.

O aumento na atividade das enzimas antioxidantes ndo foi eficaz para
reverter a o efeito téxico do extrato, o que pode ser evidenciado pelo aumento da

peroxidacao lipidica e contetdo de peroxido.



4.Capitulo 1l

Extrato aguoso de azevém: efeito no desempenho fisiolégico de

sementes e no metabolismo antioxidante de plantulas de trigo
4.1Introducgéo

O trigo (Triticum aestivum L.) € um cereal consumido mundialmente. Que
possui propriedades nutricionais de interesse (BOSCHINI et al., 2011). Atualmente a
producdo mundial € de aproximadamente 716 milhGes de toneladas e entre os
principais produtores estdo a China, india, Estados Unidos e a Russia (FAOSTAT,
2015). Esta cultura é de grande importancia (PICCININ et al., 2013), tendo atingido
na safra Nacional de 2014, a produtividade média de 3.682 kg hal. Esta ocorréncia
possibilitou a producéo de 5,9 milh6es de toneladas, impulsionada por seus maiores
produtores, os Estados do Parana e do Rio Grande do Sul (CONAB, 2015).

Fatores climaticos adversos, patolégicos e a competicdo com plantas
daninhas afetam o rendimento da cultura. Plantas de cobertura desempenham papel
importante nos sistemas produtivos, ao possibilitarem a reciclagem de nutrientes e o
aumento da matéria organica do solo (BLANCO-CANQUI et al., 2012). Contudo, a
competicdo destas espécies com as espécies cultivadas tem se tornado problema
crescente, devido principalmente, aos reflexos no crescimento dos cultivos
(AGOSTINETTO et al., 2008).

O azevém é utilizado como planta de cobertura de solo e como pastagem,
entretanto, € considerado como uma das principais plantas infestantes em lavouras
de trigo (PAULA et al., 2011). Entre os fatores que possibilitam as plantas daninhas
maior habilidade competitiva, estdo a arquitetura, a germinacdo e rapido
estabelecimento, 0 superior crescimento da parte aérea e do sistema radicular, a
menor suscetibilidade as intempéries climaticas e a capacidade de sintese de
compostos quimicos com propriedades alelopaticas (SOUZA FILHO et al., 2010). A
utilizacdo desta espécie como planta de cobertura e pastagem (RUEDA-AYALA et
al., 2015), pode afetar as culturas semeadas na sequéncia, pelos efeitos alelopaticos
da palhada remanescente no solo (KRUIDHOF et al., 2008; BEZUIDENHOUT et al.,
2012; LAWLEY et al., 2012). Devido ao fato do azevem ter capacidade de produzir
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diferentes compostos alelopéticos, que inibem a germinacdo e o desenvolvimento de
plantas cultivadas e daninhas (BUENO et al., 2007).

Os aleloquimicos podem atuar diretamente sobre estruturas da semente e da
plantula, ou provocar produgcdo e acumulo de formas reativas de oxigénio,
influenciando na permeabilidade e seletividade de membranas celulares (LI et al.,
2010; SUNMONU & VAN STADEN, 2014). Desse modo, podem proporcionar a
degradacédo celular, reduzir a velocidade e a porcentagem de germinacdo e
promover alterac6es em nivel hormonal e fotossintético, refletindo no crescimento
inicial de plantulas (CARILLO et al., 2010; ABUGRE et al., 2011).

Enzimas do metabolismo antioxidante estdo relacionadas a eliminacdo de
radicais livres durante o processo de deterioracdo em sementes ou ainda, a sua
degradacédo em plantulas sob condicdo de estresse (ROSA et al., 2005; AUMONDE
et al., 2012). O estresse oxidativo pode alterar a permeabilidade e os fluxos através
da membrana plasmatica, podendo causar a reducdo do crescimento das plantulas
(WEIR et al., 2014).

Estudos envolvendo extratos e compostos de origem vegetal tém sido
conduzidos com objetivo de avaliar seu efeito sobre a germinacdo e o crescimento
inicial de plantas cultivadas e daninhas (FERREIRA & AQUILA, 2000). O
favorecimento ou a inibicdo desses eventos fisiolégicos sdo processos mediados por
compostos originarios do metabolismo secundario vegetal, cuja sintese e
concentracdo variam entre genoétipos e érgaos, conforme a condicdo ambiental ou o
nivel de estresse imposto (YARNIA et al., 2009; OMEZZINE et al., 2014a).

