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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a influéncia de concentragoes
do extrato de Zantedeschia aethiopica Spreng. sobre o desem-
penho fisiologico de sementes e da resposta do metabolismo
antioxidativo de plantulas de alface. Os tratamentos consisti-
ram em extratos de folhas de Z. aethiopica nas concentragées
0; 6; 12, 25 e 50%. Foram avaliados germinagdo, primeira
contagem de germinagdo, indice e velocidade de germinagdo,
comprimento de parte aérea e de radicula, massa seca total de
plantulas, teores de clorofila, atividade das enzimas superoxi-
do-dismutase, catalase e ascorbarto peroxidase, peroxidagdo
lipidica, quantificagdo de peroxido de hidrogénio e emergéncia
de plantulas, comprimento de orgdos e massa seca total das
plantulas emergidas. A porcentagem de germinagdo, o compri-

mento de parte aérea e de radicula de plantulas germinadas
e a massa seca total de plantulas emergidas em casa de ve-
getacdo foram reduzidos com a elevag¢do da concentra¢do do
extrato. Houve aumento da condutividade elétrica, da ativida-
de das enzimas superoxido-dismutase, catalase e ascorbato-
peroxidadase, da quantidade de peroxido de hidrogénio e da
peroxidagdo lipidica em plantulas com o incremento da con-
centragdo do extrato. O extrato reduziu a qualidade fisiologica
das sementes de alface e induziu o aumento na produgdo de
peroxido de hidrogénio em plantulas, o que elevou a atividade
das enzimas antioxidativas que ndo foram eficientes na detoxi-
ficagdo dos tecidos, resultando em dano celular e aumento da
incidéncia de pldantulas anormais.

Introdugio

A espécie Zantedeschia ae-
thiopica Spreng., conhecida
popularmente como copo-de-
-leite, pertence a familia Ara-
ceae e ¢ cultivada com fins
ornamentais. Este género pro-
duz compostos aromaticos lig-
noéides como o pironesinol,
havendo conhecimento tam-
bém da presenga de flavonoi-
des do tipo flavonol (querceti-
na) e flavona, além da presen-
¢a de drusas de oxalato de
calcio (Greca et al., 1998),
substancias que tornam a espé-
cie potencialmente fitotoxica.

As plantas possuem, por
meio do metabolismo secunda-
rio, capacidade de produzir
compostos conhecidos como

aleloquimicos, dotados de po-
tencial de inibigdo ou estimulo
da germinacdo e do cresci-
mento inicial (Macias et al.,
2007). Estes sintomas consti-
tuem reflexos secundarios da
acao do aleloquimico, que ao
inibir, danifica ou inativa vias
do sistema metabdlico da se-
mente e da plantula, alterando
a bicamada fosfolipidica e o
sistema de membranas celula-
res, o comportamento celular,
fitormonal ou o fotossintético
(Rizvi et al., 1992; Chou,
1999, 2006), processos nos
quais estdo envolvidas formas
reativas de O,.

Diversos trabalhos foram
efetuados objetivando identifi-
car compostos ou avaliar o
efeito alelopatico de extratos

sobre a germinagdo e o cresci-
mento inicial de diversas espé-
cies. Estudos alelopaticos en-
volvendo a avaliagdo da quali-
dade fisiologica de sementes,
teor de pigmentos fotossintéti-
cos e comportamento do meta-
bolismo antioxidativo em plan-
tulas sdo escassos. As enzimas
superoxido-dismutase, peroxi-
dases e catalases estdo envol-
vidas na remocédo de radicais
livres durante o processo de
deterioracdo de sementes
(Rosa et al., 2005) ¢ a condi-
¢oes de estresse em plantas. A
elucidagdo do metabolismo
antioxidativo conjuntamente a
determinac¢do de pigmentos
fotossintéticos e atributos de
qualidade fisiologica, torna-se
importante ferramenta em es-

