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RESUMO

AUMONDE, Tiago Zanatta. Universidade Federal de Pelotas, Novembro de 2012.
Acdo de extratos vegetais no desempenho de sementes e plantulas de alface e

arroz vermelho. Orientador: Prof. Dr. Dario Munt de Moraes.

As plantas podem produzir compostos com potencial de inibicdo da germinacao e do
crescimento inicial de outras espécies vegetais. O trabalho foi realizado no
Laboratorio de Fisiologia de Sementes - UFPel, nos anos de 2010 a 2012 e objetivou
avaliar o efeito de diferentes concentragfes de extratos vegetais sobre a fisiologia de
sementes e plantulas de alface e arroz-vermelho. Nos artigos 1 e 2, foram utilizados
extratos de folhas maduras de Zantedeschia aethiopica e Philodendron
bipinnatifidum nas concentracbes 0; 6; 12; 25 e 50%, estabelecidas a partir da
diluicdo do extrato 100% concentrado em &gua destilada. Como espécie alvo
utilizou-se sementes de alface. No artigo 3, a espécie alvo foi arroz vermelho e
utilizou-se o extrato de folhas maduras de P. bipinnatifidum nas concentragdes 0; 12;
25; 50 e 75%. Foram avaliados a germinacdo, primeira contagem de germinacao,
indice de velocidade de germinacdo, comprimento de parte aérea e raiz primaria,
massa seca total de plantulas, condutividade elétrica, teores de clorofila, atividade
das enzimas superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbarto peroxidase
(APX), peroxidacdo de lipidica, peroxido de hidrogénio e emergéncia de plantulas,
comprimento de parte aérea e de raiz e massa seca total das plantulas emergidas.
Em sementes e plantulas alface expostas a acdo do extrato de folhas de P.
bipinnatifidum, a atividade da enzima alfa-amilase foi alterada na semente, nas
plantulas da primeira contagem e do teste de germinacdo. O aumento da
concentracdo do extrato de Z. aethiopica e P. bipinnatifidum reduziu a emergéncia
de plantulas, alterou os teores de clorofila e a atividade da SOD, CAT, APX e
incrementou a peroxidacdo lipidica em plantulas. Os extratos afetaram
negativamente o desempenho fisioldgico das sementes de alface e arroz vermelho e
proporcionaram acumulo de peréxido de hidrogénio com o aumento da
concentragdo, prejudicando a integridade de membranas celulares, colaborando

para o estresse oxidativo e a reducédo da incidéncia de plantulas normais.

Palavras chave: Araceae, alelopatia, teores de clorofila, enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

AUMONDE, Tiago Zanatta. Federal University of Pelotas, in November 2012. Action
of extracts on the performance of seeds and seedlings of lettuce and red rice.

Advisor: Prof. Dr. Dario Munt de Moraes.

Plants can produce compounds with potential for inhibition of germination and initial
growth of other plant species. The work was conducted at the Laboratory of Seed
Physiology - UFPel in the years 2010 to 2012 and aimed to evaluate the effect of
different concentrations of vegetable extracts on the physiology of lettuce and red
rice seeds and seedlings. In Articles 1 and 2, we used extracts of leaves of
Zantedeschia aethiopica e Philodendron bipinnatifidum at concentrations of 0, 6, 12,
25 and 50%, established from dilution of the 100% concentrated extract in distilled
water. Target species as was used lettuce seeds. In the article 3, the red rice was a
target species and used the leaves extract of P. bipinnatifidum at concentrations O;
12; 25; 50 and 75%. Were evaluated the germination, first count germination,
germination speed index, length of shoot and primary root, seedling total dry mass,
electrical conductivity, chlorophyll content, activity of the enzymes, alfa-amylase,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbarto peroxidase (APX), lipid
peroxidation, content of hydrogen peroxide and seedling emergence, length of
organs and total dry mass of seedlings emerged. When lettuce seeds and seedlings
were exposed to the action of the leaves extract of P. bipinnatifidum, the activity of
the enzyme a-amylase changed in seed, first germination and germination test. The
increasing of concentration the extract of Z. aethiopica and P. bipinnatifidum provided
reduction of seedling emergence, changes in chlorophyll content and activity of the
enzymes SOD, CAT, APX and lipid peroxidation in seedlings. The extracts negatively
affected the physiological performance of lettuce and red rice seeds. Provided
hydrogen peroxide accumulation with increasing concentration, damaging the
integrity of cell membranes, contributing to oxidative stress and reducing the

incidence of normal seedlings.

Key words: Araceae, allelopathy, chlorophyll content, antioxidant enzymes.



INTRODUCAO GERAL

O termo alelopatia foi proposto por Molish em 1937 para se referir a
interacbes bioquimicas entre diferentes plantas e entre microorganismos.
Posteriormente, foi redefinido, referindo-se a como sendo qualquer efeito direto ou
indireto, danoso ou benéfico, que uma planta exerce sobre outra pela producédo de
compostos quimicos liberados para o ambiente (RICE, 1984; WEIR et al., 2004).

As interacdes alelopaticas derivam de metabdlitos secundarios denominados
aleloquimicos. Estes, por sua vez, sdo originados das rotas do acetato e/ou
chiquimato e sua liberacdo para o meio é efetuada por volatilizacdo, exsudacéo
radicular, lixiviacdo ou decomposicdo de residuos, que sao fatores determinantes da
sua acdo (REIGOSA et al., 2005).

Os aleloquimicos sdo produzidos em diferentes 6rgdos do vegetal e a
concentragcdo e qualidade dos compostos € variavel em funcéo do local de sintese
que, por sua vez, sao determinados pelo estadio de desenvolvimento, sazonalidade,
condicdo edafoclimatica, de acordo com a espécie e dentro da propria espécie
(DELACHIAVE et al., 1999; FERREIRA & AQUILA, 2000; GOBO-NETTO & LOPES,
2007).

A acao do aleloquimico é pouco especifica e determinada substancia pode
desempenhar variadas fungBes de acordo com a concentracdo, translocacéo,
detoxicacdo e composicdo quimica (ALMEIDA, 1988). Substancias alelopaticas
podem ocasionar alteracdo no padrao de germinacao refletindo na modificacdo da
permeabilidade de membranas, interferindo na dorméncia de sementes, transcricao
e traducdo do RNA, no funcionamento dos mensageiros secundarios, na respiracao
por sequestro de oxigénio e na conformacdo de enzimas e receptores, ou ainda,
pela acdo combinada destes fatores. Também podem ser observadas alteracdes em
nivel celular, na fotossintese e na sintese proteica, no metabolismo de lipidios e na
atividade enzimética (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Segundo Rodrigues et al. (1999), o efeito alelopatico € resultado da

interacdo complexa entre fatores genéticos e ambientais de modo que interacdes



alelopéticas inibem e reduzem a porcentagem e a velocidade de germinacdo e
causam diminuicdo do crescimento inicial, sendo estas, respostas secundérias de
efeitos primarios que ocorrem no processo metabdlico das plantas (PEDROL et al.,
2006; BLANCO, 2007). O efeito dos aleloquimicos, conforme Rezende et al. (2003),
é relacionado a processos fisiolégicos na planta e que seus mecanismos de acao
nao estdo completamente esclarecidos.

A autotoxidade e heterotoxidade sédo diferentes mecanismos pelos quais o
efeito alelopatico se processa. Se determinada espécie produz compostos que
inibem ou retardam a germinacdo e 0 crescimento proprios, caracteriza-se o
mecanismo intraespecifico denominado autotoxidade. Por outro lado, se esse
mecanismo ocorre de maneira interespecifica € dito que o efeito alelopatico é por
heterotoxidade (MILLER, 1996).

A avaliacdo da tolerancia ou resisténcia aos extratos vegetais € realizada por
meio de plantas indicadoras, dotadas de rapida e uniforme germinacdo e de
determinado grau de sensibilidade, de maneira a permitir expressao dos resultados,
mesmo sob baixas concentracfes das substancias alelopaticas. Usualmente sao
empregadas como indicadoras de atividade fitotoxica as espécies Lactuca sativa L.,
Lycopersicon esculentum Mill e Cucumis sativus L. (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Estudos buscam avaliar o efeito alelopéatico ocasionado por diferentes
espécies. Ouesltati (2003) estudou o efeito de extratos de diferentes 6rgdos de
Triticum durun L. sobre a germinagéo de sementes de cevada (Hordeum vulgare L.);
Chon & Kim (2004) analisaram o potencial herbicida e quantficaram os
aleloquimicos provenientes de extratos de diferentes gramineas; Han et al. (2008)
observaram o efeito negativo de extratos de gengibre (Zingiber officinale (Willd.)
Roscoe) sobre a germinagéo e o crescimento de plantulas de soja (Glycine max (L.)
Merrill); Hoffman et al. (2007) verificaram o efeito de Nerium oleander L. e
Dieffenbachia picta Schott, por meio da porcentagem e do indice de velocidade de
germinacao; Barbosa et al. (2008) efetuaram trabalho para avaliar o efeito de
extratos de Brachiaria decumbens Stapf. sobre a germinacédo de sementes de alface;
Ferreira et al. (2008) investigaram o efeito alelopatico de capim anoni (Eragrostis
plana Nees) sobre a germinagdo de sementes de gramineas nativas e exéticas;
Manoel et al. (2009) estudaram o efeito das plantas barbatim&o (Stryphnodendron
adstringens Mart. Coville) e pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link) na germinacéao e

no desenvolvimento de plantulas de tomate; e Oliveira et al. (2009) buscaram



analisar o potencial alelopatico do extrato aquoso da casca e polpa de frutos de
juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.).

Diversos trabalhos tém demonstrado o potencial alelopatico proporcionado
por compostos toxicos presentes em extratos vegetais. Pires et. al. (2001), afirmam
que extrato de leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit) exerceu efeito
fitotoxico em Bidens pilosa e Amaranthus hybridus; Kato-Noguchi (2003) obteve
reducdo na germinacéo e crescimento de Amaranthus caudatus; Dayan et al (2010)
verificaram inibicdo da germinacdo e do fotossistema | da fotossintese em sorgo
(Sorghum bicolor L.), ocasionados por uma quinona. Similarmente, foram
observadas alteracbes na germinacéo e no crescimento por Periotto et al. (2004), ao
aplicarem extratos de Andira humilis em rabanete (Raphanus sativus L.). Ao
encontro desses, estudando o efeito de 6leos essenciais de canela (Cinnamomum
zeylanicum Breyn.) e capim-citronela (ymbopogum citratus (DC) Stapf.), Alves et al.
(2004), verificaram o potencial alelopatico inibitorio dessas espécies sobre sementes
de alface; Ao avaliarem o potencial alelopéatico de Tropaeolum majus L., Formagio
et al. (2012), observaram que a germinagédo e o crescimento de Bidens pilosa sé&o
mais afetados pelo extrato de folha comparativamente aqueles obtidos dos demais
orgdos; Ao exporem sementes de diversas espeécies cultivadas a extratos de
Eucalyptus globolus e Casearia sylvestris, Yamagushi et al. (2011), obtiveram
reducdo do indice de velocidade de germinacdo e plantulas com raizes atrofiadas;
Ao avaliarem o potencial toxico de Azadirachta indica, Rickli et al. (2011), verificaram
que o tempo e a velocidade média de germinacdo de sementes de soja foram
afetados negativamente pelo extrato. Rice (1984) considera a degradagcdo da
clorofila como sintoma do aleloquimico sobre a planta e a redu¢do no teor desse
pigmento pode ser devido a degradacéo ou inibicdo da sintese (YU et al., 2003);

De acordo com Gorla & Perez (1997), pesquisas alelopéticas oferecem
ilimitadas oportunidades para resolver problemas praticos da agricultura, além de
contribuir para o conhecimento de quimica e biologia de relacdes interespecificas.
Desse modo, o efeito benéfico dos compostos alelopaticos também é estudado,
sendo obtidos resultados satisfatorios e favoraveis em relacdo a germinacao e ao
crescimento (VYVYAN, 2002; DE SOUZA et al., 2003; ALVES et al., 2004).

A qualidade da semente é definida por atributos genéticos, fisiolégicos,

fisicos e sanitarios. A germinacdo € uma das caracteristicas que determina a

qualidade fisiolégica da semente, enquanto, o teste de germinacdo objetiva



determinar o potencial maximo de germinacdo do lote de sementes, podendo ser
empregado para comparar a qualidade de diferentes lotes e estimar o valor de
semeadura no campo (PESKE et al., 2012).

De acordo com Ferreira & Aquila (2000), o processo de germinacdo é menos
sensivel aos aleloquimicos se comparado ao crescimento da plantula. Nesse
aspecto, afirmam que a incidéncia de plantulas anormais e a necrose da raiz
primaria, podem ser sintomas bastante frequentes e assim, a emergéncia da raiz,
que € critério morfologico de germinacao, deve ser avaliada, sendo posteriormente
efetuados testes de germinacdo em solo ou areia. Rice (1984) afirma que existe
grande diversidade de trabalhos avaliando o efeito alelopatico sobre a germinacéo,
por ser mais facil a tomada de dados.

No processo germinativo, durante a embebicdo da semente, ocorre a
ativacdo da enzima alfa-amilase pela forma ativa do fitormonio giberelina e de
enzimas beta-amilases (FERREIRA & BORGHETTI, 2004). A partir de entéo, inicia-
se a hidrdlise das reservas de maneira a fornecer substrato para a respiracao e
assim, energia e esqueletos carbbnicos para o crescimento e desenvolvimento do
embrido (MARCOS FILHO, 2005).

As enzimas superéxido-dismutase, peroxidase e catalase promovem a
remocao de radicais livres durante o processo de deterioracdo em sementes (MUNIZ
et al., 2007). Neste contexto, Singh et al. (2002) afirmam que lactonas
sesquiterpénicas sao capazes de inibir a germinacdo e afetar proteinas
hidrossollveis, carboidratos e a atividade das enzimas alfa e beta amilase. Samaj et
al. (2004) e Cruz-Ortega et al. (2007) relatam que a acdo de determinados
aleloguimicos aumenta a atividade de enzimas do metabolismo antioxidativo.

