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Respostas fisiologicas de sementes e plantulas de alface submetidas
ao extrato de Philodendron bipinnatifidum’

Physiological responses of seeds and seedlings of lettuce submitted to
Philodendron bipinnatifidum extract'

Tiago Zanatta Aumonde?®”; Emanuela Garbin Martinazzo?®; Tiago Ped6?;
Junior Borella*; Luciano do Amarante’;
Francisco Amaral Villela?; Dario Munt de Moraes>

Resumo

O trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentragdes do extrato de
Philodendron bipinnatifidum Schott. sobre o desempenho germinativo ¢ o metabolismo enzimatico de
sementes e plantulas de alface. Os tratamentos foram extratos de folhas maduras nas concentragdes 0;
6; 12; 25 ¢ 50%. Foram avaliados a germinag¢@o, primeira contagem de germinagao, velocidade e indice
de velocidade de germinagdo, comprimento de parte aérea e raiz primaria, massa seca total de plantulas,
condutividade elétrica, teores de clorofila, atividade das enzimas a-amilase, superoxido-dismutase,
catalase e ascorbarto peroxidase, peroxidagdo de lipidica, teor de peroxido de hidrogénio e emergéncia
de plantulas, comprimento de parte aérea e da raiz primaria e massa seca total das plantulas emergidas.
Houve redugio da germinacao, do indice de velocidade de germinacdo ¢ da massa seca ao incrementar
a concentragao do extrato. O teor de peroxido de hidrogénio, a peroxidagdo de lipidica e a atividade das
enzimas superoxido-dismutase, catalase e ascorbarto peroxidase aumentaram com a concentragdo. O
aumento da concentragdo do extrato de folhas de P. bipinnatifidum afeta negativamente a atividade da
enzima a-amilase e provoca elevagao acentuada na atividade das enzimas antioxidantes em plantulas de
alface, afetando o desempenho fisioldgico de sementes e o crescimento de plantulas de alface.

Palavras-chave: Lactuca sativa, o-amilase, pigmentos fotossintéticos, enzimas antioxidantes

Abstract

The work was conducted 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, speed and 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 shoot and total dry mass of emerged seedlings.
There was a reduction of germination, germination speed index and total dry mass by increasing the
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concentration of the extract. While the content of hydrogen peroxide, lipid peroxidation and activity of
superoxide dismutase, catalase and peroxidase ascorbarto increased with concentration. The increasing
of concentration the leaf extracts of the P. bipinnatifidum negatively affects the activity of the enzyme
a-amylase and causes increase in the activity of antioxidant enzymes, affecting the physiologic

performance and growth of lettuce seedlings.

Key words: Lactuca sativa, a-amylase, photosynthetic pigments, antioxidant enzymes

Introducio
Compostos ~ quimicos  provenientes  do
metabolismo secundério vegetal, denominados

aleloquimicos, apresentam sintese varidvel entre
espécies, constituido-sereflexo dainteragdo genotipo
e ambiente. Os aleloquimicos ao serem liberados
por determinado gendtipo podem resultar em efeito
fitotoxico a outras espécies. Diferentes metabolitos
com potencial fitotéxico foram identificados em
tecidos de origem vegetal, entre os principais estdo
os esteroides, fenois e terpenos, os alcaldides e os
taninos, as cumarinas ¢ os flavonoides (PUTNAM;
DUKE, 1978).

de
incrementado pelo aumento do periodo de liberagao

O nivel fitotoxidez proporcionado ¢
epelaquantidade de substancias exsudadas (ALVES;
SANTOS, 2002). Estas condi¢cdes podem resultar
na inibi¢ao da germinagdo, reducao da velocidade
de germinacdo e do crescimento inicial em resposta
ao dano celular ocasionado por alteragdes na
permeabilidade e seletividade de membranas
celulares ou por modificagdes em nivel hormonal
e fotossintético (ABU-ROMMAN; SHATNAW;
SHIBLI,2010;CHOU,2006;HUSSAIN; REIGOSA,
2011). Tais processos constituem resultados da agao
dos aleloquimicos, que atuam diretamente, ou na
sinalizac¢do de processos de degradacdo celular, por
meio da produgdo e acimulo de espécies reativas de
oxigénio, resultando em estresse oxidativo celular
(BOGATEK; GNIAZDOWSKA, 2007; QIAN et

al., 2009).