tudos alelopaticos, pois permi-
te a compreensdo de respostas
visuais da semente ou da plan-
tula ao estresse imposto pelo
extrato, fornecendo subsidios a
descricdo do seu mecanismo
de acdo. Conjuntamente, ndo
ha conhecimento sobre traba-
lhos envolvendo Zantedeschia
aethiopica Spreng., sendo jus-
tificavel tal tarefa pela impor-
tdncia dos compostos nela
identificados, o calcio envolvi-
do na regulacdo de diversas
vias metabdlicas vegetais e 0s
flavonodides, um dos principais
grupos de aleloquimicos isola-
dos (Kink e Ambika, 2002).
Neste contexto, este trabalho
objetivou avaliar a influéncia
de concentragdes do extrato de
Z. aethiopica sobre o desem-
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PHYSIOLOGICAL CHANGES IN SEEDS AND ANTIOXIDANT METABOLISM OF LETTUCE SEEDLING EXPOSED
TO THE ACTION OF Zantedeschia aethiopica Spreng. LEAF EXTRACT

Tiago Zanatta Aumonde, Emanuela Garbin Martinazzo, Junior Borella, Tiago Pedo, Luciano do Amarante,

Francisco Amaral Villela and Dario Munt de Moraes

SUMMARY

This work aimed to evaluate the influence of different con-
centrations of Zantedeschia aethiopica Spreng. extract on the
physiological performance of the seed and on the response of
the antioxidant metabolism of lettuce seedlings. The treatments
consisted of leaves extracts from Z. aethiopica at concentra-
tions of 0, 6, 12, 25 and 50%. Germination, first germina-
tion count, germination speed and index, length of shoot and
radicle, seedling total dry mass, chlorophyll content, activity
of superoxide dismutase, catalase and ascorbarte peroxidase
enzymes, lipid peroxidation, hydrogen peroxide quantification
and seedling emergence, length of organs, and total dry mass
of seedlings were evaluated. The percentage of germination,

the length of the shoot and radicle of seedlings and the total
dry mass of seedlings grown in the greenhouse were reduced
as the concentration of the extract increased. There were in-
creases of electrical conductivity, of superoxide dismutase, cat-
alase and ascorbate peroxidadase enzymes and the amount of
hydrogen peroxide and lipid peroxidation in seedlings with in-
creasing extract concentration. The extract reduced the physi-
ological quality of lettuce seeds and induced an increased pro-
duction of hydrogen peroxide in seedlings, which increased the
activity of antioxidant enzymes that were not effective in tissue
detoxification, resulting in cellular damage and increased num-
bers of abnormal seedlings.

ALTERACIONES FISIOLOGICAS EN SEMILLAS Y METABOLISMO ANTIOXIDATIVO DE PLANTULAS DE
LECHUGA EXPUESTAS A LA ACCION DE EXTRACTO DE HOJAS DE Zantedeschia aethiopica Spreng

Tiago Zanatta Aumonde, Emanuela Garbin Martinazzo, Junior Borella, Tiago Pedo, Luciano do Amarante,
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RESUMEN

Este trabajo tuvo por finalidad evaluar la influencia de
la concentracion de un extracto de Zantedeschia aethiopica
Spreng. sobre el desemperio fisiologico de semillas y la res-
puesta del metabolismo antioxidante de plantulas de lechu-
ga. Los tratamientos consistieron en extractos de hojas de Z.
aethiopica en concentraciones de 0; 6, 12; 25 y 50%. Fue eva-
luada la germinacion, el primer conteo de germinacion, indice
y velocidad de germinacion, tamario de la parte aérea y de la
radicula, masa seca total de las plantulas, tenor de clorofila,
actividad de las enzimas superoxido-dismutasa, catalasa y as-
corbato peroxidasa, y la peroxidacion lipidica, y se cuantifico
el peroxido de hidrogeno y la emergencia de plantulas, tamariio
de organos y masa seca total de las plantulas. El porcentaje
de germinacion, el tamario de la parte aérea y de la radicu-