No que tange ao vigor, substancias dotadas de potencial aleloquimico
podem influenciar na velocidade, porcentagem de emergéncia de plantulas e no
estande final, ou diretamente, no crescimento da planta. Marcos Filho et al. (1987)
afirmam que o vigor é relacionado a integridade do sistema de membranas celulares
e pode ser avaliado por meio da condutividade elétrica, medida quantitativa da
presenca de ions contidos na agua de embebicéo, cuja intensidade é proporcional
ao estado de desorganizacdo das membranas celulares.

Segundo Neves & Moraes (2005), testes de qualidade fisioldégica envolvendo
germinacdo, condutividade elétrica e andlises bioquimicas, como solubilizacéo,

degradacdo do amido e atividade das enzimas hidrolases, podem fornecer



parametros do vigor e viabilidade das sementes diante de agentes externos.
Podendo estes, ser utilizados com a finalidade de avaliar o efeito de determinado
extrato vegetal com potencial alelopatico sobre a qualidade fisiologica da semente.

Algumas espécies ornamentais produzem O6leos essenciais e pigmentos
objetivando a atracdo de polinizadores, enquanto outras sintetizam taninos, lactonas
e alcaldides com propriedades toxicas a animais. Entre as espécies de interesse
podem ser citadas Zantedeschia aethiopica (copo-de-leite) e a espécie Philodendron
bipinnatifidum (flodendro ou banana-de-mico), ambas pertencentes a familia
Araceae e empregada com fins ornamentais. A primeira produz compostos
aromaticos lignoides, flavonoides e drusas de oxalato de calcio (GRECA et al.,
1998), enquanto a segunda, apresenta em sua constituicdo limondides, esteroides,
isopalmitato e palmitato de etila, além de outros compostos (FEITOSA at al., 2007),
que demostram o possivel potencial fitotdxico de seus extratos. Entre os principais
compostos téxicos identificados em tecidos de origem vegetal, estdo os esterdéides,
fendis e terpenos, os alcaldides e os taninos, as cumarinas e os flavondides
(PUTNAM & DUKE, 1978).

Estas espécies por sintetizarem compostos toxicos, podem influenciar no
desempenho fisiolégico da semente e no crescimento de espécies cultivadas e
daninhas. Além disso, devido ao manejo fitotécnico e a multiplicacdo conhecidos,
estas ornamentais podem ser cultivadas em larga escala objetivando a extracao de
compostos para a sintese de produtos com vistas a melhoria da qualidade fisiol6gica
de sementes, ou ainda, objetivando a inibicAo da germinacdo de espécies
consideradas nocivas.

No Brasil, pesquisas referentes ao tema alelopatia s&o incipientes e na
grande maioria, voltadas a avaliacdo rotineira de germinacdo e de crescimento
inicial. Verifica-se caréncia de informacdes sobre os processos fisiologicos
desencadeados ou bloqueados pela acdo de extratos vegetais ou concentracdes
deste. Neste contexto, estudos relacionando atividade enzimatica, pigmentos
fotossintéticos, producdo de radicais livres, peroxidacao de lipideos, integridade do
sistema de membranas celulares e de outros testes empregados rotineiramente para
a avaliacdo do vigor e germinacdo de sementes e crescimento inicial de plantulas,
constituem importante ferramenta na elucidacdo dos mecanismos de acdo e

resposta de determinado composto sobre o vegetal.
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ARTIGO |
ALTERACOES FISIOLOGICAS EM SEMENTES E METABOLISMO
ANTIOXIDATIVO DE PLANTULAS DE ALFACE EXPOSTAS A ACAO DO
EXTRATO DE Zantedeschia aethiopica Spreng’

Resumo: Este trabalho objetivou avaliar a influéncia de concentragdes do extrato de
Zantedeschia aethiopica Spreng. sobre o desempenho fisiolégico da semente e a
resposta do metabolismo antioxidativo de plantulas de alface. Os tratamentos
consistiram em extratos de folhas de Z. aethiopica Spreng. nas concentracdes 0; 6;
12; 25 e 50%. Foram avaliados germinagéo, primeira contagem de germinacao,
indice de velocidade de germinagdo, comprimento de parte aérea e de raiz primaria,
massa seca total de plantulas, teores de clorofila, atividade das enzimas superéxido-
dismutase, catalase e ascorbarto peroxidase, peroxidacao lipidica, quantificacdo de
perdxido de hidrogénio e emergéncia de plantulas, comprimento de érgdos e massa
seca total das plantulas emergidas. A porcentagem de germinagdo, o comprimento
de parte aérea e de raiz primaria de plantulas do teste de germinacdo e a massa
seca total de plantulas emergidas em casa de vegetacdo foram reduzidos com a
elevacdo da concentracdo do extrato. Houve aumento da condutividade elétrica, da
atividade das enzimas superéxido-dismutase, catalase e ascorbato-peroxidadase e
da quantidade de perdxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica em plantulas com o
incremento da concentracdo do extrato. O extrato reduziu o desempenho fisiolégico
das sementes de alface e induziu o0 aumento na producgéo de perdxido de hidrogénio
em plantulas, o que elevou a atividade das enzimas antioxidativas que nao foram
eficientes na detoxificacdo dos tecidos, resultando em dano celular e aumento da

incidéncia de plantulas anormais.

Palavras chave: Lactuca sativa, vigor, enzimas, teores de clorofila, crescimento

inicial
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PHYSIOLOGICAL CHANGES IN SEEDS AND ANTIOXIDANT METABOLISM OF
LETTUCE SEEDLINGS EXPOSED TO THE ACTION OF EXTRACT Zantedeschia

aethiopica Spreng

Abstract: The work aimed to evaluate the influence of extract concentrations of
Zantedeschia aethiopica Spreng. on the physiological performance of the seed and
the response of antioxidant metabolism of lettuce seedlings. The treatments
consisted of extracts from leaves of Z. aethiopica at concentrations of 0, 6, 12, 25
and 50%. Were evaluated the germination, first count germination, speed and
germination speed index, length of shoot and primary root, seedling total dry mass,
chlorophyll content, activity of the enzymes superoxide dismutase, catalase and
ascorbarto peroxidase, lipid peroxidation, quantification hydrogen peroxide and
seedling emergence, length of organs and total dry mass of seedlings. The
percentage of germination, the length of the shoot and primary root of seedlings and
the total dry mass of seedlings emerged in the greenhouse were reduced with
increasing concentration of the extract. There was an increase of electrical
conductivity, of the enzymes superoxide dismutase, catalase and ascorbate
peroxidadase and the amount of hydrogen peroxide and lipid peroxidation in
seedlings with increasing concentration of the extract. The extract reduced the
physiological performance of seeds of lettuce and induced the increased production
of hydrogen peroxide in seedlings, which increased the activity of antioxidant
enzymes that were not effective in detoxification of the tissues, resulting in cellular

damage and increased abnormal seedlings.

Key words: Lactuca sativa, vigor, enzymes, chlorophyll content, early growth

INTRODUGCAO
A espécie Zantedeschia aethiopica Spreng., conhecida popularmente como
copo-de-leite, pertence a familia Araceae e é cultivada com fins ornamentais.
Plantas deste género produzem compostos aromaticos ligndides, havendo
conhecimento da presenca de flavondides do tipo flavonol e flavona,
especificamente as substancias pironesinol, quercetina e drusas de oxalato de célcio

(Greca et al., 1998), substancias que tornam a espécie potencialmente fitotoxica.
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As plantas possuem, por meio do metabolismo secundario, capacidade de
produzir compostos conhecidos como aleloquimicos, dotados de potencial de
inibicdo ou estimulo da germinacdo e do crescimento inicial (Macias et al., 2007).
Estes sintomas constituem reflexos secundarios da acédo do aleloquimico, que ao
inibir, danifica ou inativa vias do sistema metabdlico da semente e da plantula,
alterando a bicamada fosfolipidica e o sistema de membranas celulares, o
comportamento celular, fitormonal ou o fotossintético (Rizvi et al., 1992; Chou, 1999;
Chou, 2006), processos nos quais estao envolvidas formas reativas de oxigénio.

Diversos trabalhos foram efetuados objetivando identificar compostos ou
avaliar o efeito alelopatico de extratos sobre a germinacdo e o crescimento inicial de
plantulas. Estudos alelopaticos envolvendo a avaliacdo do desempenho fisiol6gico
de sementes, teor de pigmentos fotossintéticos e comportamento do metabolismo
antioxidativo em plantulas s@o escassos. As enzimas superoxido-dismutase,
peroxidases e catalases estdo envolvidas na remocéo de radicais livres durante o
processo de deterioracdo de sementes (Rosa et al., 2005) e a condi¢des de estresse
em plantas. A elucidacdo do metabolismo antioxidativo conjuntamente a
determinacao de pigmentos fotossintéticos e atributos de qualidade fisiolégica, torna-
se importante ferramenta em estudos alelopaticos, pois permite a compreensao de
respostas visuais da semente ou da plantula ao estresse imposto pelo extrato,
fornecendo subsidios a descricdo do seu mecanismo de acdo. Conjuntamente, ndo
h& conhecimento sobre trabalhos envolvendo Zantedeschia aethiopica Spreng.,
sendo justificavel tal tarefa pela importancia dos compostos nela identificados, o
calcio envolvido na regulacdo de diversas vias metabdlicas vegetais e o0s
flavondides, um dos principais aleloquimicos isolados (Kink e Ambika, 2002).

Neste contexto, este trabalho objetivou avaliar a influéncia de concentracdes
do extrato de Zantedeschia aethiopica Spreng. sobre o desempenho fisioldégico de

sementes e na resposta do metabolismo antioxidativo de plantulas de alface.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia de Sementes do
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes da
Universidade Federal de Pelotas, situada na latitude 31°52’ S, longitude 52°21’ W e
altitude 13 m.
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O extrato concentrado de copo-de-leite (Zantedeschia aethiopica Spreng.) foi
obtido a partir de folnas maduras completamente expandidas, dotadas de peciolo e
provenientes de plantas de meia sombra. As folhas foram previamente lavadas em
agua destilada e secas com papel toalha. Em razdo da elevada quantidade de agua
na constituicdo, as folhas foram trituradas sem adicdo de tal elemento e
centrifugadas em aparelho centrifugo comercial, onerando o tempo de 30 minutos. O
extrato obtido considerado 100% concentrado foi armazenado em recipiente ambar
a temperatura de 10 °C, em refrigerador. Apdés 24 horas, o0 extrato concentrado foi
submetido a filtracdo simples e o filtrado armazenado em recipiente @mbar, sob
refrigeracao a 10 °C.

Foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa L.), espécie alvo
sensivel a substancias toxicas, aleloquimicos e tolerante a ampla faixa de variacéo
de pH e potencial osmético (Rice, 1984).

Os tratamentos foram compostos pelas concentracdes 0; 6; 12; 25 e 50% de
extrato de copo-de-leite, empregando-se a relacdo v/v entre extrato vegetal e agua
destilada. Os extratos das diferentes concentracdes tiveram o pH aferido, atingindo
6,0+0,1.

Para avaliar o efeito das concentracdes do referido extrato sobre o
desempenho fisioldgico de sementes e no metabolismo antioxidativo de plantulas
foram realizados os seguintes testes:

Teste de germinacado (%): conduzido por meio de quatro amostras com
quatro subamostras de 50 sementes, semeadas em caixas tipo gerbox, sobre duas
folhnas de papel mata-borrdo umedecidas na proporcdo de 2,5 vezes a massa do
papel, com as diferentes concentracbes do extrato. Apds, 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 25 W, 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 (%): 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 das sementes germinadas (protrusédo radicular minima de 3 a 4 mm). As
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contagens foram realizadas até a estabilizacdo da germinacgdo. O IVG foi calculado
segundo Nakagawa (1994).

Teor de clorofila a, b e total de plantulas: a quantificagcdo do teor de
clorofila foi efetuada por meio de quatro amostras de 0,2 gramas por tratamento, aos
sete dias ap6s a semeadura, a partir de plantulas provenientes do teste de
germinacdo. O material vegetal fresco foi macerado em 10 mL de acetona, 80% em
gral com pistilo, em sala com luz verde. O macerado foi submetido a filtracdo simples
e 0 volume de acetona completado para 25 mL (Arnon, 1949). Os dados obtidos
foram calculados segundo Lichtenthaler (1987) e expressos em mg de clorofila g™
massa fresca.

Condutividade elétrica: conduzida de acordo com metodologia de
Krzyzanowski et al. (1991) em quatro subamostras de 50 sementes. As sementes
tiveram sua massa previamente aferida e foram submetidas & embebi¢cdo nos
extratos nas diferentes concentracdes, por uma hora. Decorrido o tempo, foram
lavadas com agua destilada, transferidas para recipientes contendo 80 mL de agua
deionizada e mantidas em BOD, a temperatura constante de 20 °C. A condutividade
elétrica foi determinada ap6s 3, 6 e 24 horas e os resultados expressos em pS cm™
g’ de sementes.

Comprimento de parte aérea e de raiz priméria de plantulas: foram
utilizadas quatro subamostras de 10 plantulas, ao final do teste de germinacao e de
emergéncia em casa de vegetacao aos 21 dias. O comprimento de parte aérea foi
obtido pela distancia entre a insercao da por¢cdo basal da raiz priméaria ao apice da
parte aérea, enquanto, o comprimento da raiz primaria foi mensurado pela distancia
entre sua parte apical e basal. Os resultados foram expressos em milimetros 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 aos 21 dias. As plantulas foram acondicionadas em envelopes de
papel pardo e submetidas a secagem em estufa de ventilacdo forcada sob
temperatura de 70 °C até massa constante (72 horas). Os resultados foram
expressos em miligramas por plantula.

Emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo: conduzido em quatro
subamostras de 50 sementes. A semeadura foi efetuada em bandejas de

poliestireno expandido de duzentas células, contendo como substrato areia lavada.
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As sementes foram previamente colocadas entre trés folhas de papel germitest
umedecido com 4gua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel por cinco minutos, objetivando evitar dano por embebicdo. Decorrido o tempo,
as sementes foram embebidas nos extratos de diferentes concentracdes por uma
hora e conduzidas & semeadura. Vinte e um dias apds a semeadura foi realizada a
contagem final do numero de plantulas, sendo o0s resultados expressos em
porcentagem.

Contetdo de H,O, e peroxidacdao lipidica: ao final do teste de germinacéo,
amostras de plantulas foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em
2 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 0,1 %. O homogenato foi centrifugado a
13.000g, durante 20 min a 4 °C e o sobrenadante utilizado para determinar o
conteudo de H,O, e malondialdeido (MDA). Os niveis de peréxido de hidrogénio
foram determinados de acordo com Velikova et al. (2000). Em tubos de ensaio,
contendo 0,7 mL de tampéao fosfato de potassio 10mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto de
potassio 1 M, foram adicionados 0,3 mL do sobrenadante, e incubado por 10
minutos a 30 °C. As leituras foram efetuadas em espectrofotometro a 390nm e a
concentracdo de H,O, expressa em pmol de H,O, g* de massa fresca. A
peroxidacgéo lipidica foi obtida via acimulo de malondialdeido (MDA) e determinada
por metodologia descrita por Cakmak e Horst (1991). Em tubos de ensaio contendo
0,3 mL do sobrenadante foram adicionados 1,7 mL do meio de reacdo de acido
tiobarbittrico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 10% (p/v), em seguida incubado a 90 °C, por
20 minutos. A reacdo foi paralisada por resfriamento rdpido em gelo e apds,
centrifugadas novamente a 10.000g durante cinco minutos, a 4 °C e a absorbéancia
do sobrenadante determinada em espectrofotdmetro a 535 e 600 nm. A quantidade
de complexos MDA-TBA (pigmento vermelho) foi calculada a partir do coeficiente de
extingdo molar (¢ = 155 x 10° M™* cm™).

Atividade enzimatica: ao final do teste de germinacédo, a determinagdo da
atividade das enzimas antioxidantes foi efetuada por meio de amostras de matéria
fresca de plantulas maceradas em gral e pistilo com nitrogénio liquido, contendo
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20 % e homogeneizados em 1,8 mL de tampé&o fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,8) contendo EDTA 0,1 mM e &cido ascorbico 20 mM. O
extrato foi centrifugado a 13.000g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante utilizado para

mensurar a atividade enzimatica.
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Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1): a atividade foi avaliada pela
capacidade da enzima inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) a 560 nm
em meio de reacdo contendo tampéao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina
14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM conforme Giannopolitis e 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.

Catalase (CAT - EC 1.11.1.6): determinada pela decomposi¢cdo do H,0O,
conforme descrito por Azevedo et al. (1998). A atividade foi monitorada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm (g = 39.4 x 10® M™* cm™), durante dois minutos
em meio de reagdo de 4 mL incubado a 30 °C, contendo extrato enzimatico, tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e perédxido de hidrogénio 12,5 mM.

Ascorbato peroxidase (APX — EC 1.11.1.11): determinada por metodologia
proposta por Nakano e Asada (1981) pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do
ascorbato (ASA) por 2 min a 290 nm (g = 2.80 x 10° M~ cm™). O meio de reacéo foi
incubado a 30 °C e composto por tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0)
acido ascorbico 0,5 mM, H,0, 0,1 mM e extrato enzimatico.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados com quatro
repeticdbes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, havendo
significancia a 5%, ajustados por polinbmios ortogonais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de germinacdo de sementes de alface submetidas a acdo do extrato
de Z. aethiopica permitiu verificar similaridade nas porcentagens de germinacao de
submetidas aos tratamentos 0; 6 e 12% (Figura la). Entretanto, o numero de
plantulas normais foi reduzido drasticamente a partir da concentracdo 25% que
provocou reducao de cerca de 60% no numero de plantulas normais, enquanto, a
concentracdo 50% do extrato inibiu totalmente a germinacéo. A provavel explicacédo
para tal ocorréncia esta relacionada a presenca de flavondides ja isolados em Z.
aethiopica (Greca et al., 1998), classe de compostos fendlicos cuja atuacao inibe a
germinacdo de sementes (Ducca e Zonetti, 2008). Além disso, o0 sistema
antioxidativo das plantulas de alface mostrou néo ter sido suficientemente eficiente
na eliminacdo de formas reativas de oxigénio que se acumularam nos tecidos da
semente frente ao estresse imposto, resultando em dano celular e aumento do

namero de plantulas anormais nas maiores concentragbes do extrato, conforme
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evidenciado pela peroxidacao lipidica em plantulas (Figura 2b). Han et al. (2008)
verificaram que extratos de maior concentragdo de rizoma e de folha de gengibre
reduziram pela metade a porcentagem de germinacdo de sementes de soja e de
cebolinha. Enquanto, Zhang et al. (2010) obtiveram redugcdo da germinacdo de
sementes de rabanete ao aumentarem a concentragdo do extrato aquoso de
eucalipto e Coelho et al. (2011) constataram a ocorréncia de menos de 10% de
plantulas normais ao submeterem sementes de alface a concentracdo de 50% do
extrato de juazeiro.

A primeira contagem de germinacdo apresentou similaridade até a
concentracdo 12%, o que pode estar relacionado a tentativa de aclimatacdo e
sobrevivéncia da espécie (Hong et al., 2004). Houve posterior declinio acentuado da
primeira contagem de germinacdo nas concentracdes 25% e 50%, sendo o niumero
de plantulas normais proximo de zero, na maior concentracdo do extrato (Figura 1a).
Tal ocorréncia evidencia que baixas concentracdes do extrato ndo foram eficientes
em causar fitotoxicidez a semente no inicio do processo germinativo. Esta ocorréncia
pode ser atribuida a menor sensibilidade da germinacao ao efeito dos aleloquimicos
comparativamente ao crescimento inicial (Ferreira e Aquila, 2000).

O indice de velocidade de germinacao teve tendéncia de reducdo drastica
ao aumentar a concentracédo do extrato (Figura 1b). Tal processo aconteceu a partir
da concentragcdo 6%, o que demonstra retardamento no processo germinativo com
reflexos na reducdo do numero de sementes germinadas por dia, efeito ocasionado
pelo extrato. Assim, é possivel considerar que baixas concentracbes do extrato,
mesmo nao aumentando a atividade das enzimas do metabolismo antioxidativo
(Figura 2c, 2d e 2e), atuaram negativamente sobre alguma via do metabolismo
germinativo da semente, talvez sobre a capacidade de hidrélise e mobilizacdo de
reservas com vistas a formacédo de esqueletos carbdnicos voltados ao crescimento
do embrido (Muniz et al., 2007). Singh et al. (2009) verificaram que o aumento da
concentracdo do extrato aquoso de Nicotiana plumbaginifolia proporcionou reducéo
do nimero de sementes de milho germinadas por dia, assim como Lima et al.
(2011) ao submeterem sementes de alface a fracdo cloroférmio do extrato etandlico
de Euterpe edulis.

Os teores de clorofila a, b e total apresentaram niveis distintos (Figura 1c),
ndo sendo possivel avaliar o efeito da concentracdo 50%, pela auséncia de material

vegetal suficiente para analise. A clorofila a mostrou tendéncia ao aumento até a
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concentragdo 14,6% com posterior reducdo até a maior concentracdo do extrato
avaliada, similarmente ao ocorrido com o teor de clorofila b, fato que colaborou para
a reducao do teor de clorofila total. O aumento no teor de clorofila a pode estar
relacionado a reacéo de conversédo da clorofila b em clorofila a por meio da enzima
oxigenase, que catalisa a conversdo do grupo metil a um grupo aldeido (Streit et al.,
2005). Entretanto, embora tenha ocorrido elevacdo no teor de clorofila a, em tese,
ndo ha garantia de maior eficiéncia na captacdo de energia radiante em tal
processo, 0 qual também possui estreita relagdo ao teor de clorofila b, cujo
incremento foi menos marcante. A clorofila b além de estar envolvida na absorcéo de
energia luminosa possui fungéo fotoprotetora (Marenco e Lopes, 2007), o que pode
explicar sua suave elevacdo frente ao estresse imposto pelas menores
concentracbes do extrato. Cabe salientar que aleloquimicos interferem na
fotossintese por modificagbes no contetdo de clorofila envolvendo enzimas
clorofilases (Chou, 1999), sendo conhecido que flavondides, acidos fendlicos,
cumarinas e polifendis estdo entre os principais aleloquimicos que alteram o
transporte de elétrons e a fosforilacdo nos fotossistemas, inibindo a fotossintese
(Rizvi et al., 1992). Aliado, como maiores concentracdes do extrato proporcionaram
reducdo quanti-qualitativa dos teores de clorofila é possivel verificar o seu efeito
negativo sobre o aparato fotossintético da plantula, o que permite evidenciar o efeito
estressor proporcionado pelo extrato, conforme evidenciado pelo aumento da
peroxidacao lipidica e atividade das enzimas superéxido-dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Figura 2c, 2d e 2e).

A condutividade elétrica aumentou com a concentracdo do extrato nos trés
tempos de incubacédo indicando que indiferentemente ao tempo, houve em relacdo a
concentracdo zero, tendéncia ao aumento na liberacdo de eletrélitos ao aumentar a
concentracdo do extrato (Figura 1d). A liberacdo exacerbada de eletrélitos para o
meio pode ser explicada pela reducéo da capacidade de reorganizacédo da bicamada
fosfolipidica e consequente perda da capacidade seletiva. Este fato aliado ao
aumento na quantidade de perdéxido de hidrogénio e da peroxidacdo lipidica
verificados nas plantulas de alface (Figura 2a e 2b) é indicativo que o efeito fitotoxico
do extrato possui acdo no sistema de membranas celulares da semente e da
plantula, que por sua vez, reflete-se no elevado nimero de plantulas anormais em

concentragcbes mais elevadas do extrato.
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O comprimento da parte aérea e raiz primaria apresentou relacdo dose-
resposta em laboratorio e em casa de vegetacdo, com elevado nivel de significancia
(Figura le e 2b). Houve tendéncia de reducdo do comprimento em ambas as
caracteristicas de crescimento ao aumentar a concentracdo do extrato. As plantulas
sofreram maior efeito prejudicial do extrato sobre a raiz primaria do que na parte
aérea. Entretanto, em plantulas sob condi¢des laboratoriais houve forte indicio de
oxidacdo da raiz primaria nas concentracdes 25 e 50% devido ao acumulo de
peréxido de hidrogénio (Figura 2a) e a ineficiéncia na detoxicacao dos tecidos pelas
enzimas superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidade, mesmo com a
elevacdo acentuada da sua atividade (Figura 2c, 2d e 2e). Corroborando, a
formacdo de anomalias na plantula pode ser resultado da presenca de flavondides
que atuam alterando a permeabilidade das membranas celulares (Basilea et al.,
2003). O efeito mais pronunciado do extrato sobre a raiz priméaria pode ser atribuido
a maior sensibilidade e pelo contato direto dos tecidos com o extrato (Chung et al.,
2001). Enquanto, a reducdo do comprimento de ambos os 6rgaos da plantula é
devida a influéncia do extrato sobre o balanco hormonal da plantula (Alves e Santos,
2002). Cabe salientar que o comprimento de parte aérea ndo foi reduzido em
detrimento da raiz priméria, o que exclui o efeito de situagfes que simulam o déficit
hidrico (Marenco e Lopes, 2007) e permite evidenciar o efeito toxico do extrato sobre
estes atributos de crescimento. Similarmente, Lima e Moraes (2008) obtiveram
reducdo de raiz e de parte aérea ao testarem o efeito do extrato aquoso de Ipomoea
fistulosa sobre a germinacédo e o crescimento inicial de alface e tomateiro. Enquanto,
extratos de Dicranopteris flexuosa aumentam o crescimento da raiz de plantulas de
alface e ndo alteram o comprimento de parte aérea (Silva et al., 2011).

A massa seca total mostrou tendéncia ao aumento em plantulas obtidas em
laboratério até a concentracdo 6% (Figura 1f), sendo o aumento do crescimento em
menores concentracbes do extrato, um mecanismo de defesa e sobrevivéncia
vegetal (Hong et al., 2004). A partir da concentragdo 12%, ocorreu decréscimo
acentuado na massa seca total de maneira que plantulas submetidas a
concentracdo 50% né&o obtiveram massa suficiente para afericdo. Similarmente aos
resultados obtidos em laboratério, 0 aumento na concentracdo do extrato de Z.
aethiopica promoveu a reducdo da massa seca total nas plantulas em casa de
vegetacao, sendo as diferengas incrementadas a partir da concentracéo 6% (Figura

3c). Tal caracteristica de crescimento reforca o fato de que o indice de velocidade de
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germinacao possa ter sido reduzido pela acdo negativa do extrato sobre o sistema
enzimatico hidrolitico e de mobilizacdo de reservas da semente, o que tem relacéo
com a inibicdo da atividade da enzima a-amilase na presenca de compostos
fendlicos ou ainda, a inibicdo na sintese de acido giberélico (Politycka e Gmerek,
2008). Ao avaliarem o efeito do extrato aquoso de leucena sobre sementes de milho,
Pires et al. (2001) observaram reducéo da massa seca total das plantulas.

