%
1r Y

Museu de Ciéncias Naturais
Fundacdo Zoobotdnica do Rio Grande do Sul

Iheringia

Série Botanica
ISSN ON-LINE 2446-8231

Acao do exirato de Lolium multiflorum Lam. sobre
atributos fisiolédgicos de sementes e plantulas de alface

Tuane Araldi da Silva, Dominique dos Santos Delias, Tiago Pedd, Everton Sozo de Abreu,
Luciano do Amarante, Francisco Amaral Villela & Tiago Zanatta Aumonde

Universidade Federal de Pelotas, Caixa Postal 354, CEP 96010-900, Pelotas, Rio Grande do Sul. Brasil.
tuanearaldil7@gmail.com, domi_delias@hotmail.com, tiago.pedo@gmail.com, sozodeabreu@hotmail.com, lucianodoamarante@
yahoo.com.br, franscisco.villela@ufpel.edu.br, fiago.aumonde@gmail.com

Recebido em 03.VI.2015
Aceito em 09.11.2017
DOI: 10.21826/2446-8231201772102

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da concentra¢do do extrato de L. multiflorum Lam.sobre o desempenho fisiologico de
sementes e sobre o metabolismo antioxidante de plantulas de alface. Os tratamentos foram as concentragdes de 0; 2; 4; 6 e 8 % do extrato aquoso de
folhas. Foram avaliados a germinagdo, primeira contagem de germinagao, indice de velocidade de germinagao, condutividade elétrica, emergéncia de
plantulas, massa seca total de plantulas, conteudo de peroxido de hidrogénio, peroxidacao de lipideos, atividade das enzimas, superoxido dismutase,
catalase e ascorbato peroxidase. O extrato de L. multiflorum afeta negativamente o desempenho fisiologico de sementes e plantulas de alface. O
aumento da concentracdo do extrato ocasiona elevagio na atividade das enzimas antioxidantes, as quais ndo foram eficazes para reverter o efeito
toxico do extrato, o que pode ser evidenciado pelo aumento da peroxidagao lipidica e conteudo de perdxido de hidrogénio.

Palavras-chave: azevém, enzimas, Lactuca sativa L., toxicidade

ABSTRACT — Action of Lolium multiflorum extract on physiological attributes of lettuce seeds and seedlings. The aim of this study was to
evaluate concentrations of L. multiflorum extract on the physiological performance of seeds and on the antioxidant metabolism of lettuce seedlings.
The treatments were concentrations of 0; 2; 4; 6 and 8% of the aqueous leaf extracts. Germination, first germination count, germination speed index,
electric conductivity, seedling emergence, total seedling dry mass, hydrogen peroxide content, lipid peroxidation, enzyme activity, superoxide
dismutase, catalase, and ascorbate peroxidase were evaluated. L. multiflorum extract negatively affects the physiological performance of seeds and
lettuce seedlings. An increase in the concentration of the extract elevates the activity of the antioxidant enzymes, which were not effective in reversing

the toxic effect of the extract. This can be evidenced by the increase of lipid peroxidation and hydrogen peroxide content.

Keywords: enzymes, Lactuca sativa L., ryegrass, toxicity

INTRODUCAO

A utilizagdo de determinadas espécies como plantas
de cobertura do solo pode ocasionar ambientes mais
competitivos por dgua, luminosidade e nutrientes (Brennan
& Smith 2005, Bergkvist ef al. 2010, Lawley et al. 2012).
A competicdo colabora para o desenvolvimento de
mecanismos de defesa, baseados na sintese de metabolitos
secundarios (Rice 1984).

Os residuos vegetais de algumas espécies reduzem a
germinacdo de sementes e o crescimento inicial das plantas, em
decorréncia dos compostos quimicos produzidos e liberados
para o ambiente (Kruidhof et al. 2011, Bezuidenhout et al.
2012). Estes compostos, conhecidos como aleloquimicos,
podem afetar diferentes metabolitos nas plantas (Blum 2011),
como inibi¢do da retomada do crescimento do embrido
(Cipollini ef al. 2012), atuando diretamente na semente ou
ainda, atuando diretamente na produgdo e o acimulo de
espécies reativas de oxigénio, ocasionando estresse oxidativo
e morte celular (Li et al. 2010, Abugre et al. 2011).