O emprego de espécies indicadoras, em estudos
alelopaticos, constitui importante ferramenta para a
identificagdo do potencial toxico de extratos vegetais.
Sementes e plantulas de alface (Lactuca sativa
L.) s3o indicadores eficientes, empregados para a
deteccdo do efeito alelopatico, pela sensibildiade
a varios aleloquimicos e a resisténcia das sementes

a ampla faixa de pH e potencial osmotico (RICE,
1984). Estudos detalhados com vistas & compreensao
do efeito do aleloquimico sobre os diferentes
processos fisio-metabodlicos 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 relacionadas a
hidrélise do amido atuam na sua degradagdo com
vistas a formagao de esqueletos carbonicos voltados
a retomada do crescimento do embrido (MARCOS
FILHO, 2005), enquanto enzimas do metabolismo
antioxidativo sdo responsaveis pela eliminagdo de
radicais livres formados em tecidos vegetais, sob
condigdes de estresse (GILL; TUTEJA, 2010).

A espécie Philodendron bipinnatifidum é planta
da familia Araceae, conhecida popularmente como
filodendro e empregada com fins ornamentais,
cujo género apresenta na constitui¢do limondides,
esteroides, isopalmitato e palmitato de etila, além de
outros compostos (FEITOSA et al., 2007). Devido
aos compostos identificados no género da espécie
P. bipinnatifidum sua fitotoxidez ¢ provavel sobre
outros genotipos, sendo importante a elucidagao do
mecanismo de acdo e das respostas fisiologicas da
semente ¢ da plantula frente ao estresse imposto.
Tal fato pode ser melhor entendido pela avaliagdo
conjunta de diferentes pardmetros empregados
rotineriamente na avaliacao da qualidade fisiologica
de sementes, quantificacdo da atividade de enzimas
envolvidas na degradacdo do amido e de enzimas
antioxidatidantes, responsaveis pela elimina¢do do
perdoxido de hidrogénio e de outras espécies reativas
de oxigénio que podem atuar na peroxidagdo
lipidica, desencadeando severos danos celulares,
paralelamente a quantificacdo de pigmentos
fostossintéticos.
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o trabalho foi conduzido
com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes
concentracdes do extrato de P bipinnatifidum

sobre o desempenho germinativo e o metabolismo

Neste contexto,

enzimatico de sementes e plantulas de alface.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Fisiologia de Sementes do Departamento de
Fitotecnia — Programa de Pos-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 clima dessa
regido € temperado, com chuvas bem distribuidas e
verdo quente, sendo do tipo Cfa pela classificacdo
de Koppen. O solo ¢ classificado como Planossolo e
o relevo plano (EMBRAPA, 20006).

O extrato concentrado de plantas de filodendro
(P bipinnatifidum Schott) foi obtido a partir de
folhas maduras,
provenientes de plantas de meia sombra crescidas
sob condi¢des de campo. As folhas dotadas de

completamente expandidas e

peciolo carnoso foram previamente lavadas em
agua destilada e secas com papel toalha. Pela
natureza do material com elevada quantidade de
dgua na constitui¢do, as folhas foram trituradas sem
adi¢do de tal elemento e centrifugadas em aparelho
comercial, onerando o tempo 30 minutos. O extrato
obtido, considerado de concentragdo 100% foi
armazenado em recipiente ambar sob temperatura
de 10 °C, em refrigerador. Apos 24 horas, o extrato
concentrado foi submetido a filtragdo simples
utilizando papel filtro com gramatura de 80 g m=,
espessura de 205 um e maioria dos poros com 14
um, sendo o filtrado armazenado em recipiente
ambar, sob refrigeracdo a 10°C. Os tratamentos
foram compostos pelas concentragdes 0; 6; 12; 25
e 50% de extrato de Filodendro, empregando-se a
relacdo v/v entre extrato vegetal e agua destilada.
Os extratos das diferentes concentragdes tiveram o
pH aferido, atingindo 6,0 &= 0,1. Como espécie alvo
foram utilizadas sementes de alface cv. Mimosa
Salad Bowl®.