Neste contexto, este trabalho objetivou avaliar a influéncia da concentracéo
do extrato de L. multifiorum sobre atributos fisiolégicos de sementes e plantulas de

trigo.
4.2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Fisiologia de Sementes do
Departamento de Fitotecnia do Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Sementes da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Capéo do Leéo, RS, Brasil.

O material vegetal empregado para a elaboracdo do extrato aquoso foram
folhas de azevém (Lolium multiflorum Lam.). A coleta das folhas foi realizada na
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segunda quinzena do més de agosto, no ano de 2013, na regido do planalto médio
do estado do Rio Grande do Sul, na cidade de Santa Béarbara do Sul, situada na
latitude 28°22°09” S, longitude 53°14°46” W e altitude 511m. O clima regional é
subtropical Umido, tipo Cfa, com precipitacdo total anual de 1.727mm, sendo janeiro
0 més mais quente, com maxima normal de 30°C, e julho o més mais frio, com
minima normal de 8,6°C. O solo é classificado como latossolo vermelho distréfico
tipico de textura média (BERG & KLAMT, 1997).

As plantas estavam em estadio de desenvolvimento reprodutivo, no momento
de coleta das folhas, a qual foi realizada no periodo da manh&, entre nove e dez
horas. Foram utilizadas folhas provenientes do terco médio das plantas, procedeu-se
uma pré-secagem a sombra, durante oito horas. Depois disso, as folhas foram
acondicionadas em papel Kraft e transportadas para o laboratério de Fisiologia de
Sementes, onde foram previamente lavadas em agua destilada, secas em papel
toalha e desidratadas a temperatura de 40°C, até massa constante. Em seguida,
foram trituradas em moinho de facas tipo Willey, com peneira de malha 0,8mm,
acondicionadas em sacos de papel Kraft, e mantidos em ambiente frio e seco (15°C
e 40% de UR).

Para obtencao das diferentes concentragbes do extrato aquoso empregou-se
a relagdo m/v entre material vegetal seco e agua deionizada. As concentracdes
utilizadas foram 0; 2; 4; 6 e 8%. Para isso, foram empregados 0; 20; 40; 60 e 80 g de
folnhas de azevém. Adicionou-se, a cada quantidade de folhas desidratadas e
trituradas, um litro de agua deionizada a 100°C e apdés 30 minutos em agitacdo, 0s
extratos foram submetidos a filtracdo a vacuo e o filtrado foi armazenado em
recipiente ambar, sob refrigeracdo a 10°C. As diferentes concentracdes dos extratos
tiveram o pH e o potencial osmético determinados. O pH atingiu os valores maximos
e minimos de 7,7 e 7,0 e o potencial osmético manteve-se entre -4.10° e -2.10*
MPa, considerando a menor e a maior concentracdo do extrato.O pH foi
determinado por pHmetro digital de bancada da marca Digimed®, modelo DM-22 e o
potencial osmatico foi calculado segundo realizado por Khaliqg et al. (2013).

Como espécie alvo foram utilizadas sementes de trigo (Triticum aestivum L.)
com umidade inicial de 13%. Para avaliar o efeito das concentragbes do extrato
sobre o desempenho de sementes e plantulas foram realizadas as seguintes

avaliacoes:
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Teste de germinacéo (%): foi conduzido por meio de quatro amostras com
guatro subamostras de 50 sementes, semeadas sobre trés folhas de papel germitest
umedecidas na propor¢cao de 2,5 vezes a massa do papel seco, com as diferentes
concentracbes do extrato. Os rolos de papel germitest foram transferidos para
camara de germinacdo tipo BOD a 20°C e com periodo luminoso de 12h. As
avaliacbes foram efetuadas aos oito dias apds a semeadura e 0s resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Primeira contagem da germinacéao (%): foi realizada aos quatro dias apos a
semeadura, conjuntamente ao teste de germinacéo. Os resultados foram expressos
em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

indice de velocidade de germinacdo (IVG): obtido a partir de contagens
diarias de sementes com protruséo radicular minima de 3 a 4mm. As contagens do
nimero de sementes germinadas foram realizadas até a estabilizacdo da
germinacao. No célculo do indice de velocidade de germinacdo foi empregada a
equacao proposta por Maguire (1962).