A emergéncia de plantulas foi reduzida com o aumento da concentracédo do
extrato em uma relacdo dose-resposta (Figura 3a). Houve em sementes submetidas
a concentracdo 6% do extrato a reducdo de 10% na emergéncia de plantulas, sendo
esta varidvel, drasticamente reduzida em 55% na maior concentracdo do extrato
comparativamente a concentracdo zero. Os resultados de emergéncia foram menos
afetados em comparacdo aos dados de germinacédo obtidos em laboratorio, o que se
deve as condi¢cbes favoraveis de laboratério, que além da germinacdo, podem ter
favorecido a absorcao e a translocacédo dos compostos presentes no extrato. A partir
da avaliacdo da emergéncia, é possivel inferir que o extrato de Z. aethiopica possui
acdo negativa sobre o vigor de sementes de alface, com estreita relacdo a
danificacdo do sistema de membranas celulares, conforme evidenciado pelo
aumento da condutividade elétrica com o incremento da concentracdo do extrato
(Figura 1d). Além disso, € possivel verificar a similaridade entre os resultados de
germinacao em laboratério, fato que discorda de Silva et al. (2011) que ao testarem
o efeito de diferentes concentracdes do extrato etandlico de Dicranopteris flexuosa
nao verificaram diferencas na emergéncia de plantulas de alface, tomate e
cebolinha.

A atividade das enzimas superoxido-dismutase, catalase e ascorbato
peroxidase foi altamente influenciada pela elevagcdo na concentracdo do extrato de
Zantedeschia aethiopica (Figura 2c, 2d e 2e). Houve tendéncia de acréscimo da
atividade com a elevacdo da concentracdo do extrato. Entretanto, plantulas sob a
acdo das concentracdes 0; 6 e 12% apresentaram respostas similares e menor
atividade das enzimas SOD, CAT e APX aliado aos menores niveis de peroxido de
hidrogénio e peroxidacgéao lipidica (Figura 2a e 2b). Enquanto, plantulas expostas a
concentragdes 25 e 50% tiveram tendéncia de elevacdo acentuada na atividade das
enzimas SOD, CAT e APX com o0 aumento da quantidade de perdxido de hidrogénio
e da peroxidacéo lipidica, sendo mais drastico o efeito quanto maior concentragdo. A

elevacdo da atividade antioxidante da enzima superoOxido-dismutase ocorreu em
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resposta ao estresse imposto pelo extrato aos tecidos das plantulas, provavelmente
devido a elevacéo da quantidade de radicais superéxido (O,*) e visando promover a
dismutacdo deste radical a peroxido de hidrogénio (Sinha e Saxena, 2006). A
elevacdo no peroxido de hidrogénio ativou a enzima catalase que em conjunto com
a enzima ascorbato-peroxidase foi responsavel, até certo ponto, pela degradacéo do
perdxido de hidrogénio e liberacdo de agua pela APX e ainda, agua e oxigénio
molecular pela CAT (Barreiros et al., 2006). Cabe salientar que, nas concentracoes
6 e 12%, o dano ocasionado as plantulas foi menos acentuado, provavelmente
devido ao sistema antioxidativo manter o equilibrio entre a formacgéo e a degradacgéo
de perdxido de hidrogénio (Matés, 2000). Por outro lado, as concentracdes 25 e
50% promoveram severo estresse as plantulas, estimulando acentuadamente a
elevacdo da atividade das enzimas SOD, CAT e APX.

Entretanto, € possivel inferir que a elevacdo da atividade destas enzimas
nao foi suficiente para a eliminagéo dos radicais livres, com reflexos no aumento da
concentracdo de peroxido de hidrogénio e consequente peroxidacao lipidica, com
danos ao sistema de membranas celulares, resultando no aumento da incidéncia de
plantulas anormais. Ao submeterem plantulas de pepino a diferentes concentracdes
e extratos desta mesma espécie, Yu et al. (2003) obtiveram aumento da atividade
enzima superoxido-dismutase e da peroxidacdo lipidica, enquanto Singh et al.
(2009) observaram elevacdo na atividade das enzimas catalase e superdxido
dismutase, ao expor plantulas de milho ao extrato aquoso da espécie Nicotiana
plumbaginifolia.

Uma analise geral dos resultados obtidos permite verificar que
concentragbes entre 25% e 50% do extrato de Zantedeschia aethiopica
influenciaram de forma prejudicial o desempenho fisiol6gico de sementes de alface,

bem como os parametros de crescimento de plantulas.

CONCLUSOES
O aumento da concentracdo do extrato de folhas de Z. aethiopica afeta
negativamente a qualidade fisiolégica de sementes de alface; o extrato, mesmo
promovendo o aumento da atividade das enzimas do metabolismo antioxidativo,
ocasiona fitotoxicidez em plantulas de alface, devido a provavel ineficiéncia das
enzimas envolvidas na detoxicacdo das plantulas de alface; a fitotoxicidez

proporcionada pelo extrato possui relagdo com o acumulo de formas reativas de
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oxigénio e alteragBes fisiolégicas em nivel de membranas celulares, afetando
negativamente o vigor da semente e refletindo em atributos de crescimento das

plantulas.
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Figura 1. Germinacdo (G) e primeira contagem germinacéo (PC) — (a), indice de
velocidade de germinacéo - (b), teor de clorofila a, b e total de plantulas do teste
de germinacao - (c), condutividade elétrica de sementes apos 3, 6 e 24h - (d),
comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz primaria (CPR) - (e) e massa seca
total - (f) de plantulas de alface sob acdo de concentracdes do extrato de Z.

aethiopica (significativo a 5%*).
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Figura 2. Peroxido de hidrogénio - (a), peroxidacéo lipidica - (b), atividade das
enzimas: superoxido-dismutase (SOD) - (c), catalase (CAT) - (d), ascorbato-
peroxidase (APX) - (e) em plantulas de alface provenientes do teste de
germinacao sob condicfes laboratoriais e acdo de concentracdes do extrato de

Z. aethiopica (significativo a 5% *).
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Figura 3. Emergéncia de plantulas em casa de vegetacao - (a), comprimento de
parte aérea (CPA) e de raiz priméaria (CPR) — (b) e massa seca total - (c) de

plantulas de alface emergidas em casa de vegetacdo sob acdo de

concentragdes do extrato de Z. aethiopica (significativo a 5% *).



ARTIGO I
Respostas fisioldgicas de sementes e plantulas de alface submetidas ao
extrato de Philodendron bipinnatifidum Schott

RESUMO: O trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes concentracdes do
extrato de Philodendron bipinnatifidum Schott. sobre a qualidade fisiologica e o
metabolismo enzimatico de sementes e plantulas de alface. Os tratamentos foram
extratos de folhas maduras nas concentracdes 0; 6; 12; 25 e 50%. Foram avaliados
germinacao, primeira contagem de germinacéo, indice de velocidade de germinacéao,
comprimento de parte aérea e raiz primaria, massa seca total de plantulas,
condutividade elétrica, teores de clorofila, atividade das enzimas alfa-amilase,
superoxido-dismutase, catalase e ascorbarto peroxidase, peroxidacao lipidica, teor
de perdxido de hidrogénio e emergéncia de plantulas, comprimento de parte aérea e
de raiz primaria e massa seca total das plantulas emergidas. O extrato afetou
negativamente o desempenho fisiolégico das sementes e proporcionou acumulo de
peréxido de hidrogénio com o aumento da concentracao, prejudicando a integridade
de membranas celulares e colaborando para o estresse oxidativo e a reducdo da

incidéncia de plantulas normais.

Termos para indexac¢éo: Lactuca sativa, a-amilase, SOD, CAT, APX.

" Artigo sob normas da Revista Semina. Ciéncias Agrarias (Londrina)
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Physiological responses of lettuce seeds and seedlings submitted to

Philodendron bipinnatifidum extract

ABSTRACT: The work aimed to evaluate the effect of different Philodendron
bipinnatifidum Schott. extract concentrations on the physiology and enzymatic
metabolism of lettuce seeds and seedlings. The treatments extracts of mature leaves
at concentrations of 0, 6, 12, 25 and 50%. Were evaluated the germination, first
count germination, germination speed index, length of shoot and primary root,
seedling total dry mass, electrical conductivity, chlorophyll content, activity of the
enzymes a-amilase, superoxide dismutase, catalase and ascorbarto peroxidase, lipid
peroxidation, hydrogen peroxide content and seedling emergence, length of organs
and total dry mass of emerged seedlings. The extract negatively affected the
physiological quality of seeds and provided hydrogen peroxide accumulation with
increasing concentration, impairing the integrity of cell membranes and contributing

to oxidative stress and reducing the incidence of normal seedlings.

Index terms: Lactuca sativa, a-amylase, SOD, CAT, APX.

Introducao

A espécie P. bipinnatifidum é planta da familia Araceae, empregada com fins
ornamentais, cujo género apresenta na constituicdo limondides, esterobides,
isopalmitato e palmitato de etila, além de outros compostos (FEITOSA et al., 2007).
Diferentes metabolitos com potencial fitotoxico foram identificados em tecidos de
origem vegetal, entre os principais estdo os esterdides, fendis e terpenos, os
alcaldides e os taninos, as cumarinas e os flavonéides (PUTNAM; DUKE, 1978).

Compostos quimicos provenientes do metabolismo secundéario vegetal,
denominados aleloquimicos, apresentam sintese variavel entre espécies,
constituido-se reflexo da interacdo genoétipo e ambiente. Os aleloquimicos ao serem
liberados por determinado gendtipo, envolvendo diferentes processos fisicos podem
resultar em efeito fitotoxico a outras espécies. O nivel de fitotoxicidez proporcionado
€ incrementado pelo aumento do periodo de liberacdo e pelo montante de
substancias exsudadas (ALVES; SANTOS, 2002). Estas condi¢cdes podem resultar

na inibicdo da germinacao, reducéo da velocidade de germinagéo e do crescimento
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inicial em resposta ao dano celular devido a alteragcbes na permeabilidade e
seletividade de membranas celulares ou por modificagbes em nivel hormonal e
fotossintético (CHOU, 2006; ABU-ROMMAN; SHATNAW; SHIBLI, 2010; HUSSAIN;
REIGOSA, 2011). Tais processos constituem resultados da acdo dos aleloquimicos,
gue atuam diretamente ou na sinalizagdo de processos de degradacgao celular, por
meio da producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio, resultando em
estresse oxidativo celular (BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007; QIAN et al., 2009).

O emprego de espécies modelo, em estudos alelopaticos, constitui
importante ferramenta para a identificacdo do potencial téxico de extratos vegetais.
Sementes e plantulas de alface s&o indicadores eficientes empregados para a
deteccdo do efeito alelopatico, pela sensibilidade a varios aleloquimicos e a
resisténcia das sementes a ampla faixa de pH e potencial osmaético (RICE, 1984).
Estudos pormenorizados com vistas a compreenséao do efeito do aleloquimico sobre
diferentes processos fisio-metabdlicos decorrentes da acdo do agente estressor
sobre sementes e plantulas sdo escassos, sendo a resposta do mecanismo
enzimatico hidrolitico e antioxidativo de sementes e plantulas submetidas a extratos
alelopaticos praticamente inexistentes. Enzimas hidroliticas sdo responsaveis pela
degradacdo e conversdo do amido em esqueletos carbdnicos voltados a retomada
do crescimento do embrido (MARCOS FILHO, 2005), enquanto enzimas do
metabolismo antioxidativo s&@o responsaveis pela eliminacdo de radicais livres
formados em tecidos vegetais, sob condicdes de estresse (GILL; TUTEJA, 2010).

Devido aos compostos identificados no género da espécie P. bipinnatifidum
sua fitotoxicidez é provavel sobre outros genétipos, sendo importante a busca pela
elucidacdo do mecanismo de acdo e das respostas fisiolégicas da semente e da
plantula frente ao estresse imposto. Tal fato pode ser esclarecido pela avaliacdo
conjunta de diferentes parametros empregados rotineiramente na avaliacdo da
qualidade fisiol6gica de sementes, quantificacdo da atividade de enzimas envolvidas
na degradacdo do amido e de enzimas antioxidativas responsaveis pela eliminacéo
do peroxido de hidrogénio, espécie reativa de oxigénio que pode atuar na
peroxidacao lipidica desencadeando severos danos celulares, paralelamente a
quantificacdo de pigmentos fostossintéticos.

Neste contexto, o trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes
concentracbes do extrato de P. bipinnatifidum sobre a qualidade fisiologica e o

metabolismo enziméatico de sementes e plantulas de alface.
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia de Sementes do
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes da
Universidade Federal de Pelotas, situada na latitude 31°52’ S, longitude 52°21° W e
altitude 13 m.

O extrato concentrado de plantas de filodendro (P. bipinnatifidum Schott) foi
obtido a partir de folhas maduras, completamente expandidas e provenientes de
plantas de meia sombra. As folhas dotadas de peciolo carnoso foram previamente
lavadas em agua destilada e secas com papel toalha. Em razdo da elevada
quantidade de &gua na constituicdo, as folhas foram trituradas sem adicao de tal
elemento e centrifugadas em aparelho centrifugo comercial, onerando o tempo de
30 minutos. O extrato obtido, considerado de concentracdo 100% foi armazenado
em recipiente @&mbar sob temperatura de 10 °C, em refrigerador. Ap6s 24 horas, 0
extrato concentrado foi submetido a filtracdo simples e o filtrado armazenado em
recipiente ambar, sob refrigeracéo a 10 °C

Foram utilizadas sementes da espécie alvo alface (Lactuca sativa L.), cv.
Mimosa Salad Bowl®. Os tratamentos foram compostos pelas concentracdes 0; 6;
12; 25 e 50% de extrato de Filodendro, empregando-se a relacdo v/v entre extrato
vegetal e 4gua destilada. Os extratos das diferentes concentracdes tiveram o pH
aferido, atingindo 6,0 £ 0,1.