O estresse oxidativo pode estar relacionado a fitoxidez
de extratos vegetais (Aumonde et al 2012). As plantas sob
tal condigdo respondem ao estresse, aumentando a atividade

de enzimas que atuam na defesa contra a peroxidagdo de
lipideos, como a superoxido-dismutase, a catalase e a ascorbato-
peroxidase, visando evitar colapso celular (Panda & Khan 2009).
O azevém (Lolium multiflorum Lamark) ¢ uma Poaceae
utilizada como pastagem e também como cobertura de
solo. Esta espécie pode produzir diferentes compostos
alelopaticos, com efeito de inibi¢do da germinagao e do
desenvolvimento de plantas cultivadas e ruderais (Bueno
et al. 2007). Desse modo, o trabalho objetivou avaliar a
influéncia da concentracdo do extrato de L. multiflorum
sobre o desempenho fisiologico de sementes e sobre o
metabolismo antioxidante de plantulas de alface.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal empregado para a elaboracdo do extrato
aquoso foi composto por folhas de azevém. A coleta das folhas
foi realizada na segunda quinzena do més de agosto, no ano de
2013, na regido do Planalto Médio do estado do Rio Grande
do Sul, na cidade de Santa Barbara do Sul, situada na latitude
28°22°09” S, longitude 53°14°46” W ¢ altitude 511 m. O solo
¢ classificado como Latossolo Vermelho distréfico tipico de
textura média (Berg & Klamt 1997).

lheringia, Série Botanica, Porto Alegre, 72(1):9-15, 30 de abril de 2017



Siva et al.

As plantas estavam em estadio de desenvolvimento
reprodutivo no momento de coleta das folhas, a qual foi
realizada no periodo da manha, entre nove e dez horas. Foram
utilizadas folhas provenientes do tergo médio das plantas,
procedeu-se uma pré-secagem a sombra, durante oito horas,
apos as folhas foram secas a temperatura de 40°C, até massa
constante. Em seguida, foram trituradas em moinho de facas
tipo Willey, com peneira de malha 0,8 mm, e mantidas em
ambiente frio e seco (15°C e 40 % de UR).

Os tratamentos foram constituidos pelas concentragdes
do extrato de 0, 2, 4, 6 ¢ 8 %, em uma relagdo m/v entre
material vegetal seco e agua deionizada. Para a obtengao
do extrato aquoso de L. multiflorum utilizou-se o método
empregado por de Silva et al. (2016). As diferentes
concentracdes dos extratos tiveram o pH e o potencial
osmotico aferidos, o potencial osmotico foi calculado
segundo Khaliq ef al. (2013).

Como espécie alvo, foram utilizadas sementes de alface
(Lactuca sativa L.), a qual ¢ sensivel aos aleloquimicos
e tolerante a ampla faixa de variagdo de pH e potencial
osmotico (Rice 1984).

Para a avaliagcdo do efeito das concentragdes do
extrato sobre o desempenho fisiologico de sementes
foram realizados: o teste de germinagdo (%) e a primeira
contagem da germinagdo (%), conduzido por meio de
quatro amostras com quatro subamostras de 50 sementes,
transferidas para cdmara de germinagao tipo B.O.D. a
20°C e periodo luminoso de 12 h, as avaliagdes foram
efetuadas conforme Brasil (2009); o indice de velocidade
de germinagdo (IVG), obtido a partir de contagens diarias
do niimero de sementes germinadas, durante o teste de
germinagdo, ¢ determinado com o emprego da equagdo
proposta por Maguire (1962); a condutividade elétrica (iS
cm! g de semente), analisada conforme metodologia de
Krzyzanowski ef al. (1999), sendo determinada apds 3, 6 e
24 horas. A emergéncia de plantulas em casa de vegetacao
(%), utilizando-se quatro subamostras de 50 sementes,
semeadas bandejas de poliestireno expandido, contendo
como substrato areia lavada de textura média, vinte e um
dias apds a semeadura foi realizada a contagem final do
nimero de plantulas; o comprimento de raiz primaria e
parte aérea (cm plantula™) e a massa seca total (g plantula™)
de plantulas, avaliados ao final do teste de germinagao ¢
de emergéncia em casa de vegetacao, por meio de quatro
subamostras de 10 plantulas, conforme Silva ez al. (2016).