Condutividade elétrica: aferida de acordo com metodologia proposta e
conduzida em quatro subamostras de 50 sementes (KRZYZANOWSKI et al., 1991).
Para tal, as sementes tiveram sua massa previamente aferida e foram submetidas a
embebicdo nas diferentes concentracfes dos extratos, por uma hora. Decorrido o
tempo, foram lavadas com agua destilada, transferidas para recipientes polietileno
contendo 80mL de agua deionizada e mantidas em BOD, a temperatura constante
de 20°C. A condutividade elétrica foi determinada apdés 3; 6 e 24 horas de
embebicdo em agua deionizada e os resultados foram expressos em uS cm™ g* de
sementes.

Emergéncia de plantulas em casa de vegetacéao: o teste foi conduzido em
quatro subamostras de 50 sementes e a semeadura foi efetuada em bandejas de
polietileno, contendo como substrato areia lavada de textura média. Para isso, as
sementes foram previamente dispostas entre trés folhas de papel germitest
umedecido com agua destilada em quantidade analoga a 2,5 vezes a massa do
papel seco por cinco minutos, objetivando evitar danos por embebicao.
Posteriormente, as sementes foram embebidas nas diferentes concentragbes do
extrato, pelo periodo de uma hora e semeadas. Vinte e um dias apds a semeadura
foi realizada a contagem final do numero de plantulas, sendo os resultados

expressos em porcentagem.
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Comprimento de parte aérea e de raiz primaria de plantulas: para a
determinacao destes atributos de crescimento, foram utilizadas quatro subamostras
de 10 plantulas, ao final do teste de germinacdo e de emergéncia em casa de
vegetacdo. O comprimento de parte aérea foi obtido pela distancia entre a insercao
da porcéo basal da raiz priméaria ao apice da parte aérea e, o0 comprimento da raiz
primaria foi mensurado pela distancia entre sua parte apical e basal. Os resultados
foram expressos em centimetros por plantula.

Massa seca de parte aérea e de raiz priméria de plantulas: ambos os
atributos de crescimento foram obtidos a partir da massa de quatro subamostras de
10 plantulas, ao final do teste de germinacdo e de emergéncia em casa de
vegetacdo. As plantulas foram divididas em parte aérea e parte radicular, apés foram
acondicionadas em envelopes de papel pardo e submetidas a secagem em estufa
de ventilagéo forcada sob temperatura de 70°C, até massa constante. Os resultados
foram expressos em gramas por plantula.

Area foliar: a é&rea foliar das plantas foi medida ao final do teste de
emergéncia em casa de vegetacao, a partir das folhas de quatro subamostras de 10
plantas. Para a medicdo da area foliar foi utilizado o medidor de area modelo LI
3100, LICOR, NE, USA e os resultados foram expressos em cm?2.

Conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) e peroxidacdao lipidica: foram
determinados em parte aérea e em raizes de plantulas obtidas ao final do teste de
germinacdo. Aproximadamente 0,2g de amostras de tecido vegetal fresco foram
maceradas separadamente em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2mL de
acido tricloroacético (TCA) a 0,1%, sendo o homogenato foi centrifugado a 13.000g,
durante 20 minutos e a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi utilizado para
determinar o conteudo de H202 e de malondialdeido (MDA). Os niveis de peroxido
de hidrogénio foram determinados conforme Velikova et al. (2000). Para isso, em
tubos de ensaio contendo 0,7mL de tampéao fosfato de potassio 10mM (pH 7,0) e
1mL de iodeto de potassio a 1M, foram adicionados 0,3mL do sobrenadante, e
procedido a incubacdo por 10 minutos a 30°C. As leituras foram efetuadas em
espectrofotometro a 390nm e a concentracdo de H202 expressa em pmol de H202 g
! de massa fresca.

A peroxidagdo lipidica foi determinada via acumulo de malondialdeido (MDA)
e determinada pela metodologia descrita por Cakmak & Horst (1991). Para tal, em

tubos de ensaio contendo 0,3mL do sobrenadante foram adicionados 1,7mL do meio
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de reacao de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (m/v) e TCA 10% (m/v), em seguida
realizou-se a incubacdo a 90°C, durante 20 minutos. A reacdo foi paralisada por
resfriamento rapido em gelo e apos, realizou-se a centrifugacdo a 10.000g durante
cinco minutos, a 4°C. A absorbancia do sobrenadante foi determinada em
espectrofotometro a 535 e 600nm e a quantidade de complexos MDA-TBA
(pigmento vermelho) foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar (€ = 155 x
103 Mt cm™). Os resultados foram expressos em pumol g* MF.