la de plantulas germinadas y la masa seca total de plantulas
crecidas en invernadero disminuyeron con el aumento de la
concentracion del extracto. Hubo aumento de la conductividad
eléctrica, de la actividad de las enzimas superoxido-dismutasa,
catalasa y ascorbato-peroxidadasa, de la cantidad de peroxido
de hidrogeno y de la peroxidacion lipidica en plantulas ante el
incremento de la concentracion del extracto. El extracto redujo
la calidad fisiologica de las semillas de lechuga e indujo au-
mento de la produccion de peroxido de hidrogeno en las plan-
tulas, lo que elevo la actividad de las enzimas antioxidantes,
que no fueron eficientes en la detoxificacion de los tejidos, re-
sultando en dario celular y aumento de la incidencia de plan-
tulas anormales.

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

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no
Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de Sementes,
Programa de Pés-Graduagdo
em Ciéncia e Tecnologia de
Sementes, Universidade Fede-
ral de Pelotas, situada em
31°52'S, 52°21'0 e altitude de
13m.

O extrato concentrado de co-
po-de-leite (Zantedeschia aethio-
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pica Spreng.) foi obtido a partir
de folhas maduras completa-
mente expandidas, dotadas de
peciolo e provenientes de plan-
tas de meia sombra. As folhas,
previamente lavadas em agua
destilada e secas com papel to-
alha, sofreram trituracdo e cen-
trifugacdo em equipamento co-
mercial e o extrato obtido con-
siderado 100% concentrado foi
armazenado em recipiente am-
bar a temperatura de 10°C, em
refrigerador. Apos 24h, o extra-
to concentrado foi submetido a
filtragdo simples ¢ o filtrado ar-
mazenado em recipiente dmbar,
sob refrigeracdo a 10°C.

Foram utilizadas sementes de
alface (Lactuca sativa L.), cv.
Mimosa Salad Bowl®, espécie
alvo sensivel a substancias toxi-
cas, aleloquimicos ¢ tolerante a
ampla faixa de varia¢do de pH
e potencial osmdtico (Rice,
1984). Os tratamentos foram
compostos pelas concentragdes
0, 6, 12, 25 e 50% do extrato
de copo-de-leite. Cada 100ml
do extrato nas concentragoes
de 0, 6, 12, 25 ¢ 50% foram
obtidos pela diluigdo de 0, 6,
12, 25 ¢ 50ml de extrato con-
centrado em 94, 88, 75 ¢ 50ml
de agua destilada (v/v). Os ex-
tratos nas diferentes concentra-

coes tiveram o pH aferido,
atingindo 6,0 £0,1. Para avaliar
o efeito das concentragdes do
referido extrato sobre a quali-
dade fisiologica de sementes e
no metabolismo antioxidativo
de plantulas foram realizados
os seguintes testes:

Teste de germinagdo (%). Con-
duzido por meio de quatro
amostras com quatro subamos-
tras de 50 sementes, semeadas
em caixas tipo gerbox, sobre
duas folhas de papel mata-bor-
rao umedecidas na proporgdo de
2,5 vezes a massa do papel,
com as diferentes concentragdes
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do extrato. Apo6s, os gerbox fo-
ram transferidos para cadmara de
germinagdo tipo BOD a 20°C e
periodo luminoso de 12h, man-
tido por quatro lampadas bran-
cas fluorescentes de 25W, tipo
luz do dia. As avaliagdes foram
efetuadas aos sete dias apds a
semeadura e os resultados ex-
pressos em porcentagem de
plantulas normais (Brasil, 2009).

Primeira contagem da germina-
¢do (%). Realizada aos quatro
dias apds a semeadura, conjun-
tamente ao teste de germinagao.
Os resultados foram expressos
em porcentagem de plantulas
normais (Brasil, 2009).