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

1- Teste de Germinacao (%): conduzido em
quatro repeticdes com quatro amostras de 50
sementes, semeadas em caixas tipo gerbox, sobre
duas folhas de papel mata-borrdo umedecidas na
proporg¢ao de 2,5 vezes a massa do papel seco, com
as diferentes concentracdes de extrato. Os gerbox
foram transferidos para cdmara de germinagao tipo
BOD a20°Ce 12 horas de fotoperiodo. As avaliagdes
foram efetuadas aos sete dias apos a semeadura e os
resultados expressos em porcentagem de plantulas
normais, conforme indicado pelas Regras de Analise
de Sementes (BRASIL, 2009).

2- Primeira contagem da germinacdo (%):
realizada conjuntamente ao teste de germinagao,
aos quatro dias apds a semeadura, conforme
indicado pelas Regras de Analises de Sementes.
Os resultados foram expressos em porcentagem de
plantulas normais (BRASIL, 2009).

3- Indice de velocidade de germinagdo (IVG):
obtido a partir de contagens didrias das sementes
germinadas (protrusdo radicular minima de 3 a 4
mm). As contagens foram realizadas até a obtengao
do numero constante de sementes germinadas. O
IVG foi obtido de acordo com recomendacao de
Nakagawa (1994).

4- Teor de clorofila a, b e fotal de plantulas
germinadas: a quantificacdo do teor de clorofila
foi efetuada por meio de quatro amostras de 0,2
g de plantulas por tratamento ao final do teste de
germinacgdo, aos sete dias ap6s a semeadura. O
material vegetal fresco foi macerado em 10 mL
de acetona 80% em gral em sala escura, com luz
verde. O macerado foi submetido a filtragao simples
e o volume de acetona completado para 25 mL,
conforme metodologia de Arnon (1949) citada
por Falqueto et al. (2009). Os dados obtidos foram
expressos em mg de clorofila g'! massa fresca.

5- Condutividade elétrica (CE):
acordo com metodologia proposta por

conduzida
de
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Krzyzanowski, Franca-Neto e Henning (1991)
conforme Bervald et al. (2010), em quatro repeti¢des
com quatro amostras de 50 sementes. As sementes
tiveram sua massa previamente aferida e foram
submetidas a embebigao nos extratos das diferentes
concentragdes, por 1 hora. Decorrido o tempo,
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 apés 3, 6 ¢
24 horas. Os resultados foram expressos em uS cm!
g de sementes.

6- Emergéncia de plantulas em casa de
vegetacdo (%): conduzido em quatro repeti¢des
com quatro amostras 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
agua destilada em quantidade equivalente a 2,5
vezes a massa do papel por 5 minutos, objetivando
evitar dano por embebicdo. Decorrido o tempo,
as sementes foram embebidas nos extratos de
diferentes concentragdes por uma hora e conduzidas
a semeadura. Vinte e um dias apds a semeadura foi
realizada a contagem final do niimero de plantulas
normais emergidas, sendo os resultados expressos
em porcentagem.

7- Comprimento de parte aérea ¢ da raiz primaria
de plantulas: foram utilizadas quatro repeticdes
com quatro amostras de 10 plantulas, ao final do
teste de germinacdo e de emergéncia em casa de
vegetagdo, aos 21 dias. O comprimento de parte
acrea foi obtido pela distancia entre a inser¢do da
por¢do basal da raiz primaria ao apice da parte
aérea, enquanto, o comprimento da raiz primaria foi
mensurado pela distancia entre a parte apical e basal
da raiz primaria. Os resultados foram expressos em
milimetros por plantula (mm plantula).

8- Massa seca total de plantulas: obtidas a
partir de quatro sub amostras 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 por 72 horas até
massa constante. Os resultados foram expressos em
miligramas por plantula.