Atividade das enzimas antioxidantes: foi quantificada ao final do teste de
germinacao a partir de aproximadamente 0,2g de amostras de plantulas divididas
em parte aérea e raizes. A determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes foi
efetuada separadamente para parte aérea e para raizes, que tiveram sua matéria
fresca maceradas em gral e pistlo com nitrogénio liquido, contendo
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20%. O material foi homogeneizado em 1,8mL de
tampdo fosfato de potassio 100mM (pH 7,8) contendo EDTA 0,1mM e acido
ascorbico 20mM. O extrato foi centrifugado a 13.000g por 20 minutos e a
temperatura de 4°C, sendo o sobrenadante utilizado para mensurar a atividade
enzimética.

Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi avaliada
pela capacidade da enzima inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) a
560nm, em meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50mM (pH 7,8),
metionina 14mM, EDTA 0,1uM, NBT 75uM e riboflavina 2uM (GIANNOPOLITIS &
RIES, 1997). Uma unidade de atividade da SOD foi definida como a quantidade de
enzima que produz uma inibicdo de 50% da reducdo fotoquimica do NBT. Os
resultados foram expressos em U g* MF.

Catalase (CAT - EC 1.11.1.6): a atividade da CAT foi determinada pela
decomposicdo do H202 (AZEVEDO et al., 1998) e o seu monitoramento foi pelo
decréscimo na absorbancia a 240nm (¢ = 39,4 x 10° Mt cm™), durante dois minutos
em meio de reacdo de 4mL incubado a 30°C, contendo extrato enziméatico, tampao
fosfato de potassio 100mM (pH 7,0) e peroxido de hidrogénio 12,5mM. Os
resultados foram expressos em pumol H202 gt MF min™,

Ascorbato peroxidase (APX - EC 1.11.1.11): a atividade da APX foi
determinada por metodologia de Nakano & Asada (1981) pelo monitoramento da
taxa de oxidacdo do ascorbato (ASA) por dois minutos a 290nm (¢ = 2,80 x 10° M

cm™). O meio de reacdo foi incubado a 30°C e composto por tampéao fosfato de
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potassio 100mM (pH 7,0) acido ascérbico 0,5mM, H202 0,1mM e extrato enziméatico.
Os resultados foram expressos em umol Asc g* MF minL.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados com quatro
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e, quando
significativos a 5% de probabilidade, ajustados por polinbmios ortogonais.

4.3 Resultados e Discussao

N&o ocorreram diferencas significativas para as variaveis germinacao,
comprimento e massa seca de raiz priméaria de plantulas provenientes do teste de
germinacdo. Resultados similares foram obtidos por Bueno et al. (2007), ao
avaliarem o efeito alelopatico de azevém sob o desenvolvimento de outras culturas.
Por outro lado, MarcinkeviCiené et al. (2013) ao avaliarem o efeito alelopético do
extrato aquoso de parte aérea de azevém sobre a germinacao e o estabelecimento
de Hordeum vulgare, verificaram que em relacdo ao controle, houve reducdo de
43,7% na germinacao quando sementes foram submetidas a concentracédo de 50%
do extrato.

Os valores de primeira contagem de germinacdo foram decrescentes com o
aumento da concentracdo do extrato de Lolium multiflorum (Figura 1a). O ponto de
maxima resposta foi verificado, para esse parametro, na concentracdo de 1% do
extrato e houve, em relacdo a concentracdo zero, reducdo de 36,9% na primeira
contagem de germinacdo quando as sementes foram expostas a concentracdo de
8% do extrato. A reducdo do vigor das sementes nas maiores concentracbes do
extrato L. multiflorum pode ser resultado do aumento da toxicidez ocasionada no
inicio do processo germinativo. Alguns metabdlitos secundarios podem reduzir
a respiracao e o metabolismo energético em sementes e plantulas (YARNIA
et al., 2009), afetando o vigor. O aumento da toxicidez do extrato pode estar
relacionado com a elevacdo da concentracdo de compostos téxicos (WU et al.,
2009). Resultados semelhantes foram encontrados por Silva (2007) ao estudar
extratos aquosos de jurema preta em sementes de Sorghum bicolor e Cajanus
cajan.