Velocidade de germinagdo
(VG) e indice de velocidade de
germinag¢do (IVG). Obtidos a
partir de contagens didrias das
sementes germinadas (protru-
sdo radicular minima de
3-4mm). As contagens foram
realizadas até a obtenc¢do do
nimero constante de sementes
germinadas. A VG e o IVG
foram obtidos segundo Naka-
gawa (1994).

Teor de clorofila a, b e total de
plantulas germinadas. A quan-
tificacdo do teor de clorofila foi
efetuada por meio de quatro
amostras por tratamento, aos
sete dias apos a semeadura. O
material vegetal fresco foi ma-
cerado em 10ml de acetona
80%, em gral com pistilo, em
sala com luz verde. O macera-
do foi submetido a filtragado
simples ¢ o volume de acetona
completado para 25ml (Arnon,
1949). Os dados obtidos foram
calculados segundo Lichtentha-
ler (1987) e expressos em mg
de clorofila /g massa fresca.

Condutividade elétrica (CE).
Conduzida de acordo com me-
todologia de Krzyzanowski et
al. (1991) em quatro subamos-
tras de 50 sementes. As semen-
tes tiveram sua massa previa-
mente aferida e foram submeti-
das por 1h a embebicdo nos
extratos nas diferentes concen-
tragdes. Decorrido o tempo,
foram lavadas com agua desti-
lada, transferidas para recipien-
tes contendo 80ml de agua
deionizada e mantidas em
BOD, a temperatura constante
de 20°C. A condutividade elé-
trica foi determinada apoés 3, 6

e 24h e os resultados expressos
em puS-cm’-g! de sementes.

Comprimento de parte aérea e
de radicula de plantulas. Fo-
ram utilizadas quatro subamos-
tras de 10 plantulas, ao final do
teste de germinagdo ¢ de emer-
géncia em casa de vegetagdo
aos 21 dias. O comprimento de
parte aérea foi obtido pela dis-
tancia entre a inser¢do da por-
¢do basal da radicula ao apice
da parte aérea, enquanto, o
comprimento de radicula foi
mensurado pela distancia entre
a parte apical e basal da radi-
cula. Os resultados foram ex-
pressos em milimetros por
plantula.

Massa seca total de plantulas.
Obtidas a partir da massa de
quatro subamostras de 10 plan-
tulas, ao final do teste de ger-
minag¢do e de emergéncia em
casa de vegetacdo aos 21 dias.
As plantulas foram acondicio-
nadas em envelopes de papel
pardo e submetidas por 72h a
secagem em estufa de ventila-
¢do forcada sob temperatura de
70°C até massa constante. Os
resultados foram expressos em
mg por plantula.

Emergéncia de pldantulas em
casa de vegetagdo (E). Condu-
zido em quatro subamostras de
50 sementes. A semeadura foi
efetuada em bandejas de polies-
tireno expandido de duzentas
células, contendo como substra-
to areia lavada. As sementes
foram previamente colocadas
entre trés folhas de papel ger-
mitest umedecido com agua
destilada em quantidade equi-
valente a 2,5 vezes a massa do
papel por 5min, objetivando
evitar dano por embebicao.
Decorrido o tempo, as semen-
tes foram embebidas nos extra-
tos de diferentes concentragdes
por 1h e conduzidas a semea-
dura. Vinte e um dias apos a
semeadura foi realizada a con-
tagem final do nimero de plan-
tulas emergidas, sendo os re-
sultados expressos em porcen-
tagem.