9- Contetido de H,O, e peroxidagdo lipidica:
foram determinados ao final do teste de germinagao
por meio de amostras de plantulas 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 minutos a
4 °C, e o sobrenadante utilizado para determinar
o contetido de H O, e malondialdeido (MDA). Os
niveis de peroxido de hidrogénio foram determinados
de acordo com Velikova, Yordanov e Edreva (2000).
Em tubos de ensaio contendo 0,7 mL de tampao
fosfato de potassio 10 mM (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
390 nm ¢ a concentra¢do de H,O, expressa em pmol
de H,O, g de massa fresca. A peroxidagdo lipidica
foi obtida via acimulo de 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 reacao de 4acido tiobarbitirico (TBA) 0,5%
(p/v) em TCA 10% (p/v), seguido por incubagio a
90 °C, por 20 minutos. A reagao foi paralisada por
resfriamento rapido em gelo e apos, centrifugadas
novamente a 10.000 g durante 5 minutos, a 4°C e
as absorbancias do sobrenadante determinadas em
espectrofotdmetro a 535 e 600 nm. A quantidade
de complexos MDA-TBA (pigmento vermelho) foi
calculado a partir do coeficiente de extingao molar
(e=155x10° M cm™).

10- Determinacdo da enzima o-amilase: as
extracdoes foram efetuadas a partir de sementes
e também de plantulas provenientes da primeira
e da ultima contagem de germinagdo (teste de
germinagdo), conforme metodologia descrita pela
AOAC, com modificagdes (SILVA et al., 2008).
A macerag@o do material vegetal foi em gral com
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auxilio de pistilo e com 20 mL de tampao 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 20 minutos, sendo realizada nova
centrifugacao por 15 minutos. Ao sobrenadante de
cada tubo de ensaio adicionou-se 0,5 mL de extrato,
0,5 mL da solu¢ao tampao, 1 mL de solugdo de
amido e 1mL de [2+KI. Os resultados expressos em
ug de amido hidrolizado min™! g!' de massa fresca.

11- Determinacao da atividade das enzimas
antioxidantes: foram determinadas ao final do teste
de germinagdo, 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
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8)
contendo EDTA 0,1 mM e acido ascérbico 20 mM.
O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 20 minutos
a 4 °C e o sobrenadante utilizado para mensurar a
atividade enzimatica.

11.1- EC
1.15.1.1): a atividade foi avaliada pela capacidade

Superoxido dismutase (SOD -

da enzima inibir a fotorredu¢do do azul de
nitrotetrazolio (NBT) a 560 nm em meio de reagao
contendo tampao fosfato de potdssio 50 mM (pH
7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75
uM e riboflavina 2 uM conforme Giannopolitis e
Ries (1977). Uma unidade de atividade da SOD foi
definida como a quantidade de enzima que produz
uma inibigdo de 50% da redugdo fotoquimica do
NBT.

11.2- 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 (¢ = 39.4 x 10* M'cm™),
durante 2 min em meio de reagdo 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.

11.3- Ascorbato peroxidase (APX - EC
1.11.1.11): determinada por metodologia proposta

por Nakano e Asada (1981) pelo monitoramento da
taxa de oxidagdo do ascorbato (ASA) por 2 min a
290 nm (¢ =2.80 x 10* M ! cm™'). O meio de reagdo
foi incubado a 30°C e composto por tampao fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,0) acido ascorbico 0,5
mM, H,O, 0,1mM e extrato enzimatico.