Para avaliar o efeito das concentracdes do referido extrato sobre a qualidade
fisioldégica de sementes e no metabolismo antioxidativo de plantulas foram realizados
0S seguintes testes:

1 - Teste de germinacdo (%): conduzido em quatro amostras com quatro
subamostras de 50 sementes, semeadas em caixas tipo gerbox, sobre duas folhas
de papel mata-borrdo umedecidas na propor¢cédo de 2,5 vezes a massa do papel
seco, com as diferentes concentracdes de extrato. As caixas foram transferidos para
camara de germinacéo tipo BOD a 20 °C e periodo luminoso de 12h. As avaliacdes
foram efetuadas aos sete dias ap0s a semeadura e 0s resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais, conforme indicado pelas Regras de Analise de
Sementes (BRASIL, 2009).

2 - Primeira contagem da germinacéo (%): realizada conjuntamente ao teste

de germinacéo, aos quatro dias apds a semeadura, conforme indicado pelas Regras
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de Analises de Sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem de
plantulas normais (BRASIL, 2009).

3 - indice de velocidade de germinacéo (IVG): obtido a partir de contagens
diarias das sementes germinadas (protrusdo radicular minima de 3 a 4 mm). As
contagens foram realizadas até a estabilizacdo da germinagdo. O IVG foi obtido de
acordo com Nakagawa (1994).

4 - Teor de clorofila a, b e total de plantulas: para a quantificagéo do teor de
clorofila foram empregadas quatro amostras de 0,2 g de plantula por tratamento,
obtidas ao final do teste de germinacéo, aos sete dias apos a semeadura. O material
vegetal fresco foi macerado em 10 mL de acetona 80% em gral e sala escura, com
luz verde. O macerado foi submetido a filtracdo simples e o volume de acetona
completado para 25 mL, conforme metodologia de Arnon, adaptada de Falqueto et
al. (2009). Os dados obtidos foram expressos em mg de clorofila g* massa fresca.

5 - Condutividade elétrica (CE): conduzida de acordo com metodologia
proposta por Krzyzanowski et al. (1991), em quatro subamostras de 50 sementes.
As sementes tiveram sua massa previamente aferida e foram submetidas a
embebicdo nos extratos das diferentes concentracdes, por uma hora. Decorrido o
tempo, foram lavadas com &gua destilada, transferidas para recipientes contendo 80
mL de &gua deionizada e mantidas em BOD a temperatura de 20°C. A
condutividade elétrica foi determinada apos 3, 6 e 24 horas. Os resultados foram
expressos em pS cm™ g de sementes.

6 - Comprimento de parte aérea e de raiz primaria de plantulas: foram
utilizadas quatro subamostras de 10 plantulas, ao final do teste de germinacéo e de
emergéncia em casa de vegetacdo, aos 7 e 21 dias, respectivamente. O
comprimento de parte aérea foi obtido pela distancia entre a insercdo da porc¢ao
basal da raiz primaria ao apice da parte aérea, enquanto, o comprimento de raiz foi
mensurado pela distancia entre sua parte apical e basal. Os resultados foram
expressos em milimetros por plantula (mm plantula™).

7 - Massa seca total de plantulas: obtidas a partir da massa de quatro
subamostras de 10 plantulas, coletadas ao final dos testes de germinacédo e de
emergéncia em casa de vegetacdo aos 7 e 21 dias, respectivamente. As plantulas
foram acondicionadas em envelopes de papel pardo e submetidas a secagem em
estufa com ventilagdo forcada sob temperatura de 70 °C até massa constante (72

horas). Os resultados foram expressos em miligramas por plantula.
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8 - Emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo (%): conduzido em
quatro subamostras de 50 sementes. A semeadura foi efetuada em bandejas de
poliestireno expandido de duzentas células, contendo como substrato areia lavada.
As sementes foram previamente colocadas entre trés folhas de papel germitest
umedecido com &gua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel por 5 minutos, objetivando evitar o dano por embebic&o. Decorrido o tempo,
as sementes foram embebidas nos extratos de diferentes concentracdes por uma
hora e conduzidas a semeadura. Vinte e um dias ap0s a semeadura foi realizada a
contagem final do niumero de plantulas normais emergidas, sendo os resultados
expressos em porcentagem.

9 - Conteudo de H,0, e peroxidacéo lipidica: foram determinados ao final do
teste de germinacdo, utilizando amostras de plantulas maceradas em nitrogénio
liqguido e homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O
homogenato foi centrifugado a 13.000 g, durante 20 min a 4 °C, e o sobrenadante
utilizado para determinar o contetdo de H,O, e malondialdeido (MDA). Os niveis de
peréxido de hidrogénio foram determinados de acordo com Velikova; Yordanov;
Edreva (2000). Em tubos de ensaio contendo 0,7 mL de tamp&o fosfato de potéassio
10 mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto de potassio 1 M, foram adicionados 0,3mL do
sobrenadante, e incubado por 10 minutos a 30 °C. As leituras foram efetuadas
em espectrofotdbmetro a 390 nm e a concentracdo de H,O, expressa em pumol de
H,O, g’ de massa fresca. A peroxidacdo lipidica foi obtida via acimulo de
malondialdeido (MDA) e determinada por metodologia descrita por Cakmak e Horst
(1991). Em tubos de ensaio contendo 0,3 mL do sobrenadante foram adicionados a
1,7 mL do meio de reacdo de acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 10%
(p/v), em seguida incubado a 90 °C, por 20 minutos. A reacado foi paralisada por
resfriamento rapido em gelo e apdés, centrifugadas novamente a 10.000 g durante
cinco minutos, a 4 °C e as absorbancias do sobrenadante determinadas em
espectrofotometro a 535 e 600 nm. A quantidade de complexos MDA-TBA (pigmento
vermelho) foi calculado a partir do coeficiente de extingdo molar (¢ = 155 x 10° M
cm™).

10 - Determinagdo da enzima a-amilase: as extracbes foram efetuadas a
partir de sementes e também de plantulas provenientes da primeira e da ultima
contagem de germinacao (teste de germinacao), conforme metodologia descrita pela

AOAC, com modificagOes (SILVA et al., 2008). A maceracdo do material vegetal foi
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em gral com auxilio de pistilo e com 20 mL de tampéao acetato de potassio 0,1 M (pH
5,0). O macerado foi centrifugado a 10000 g por 20 minutos, a 4 °C. O extrato foi
vertido para tubos de ensaio e encubado a 70 °C por 20minutos, sendo realizada
nova centrifugacdo por 15 minutos. Ao sobrenadante de cada tubo de ensaio
adicionou-se 0,5 mL de extrato, 0,5 mL da solucdo tampé&o, 1 mL de solugdo de
amido e 1mL de I,+KI. Os resultados foram expressos em pg de amido hidrolizado
min™ g* de massa fresca.

11 - Determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes: foram
determinadas ao final do teste de germinacgéo, a partir de amostras de matéria fresca
de plantulas maceradas em gral e pistilo com nitrogénio liquido, contendo
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 20% e homogeneizados em 1,8 mL de tampéo fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,8) contendo EDTA 0,1 mM e &cido ascorbico 20 mM. O
extrato foi centrifugado a 13.000 g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante utilizado para
mensurar a atividade enzimética.

Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1): a atividade foi avaliada pela
capacidade da enzima inibir a fotorreducédo do azul de nitrotetrazélio (NBT) a 560
nm, em meio de reagdo contendo tampédo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8),
metionina 14 mM, EDTA 0,1 pM, NBT 75 puM e riboflavina 2 pyM conforme
Giannopolitis; Ries (1997). Uma unidade de atividade da SOD foi definida como a
guantidade de enzima que produz uma inibicdo de 50% da reducao fotoquimica do
NBT.

Catalase (CAT - EC 1.11.1.6): determinada conforme descrito por Azevedo
et al. (1998). A atividade foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm (e
=39.4 x 10® Mt cm™), durante 2 min em meio de reacéo de 4 mL incubado a 30 °C,
contendo extrato enzimatico, tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e perdxido
de hidrogénio 12,5 mM.

Ascorbato peroxidase (APX — EC 1.11.1.11): determinada por metodologia
proposta por Nakano; Asada (1981), pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do
ascorbato (ASA) por 2 min, a 290 nm (e = 2.80 x 10° M~ cm™). O meio de reac&o foi
incubado a 30 °C e composto por tamp&do fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0),
acido ascorbico 0,5 mM, H,0, 0,1mM e extrato enzimatico.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados com quatro
repeticbes. Os dados foram submetidos & andlise de variancia e havendo

significancia a 5%, ajustados por polinbmios ortogonais.
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Resultados e Discusséo

A germinacdo de sementes de alface apresentou tendéncia a redugdo com o
aumento da concentracdo do extrato de Philodendron bipinnatifidum (Figura 1la).
Houve similaridade entre a concentracdo zero e 6%, fato que pode ser explicado
pela menor sensibilidade do processo germinativo aos aleloquimicos ou a toxidez de
compostos, comparativamente ao crescimento inicial das plantulas (ZHANG et al.,
2010). Reducdes acentuadas foram observadas a partir da concentracdo 12%,
sendo as concentracdes 25 e 50% responsaveis pela diminuicdo do numero de
plantulas normais em mais de 80% e 90%, respectivamente. A diminuicdo da
germinacgéo, conferida pelo aumento do niumero de plantulas anormais, demonstra
gque o processo germinativo foi influenciado negativamente pelo aumento na
concentracdo do extrato, o que pode ser explicado pelo acumulo de formas reativas
de oxigénio e aumento da peroxidacao lipidica em plantulas (Figura 2b e 2c). Além
disso, pode ser também evidenciado em sementes, pelo aumento da condutividade
elétrica (Figura 3b). Estes processos, possivelmente, possuem estreita relacdo ao
efeito toxico dos limondides, esterdides, isopalmitato e palmitato de etila, conforme
relatado por por Feitosa et al. (2007) para espécies do género Philodendron.
Reducdo da germinacdo de sementes de Parthenium hysterophorus foi abservada
por Wakjira; Berecha; Bulti (2011), apos submissao a extratos de Albizia gummifera,
Melia azedarach e Sesbania sesban.

A primeira contagem de germinacdo decresceu ao incrementar a
concentracdo do extrato (Figura 1a). Cabe salientar a semelhanca entre os valores
na primeira contagem de germinacdao de sementes nas concentragdes 0 e 6% que
mantiveram numero de sementes germinadas similar as da germinacao (Figura 1a).
Por outro lado, a concentracdo 12% proporcionou reducdo de 10% na germinacao e
houve inibicdo drastica deste processo fisioldgico nas concentracdes 25 e 50%, de
modo que o numero total de plantulas atingiu valores 50 e 80% abaixo da
concentracdo zero. E possivel verificar que o teste de primeira contagem de
germinacao néo provocou alteragcdes no vigor de sementes submetidas a baixas
concentracdes, que apenas se manifestaram apds a elevagcdo da concentracdo do
extrato. Desse modo, o efeito toxico ou alelopatico de determinado extrato vegetal
depende da concentracdo dos compostos toxicos, do tecido de extracdo e esti

diretamente relacionado a espécie do qual é extraido (WU et al., 2009), o que em
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parte, explica a reducdo da germinacdo das sementes submetidas as maiores
concentracdes do extrato.

O indice de velocidade de germinacdo decresceu com o aumento da
concentracdo do extrato e foi afetado de forma mais marcante a partir da
concentracdo 12% (Figura 1b). O aumento da concentragcdo do extrato reduziu o
namero de sementes germinadas por dia. Tal processo pode ser relacionado ao
efeito negativo do extrato sobre a mobilizacdo de reservas para o embrido, frente a
exacerbada atividade da enzima a-amilase na semente e sua reducdo em plantulas
submetidas a concentragbes mais elevadas do extrato, provenientes da primeira
contagem e do teste de germinacdo (Figura 2a). Fase na qual, a conversdo de
amido em acucares passiveis de utilizacdo pelo embrido deveria ser maxima,
objetivando a retomada do seu crescimento. Neste contexto, € possivel que tenha
ocorrido a lixiviagdo e ndo absorcdo da grande maioria das moléculas sintetizadas a
partir da hidrolise do amido pelo embrido, o que € explicado pela despolarizacéo e
reducado da capacidade seletiva do sistema de membranas celulares (Figura 3b).

Os teores de clorofila foram alterados pelo incremento da concentracédo do
extrato (Figura 3a). As clorofilas a e b aumentaram até a concentracdo 12%. O
aumento da clorofila b pode ser relacionado a tentativa de aclimatacdo da espécie,
devido a sua funcdo fotoprotetora (MARENCO; LOPES, 2005). A partir da
concentragdo 12%, houve decréscimo nos teores de clorofila a e b, sendo possivel
inferir que o aumento da concentracdo do extrato afetou quali-quantitativamente o
teor de pigmentos fotossintéticos e colaborou para a reducédo do teor de clorofila
total. Tal ocorréncia mantém relacdo com o fato de compostos téxicos ou
aleloguimicos interferirem na fotossintese, pela alteracdo no teor de clorofila em
processos envolvendo enzimas clorofilases, por influenciar negativamente a
eficiéncia do fotossistema Il reduzindo a absorcédo de fotons pelo sistema antena
(HUSSAIN; REIGOSA, 2011), ou ainda, inibindo a sintese de precursores da
porfirina (RICE, 1984), um constituinte da clorofila. Ao estudarem o potencial
alelopatico do o6leo volatil de Eucalyptus tereticornis sobre Amaranthus viridis, Kaur
et al. (2011) obtiveram reducgé&o dos teores de clorofila a e b.

A condutividade elétrica aumentou nos trés periodos de incubacao
avaliados, indicando que indiferentemente ao tempo, houve em relacdo a
concentracéo zero, tendéncia ao aumento na liberacao de eletrolitos com a elevagéo

da concentracdo do extrato (Figura 3b). O processo de liberacdo acentuada de
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eletrdlitos é explicado pela danificacdo ao sistema de membranas celulares da
semente e corrobora ao acumulo de peréxido de hidrogénio e a elevagdo da
peroxidacdo lipidica em plantulas de alface, frente ao estresse promovido pelo
aumento da concentracdo do extrato (Figura 2b e 2c).