As avaliagdes do metabolismo antioxidativo foram
realizadas através de amostras de tecido vegetal fresco
(MF) provenientes de plantulas coletadas ao final do teste de
germinagdo. Foram determinados o conteudo de peréxido
de hidrogénio (H,0,) (imol de H,0, g") e peroxidagdo
lipidica (umol g' MF) segundo Cakmak & Horst (1991)
e Velikova et al. (2000), respectivamente. A superdxido
dismutase (SOD - EC 1.15.1.1) (U g'! MF) foi verificada
conforme descrito por Giannopolitis & Ries (1997). A
atividade da catalase (CAT - EC 1.11.1.6) (umol H,0O, g
MF min™) foi determinada pela decomposigao do H,O,
(Azevedo et al. 1998). E a ascorbato peroxidase (APX —EC
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1.11.1.11) (Asc g! MF min™") foi determinada pelo emprego
da metodologia idealizada por Nakano & Asada (1981).

O delineamento experimental foi de blocos casualizados
com quatro repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e, quando significativos a 5% de probabilidade
foi estimada equag@o de regressdo polinomial. Os pontos
de maxima e de minima resposta foram obtidos por meio
da derivada da equacdo polinomial de cada variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observadas diferencas significativas entre as
concentracdes do extrato para as varidveis de germinagao,
massa seca total de plantulas provenientes do teste de
germinagdo, condutividade elétrica apos 24 horas de
embebicao e para massa seca de raiz primaria de plantulas
provenientes do teste de emergéncia de plantulas em casa de
vegetacdo. O pH atingiu os valores maximos e minimos de 7,7
e 7,02 e potencial osmotico manteve-se entre -4.10° ¢ -2.10
MPa, considerando a menor e a maior concentragao do extrato.

A germinagdo determinada no teste de primeira contagem
de germinagdo decresceu com o aumento da concentracao
do extrato de Lolium multiflorum (Fig. 1a). O ponto de
maxima resposta foi observado na concentragdo zero,
sendo que houve, em relagdo a concentrago zero, reducao
de 12,3 %; 13,8 % ¢ de 54,3 % quando as sementes foram
submetidas ao efeito das concentragdes 4; 6 € 8 % do extrato,
respectivamente. A diminui¢io dos valores de germinagao
obtida na primeira contagem reflete de maneira evidente a
perda de viabilidade das sementes, atribuida ao efeito toxico
do extrato, especialmente nas concentracdes de 6 € 8 %. Neste
sentido, a concentragdo de aleloquimicos tende a ser maior
no extrato mais concentrado, ocasionando maior toxidez.
Resultados similares para a primeira contagem de germinagao
foram observados por Nery ef al. (2013) ao estudarem o
efeito do extrato de Raphanus sativus em sementes de alface.

O indice de velocidade de germinacao foi reduzido pelo
incremento da concentragao do extrato (Fig. 1b). Verificou-
se ocorréncia do ponto de maxima resposta na concentra¢ao
zero. Ocorreu reducdo do vigor da semente a partir da
concentragdo de 2 %. Sendo esta de 26,7 %; 40,5 % e de
62,5 % nas concentragdes de 4, 6 e 8 % quando comparadas
a concentracao zero, respectivamente. A reducao deste
indice pode estar relacionada ao efeito do extrato sobre a
permeabilidade e seletividade das membranas celulares,
com reflexo na reducao do nimero de sementes germinadas
por dia e na velocidade de germinagdo (Carillo ez al. 2010,
Abugre ef al. 2011). O indice de velocidade germinagdo
de sementes de alface foi diminuido quando estas foram
expostas aos extratos de Canavalia ensiformis ¢ Sorghum
bicolor, na concentracdo 10 % (Carvalho et al. 2014).

O comprimento de parte aérea e de raiz primaria
diminuiu com a elevagdo da concentracdo do extrato (Fig.
I¢). O ponto de maxima resposta para comprimento de
parte aérea foi na concentracdo 8 %, ou seja, este ponto
indica que o valor maximo da variavel ¢ atingido nesta
concentragdo, assim, ocorre maior efeito do extrato. O
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comprimento de parte aérea de plantulas sob o efeito das
concentragoes 2; 4; 6 ¢ 8 %, em relagdo as plantulas sob
agdo da concentragdo zero do extrato, foi de 4 %; 50 %;
57,5 % e de 72 %. Contudo, verificou-se que os resultados
de toxidez foram mais evidentes em raiz primaria, onde
o comprimento foi reduzido em 59,6%; 68,3%; 71,5% ¢
80,7% nas concentragdes 2, 4, 6 ¢ 8 %, respectivamente.
A projecdo teorica do ponto de maxima verificado para
esse parametro foi na concentragdo de 6,3 %.