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

Resultados e Discussao

A germinacao de sementes de alface apresentou
reducao com o aumento da concentra¢dao do extrato
de P. bipinnatifidum (Figura 1a). Este fato pode ser
explicado pela menor sensibilidade do processo
germinativo aos aleloquimicos ou a baixa toxidez
dos compostos, comparativamente ao crescimento
inicial (ZHANG et al., 2010). Por outro lado,
ocorreu redugdo acentuada na germinagdo a partir
da concentracdo 12%, sendo as concentragdes
25 e 50% (ponto de minima) responsaveis pela
diminui¢do do numero de plantulas normais em
mais de 80% e 90%, respectivamente. A diminui¢ao
da germinagdo indica que o processo germinativo
foi influenciado negativamente pelo aumento na
concentracao do extrato, o que pode estar associado
ao acumulo de formas reativas de oxigénio e aumento
da peroxidacdo lipidica em plantulas (Figura 3b e
3c). Além disso, pode ser também evidenciado em
sementes, pelo aumento da condutividade elétrica
(Figura 2b). Estes possivelmente,
possuem estreita relagdo com o efeito toxico dos
limonoides, esterdides, isopalmitato e palmitato
de etila, conforme relatado por Feitosa et al.
(2007) para espécies do género P. bipinnatifidum.
Redugdo da germinagao de sementes de Parthenium
hysterophorus foi abservada por Wakjira, Berecha e
Bulti (2011), apds submissao a extratos de Albizia

processos,

gummifera, Melia azedarach e Sesbania sesban.
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Figura 1. Germinacao (G) e primeira contagem de germinagdo (PC) (a), indice de velocidade de germinagao (b) de
sementes de alface sob acdo de concentragdes do extrato de P. bipinnatifidum (significativo a 5% *).
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Fonte: Elaboragdo dos autores.

A primeira contagem de germinacdo mostrou
decréscimo com o aumento da concentracdo do
extrato (Figura la), ocorrendo semelhanga entre
os valores da primeira contagem de germinagdo
nas concentragdes 0 ¢ 6% que mantiveram numero
de sementes germinadas similar as do teste de
germinacdo (Figura 1a). Por outro lado, a partir da
concentracao 12% que proporcionouredugdo de 10%
na germinacao, houve tendéncia de inibicao drastica
deste processo fisioldgico até as concentragdes 25 e
50% (ponto de minima), sendo que o numero total
de sementes germinadas atingiu valores 50 e 80%
abaixo da concentra¢io zero. E possivel verificar
que a primeira contagem de germinacdo nao
demonstrou alteracdes na capacidade germinativa
de sementes nas baixas concentragdes do extrato,
necessitando a elevacdo da concentracao acima de
12% para proporcionar efeito prejudicial. Desse
modo, o efeito téxico de determinado extrato
vegetal depende da concentragdo dos compostos
toxicos e do tecido de extragdao (WU et al., 2009), o
que em parte, explica a reducdo da germinacdo nas
maiores concentragdes do extrato.

(k)
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[=1
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i Ri=,93 *

s
L]

(=]
=
L

—
=
L
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O indice de velocidade de germinagdo ajustou-
se a uma equacdo quadratica e, decresceu com
o aumento da concentragdo do extrato, porém
foi afetado de forma mais marcante a partir da
concentracao de 12%, atingindo o ponto de minima
na concentragdo de 50% (Figura 1b). Tal processo
pode ser relacionado ao efeito negativo do extrato
sobre a mobilizagdo de reservas para o embrido,
frente a exacerbada atividade da enzima a-amilase
na semente (Figura 3a). Além disso, pode ser
devido a reducdo da atividade da a-amilase em
plantulas submetidas a concentragdes mais elevadas
do extrato na primeira contagem de germinacao
(Figura 3a). Fase na qual, a conversdo de amido
em agucares passiveis de utilizagdo pelo embrido
deveria ser maxima, objetivando a retomada do seu
crescimento. Neste contexto, ¢ possivel que tenha
ocorrido a lixiviagdo e ndo absor¢do da grande
maioria das moléculas sintetizadas a partir da
hidrolise do amido pelo embrido, o que é explicado
peladespolarizacao e reducao da capacidade seletiva
do sistema de membranas celulares (Figura 2b).
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Figura 2. Teor de clorofila a, b e total de plantulas germinadas (a), condutividade elétrica de sementes (b), comprimento
de parte aérea (CPA) ¢ da raiz primaria (CPR) de plantulas germinadas (c), emergéncia de plantulas em casa de
vegetacao (d), comprimento de parte aérea (CPA) e da raiz primaria (CPR) de plantulas emergidas (e) e massa seca

total de plantulas de alface (f) sob agdo de concentragdes do extrato de P. bipinnatifidum (significativo a 5%%*).
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Figura 3. Atividade da enzima a-amilase: semente, primeira contagem (PC) e teste de germinagao (UC) de plantulas
germinacao (a), peroxido de hidrogénio (b), peroxidagido lipidica (c), atividade das enzimas: superdxido-dismutase —
SOD (d), catalase — CAT (e), ascorbato-peroxidase — APX (f), em plantulas de alface obtidas em laboratorio sob agao
de concentragdes do extrato de P. bipinnatifidum (significativo a 5% *).