O comprimento de 6rgdos, em plantulas do teste de emergéncia, decresceu
ao aumentar a concentragao do extrato (Figura 3c e 3e). Houve redugao superior a
90% no comprimento de raiz e a 74% no comprimento de parte aérea de plantulas
provenientes do teste de germinacdo, enquanto, plantulas obtidas do teste de
emergéncia obtiveram comprimento de raiz priméria reduzido em cerca de 49% e o
de parte aérea superior a 36%. Sob condi¢bes laboratoriais, o extrato proporcionou
aos orgdos da plantula maior fitotoxicidez com o incremento da concentracdo do
extrato, comparativamente aquelas emergidas. A diferenca marcante na fitotoxicidez
sobre o crescimento de parte aérea e raiz € devida ao fato do ambiente laboratorial
favorecer a germinacao e o crescimento. Esta condigdo, provavelmente, beneficiou a
absorcdo e a translocacdo dos compostos presentes no extrato para os diferentes
orgaos da plantula e resultou na reducdo acentuada de parte aérea e de raiz
primaria nestas circunstancias.

Todavia, o maior periodo de contato e a exposi¢ao direta da raiz priméaria a
acdo do extrato, colaborou para a maior reducao do comprimento deste 6rgdo em
relacdo ao hipocétilo (ALVES; SANTOS, 2002; DAILIRI et al., 2011). Tal ocorréncia
exclui o possivel efeito de situacdes de simulacdo de déficit hidrico, as quais
estimulam o crescimento do sistema de raizes e reduzem a parte aérea (MARENCO;
LOPES, 2005), o que confirma o efeito fitotoxico do extrato sobre o crescimento de
plantulas de alface. Além disso, segundo Alves; Santos (2002), a alteracdo no
comprimento de Orgdos da plantula estd relacionada a alteracdo no balanco
hormonal do vegetal, 0 que permite deduzir que o extrato empregado influenciou
neste aspecto fisioldgico. Ao estudarem o efeito de Oleos volateis de alecrim-
pimenta, Alves et al. (2004) observaram reducédo proporcional da raiz primaria ao
aumentar a concentracao do extrato. Por outro lado, Maraschin-Silva; Aquila (2006)
observaram que extratos de Psychotria leiocarpa reduziram o tamanho de parte
aérea de plantulas de alface. Manoel et al. (2009), verificaram que plantulas de
tomateiro sob acdo das concentragbes 50 e 75% de extrato aquoso de
Stryphnodendron adstringens sofrem a drastica reducdo no comprimento médio da

raiz.
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A massa seca total de plantulas obtidas em laboratério e do teste de
emergéncia em casa de vegetagcdo mostrou tendéncia dose-resposta, sendo
reduzida com o incremento da concentragdo do extrato de Philodendron
bipinnatifidum (Figura 3f). Houve reducéo superior a 39 e 21% na massa seca de
plantulas obtidas em laboratério e em casa de vegetacdo na concentracdo 50%,
comparativamente a concentra¢do nula. A reducdo da massa seca das plantulas foi
ocasionada em parte, pelo menor comprimento de orgaos (Figura 3c e 3e) e
possivelmente esteja associada ao colapso do sistema hidrolitico (Figura 3a) e da
rede interligada de membranas celulares (Figura 2b). Tais processos constituem
reflexo da elevagdo na producdo e acumulo de radicais livres (Figura 2b), que
indiretamente podem ter influenciado negativamente a translocacédo e alocacdo de
assimilados para a plantula, por afetarem a atividade da enzima a-amilase. Tal
hipotese corrobora as afirmacdes de Muniz et al. (2007) ao relatarem que a inibicéo
da enzima a-amilase ocorre na presenca de determinados compostos quimicos
vegetais, podendo ser efeito indireto da inibicdo na sintese de &cido giberélico
(POLITYCKA; GMEREK, 2008).

A emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo apresentou tendéncia ao
decréscimo com o0 aumento da concentracdo do extrato, sendo 0s resultados mais
expressivos a partir da concentracdo 12% (Figura 3d). Ao submeter sementes as
concentracfes 12; 25 e 50% houve, em relacdo a concentracdo zero, reducao de 12;
26 e 36% no numero de plantulas emergidas. Neste contexto, o extrato de P.
bipinnatifidum afetou drasticamente o vigor de sementes de alface, processo que
demonstra estreita relacdo com a danificacdo de membranas celulares e é
evidenciado pelo aumento da condutividade elétrica em sementes (Figura 3b) e pela
elevacdo da peroxidacdo lipidica em plantulas (Figura 2c). De maneira similar,
Santos et al. (2002) obtiveram reducéo na emergéncia de plantulas de caruru-de-
mancha frente ao aumento da concentracdo do extrato de casca de arroz.

O acumulo de peréxido de hidrogénio apresentou tendéncia ao aumento,
processo que colaborou para a elevacdo da peroxidacédo lipidica ao incrementar a
concentracdo do extrato (Figura 3b e 3c) e para a reducao do numero de plantulas
normais (Figura la). O aumento da concentragdo de peroxido de hidrogénio no
meio extracelular pode induzir o acréscimo na permeabilidade dos canais de calcio,

consequentemente, elevar a concentracdo de célcio livre no citosol (MORI;
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SCHOROEDER, 2004), o que resulta na quebra da homeostase celular pela inducao
do processo de morte celular programada (LACHAUD et al., 2010).

A atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato-peroxidase (APX) foi incrementada pelo aumento da concentracdo do
extrato (Figura 2d, 2e e 2f) devido a elevacdo da quantidade de peréxido de
hidrogénio (Figura 3b). A SOD aumentou sua atividade acentuadamente a partir da
concentracdo 12% e as enzimas CAT e APX a partir da concentracdo 25%. Neste
contexto, o incremento da atividade antioxidante da enzima superoxido-dismutase
ocorreu provavelmente em resposta a elevacdo da quantidade de radicais
superéxido (O,*) produzidos pelo bloqueio da cadeia de transporte de elétrons,
conjuntamente a geracdo de elétrons livres ou pela reacdo de transferéncia de
elétrons do NADPH para o oxigénio molecular. A conversédo do radical O,*, mediada
pela enzima SOD, proporcionou a formacdo de peroxido de hidrogénio (SINHA;
SAXENA, 2006), composto que pode ocasionar estresse oxidativo. Frente a
elevacdo dos niveis de peroxido de hidrogénio, a enzima catalase foi induzida e ao
atuar em conjunto com a ascorbato-peroxidase possivelmente degradou, até certo
ponto, o peréxido de hidrogénio em agua oriundo da reacdo catalisada pela SOD e
ainda, em agua e oxigénio molecular naquela mediada pela APX (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006). Cabe salientar que, mesmo com a elevacao acentuada na
atividade das enzimas antioxidativas, ocorreu aumento da concentracdo do extrato,
elevacdo na producédo de peréxido de hidrogénio e da peroxidacao lipidica afetando
a integridade do sistema de membranas celulares, conforme evidenciado em
sementes pelo aumento da condutividade elétrica (Figura 1d) e em plantulas pela
reducdo do numero de plantulas normais, diminuindo a germinacao (Figura 1a). Tal
ocorréncia evidencia a ineficiéncia destas enzimas no processo de detoxificacdo dos
tecidos da plantula ao ser submetida as maiores concentracdes do extrato de P.
bipinnatifidum.

Uma analise conjunta dos resultados alcancados permite constatar que
concentragbes do extrato de folhas maduras de Philodendron bipinnatifidum
compreendidas entre 25% até 50% afetaram de modo prejudicial a qualidade
fisiologica de sementes de alface, inclusive os fatores de crescimento de plantulas.
Além disso, houve alteracdo na atividade enzimatica, indicativo do processo de

deterioragcédo de sementes de alface.
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Conclusdes
O extrato de folhas de P. bipinnatifidum, conforme a concentracédo, reduz a
qualidade fisiologica de sementes de alface;
O aumento da concentragdo do extrato de folhas de P. bipinnatifidum afeta
negativamente a atividade da enzima a-amilase e provoca elevacdo acentuada na
atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase em

plantulas de alface.
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Figura 3. Teor de clorofila a, b e total de plantulas provenientes do teste de
germinacao (a), condutividade elétrica de sementes apos 3, 6 e 24h (b),
comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz primaria (CPR) (c), emergéncia
de plantulas em casa de vegetacao (d), comprimento de parte aérea (CPA) e
de raiz primaria (CPR) de plantulas emergidas (e) e massa seca total de
plantulas de alface (f) sob acdo de concentracdes do extrato de P.
bipinnatifidum (significativo a 5%%).



ARTIGO Il
Desempenho fisioldgico e metabolismo antioxidativo de plantulas de arroz

vermelho sob ac&o do extrato de filodendro*

Resumo: O trabalho objetivou avaliar a influéncia da concentragdo do extrato de
folhas de Philodendron bipinnatifidum Schott sobre atributos fisiolégicos de
sementes e plantulas de arroz vermelho. Os tratamentos foram extratos nas
concentracbes 0; 12; 25; 50 e 75%. Foram avaliados germinacdo, primeira
contagem, indice de velocidade de germinacdo, comprimento de parte aérea e raiz
primaria, massa seca total de plantulas, condutividade elétrica, teores de clorofila a,
b e total, atividade das enzimas superdxido-dismutase, catalase e ascorbarto
peroxidase, peroxidacado lipidica e teor de peroxido de hidrogénio, emergéncia de
plantulas, comprimento de parte aérea e de raiz primaria e massa seca total das
plantulas emergidas. A germinagéo, a primeira contagem, o indice de velocidade de
germinacao, os teores de clorofila, a emergéncia de plantulas e o comprimento de
raiz primaria foram reduzidos com o aumento da concentracdo do extrato. Houve
incremento na producdo de peroxido de hidrogénio e na peroxidacédo lipidica, na
atividade das enzimas superoxido-dismutase e ascorbato-peroxidase, com a
concentracdo do extrato. A enzima catalase apresentou tendéncia a aumentar a
atividade a partir da concentracdo 50%. O extrato de P. bipinnatifidum apresentou
toxicidez a sementes e a plantulas de arroz vermelho, sendo resultado da acéo do

extrato sobre diferentes atributos e processos fisioldgicos.

Palavras-chave: Oryza sativa L., Philodendron bipinnatifidum, clorofila, enzimas

antioxidantes

* Artigo sob normas da Revista de La Facultad de Agronomia (La Plata)
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Physiological performance and antioxidant metabolism of red rice seedlings
under action of Philodendron extract

Abstract: The work aimed to evaluate the leaves extract concentration influence of
Philodendron bipinnatifidum Schott. on physiological attributes of red rice seeds and
seedlings. Treatments were extracts at concentrations of 0; 12; 25; 50 and 75%.
Were evaluated the germination, first count germination, speed and germination
speed index, length of shoot and primary root, seedling total dry mass, chlorophyll
content, electrical conductivity, activity of the enzymes superoxide dismutase,
catalase and ascorbarto peroxidase, lipid peroxidation, content of hydrogen peroxide
and seedling emergence, length of organs and total dry mass of seedlings emerged.
The germination, first count, speed index of germination, chlorophyll content,
seedling emergence and length primary root were reduced with increasing
concentration of the extract. There was an increase in the production of hydrogen
peroxide and lipid peroxidation, in the activity of the enzymes superoxide dismutase
and ascorbate peroxidase, with the concentration of the extract. The catalase activity
increased from 50% concentration. The extract of P. bipinnatifidum showed toxicity in
seeds and red rice seedlings, which resulted from the action of the extract on
different attributes and physiological processes.

Keywords: Oryza sativa L., Philodendron bipinnatifidum, chlorophyll, antioxidants

enzymes

INTRODUCAO

O arroz vermelho (Oryza sativa L.), planta daninha que apresenta elevado
nivel de degrane natural, é infestante de areas cultivadas com arroz irrigado e, por
ser dotado de elevada capacidade competitiva, influencia negativamente diversos
atributos fisicos e fisiologicos de gendtipos cultivados, refletindo em reducdo da
produtividade. Além disso, por ser de dificil controle, constitui a principal daninha do
arroz comercial (Noldin et al., 2004).

Estudos envolvendo extratos e compostos de origem vegetal tém sido
conduzidos com vistas a avaliar seu efeito sobre a germinagdo e o crescimento
inicial de plantas cultivadas e daninhas. O favorecimento ou a inibicdo destes

eventos fisioldégicos sado processos mediados por compostos toxicos oriundos do
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metabolismo secundério vegetal e conhecidos como aleloquimicos, cuja sintese e
concentracdo sao variaveis entre genotipos e 6rgaos, conforme a condi¢do
ambiental ou de acordo com o nivel de estresse imposto (Rice, 1984).

Os aleloquimicos podem atuar diretamente sobre estruturas da semente e
da plantula, ou como sinalizadores em processos de degradacdo celular,
desencadeando a producdo e o acumulo de formas reativas de oxigénio,
influenciando a permeabilidade e seletividade de membranas celulares, com reflexo
na reducdo da velocidade e da porcentagem de germinacéo, ou ainda, promovendo
modificagdes em nivel hormonal e fotossintético (Rice, 1984; Carillo et al., 2010;
Abugre et al., 2011 ), refletindo-se no crescimento inicial de plantulas.

Os esterdides, fendis e terpenos, os alcaldides e os taninos, as cumarinas e
os flavondides estdo entre os principais metabolitos com potencial fitotoxico
identificados em tecidos vegetais (Putnam & Duke, 1978). A espécie Philodendron
bipinnatifidum Schott, conhecida por banana-de-macaco ou filodendro, € planta cujo
género apresenta na constituicdo limonoides, esterdides, isopalmitato e palmitato de
etila, além de outros compostos (Feitosa et al., 2007) que a tornam potencialmente
toxica a sementes e a plantulas de arroz vemelho.