Estes resultados sdo condizentes com aqueles de
Moraes et al. (2014), que avaliaram o efeito alelopatico do
extrato aquoso de folhas de Lafoensia glyptocarpa sobre o
crescimento de Sesamum indicum. Redug@o do crescimento
também foi verificada por Maraschin-Silva & Aqiiila (20006),
que constataram diminuigdo do comprimento de parte aérea
em plantulas de alface submetidas ao extrato de Psychotria
leiocarpa. Segundo Manoel ef al. (2009), quando plantulas
de tomate sdo expostas as maiores concentragdes de extrato
aquoso de Stryphnodendron adstringens, ocorre redugo
no comprimento de raiz.

A condutividade elétrica determinada apds 3 e 6 horas
de embebicdo das sementes aumentou com a concentragdo
do extrato (Fig. 1d). A projecao tedrica do ponto de maxima
resposta para a condutividade elétrica medida as 3 horas foi
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ocorreu na concentragao de 6,1 % do extrato, enquanto que para
a condutividade elétrica determinada apos 6 horas, a projegao
tedrica do ponto de maxima resposta ocorreu na concentragao
de 5,8 %. Os maiores valores foram obtidos na concentragdo 8
%, no periodo de embebicio de 6 horas, com aumento de 40,8
%. Ja, para a avaliagao determinada apds 3 horas de embebigao
houve um aumento de 40,3 %, comparado a concentragio zero.
O aumento na condutividade elétrica também foi verificado
por Aumonde et al. (2012) em sementes de alface expostas
ao extrato de Zantedeschia aethiopica.

O aumento da condutividade elétrica em sementes de
alface sob agdo do extrato de L. multiflorum, assim como
ja verificado para outras espécies, esta relacionado com a
seletividade do sistema de membranas celulares e com o
extravasamento de substancias de reserva (Kaur et al. 2010).
O demasiado extravasamento de eletrélitos mantém relagdo
com aredugdo do vigor das sementes, as quais perdem grande
parte das reservas que deveriam ser utilizadas para nutrir a
plantula nos seus estadios iniciais de desenvolvimento. A
condutividade elétrica deve diminuir 2 medida que o tempo
de embebi¢do aumenta, isto se deve a reorganizagdo do
sistema de membranas celulares (Peske ef al. 2012).

A emergeéncia de plantulas diminuiu com o aumento da
concentragdo do extrato (Fig. 2a). A proje¢do tedrica do
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Figs. 1a-d. Primeira contagem de germinacdo. a. indice de velocidade de germinacdo; b. comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz primaria
(CPR); c¢. e condutividade elétrica de sementes ap6s 3 e 6 horas de embebicdo; d. de plantulas de alface provenientes do teste de germinagdo, sob
acao de diferentes concentragdes do extrato de L. multiflorum (* significativo a 5% de probabilidade de erro).
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ponto de maxima resposta foi verificada na concentracéo de
0,8 %, sendo que para sementes expostas as concentragdes
6 ¢ 8 %, as redugdes da emergéncia de plantulas foram de
32,9 % e 59,6 %, comparativamente a concentragio zero,
respectivamente. E provéavel que a liberagio exacerbada
de eletrodlitos tenha colaborado para a reducdo do vigor de
sementes, determinado pela primeira contagem, pelo indice
de velocidade de germinagao (Figs. 1a, b) e pela emergéncia
de plantulas (Fig. 2a). Contudo, Silva ef al. (2011) néo
encontraram diferengas na emergéncia de plantulas de
alface, tomate e cebolinha quando submetidos a ag¢ao do
extrato de Dicranopteris flexuosa.

O comprimento de parte aérea e raiz primaria, em
plantulas provenientes do teste de emergéncia, apresentaram
decréscimo com o aumento da concentra¢do do extrato
(Fig. 2b). O ponto de minima resposta para os parametros
comprimento de parte aérea e comprimento de raiz primaria
ocorreu na concentragdo de 8 %. Em rela¢do a concentragdo
zero, houve redugdo de 36,5 % e de 59,5 % no comprimento
de parte aérea e raiz primaria, respectivamente. Sintomas de
toxidez sdo mais pronunciados na raiz do que na parte aérea
(Dailiri et al. 2011). Resultados similares foram obtidos

por Lima & Moraes (2008) ao avaliarem o efeito do extrato
aquoso de Ilpomoea fistulosa no crescimento inicial de parte
aérea e raiz de alface e de tomateiro. Resposta semelhante
foi verificada por Moraes ef al. (2014) ao investigarem o
crescimento de plantulas de gergelim, submetidas a extratos
aquosos de Lafoensia glyptocarpa.