IEY
£ 1600
=
o
= o Eamnty y= 136271433, 1240x.0, 11987 1
B Bimf) 59 *
E 1200 | coas BUC 750,60 1807504 +0,274 T4
= Flmd 52 %
= VC wywb®9 50 3,37 20p= 0 419283
= Fre) G5 ®
w0 l
"::“ *“'-"‘ - x.-........... - - = ...‘*‘
2 (o LT o ) TRETTRIERY o
j 400 1
i
2 o4
] 20 a0
0,005 G

0,004

Pervxidisgdio - MDA (jum ol g MF)
=
-]

0,001 e =0 D000, 001 S 0004 2
g e 53
»
o000 4—— 0 -
o 20 40
(e}
16 1
= e ], 17 < 0, 0056 2 < 0, 0007 Tkl
= Fim 59
E
= 12
®
=
= 081
2
-f- 0.4

0.0 +
0 20 40

Concentracio (¥8)

Fonte: Elaboracgdo dos autores.

Os teores de clorofila foram alterados pelo

incremento da concentracdo do extrato (Figura
2a). As clorofilas a (ponto de maxima de 12,89%)
e b (ponto de maxima de 12,50%) mostraram

®)+
b
Y
H
3
£
002 s ), 043405 = 0,001« 0,000018 Ixt
e Ring 95
0,00 T
0 20 46
(d)
o
2
)
=
i e o L] B0 +1 1 N0 - 0, 00 00 e
10 Riwd) 35 %
o 4 i
0 20 40
Fﬁ Eﬂ
— v D 0 0T = 0 S (0t
A Ris) 59 *
E
=
e
8
=
5
E
o 4 i
1] 20 40

Concentragio (%)

tendéncia ao aumento até a concentragao 12%.
O aumento da clorofila b pode ser relacionado a
tentativa de aclimatacdo da espécie, devido sua
fungdo fotoprotetora (MARENCO; LOPES, 2005).
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A partir da concentragdo 12% houve decréscimo
conjunto nos teores de clorofila a e b, sendo
possivel inferir que o aumento da concentragdo
do extrato afetou quali-quantitativamente o teor
de pigmentos fotossintéticos e colaborou para a
reducdo do teor de clorofila fotal (ponto de maxima
de 11,67%). Tal ocorréncia mantém relacao ao fato
de compostos toxicos ou aleloquimicos interferirem
na fotossintese, pela alteracdo no teor de clorofila
em processos envolvendo enzimas clorofilases,
por influenciar negativamente a eficiéncia do
fotossistema Il reduzido a absor¢ao de fotons pelo
sistema antena (HUSSAIN; REIGOSA, 2011) ou
ainda pela inibi¢do da sintese de precursores da
porfirina (RICE, 1984), um constituinte da clorofila.
Ao estudarem o potencial alelopatico do 6leo volatil
de Eucalyptus tereticornis sobre Amaranthus
viridis, Kaur et al. (2011) obtiveram redugdo dos
teores de clorofila a e b.

A condutividade elétrica ajustou-se ao modelo
quadratico com elevado coeficiente de determinacao
e aumentou nos trés tempos de incubacao,
indicando que indiferentemente ao tempo houve em
relagdo a concentragdo zero, tendéncia ao aumento
na liberacdo de ecletrolitos com a elevacdo da
concentracao do extrato. Para 3 e 6 horas o ponto
de maxima foi atingido em 50% e para 24 horas
em 38,60% (Figura 2b). O processo de liberagao
acentuada de eletroélitos € explicado pela danificacao
ao sistema de membranas celulares da semente e
corrobora ao acimulo de peréxido de hidrogénio e
a elevagdo da peroxidagdo lipidica em plantulas de
alface, frente ao estresse promovido pelo aumento
da concentracdo do extrato (Figura 3a e 3b).