Enzimas do metabolismo antioxidativo estdo envolvidas na remoc¢édo de
radicais livres durante o processo de deterioracdo de sementes (Rosa et al., 2005)
ou em plantulas sob condicdo de estresse. A determinacéo da atividade de enzimas
do metabolismo antioxidativo concomitantemente a avaliagdo de pigmentos do
sistema antena e atributos de qualidade fisiol6gica de sementes permite a melhor
elucidacdo do nivel de estresse e da toxicidez ocasionados pelo extrato sobre a
semente ou plantula, fornecendo subsidios a compreensdo do mecanismo de acao.

Neste contexto, o trabalho objetivou avaliar a influéncia da concentracéo do
extrato de P. bipinnatifidum Schott sobre atributos fisiolégicos de sementes e

plantulas de arroz vermelho.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia de Sementes do
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes da
Universidade Federal de Pelotas, situada na latitude 31°52’ S, longitude 52°21’ W e
altitude 13 m.
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Foram utilizadas sementes da espécie alvo arroz vermelho (Oryza sativa L.)
ndo dormentes, cujo estado fisiologico foi verificado previamente pela avaliacdo da
germinacdo e pelo teste de tetrazolio. Os tratamentos foram compostos pelas
concentracbes 0; 12; 25; 50 e 75% de extrato de filodendro, empregando-se a
relacdo v/v entre extrato vegetal e agua destilada. Os extratos das diferentes
concentracdes tiveram o pH aferido, atingindo 6,0 + 0,2.

O extrato concentrado de plantas de filodendro (P. bipinnatifidum Schott) foi
obtido a partir de folhas maduras, completamente expandidas e provenientes de
plantas de meia sombra. As folhas, dotadas de peciolo carnoso foram previamente
lavadas em agua destilada e secas com papel toalha. Em razdo da elevada
guantidade de agua na constituicdo, as folhas foram trituradas sem adi¢do de tal
elemento e centrifugadas em aparelho centrifugador comercial, onerando o tempo
de 30 minutos. O extrato obtido, considerado de concentracdo 100%, foi
armazenado em recipiente &mbar sob temperatura de 10 °C, em refrigerador. Ap6s
24 horas, o extrato concentrado foi submetido a filtracdo simples e o filtrado
armazenado nas mesmas condicoes.

Para avaliacao da influéncia das concentragcdes do extrato sobre a qualidade
fisiolégica de sementes e no metabolismo antioxidativo de plantulas foram realizados
0S seguintes testes:

Teste de germinacdo: conduzido em quatro amostras com quatro
subamostras de 50 sementes. As sementes foram previamente colocadas entre
folhas de papel germitest umedecido com agua destilada equivalente a 2,5 vezes a
massa do papel seco por 10 minutos, objetivando evitar dano por embebicgé&o.
Posteriormente, as sementes foram embebidas nos extratos de diferentes
concentracfes por uma hora e semeadas em rolos formados por trés folhas de papel
germitest, umedecidas com agua destilada. Os rolos foram transferidos para camara
de germinacao tipo BOD a 25 °C e periodo luminoso de 12h. As avaliacbes foram
efetuadas aos quatorze dias ap6s a semeadura e os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais, conforme indicado pelas Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009).

Primeira contagem da germinagao: realizada conjuntamente ao teste de
germinacao, aos cinco dias apos a semeadura, conforme indicado pelas Regras de

Andlise de Sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas



52

normais, de acordo com o indicado pelas Regras para Andlises de Sementes (Brasil,
2009).

indice de velocidade de germinacéo (IVG): obtido a partir de contagens
diarias das sementes germinadas (protrusdo radicular minima de 3 a 4 mm), com
contagens realizadas até a estabilizacdo da germinagéo. O IVG foi obtido de acordo
com Nakagawa (1994).

Teor de clorofila a, b e total de plantulas em BOD: a quantificacéo do teor
de clorofila foi efetuada em plantulas ao final do teste de germinacao, por meio de
quatro amostras de 0,2 g de tecido vegetal por tratamento. O material vegetal fresco
foi macerado em 10 mL de acetona 80% em gral e pistilo em sala escura, com luz
verde. O macerado foi submetido a filtracdo simples e o volume de acetona
completado para 25 mL (Arnon, 1949). Os dados obtidos foram calculados segundo
Lichtenthaler (1987) e expressos em mg de clorofila g massa fresca.

Condutividade elétrica: conduzida de acordo com metodologia de
Krzyzanowski et al. (1991), com quatro subamostras de 25 sementes. As sementes
tiveram sua massa previamente aferida e foram submetidas a embebicdo nos
extratos das diferentes concentragdes, por uma hora. Posteriormente, foram lavadas
com agua destilada, transferidas para recipientes contendo 80 mL de agua
deionizada e mantidas em BOD a temperatura de 20°C. A condutividade elétrica foi
determinada apos 3, 6 e 24 horas. Os resultados foram expressos em pS cm™ g* de
sementes.

Comprimento de parte aérea e de raiz priméria de plantulas: foram
utilizadas quatro subamostras de 10 plantulas, ao final do teste de germinacéo e de
emergéncia em casa de vegetacdo, aos 14 e 21 dias, respectivamente. O
comprimento de parte aérea foi obtido pela medida da distancia entre a insercdo da
porcdo basal da raiz primaria ao 4pice da parte aérea, enquanto, o comprimento de
raiz foi mensurado pela medida da distancia entre sua parte apical e basal. Os
resultados foram expressos em milimetros por plantula (mm plantula™).

Massa seca total de plantulas: obtidas pela afericdo da massa de quatro
subamostras de 10 plantulas, ao final dos testes de germinacéao e de emergéncia em
casa de vegetacdo aos 14 e 21 dias, respectivamente. As plantulas foram
acondicionadas em envelopes de papel pardo e submetidas a secagem em estufa
com ventilagéo forcada, sob temperatura de 70 °C (72 horas). Os resultados foram

expressos em miligramas por plantula (mg plantula™).
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Emergéncia de plantulas em casa de vegetacdo: conduzido em quatro
subamostras de 50 sementes. A semeadura foi efetuada em bandejas de
poliestireno expandido de duzentas células, contendo substrato areia lavada. As
sementes foram previamente colocadas entre trés folhas de papel germitest
umedecido com 4gua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel por 5 minutos, objetivando evitar dano por embebi¢c&o. Decorrido o tempo, as
sementes foram embebidas nos extratos de diferentes concentracfes por uma hora
e semeadas. Vinte e um dias apds a semeadura foi realizada a contagem final do
namero de plantulas emergidas, sendo os resultados expressos em porcentagem.

Contetdo de H,0O, e peroxidacao lipidica: amostras de plantulas obtidas
ao final do teste de germinacdo foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O homogenato foi
centrifugado a 13.000 g, durante 20 min a 4 °C, e 0 sobrenadante utilizado para
determinar o conteudo de H,O, e malondialdeido (MDA). Os niveis de peréxido de
hidrogénio foram determinados de acordo com Velikova et al. (2000). Em tubos de
ensaio contendo 0,7 mL de tampéao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 1 mL de
iodeto de potéssio 1 M, foram adicionados 0,3 mL do sobrenadante, e incubado por
10 minutos a 30 °C. As leituras foram efetuadas em espectrofotometro a 390nm e a
concentracdo de H,O, expressa em pmol de H,O, g* de massa fresca. A
peroxidacao lipidica foi obtida via acimulo de malondialdeido (MDA) e determinada
por metodologia descrita por Cakmak e Horst (1991). Em tubos de ensaio contendo
0,3 mL do sobrenadante foram adicionados a 1,7 mL do meio de reacao de acido
tiobarbittrico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 10% (p/v), em seguida incubado a 90 °C, por
20 minutos. A reacao foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e apds,
centrifugadas novamente a 10.000 g durante cinco minutos, a 4 °C e as
absorbéancias do sobrenadante determinadas em espectrofotometro a 535 e 600 nm.
A quantidade de complexos MDA-TBA (pigmento vermelho) foi calculado a partir do
coeficiente de extingdo molar (€ = 155 x 10° M cm™).

Determinacéo da atividade das enzimas antioxidantes: efetuada por meio
de amostras de matéria fresca de plantulas obtidas ao final do teste de germinacéo,
maceradas em gral e pistilo com nitrogénio liquido, contendo polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 20% e homogeneizados em 1,8 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM

(pH 7,8) contendo EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 20 mM. O extrato foi centrifugado
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a 13.000 g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante utilizado para mensuracdo da
atividade enzimatica.

Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1): a atividade da enzima foi
avaliada pela capacidade de inibicdo da fotorreducéo do azul de nitrotetrazolio (NBT)
a 560 nm em meio de reacdo contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8),
metionina 14 mM, EDTA 0,1 yM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM, conforme
Giannopolitis & Ries (1997). Uma unidade de atividade da SOD foi definida como a
guantidade de enzima que produz uma inibicdo de 50% da reducao fotoquimica do
NBT.

Catalase (CAT - EC 1.11.1.6): determinada conforme descrito por Azevedo
et al. (1998). A atividade foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm (e
=39.4 x 10° Mt cm™), durante 2 min, em meio de reacéo de 4 mL incubado a 30 °C,
contendo extrato enzimatico, tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e peroxido
de hidrogénio 12,5 mM.

Ascorbato peroxidase (APX — EC 1.15.1.1): determinada por metodologia
proposta por Nakano e Asada (1981), pelo monitoramento da taxa de oxidacdo do
ascorbato (ASA) por 2 min, a 290 nm (€ = 2.80 x 10° M~ cm™). O meio de reac&o foi
incubado a 30 °C e composto por tamp&o fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0)
acido ascorbico 0,5 mM , H,0, 0,1 mM e extrato enzimatico.

O delineamento experimental foi blocos casualizados com cinco tratamentos
e quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e havendo

significancia a 5%, ajustados por polinbmios ortogonais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo de sementes de arroz vermelho foi afetada negativamente
pelo incremento da concentracdo do extrato de folhas de P. bipinnatifidum (Figura
1la). Houve reducdo menos evidente neste processo fisiologico ao submeter as
sementes a concentracdo 12%, o que pode ser explicado, em parte, pela maior
tolerancia do processo germinativo aos aleloquimicos em comparagdo ao
crescimento inicial das plantulas (Ferreira & Aquila, 2000). Tal ocorréncia também
pode ser relacionada a elevada tolerdncia de plantas daninhas a agentes
estressores e a condigOes adversas do meio (Aarestrup et al., 2008; Santos et al.,
2008). Inibicdo mais expressiva ocorreu em sementes submetidas as concentracdes

25; 50 e 75%, cuja germinacgdo se reduziu em 29; 36 e 44% comparativamente a
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concentracéo zero. A reducéo da germinacao, por meio da inibicdo da retomada de
crescimento adequado do embrido, foi intensificada pelo aumento do numero de
plantulas anormais (Figura la). Tal alteracdo morfologica pode apresentar relacao
com a desorganizacdo do sistema de membranas, conforme evidenciado em
sementes pelo aumento da condutividade elétrica das sementes (Figura 2b). Feitosa
et al. (2007) relatam a presenca de limonoides, esterdides, isopalmitato e palmitato
de etila, além de outros compostos em espécies do género Philodendron. Desse
modo, é possivel que a reducdo do numero de plantulas normais mantenha estreita
relacéo ao efeito toxico destes compostos sobre a semente e a plantula, por meio da
elevacao da peroxidacao lipidica (Figura 3b).

A primeira contagem de germinacdo apresentou tendéncia ao decréscimo
com o aumento da concentracdo do extrato (Figura 1a). Ocorreu similaridade entre a
primeira contagem de germinacdo entre as concentracdes 0; 12 e 25%,
demonstrando que baixas concentragdes do extrato, ndo foram eficientes em reduzir
o vigor de sementes de arroz vermelho. Este efeito é devido a ampla tolerancia do
gendtipo e provavelmente a manutencdo do equilibrio entre a producdo e a
degradacédo de radicais livres, conforme evidenciado pela elevada atividade da
enzimas superoxido-dismutase e ascorbato-peroxidase, em plantulas sob tais
concentragdes (Figura 3c e 3d). As concentragdes 50 e 75% reduziram o vigor das
sementes em 18 e 26% e indicam que elevadas concentracbes do extrato
proporcionaram toxicidez as sementes no inicio do processo germinativo, o que tem
relagdo com a elevada condutividade elétrica observada em sementes submetidas
as duas concentracdes mais altas do extrato (Figura 2b). Tal efeito pode ser
atribuido ao aumento na concentracdo de compostos toxicos (Wu et al., 2009),
devido a elevacgéo na concentracdo do extrato.

O indice de velocidade de germinacao apresentou reducao ao incrementar a
concentracdo do extrato (Figura 1b). Ocorreram resultados mais expressivos em
ambas as varidveis a partir da concentracdo 25%, o que permite inferir que, a
elevacdo na concentragdo do extrato retardou o processo germinativo e refletiu na
diminuicdo do nimero de sementes germinadas diariamente. Esta ocorréncia pode
ter sido causada, pela reducdo da velocidade ou capacidade de hidrdlise e
mobilizacdo de reservas do endosperma ao embrido pelo efeito negativo gerado
sobre a a-amilase (Muniz et al., 2007). Por outro lado, em sementes submetidas a

baixas concentracdes do extrato, supde-se que o sistema antioxidativo foi eficiente
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na detoxicagédo dos tecidos por meio da degradacao de radicais livres, similarmente
ao evidenciado em plantulas sob as mesmas condi¢ces de meio (Figura 3 c, 3d, 3e).