O indice de velocidade de germinacdo foi reduzido pela elevacdo da
concentracdo do extrato, sendo resultados mais drasticos observados na

concentracdo de 8% (Figura 1b), o qual apresentou reducdo de 62%, ao ser
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comparado a concentracdo zero. O ponto de minima resposta para o indice de
velocidade de germinacdo foi observado na concentracdo de 8%. A reducdo do
indice de velocidade de germinacéao pode ter sido causada pelo efeito estressor do
extrato de L. multifiorum na diminuicdo da capacidade de hidrélise e mobilizacdo de
reservas do endosperma para o embrido, conforme relatado por Muniz et al. (2007).
Castagnara et al. (2012), verificaram reducdo no indice de velocidade de
germinacao de sementes de pepino quando expostas ao efeito alelopatico do extrato
de azevém. Moraes et al. (2012), observaram resultados semelhantes, nos quais o
extrato de parte aérea de azevém reduziu em 65% o indice de velocidade de
germinacao de Bidens pilosa, quando comparado ao controle. Mubeen et al. (2011)
observaram que o extrato de folha Trianthima portulacastrum reduziu de forma

marcante o vigor de sementes de arroz.
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Figura 1. Primeira contagem de germinagdo (a), indice de velocidade de
germinacao (b), comprimento de parte aérea (c) e massa seca de parte aérea de
plantulas de trigo provenientes do teste de germinacéo (d), sob acé&o de diferentes
concentracdes do extrato de L. multifiorum (significativo a 5%*).
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O comprimento de parte aérea foi reduzido até a maior concentracdo do
extrato (Figura 1c). O ponto de maxima resposta para o comprimento de parte aérea
foi verificado na concentracdo de zero. Ocorreu, em relacdo a concentracdo zero,
reducao de 24,4% e 30,8% neste atributo de crescimento quando plantulas foram
expostas as concentracbes de 4 e 8%, respectivamente. Em contrapartida,
Kriaucitniené et al. (2013) observou que extrato de azevém, na concentracédo de
10% néo interferiu no crescimento da parte aérea. De acordo com Souza Filho &
Mour&o (2010) a sensibilidade dos diferentes 6rgaos ao efeito toxico do extrato €
dependente da espécie. Extratos de raiz de L. multifiorum inibem a germinacéo e o
crescimento de plantulas de Galium aparine, existindo relagcdo positiva entre o
aumento da concentracao e a inibicdo (DONG et al., 2013).

A massa seca da parte aérea foi reduzida com o incremento da concentragéo
do extrato (Figura 1d), onde a exposi¢ao na concentracado 8% reduziu em 41% esse
atributo, quando comparado a concentracdo zero. O ponto de maxima resposta para
massa seca de parte aérea foi verificado na concentracdo zero. A reducdo na massa
seca pode estar relacionada a maior quantidade de compostos quimicos, conforme o
aumento da concentracdo do extrato, aliado a alteracdo da atividade de enzimas
hidroliticas (MUNIZ et al., 2007). Os resultados encontrados nesse trabalho
corroboram com aqueles encontrados por Moraes et al. (2010), os quais verificaram
gue o0 azevem apresenta potencial alelopatico para reduzir a matéria seca da parte
aérea de Bibens pilosa.

A condutividade elétrica ajustou-se ao modelo quadratico com elevado
coeficiente de variacédo (R2 < 0,92) (Figura 2a). O ponto de maxima resposta, para 0s
trés periodos de embebicdo das sementes, foi observado na concentracdo de 8%. A
lixiviagdo de eletrdlitos foi maior conforme o aumento da concentracdo do extrato,
em sementes submetidas aos periodos de embebicdo de 3; 6; e 24 horas. Verificou-
se um aumento quando comparado a concentragao zero, de 35%, 31% e de 36%,
na concentracdo de 8% para os periodos de embebicdo, 3; 6; e 24 horas,
respectivamente. Estes resultados podem ser relacionados ao efeito do extrato
sobre a seletividade ou na reorganizagao do sistema de membranas celulares, uma
vez que, Peske et al. (2012) e Marcos Filho (2005) relatam que sementes com maior
nivel de estruturacdo de membranas, apresentam menor lixiviagdo de compostos de

reserva.
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A capacidade de reorganizacdo de membranas, a disponibilidade e a
eficiéncia de utilizacdo de compostos de reserva possui relacdo com a expressao do
vigor de sementes (WU, 2009), conforme evidenciado neste trabalho (Figura 1a; 1b).
Tais resultados estdo de acordo com os encontrados por Aumonde et al. (2012), ao
analisarem a acao do extrato de Zantedeschia aethiopica na qualidade fisiol6gica de
sementes de arroz vermelho.