O comprimento de parte aérea e de raiz primaria,
em plantulas emergidas, mostrou decréscimo ao
aumentar a concentracdo do extrato (Figura 2c e 2¢).
Em plantulas provenientes do teste de germinagao
houve redugdo superior a 90% no comprimento da
raiz primaria (ponto de minima de 38,75%) e a 74%
no comprimento de parte aérea (ponto de minima de
41,18%), enquanto, plantulas emergidas do substrato
em casa de vegetacao obtiveram comprimento da
raiz primaria (ponto de minima de 50%) reduzido

em cerca de 49% e o de parte aérea (ponto de
minima de 33,07%) superior a 36%. Sob condi¢des
laboratoriais, o extrato proporcionou aos 6rgaos
da plantula maior fitotoxidez com o incremento
da concentracdo do extrato, comparativamente
aquelas emergidas. A diferenga marcante na
fitotoxidez sobre o crescimento de parte aérea e raiz
priméria ¢ devida ao fato do ambiente laboratorial
favorecer a germinagdo e o crescimento. Esta
condigdo, provavelmente, beneficiou a absorgdo e
a translocag@o dos compostos presentes no extrato
para os diferentes orgdos da plantula e resultou
na redugdo drastica de parte aérea e de raiz nestas
circunstancias.

Todavia, o maior periodo de contato e a exposi¢ao
direta da raiz primaria a a¢do do extrato pode ter
colaborado para a maior redu¢do do comprimento
deste orgdo em relacdo a parte aérea (ALVES;
SANTOS, 2002; DAILIRI et al., 2011). Além disso,
segundo Alves e Santos (2002), a alteragdo no
comprimento de 6rgaos da plantula esta relacionada
a modifica¢do no balango hormonal do vegetal. Ao
estudarem o efeito de Oleos volateis de alecrim-
pimenta, Alves et al. (2004) observaram reducdo
proporcional da raiz ao aumentar a concentragao do
extrato. Por outro lado, Maraschin-Silva e Aqiiila
(2006) observaram que extratos de Psychotria
leiocarpa reduziram o comprimento de parte
aérea de plantulas de alface. Manoel et al. (2009),
verificaram que plantulas de tomateiro sob agdo
das concentragoes 50 e 75% de extrato aquoso de
Stryphnodendron adstringens apresentam drastica
redugdo no comprimento médio da raiz.

A massa seca total de plantulas obtidas em
laboratério e emergidas em casa de vegetagdo
mostrou redugdo com o incremento da concentragao
do extrato de P. bipinnatifidum (Figura 2f). Houve
reducdo superior a 39 e 21% respectivamente na
massa seca de plantulas obtidas em laboratorio
(ponto de minima de 50%) e em casa de vegetagao
(ponto de minima de 37,50%). A reducdo da
massa seca das plantulas foi ocasionada em parte,
pelo menor comprimento de 6rgdos (Figura 2¢ e
2e) e possivelmente esteja associada ao colapso
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do sistema hidrolitico (Figura 3a) e da rede
interligada de membranas celulares (Figura 2b).
Tais processos constituem reflexo da elevacdo
na producao e acumulo de radicais livres (Figura
3b), que indiretamente podem ter influenciado
negativamente a translocacdo e alocacdo de
assimilados para a plantula por afetarem a atividade
da enzima o-amilase. Tal hipotese corrobora as
afirmagdes de Muniz et al. (2007) ao relatarem que
a inibi¢do da enzima o-amilase ocorre na presenga
de determinados compostos quimicos vegetais,
podendo ser efeito indireto da inibi¢ao na sintese de
acido giberélico (POLITYCKA; GMEREK, 2008).