A massa seca de parte aérea de plantulas provenientes do
teste de emergéncia apresentou redugdo com a concentragao
do extrato, sendo os resultados mais evidentes observados
na concentrag@o de 8 % (Fig. 2c), o qual apresentou uma
reducdo de 50 %, comparado a concentragdo zero. A
projecdo teorica do ponto de maxima resposta foi observada
na concentragdo de 1 %. A redug@o da massa seca pode ter
ocorrido pela inibigdo ou reducdo da atividade enzimatica,
aliada a modificagdo na sintese de fitormonios, responsaveis
pela germinag@o das sementes (Politycka & Gmerek 2008).
Os resultados deste trabalho diferem dos apresentados
por Tur et al. (2012), para a variavel massa seca total
de plantulas de tomate, submetidas a acdo do extrato de
Melia azedarach.

O teor de perdxido de hidrogénio e a peroxidagdo
lipidica aumentaram em resposta ao estresse imposto pelo
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Figs 2a-c. Emergéncia de plantulas em casa de vegetagdo. a. comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz primaria (CPR); b. e massa seca de parte
aérea; c. de plantulas de alface provenientes do teste de emergéncia em casa de vegetagdo, sob agdo de concentra¢des do extrato de L. multiflorum

(* significativo a 5% de probabilidade de erro).
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incremento da concentracdo do extrato L. multiflorum
(Figs. 3a, b), apresentando aumento de 49 % e de 85,5 %,
na concentracao de 8 %, comparativamente a concentragao
zero. A projecdo teodrica do ponto de maxima resposta para
o teor de peroxido de hidrogénio foi na concentragdo de
7 %, e para a peroxidagdo lipidica foi na concentragdo de
8% do extrato. A elevacdo do peroxido de hidrogénio em
tecidos vegetais ¢ resultado da agdo estressora ocasionada
pelas concentragdes do extrato sobre plantulas de alface.

(a)

O aumento do estresse resulta no incremento de espécies
reativas de oxigénio, as quais podem levar a peroxidacao
lipidica (Apel & Hirt 2004, Panda & Khan 2009).

Desta forma, em resposta a producdo de peroxido de
hidrogénio, houve alteracdo na atividade das enzimas
antioxidantes (Figs. 3¢, d, e). A projegdo teorica do ponto de
minima reposta para a enzima superoxido-dismutase ocorreu
na concentracdo de 1 %; para a catalase o ponto de minima
foi em 2 %, enquanto para a ascorbato-peroxidase, foi na
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Figs 3a-e. Peroxido de hidrogénio. a. peroxidagao lipidica; b. atividade das enzimas: superoxido-dismutase (SOD); c. catalase (CAT); d. e ascorbato-
peroxidase (APX); e. em plantulas de alface origindrias do teste de germinago sob a¢@o de concentragdes do extrato de L. multiflorum (* significativo

a 5% de probabilidade de erro).
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concentragdo zero. Tanto a enzima superdxido-dismutase
quanto a catalase e a ascorbato-peroxidase tiveram atividade
aumentada com a elevagdo da concentracdo do extrato.

Em relagdo as plantulas sob a concentracao zero,
aquelas sob efeito das concentragdes de 4; 6 e 8 % do
extrato apresentaram aumento de 74 %; 80,5 % e de
92 % na atividade da enzima superdxido-dismutase,
respectivamente. Para a enzima catalase, o incremento
na atividade foi de 50 %; 69 % e 88 %, respectivamente;
ja para a enzima ascorbato-peroxidase houve aumento
de 66% nas concentracoes 4; 6 ¢ 8 % em relagdo a
concentragdo zero. Harun et al. (2014) observou aumento
na atividade das enzimas catalase, ascorbato-peroxidase e
superoxido-dismutase em plantulas de alface ao aumentar a
concentracao do extrato de Chrysanthemoides monilifera.

E possivel evidenciar nas condi¢des deste estudo que
a elevacdo na atividade das enzimas antioxidantes nao foi
suficiente para eliminar os radicais livres produzidos (Fig.
3a). Os radicais livres, provavelmente, sdo resultantes do
efeito toxico do extrato sobre o metabolismo de plantulas
de alface e refletiram no seu inferior desempenho de
crescimento, especialmente nas maiores concentragdes
do extrato de L. multiflorum (Figs. 1, 2 e 3).
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