A emergéncia de plantulas demonstrou pouco efeito quando as sementes
foram submetidas as concentragfes 2; 4 e 6% do extrato (Figura 2b). No entanto, foi
possivel verificar diminuicdo expressiva, em relagdo a concentracdo zero, na ordem
de 11% quando sementes foram expostas a concentracdo de 8%. O ponto de
maxima resposta para a emergéncia de plantulas foi observado na concentracéo
1,8%. A reducao da emergéncia esta associada ao efeito negativo dos aleloquimicos
sobre as estruturas das sementes e das plantulas, influenciando na permeabilidade
e seletividade de membranas celulares, ou ainda, ocasionando modificacbes em
nivel hormonal (CARILLO et al., 2010; ABUGRE et al., 2011). Nébrega et al. (2009)
ao estudarem influéncia alelopatica de coberturas vegetais no crescimento de
plantulas, verificaram reducao da emergéncia de plantulas de soja.

O comprimento, a area foliar e massa seca de parte aérea e de raiz primaria
foram reduzidos pelo incremento da concentracao do extrato (Figura 2c; 2d; 2e). Os
pontos de maxima resposta para o comprimento de parte aérea e para a area foliar
foram verificados na concentracdo 1,8% e 2,8%, respectivamente. O comprimento e
a massa seca da parte aérea de plantulas sob o efeito da concentracdo 8% do
extrato tiveram reducdo de 28,3% e 26,7%, quando comparado aquelas plantulas
sob acdo da concentracdo zero, respectivamente. Resposta similar ocorreu com
comprimento e massa seca de raiz primaria, havendo reducdo de 31,1% e 42,8%.
No entanto, para o comprimento de raiz e massa seca de 6rgdos o ponto de minima
foi observado na concentracéo de 8%.

Ao estudarem o efeito da concentracdo do extrato de Zingiber officinale sobre
comprimento da parte aérea e de raiz em plantulas de cebola e soja, Han et al.
(2008), obtiveram resultados similares. Moraes et al. (2012), verificaram que o
extrato de azevém proporciona reducdo da massa seca de raiz de Bidens pilosa.
Hagemann et al. (2010), observaram que extratos da parte aérea de Avena
sativa e Avena strigosa ocasionam reducdo no crescimento da raiz e do hipocétilo

de Euphorbia heterophylla. Segundo Khan et al. (2012), o crescimento de plantulas
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de trigo foi reduzido quando exposto ao extrato aquoso de Parthenium

hysterophorus.
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Figura 2. Condutividade elétrica de sementes apos 3, 6 e 24h- (a), emergéncia de
plantulas em casa de vegetagdo - (b), comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz
primaria (CPR) - (c), area foliar - (d) massa seca de parte aérea (MSPA) e massa
seca de parte radicular (MSPR) - (e) de plantas de trigo provenientes do teste de
emergéncia,sob acdo de diferentes concentracbes do extrato de L. multiflorum
(significativo a 5%%).
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Diversos autores tém demonstrado que extratos vegetais apresentam inibicéo
do crescimento de parte aérea de espécies cultivadas e daninhas. O extrato de parte
aérea de capim-braquiéria, segundo Souza et al. (2006), afeta negativamente o
crescimento inicial de plantas de trigo.

A area foliar de plantas provenientes do teste de emergéncia em casa de
vegetacdo foi reduzida pelo aumento da concentracdo do extrato (Figura 2d),
colaborando com a reducao da matéria seca da parte aérea (Figura 2e). A reducao
da &rea foliar pode estar relacionada a interferéncia de compostos alelopéaticos sobre
a formacédo do aparato fotossintético da planta. A reducédo da area foliar representa
menor area de captacdo de energia radiante e, segundo Abu-Romman et al. (2010)
e Carillo et al. (2010), os aleloquimicos podem alterar os teores de clorofila e afetar
negativamente a fotossintese.

O teor de peroxido de hidrogénio, determinado em raizes e parte aérea de
plantulas de trigo, aumentou em resposta a elevacdo da concentracdo do extrato
(Figura 3a; 4a). O ponto de minima resposta para o teor de peroxido de hidrogénio
em raizes de trigo foi verificado na concentracdo zero. Para o mesmo parametro,
avaliado em parte aérea, o ponto de maxima resposta foi verificado na concentracao
8% do extrato. O aumento no teor de peroxido de hidrogénio foi verificado de forma
mais evidente na concentracdo 8%, que comparada a concentracdo zero, atingiu
acréscimo de 15% em raizes e de 51% em parte aérea. A sintese e concentracdo de
peréxido de hidrogénio no tecido vegetal sdo dependentes do nivel de estresse
imposto (OLIVEIRA et al., 2011) e o estresse tende a ser maior quanto mais elevada
a concentracado de compostos toxicos no extrato (ISMAIL et al., 2015).