Os teores de clorofila foram alterados com o aumento da concentracao do
extrato (Figura 2a). Houve similaridade nos teores de clorofila a e b e total até a
concentracéo 12%, enquanto que a partir de 25%, ocorreu reducao dos teores de
clorofila a, b e total. Tal modificacdo representa reducdo quali-quantitativa na sintese
de pigmentos de captacdo de energia radiante, permitindo verificar em relacdo a
concentracdo zero, menor investimento de assimilados para a formacédo do sistema
antena da plantula. A reducdo nos teores de clorofila é processo relacionado a
interferéncia de compostos toxicos ou aleloquimicos na fotossintese, por meio de
modificacbes no conteudo de clorofila (Abu-Romman et al., 2010) incluindo
processos mediados por enzimas clorofilases, pela alteragdo no transporte de
elétrons e inibicdo da fotossintese pela reducdo da eficiéncia do fotossitema Il
(Carillo et al., 2010) ou ainda, pela inibicdo da sintese de precursores da porfirina
(Rice, 1984), um constituinte da clorofila.

A condutividade elétrica, nos trés periodos de incubacéo avaliados, mostrou
tendéncia ao aumento com a concentragdo do extrato, indicando que,
independentemente ao periodo, houve tendéncia de aumento na liberacdo de
eletrdlitos ao incrementar a concentragdo do extrato (Figura 2b). A elevacdo na
liberacdo de eletrdlitos € explicada pela danificacdo ou reducdo da capacidade de
reorganizacdo da bicamada fosfolipidica, constituinte de membranas celulares.
Hipoteticamente, danos as membranas possuem relacdo com a producédo de formas
reativas de oxigénio, cuja formacdo neste caso foi desencadeada pela acdo do
extrato, podendo ser evidenciada em plantulas pelo aumento da producdo de
peréxido de hidrogénio conjuntamente a elevacao da peroxidacéo lipidica (Figura 3a
e 3b). A avaria destas estruturas resulta em perda da seletividade e na lixiviagéo
exacerbada de compostos destinados a retomada do crescimento do embrido.
Processo que reflete em reducdo do numero de plantulas normais (Figura 1a) e na
diminuicao do vigor de sementes de arroz vermelho, conforme verificado na primeira
contagem de germinacao (Figura 1a).

O comprimento dos orgéos de plantulas formadas em laboratério e em casa
de vegetacao foi alterado pela concentracdo do extrato (Figura 2c, 2e). Em
condicdes laboratoriais, 0 comprimento de parte aérea e de raiz primaria aumentou

até a concentracdo 50% e contribuiu para o0 aumento da massa seca total das



57

plantulas nas concentragdes 0; 12; 25 e 50% (Figura 2f). Entretanto, o comprimento
de 6rgaos apresentou tendéncia a reducdo em plantulas sob acdo da concentracédo
75%, sendo os efeitos mais marcantes sobre a raiz comparativamente a parte aérea.
Por outro lado, plantulas emergidas em casa de vegetacdo apresentaram
similaridade no comprimento de parte aérea até a concentracao 25%, com posterior
tendéncia ao decréscimo, nas duas maiores concentracdes do extrato (Figura 2e). A
reducdo ou incremento nas dimensdes de raiz e parte aérea podem ser explicados
pela influéncia do extrato sobre o balanco hormonal da plantula (Alves & Santos,
2002).

O comprimento da raiz priméria em plantulas foi afetado drasticamente pela
concentracdo do extrato (Figura 2e). Houve, em relacdo a concentracado zero,
reducado superior a 30% nas concentracdes 12 e 25%, enquanto, nas concentracdes
50 e 75% a ultrapassou a 57%. Os efeitos mais drasticos e negativos do extrato
sobre a raiz sdo explicados pela maior sensibilidade dos tecidos deste érgao
comparativamente a parte aérea (Labbafy et al., 2009). Além disso, em condi¢cdes
laboratoriais, € provavel que o menor efeito do extrato sobre o comprimento de raiz
primaria mantenha relagédo ao favorecimento da plantula frente as condi¢cfes ideais a
germinacao e ao crescimento inicial. Cabe salientar a auséncia na redugao de parte
aérea em detrimento da raiz, fato que exclui situacdes de simulacao de déficit hidrico
ou estresse osmotico (Marenco & Lopes, 2005) e permite evidenciar o efeito téxico
do extrato sobre tais atributos de crescimento. Han et al. (2008) observaram reducao
no comprimento de parte aérea e de raiz em plantulas de cebola e soja ao aumentar
a concentracdo do extrato de Zingiber officinale Rosc.

A emergéncia de plantulas apresentou relacdo dose-resposta com a
elevacdo da concentracdo do extrato (Figura 2d). Resultados marcantes foram
obtidos a partir da concentracdo 12%, responsavel pela reducdo de 11% na
emergéncia de plantulas de arroz vermelho, comparativamente a concentragéo zero.
Tal processo fisioldgico foi reduzido em 16% em sementes expostas a concentracao
do extrato igual a 25%, enquanto naquelas submetidas as concentracdes 50 e 75%,
houve diminuicdo de 15% na emergéncia de plantulas. Neste contexto, mesmo em
baixas concentragcdes, 0 extrato apresentou potencial de reduzir o vigor de sementes
de arroz vermelho. O efeito negativo do extrato sobre o vigor das sementes mantém
estreita relacdo com a perda da seletividade do sistema de membranas, conforme

evidenciado pelo aumento da condutividade elétrica em sementes (Figura 2b) e pela
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elevacdo da peroxidacao lipidica em plantulas ao incrementar a concentragdo do
extrato (Figura 3b).

A massa seca total de plantulas obtidas em laboratorio foi crescente até a
concentracdo 25% e apresentou similaridade aquela de plantulas sob acdo da
concentracdo 50% (Figura 2f). Tais concentra¢cdes induziram, em relagcdo a
concentragéo zero, aumento de 10% na massa seca total de plantula. Similarmente,
plantulas emergidas em casa de vegetacdo apresentaram tendéncia a incrementar a
massa seca total até concentracdo 25% quando a quantidade de carbono alocada
na plantula foi menos expressiva, comparativamente a plantulas sob condi¢des
laboratoriais. O aumento na quantidade de carbono alocado na plantula via
degradacédo e mobilizacdo de reservas do endosperma tem relacéo a eficiéncia do
sistema antioxidativo da plantula frente ao estresse ocasionado por baixas
concentracbes do extrato (Figura 3c, 3d e 3e) e ao similar teor de clorofila em
relacdo a plantulas expostas a concentracdo zero (Figura 2a), indicativo da
tolerancia do gendtipo de arroz vermelho. Houve a partir da concentracdo 50%
tendéncia a reducdo na massa seca total, ocasionando diminuicdo de 9,5% em
plantulas sob condic¢des laboratoriais e de 23% em plantulas emergidas sob acao da
concentracdo 75% (Figura 2f). Assim, ha indicativo que concentracdes mais
elevadas do extrato resultam em toxicidez sobre plantulas de arroz vermelho, sendo
possivelmente, resultado do efeito negativo do extrato sobre a atividade de enzimas
hidroliticas (Muniz et al., 2007) ou indireto, na inibicdo na sintese do acido giberélico
(Politycka & Gmerek, 2008).

A producao de perdxido de hidrogénio apresentou tendéncia a reducéo até
a concentracdo do extrato igual a 25% (Figura 3a) e corrobora a reduzida
peroxidacdo lipidica sob as mesmas concentracbes do extrato (Figura 3b).
Plantulas submetidas as concentracdes 50 e 75% aumentaram acentuadamente a
producdo de peroxido de hidrogénio e colaboraram para o incremento na
peroxidacao lipidica. Esse processo confirma o efeito toxico do extrato sobre a
reducdo da capacidade seletiva das membranas celulares, evidenciado pelo
aumento da condutividade elétrica em sementes (Figura 2b)

A atividade das enzimas antioxidativas foi alterada pelo aumento da
concentracéo do extrato (Figura 3c, 3d e 3e). Observou-se aumento acentuado na
atividade das enzimas superoéxido-dismutase (SOD) e ascorbato-peroxidase (APX)

a partir da concentracado 12%, aliado, a reducéo na atividade da enzima catalase
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(CAT) até a concentracdo 50% do extrato. A diminuicdo da atividade da CAT é
explicada por sua baixa afinidade ao perdxido de hidrogénio (Carvalho et al., 2011).
O incremento na atividade da enzima superéxido-dismutase ocorreu devido ao
efeito do extrato sobre a provavel elevagéo nos niveis de radicais superéxido (0O,*)
produzidos pelo bloqueio da cadeia de transporte de elétrons, conjuntamente a
geracdo de elétrons livres ou, pela reacédo de transferéncia de elétrons do NADPH
para o oxigénio molecular. Os radicais O,*, em um processo mediado pela enzima
superoéxido-dismutase, foram convertidos em peroxido de hidrogénio, composto
potencialmente causador de dano celular (Sinha & Saxena, 2006). O incremento
nos niveis deste radical livre resultou na elevacdo na atividade da enzima
ascorbato-peroxidase, que até certo ponto, degradou o peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio molecular (Barreiros et al., 2006), corroborando aos baixos niveis
de peroxido de hidrogénio até a concentracdo 25% do extrato (Figura 3a) e aos
niveis minimos de toxicidez proporcionados ao crescimento de plantulas sob
condicBes de laboratorio, até a referida concentracéo (Figura 2c e 2f). Entretanto, a
partir da concentracdo 50%, a elevacdo da atividade das enzimas SOD e APX néo
foi suficiente para manter o equilibrio entre a quantidade de radicais livres
produzidos e degradados, resultando em exacerbado acumulo de perdxido de
hidrogénio em plantulas expostas a concentracdao 75%, agente indutor do pequeno
aumento na atividade da enzima catalase (Carvalho et al., 2011).

A partir da analise conjunta das variaveis estudadas, é possivel verificar que
baixas concentracdes do extrato influenciaram negativamente no processo
germinativo, com reflexos na reducédo do vigor das sementes de arroz vermelho.
Toxicidez elevada foi constatada sobre atributos de crescimento em plantulas
submetidas as concentracbes 50 e 75% do extrato. O teor de pigmentos
fotossintéticos de plantulas obtidas em laboratério e o comprimento da raiz primaria
de plantulas emergidas em casa de vegetacédo foram reduzidos pelo incremento da
concentracdo do extrato. Aliado a isso, houve elevacdo dos niveis de peréxido de
hidrogénio e na peroxidacdo lipidica, alteracbes na atividade das enzimas
antioxidativas que demonstraram ineficiéncia na detoxicacdo dos tecidos de

plantulas sob as duas maiores concentragdes do extrato.
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CONCLUSAO
O extrato de P. bipinnatifidum apresentou toxicidez a sementes e a plantulas
de arroz vermelho, sendo resultado da acdo do extrato sobre diferentes atributos e

processos fisioldgicos.
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Figura 2. Teor de clorofila a, b e total de plantulas provenientes do teste de

germinacao (a), condutividade elétrica de sementes apés 3, 6 e 24h (b),
comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz primaria (CPR) de plantulas do
teste de germinacao (c), emergéncia de plantulas em casa de vegetacéao (d),
comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz primaria (CPR) de plantulas
emergidas em casa de vegetacéo (e) e massa seca total de arroz vermelho
(f) sob acéao de concentracdes do extrato e P. bipinnatifidum (significativo a
5%%).
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Figura 3. Perdxido de hidrogénio (a), peroxidacao lipidica - MDA (b), atividade
das enzimas: superoxido-dismutase - SOD (c), catalase - CAT (d), ascorbato-
peroxidase - APX (e) em plantulas arroz vermelho obtidas a partir do teste de
germinacdo em laboratério sob agdo de concentracbes do extrato de P.

bipinnatifidum (significativo a 5% *).



CONSIDERACOES GERAIS

Os extratos de Zantedeschia aethiopica e Philodendron bipinnatifidum foram
testados em sementes e plantulas de alface; enquanto, sementes e plantulas de
arroz vermelho foram expostas a acao do extrato de Philodendron bipinnatifidum.

O extrato de Z. aethiopica reduz o desempenho fisiolégico de sementes de
alface; O extrato de P. bipinnatifidum afeta negativamente o desempenho de
sementes de alface e arroz vermelho, em condicdes laboratoriais;

O vigor de sementes e o crescimento inicial de plantulas de alface e arroz
vermelho sdo afetados negativamente pelos extratos empregados, possivelmente,
por afetar mecanismos hidroliticos;

Os extratos de Z. aethiopica e P. bipinnatifidum alteram a morfologia de
plantulas de alface e arroz vermelho, resultando no aumento de plantulas anormais
(Figura 1a, 1b e 1c);

O conteudo de clorofila em plantulas de alface e arroz vermelho é alterado
quali-quantitativamente pelo extrato de P. bipinnatifidum;

O incremento da concentracdo dos extratos utilizados reflete na elevacao da
producdo de peroxido de hidrogénio e induz ao aumento da atividade das enzimas
superoxido-dismutase, ascorbato-peroxidase e catalase, buscando a eliminacéo
deste radical livre;

O aumento na peroxidacéo de lipideos em plantulas sob acdo dos extartos
corrobora 0 aumento da condutividade elétrica em sementes, sendo o efeito do
extrato mais intenso em plantulas de alface comparativamente as de arroz vermelho;

O aumento da peroxidacao de lipideos em plantulas submetidas aos extratos
evidencia o acumulo de radicais livres, possivelmente, devido a ineficiéncia do
metabolismo antioxidativo;

Os extratos de Z. aethiopica apresentam efeito toéxico em sementes e
plantulas de alface; o extrato de P. bipinnatifidum apresentaram toxicidez a
sementes e a plantulas de alface e arroz vermelho, sendo resultado da acdo do

extrato sobre diferentes atributos e processos fisiologicos.
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Figura 1. Plantulas de alface provenientes do teste de germinacdo e expostas a

acdo do extrato de Z. aethiopica (A); plantulas de alface e arroz-vermelho
provenientes do teste de emergéncia em casa de vegetacdo, sob acédo do extrato de
P. bipinnatifidum (B e C).