A emergéncia em casa de vegetacdo apresentou
decréscimo ao se aumentar a concentragao do extrato
(ponto de minima de 50%), sendo os resultados mais
expressivos obtidos a partir da concentracdo 12%
(Figura 2d). Ao submeter sementes as concentragdes
12;25 e 50% houve, em relacdo a concentracao zero,
reducdo de 12; 26 e 36% respectivamente no nimero
de plantulas emergidas. Neste contexto, o extrato de
P bipinnatifidum afetou drasticamente o vigor de
sementes de alface, processo que demonstra estreita
relagdo com a danificagdo de membranas celulares
e ¢ evidenciado pelo aumento da condutividade
elétrica em sementes (Figura 2b) e pela elevagdo
da peroxidagdo lipidica em plantulas (Figura 3b).
De maneira similar, Santos et al. (2002) obtiveram
reducdo na emergéncia de plantulas de caruru-de-
mancha frente ao aumento da concentragdo do
extrato de casca de arroz.

O actmulo de peroxido de hidrogénio ajustou-
se ao modelo quadratico e apresentou aumento
com a elevacao da concentracdo do extrato (ponto
de maxima de 50%), processo que colaborou
para a elevagdo da peroxidagdo lipidica (ponto
de minima de 1,55%) (Figura 3b e 3c) e para a
redu¢do 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 concentracao de calcio
livre no citosol (MORI; SCHROEDER, 2004) e
alterar diferentes processos fisiologicos.

A atividade das enzimas superéxido dismutase
(ponto de maxima de 40,40%), catalase (ponto de
minima de 5,50%) e ascorbato-peroxidase (ponto de
minima de 5,78%) foi incrementada pelo aumento
da concentracao do extrato (Figura 3d, 3e e 3f), que
entre outros fatores, também pode ser reflexo da
elevacdo da quantidade de perdxido de hidrogénio
(Figura 3b). A atividade da SOD apresentou
tendéncia acentuada de aumento a partir da
concentracdo 12% e a atividade as enzimas CAT e
APX a partir da concentragdo 25%. Neste contexto,
o incremento da atividade antioxidante da enzima
superoxido-dismutase
em resposta a elevacao da quantidade de radicais
superoxido (O,*) produzidos pelo bloqueio da
cadeia de transporte de elétrons, conjuntamente
a geragdo de elétrons livres ou pela reacdo de
transferéncia de elétrons do NAPH para o oxigénio
molecular. A conversdo do radical O,* mediada
pela enzima SOD proporcionou a formagdo de
peroxido de hidrogénio (SINHA; SAXENA,
2006), composto que pode ocasionar estresse
oxidativo. Frente a elevagdo dos niveis de perdxido
de hidrogénio, a enzima catalase foi induzida e
ao atuar em conjunto com a ascorbato-peroxidase
possivelmente degradou, até certo ponto, o peroxido
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 elevagdo acentuada na atividade
das enzimas antioxidativas, ocorreu aumento da
concentragdo do extrato, elevagdo na produgdo de
peroxido de hidrogénio e da peroxidacao lipidica
afetando a integridade do sistema de membranas
celulares, conforme evidenciado em sementes pelo
aumento da condutividade elétrica (Figura 2b) e
em plantulas pela redu¢do do nimero de plantulas
normais, diminuindo a germinacéo (Figura 1a). Tal

ocorrcu provavelmente

ocorréncia evidencia a ineficiéncia destas enzimas
no processo de detoxificagdo dos tecidos da plantula
ao ser submetida as maiores concentragdes do
extrato de P. bipinnatifidum.
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Uma analise conjunta dos resultados alcangados
permite constatar que concentragdes do extrato de
folhas maduras de P. bipinnatifidum compreendidas
entre 25% até 50% afetaram de modo prejudicial
o desempenho germinativo de sementes de alface,
inclusive os fatores de crescimento de plantulas.
Alémdisso, houve alteragdo na atividade enzimatica,
indicativo do processo de deterioragdo de sementes
de alface.

Conclusoes

O aumento da concentracdo do extrato de folhas
de P. bipinnatifidum afeta negativamente a atividade
da enzima a-amilase e provoca elevagao acentuada
na atividade das enzimas antioxidantes em plantulas
de alface, afetando o desempenho fisioldgico de
sementes e o crescimento de plantulas de alface.
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