A peroxidacdo de lipidios quantificada nos mesmos tecidos, também foi
incrementada até as maiores concentracdes (Figura 3b e 4 b) e corrobora com a
elevacao nos niveis de peréxido de hidrogénio. O ponto de minima resposta para 0s
dois parametros ocorreu na concentracdo zero. Em relacdo a concentracdo zero,
plantulas sob acdo do extrato na concentracdo 8% apresentaram incremento na
peroxidacao de lipideos na ordem de 42% em raizes e de 66%, em parte aérea.
Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Nazif et al. (2013), onde
na presenca do extrato de raizes e parte aérea de Phytolacca latbenia, a

peroxidacao de lipideos € aumentada.
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O estresse causado pelos aleloquimicos pode resultar em danos as
membranas celulares e estimular os processos de peroxidacdo (ALONSO et al.,
1997). O aumento das concentracdes de peroxido de hidrogénio constitui indicativo
de estresse oxidativo (MITTLER, 2002; ALVES et al., 2012), pois este composto
toxico, prejudica a funcdo e integridade de membranas, muitas vezes de forma
irreversivel (DEUNER et al., 2011).

A enzima superoéxido-dismutase em raizes e parte aérea, apresentou maior
atividade em plantulas sob maiores concentracbes do extrato (Figura 3c e 4c).
Provavelmente, na tentativa de reduzir um possivel dano celular ocasionado pela
producdo e acumulo do radical superéxido (O2*) (SINHA &SAXENA, 2006). O
aumento foi de 89% em raizes e 68% em parte aérea, na concentracdo 8%,
comparada a concentracdo zero. Tais resultados corroboram com Yu et al. (2003)
gue obtiveram aumento da atividade da enzima superdxido-dismutase e da
peroxidacao lipidica, ao submeterem plantulas de pepino a diferentes concentracdes
e extratos desta mesma espécie. A enzima superéxido-dismutase é considerada
essencial neste processo de remocdo de espécies reativas de oxigénio, pois tem
como fungdo ndo s6 a conversdo do radical O2*, mas também a capacidade de
controlar outras espécies reativas de oxigénio (GARCIA, 2012; MAIA et al., 2012).

A atividade da enzima catalase, assim como da superoxido-dismutase,
aumentou em resposta ao incremento da concentragdo do extrato (Figura 3d; 4d). A
atividade da catalase foi maior nas raizes, independente da concentragdo utilizada.
Observou-se um incremento de 50% e 60%, nas concentracdes 6 e 8%,
respectivamente, ja em parte aérea para as mesmas concentra¢cdes houve aumento
de 17% e 33%,quando comparadas a concentracdo zero. A enzima ascorbato-
peroxidase, apresentou maior atividade nas raizes do que na parte aérea (Figura 3e;
4e), sendo superior em 50%; 56% e 61% nas concentracbes 4; 6 e 8%,
respectivamente, logo em parte aérea observou-se nas mesmas concentragdes um
aumento de 33%, 35% e 47%, quando comparadas a concentracao zero.

O ponto de maxima resposta para a enzima catalase quantificada em parte
aérea, foi na concentracdo 8% do extrato. Em raizes, o ponto de minima resposta
ocorreu na concentracdo de 2,5%. A enzima ascorbato-peroxidase, tanto em parte
aérea quanto em raizes, apresentou o ponto de maxima resposta na concentragao
8%.



57

(a) (b)
20 - 354
‘e =
i .
E 19 T . -// 7T 30 P
= g S’ ’.’ -
- v / g 25 A i
o > -
o 18 A o = 20 - T ¥
E ¥ 7 =4 RS
3 - = ® - *
L - =
(=] 17 o & 247
b= & o
* *__—& " ap 5
' g 10 y=0,118x2 + 0,771 + 17,06
S 16 - y = 0,050x2 + 0,006x + 16,42 T R2=0,97*
R?=0,89* 5 951
]
15 T T T T T 1 m 0 T T T 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
(c) (d)
1.6 1 0,10 7 *
1.2 o £ 0,08 - Ty
— 1.2 1 % (TN P
m "l = ¢ -
= b o 0,06 P
o - o —_—
S 08 o Q L SR
g o Eo 0,04 ¢
4 y=-0,008x2 + 0,249x + 0,059 .
? 4] I S g y = -0,0002x2 + 0,0079x + 0,0446
' 7 ' b 2 *
AN = 0,02 - R? =0,90
¢ xS
o+ . et
0 2 4 6 8 0 2 4 3 8
(e)
67 -
£ 5] = a
£ o
s -
= 4 - P
‘TC» /" %
8 3 T - "
< &7 ”
£ 2
a y =-0,029x2 + 0,672x + 2,265
> 4 R*=0,99*
o
=
0 T T T 1
0 2 4 6 8
Concentragao (%)