Conteudo de H,0, e peroxida-
¢do lipidica. Amostras de plan-
tulas foram maceradas em N,
liquido e homogeneizadas em
2ml de acido tricloroacético
(TCA) 0,1%. O homogenato foi
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centrifugado a 13000g, durante
20min a 4°C e o sobrenadante
utilizado para determinar o
contetido de H,0, e malondial-
deido (MDA). Os niveis de
H,0, foram determinados de
acordo com Velikova et al.
(2000). Em tubos de ensaio
contendo 0,7ml de tamp@o fos-
fato de potassio 10mM (pH
7,0) ¢ 1ml de iodeto de potas-
sio 1M, foram adicionados
0,3ml do sobrenadante, e incu-
bado por 10min a 30°C. As
leituras foram efetuadas em
espectrofotometro a 390nm e a
concentragdo de H,0O, expressa
em pmol de H,0, /g de massa
fresca. A peroxidagdo lipidica
foi obtida via acimulo de ma-
londialdeido (MDA) e determi-
nada por o método descrito por
Cakmak e Horst (1991). Em
tubos de ensaio contendo 0,3ml
do sobrenadante foram adicio-
nados a 1,7ml do meio de rea-
¢do de acido tiobarbiturico
(TBA) 0,5% (p/v) em TCA
10% (p/v), em seguida incuba-
do a 90°C por 20min. A reagdo
foi paralisada por resfriamento
rapido em gelo e ap6s, centri-
fugadas novamente a 10000g
durante Smin a 4°C e a absor-
bancia do sobrenadante deter-
minada em espectrofotometro a
535 e 600nm. A quantidade de
complexos MDA-TBA (pigmen-
to vermelho) foi calculada a
partir do coeficiente de extin-
¢do molar (= 155x10°M"-cm™).

Atividade enzimatica. A deter-
minagdo da atividade das enzi-
mas antioxidantes foi efetuada
por meio de amostras de maté-
ria fresca de plantulas macera-
das em gral e pistilo com N,
liquido, contendo polivinilpoli-
pirrolidona (PVPP) 20% e ho-
mogeneizados em 1,8ml de
tampao fosfato de potassio
100mM (pH 7,8) contendo
EDTA 0,ImM e acido ascorbi-
co 20mM. O extrato foi centri-
fugado a 13000g por 20min a
4°C e o sobrenadante utilizado
para mensurar a atividade enzi-
matica.

Superoxido dismutase (SOD;
EC 1.15.1.1). A atividade foi
avaliada pela capacidade da
enzima inibir a fotorreducdo do
azul de nitrotetrazolio (NBT) a
560nm em meio de reagdo con-
tendo tampao fosfato de potas-

sio 50mM (pH 7,8), metionina
14mM, EDTA 0,1uM, NBT
75uM e riboflavina 2uM, con-
forme Giannopolitis e Ries
(1977). Uma unidade de ativi-
dade da SOD foi definida como
a quantidade de enzima que
produz uma inibicdo de 50%
da redugdo fotoquimica do
NBT.

Catalase (CAT: EC 1.11.1.6).
Determinada pela decomposi-
¢do do H,0, conforme descrito
por Azevedo et al. (1998). A
atividade foi monitorada pelo
decréscimo na absorbancia a
240nm (e= 39,4x10°M"-cm™),
durante 2min em meio de rea-
¢do de 4ml incubado a 30°C,
contendo extrato enzimatico,
tampdo fosfato de potdssio
100mM (pH 7,00 e H,0,
12,5mM.

Ascorbato peroxidase (AP; EC
1.11.1.11). Determinada por
método proposto por Nakano e
Asada (1981) pelo monitora-
mento da taxa de oxidacdo do
ascorbato (ASA) por 2min a
290nm (g= 2,80x10°M -cm™).
O meio de reagdo foi incubado
a 30°C e composto por tampao
fosfato de potassio 100mM
(pH 7,0) acido ascorbico
0,5mM, H,0, 0,ImM e extrato
enzimatico.

O delineamento experimental
foi de blocos casualizados com
quatro repeticdes. Os dados
foram submetidos a analise de
variancia e, havendo significan-
cia a 5%, ajustados por polind-
mios ortogonais.

Resultados e Discussao

O teste de germinagdo de
sementes de alface submetidas
a acdo do extrato de Zantedes-
chia aethiopica permitiu verifi-
car similaridade nas porcenta-
gens de germinagdo entre tra-
tamentos 0; 6 e 12% (Figura
la). Entretanto, o nimero de
plantulas normais foi reduzido
drasticamente a partir da con-
centragdo 25% que provocou
reducdo de cerca de 60% no
numero de plantulas normais,
enquanto, a concentragdo 50%
do extrato inibiu totalmente a
germinagdo. A provavel expli-
cacdo para tal ocorréncia esta
relacionada a presenga de fla-
vonoides ja isolados em Z. ae-
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thiopica (Grecca et al.,
1998), classe de compos-
tos fenodlicos cuja atuacdo
inibe a germinagdo de
sementes (Ducca e Zonet-

ti, 2008). Além disso, 0 &
sistema antioxidativo das  §
A D
plantulas de alface mos- &
~ . . o
trou nao ter sido suficien- g
temente eficiente na eli- @
minagdo de formas reati-

vas de O, que se acumu-
laram nos tecidos da se-
mente frente ao estresse
imposto, resultando em
dano celular e aumento
do niimero de plantulas
anormais nas maiores
concentragdes do extrato,
conforme evidenciado
pela peroxidagdo lipidica
em plantulas (Figura 3b).
Han et al. (2008) verifica-
ram que extratos de maior
concentracdo de rizoma e
de folha de gengibre re-
duziram pela metade a
porcentagem de germina-
¢do de sementes de soja e
de cebolinha. Enquanto,
Zhang et al. (2010) obti-
veram redugdo da germi-
nacdo de sementes de ra-
banete ao aumentarem a
concentragao do extrato
aquoso de eucalipto e Co-
elho et al. (2011) consta-
taram a ocorréncia de
menos de 10% de plantu-
las normais ao submete-
rem sementes de alface a
concentragdo de 50% do
extrato de juazeiro.

A primeira contagem
de germinagdo apresentou
similaridade até a con-
centracdo 12%, o que
pode ser relacionado a
tentativa de aclimatac@o e
sobrevivéncia da espécie
(Hong et al., 2004). Hou-
ve posterior declinio
acentuado da primeira
contagem de germinagdo nas
concentragdes 25 ¢ 50%, sendo
o numero de plantulas normais
proximo de zero, na maior con-
centracdo (Figura 1a). Tal ocor-
réncia evidencia que baixas
concentragdes do extrato nao
foram eficientes em causar fito-
toxicidez a semente no inicio
do processo germinativo. Esta
ocorréncia pode ser atribuida a
menor sensibilidade da germi-
nacdo ao efeito dos aleloquimi-

Teor de clorofila(mgg ™ masa fresca)

Comprimento de érgaos (mm-plantula)
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cos comparativamente ao cres-
cimento inicial (Ferreira e
Aquila, 2000).

A velocidade e o indice de
velocidade de germinagdo tive-
ram tendéncia de redugdo dras-
tica a0 se aumentar a concen-
tragdo do extrato (Figura la, b).
Tal processo aconteceu a partir
da concentracdo 6%, o que
demonstra retardamento no
processo germinativo com re-
flexos na redugdo do numero

Concentragao (%)

de sementes germinadas por
dia, efeito ocasionado pelo ex-
trato. Assim, é possivel consi-
derar que baixas concentracdes
do extrato, mesmo ndo aumen-
tando a atividade das enzimas
do metabolismo antioxidativo
(Figura 3c, d, e), atuaram nega-
tivamente sobre alguma via do
metabolismo germinativo da
semente, talvez sobre a capaci-
dade de hidrdlise e mobilizagdo
de reservas com vistas a for-

Figura 1. a: germinagdo (G), primeira contagem (PC) e velocidade de germinagdo (VG); b: indice de velocidade
de germinagdo; c: teor de clorofila a, b e total de plantulas germinadas; d: condutividade elétrica de sementes;
e: comprimento de parte aérea (CPA) e de radicula (CPR); e f: massa seca total de plantulas germinadas de al-
face sob agdo de concentragdes do extrato de Z. aethiopica (significativo a 5%*).