Figura 3. Peroxido de hidrogénio - (a), peroxidacdo lipidica - (b), atividade das
enzimas: superéxido-dismutase (SOD) - (c), catalase (CAT) - (d) e ascorbato-
peroxidase (APX) - (e) em raizes de plantulas de trigo provenientes do teste de
germinacao,sob acao de diferentes concentracbes do extrato de L. multiflorum
(significativo a 5% *).
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Figura 4. Perdxido de hidrogénio - (a), peroxidacdo lipidica - (b), atividade das
enzimas: superoxido-dismutase (SOD) - (c), catalase (CAT) - (d), ascorbato-
peroxidase (APX) - (e) em parte aérea de plantulas de trigo obtidas a partir do teste
de germinacédo, sob acdo de diferentes concentracdes do extrato de L. multiflorum

(significativo a 5% *).
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Singh et al. (2009) observaram elevagéo na atividade das enzimas catalase e
superoxido dismutase, ao expor plantulas de milho ao extrato aquoso de Nicotiana
plumbaginifolia. Abenavoli et al. (2006) verificaram que a cumarina aplicada em
Triticum turgidum aumenta a atividade da enzima superéxido-dismutase. Harun et al.
(2014), observaram aumento na atividade das enzimas catalase, ascorbato-
peroxidase e superoxido-dismutase em plantulas de alface com o incremento da
concentracdo do extrato de Chrysanthemoides monilifera.

Os resultados referentes a producéo de peréxido de hidrogénio, peroxidacdo
de lipideos e atividade das enzimas antioxidantes, explicam em parte, o0s menores
valores de comprimento e alocacdo de massa seca nas diferentes estruturas das
plantulas sob influéncia das maiores concentracfes do extrato. Além disso, a
reducdo do vigor de sementes esta relacionada a diminuicdo da capacidade de
germinacdo e com o aumento do nivel de peroxidacdo lipidica (BOGATEK et
al., 2006).

A reducdo do indice de velocidade de germinacdo, o aumento da
condutividade elétrica, dos niveis de peroxido de hidrogénio e da peroxidacao
lipidica, bem como, a ativacdo do sistema enzimético antioxidante em parte aérea e
em raizes de plantulas de trigo sob a¢éo do extrato de aquoso de folhas de azevém,
sugerem que os danos ao desempenho inicial de sementes plantulas da espécie

alvo utilizada, sdo decorrentes do efeito toxico do extrato.

4.4 Conclusdes

O extrato de L. multiflorum apresenta efeito alelopatico em sementes e
plantulas de trigo;

O indice de velocidade de germinacdo é reduzido de forma marcante na
concentracéo 8% do extrato;

Concentracbes mais altas resultam nos maiores teores de peroxido de
hidrogénio, peroxidacao lipidica e atividades das enzimas superoxido-dismutase,

catalase e ascorbato-peroxidase.
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Consideragdes finais

O extrato aquoso de buva (Conyza bonariensis) quando testado em sementes
e plantulas de alface e, o extrato de azevém (Lolium multiflorum) ao sertestado em
sementes e plantulas de alface e de trigo demonstram efeito alelopéatico sobre as
referidas espécies.

O extrato aquoso de buva resulta em inibicdo da germinacédo de sementes e
do crescimento inicial de plantulas de alface.

A utilizag&do do extrato de folhas de azevém reflete na reducéo de atributos do
vigor de sementes de alface e de trigo.

O aumento da concentracdo do extrato aquoso de ambas as espécies,
proporciona elevacdo nos teores de peréxido de hidrogénio, na peroxidacdo de
lipideos e na atividade das enzimas antioxidantes, sendo resultados mais
pronunciados, observados nas concentracbes de 8% do extrato. Estes resultados

mantém relacdo com a menor desempenho de plantulas sob tais concentracdes.
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