magdo de esqueletos carbonicos
voltados ao crescimento do
embrido (Muniz et al., 2007).
Singh et al. (2009) verificaram
redugdo do niimero de semen-
tes de milho germinadas por
dia, com o aumento da concen-
tragdo do extrato aquoso de
Nicotiana plumbaginifolia, as-
sim como Lima et al. (2011) ao
submeterem sementes de alface
a fracdo cloroformio do extrato
etandlico de Euterpe edulis.
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Os teores de cloro-
fila a, b e total apre- 80
sentaram niveis dis-
tintos (Figura 1c), ndo

sendo possivel avaliar 60 1
o efeito da concentra- .
¢do 50%, pela ausén- 0

cia de material vege-
tal suficiente para
analise. A clorofila a

Emergéncia de plantulas (%)

_ly= 78,5226-0,5088x+0,009545x*

A condutividade
elétrica aumentou
com a concentra-
¢do do extrato nos
trés tempos de in-
cubac¢do indicando
que indiferente-
mente ao tempo,
houve em relagdo a
concentragdo zero,

. 20 0057 A

mostrou tendéncia ao FF=055 tendéncia ao au-
aumento até a con- ] mento na liberagdo
centragdo 14,6% com 0 - — de eletrolitos ao
posterior redugdo até b aumentar a con-
a maior concentragao 40 7 centragdo do extra-
dp extrato avaliada, o — CPA y= 1,5470-0,0255x+0,000410x2 to (Flgfura 1d). A
similarmente ao ocor- - R?=0,80" liberagdo exacerba-
rido com o teor de 3,0 o\s‘. — CPR y= 3,3412-0,0600x+0,000582x2 da de eletroélitos
clorofila b, fato que . T~. o Re=0,93" para o meio pode
colaborou para a re- RS ser explicada pela

~ - ~ .
ducdo do teor de clo- Sme—ay reducdo da capaci-

rofila total. O aumen-
to no teor de clorofila
a pode estar relacio-
nado a reagdo de con-
versdo da clorofila b

—
o
1

’\r\.\‘__/.

dade de reorgani-
zacdo da bicamada
fosfolipidica e con-
seqiliente perda da
capacidade seletiva.

Comprimento de plantulas (mm plantula’)
N
o

o
o

em clorofila a por
meio da enzima oxi-
genase, que catalisa a
conversdo do grupo
metil a um grupo al-
deido (Streit et al.,
2005). Entretanto, em-
bora tenha ocorrido
elevagdo no teor de
clorofila a, em tese,
ndo ha garantia de
maior eficiéncia na
captagdo de energia

—
N
!

Masa seca total (mg plantula)
o
[ee]

y= 1,4890-0,03859x+0,0005247x*
R?=0,97*

Este fato aliado ao
aumento na quanti-
dade de H,0, e da
peroxidagdo lipidi-
ca verificados nas
plantulas de alface
(Figura 3a, b) ¢ in-
dicativo que o
efeito fitotoxico
do extrato possui
a¢do no sistema
de membranas ce-
lulares da semente

radiante em tal pro- 0.4
cesso, o qual também 0
possui estreita relagdo
ao teor de clorofila b,
cujo incremento foi
menos marcante. A
clorofila b além de es-
tar envolvida na ab-
sor¢do de energia lu-
minosa possui fungdo
fotoprotetora (Maren-
co e Lopes, 2007), o que pode
explicar sua suave elevacdo
frente ao estresse imposto pelas
menores concentragdes do ex-
trato. Cabe salientar que alelo-
quimicos interferem na fotos-
sintese por modifica¢des no
conteudo de clorofila envolven-
do enzimas clorofilases (Chou,
1999), sendo conhecido que
flavonoides, acidos fenolicos,
cumarinas e polifendis estdo
entre os principais aleloquimi-
cos que alteram o transporte de
elétrons e a fosforilagdo nos
fotossistemas, inibindo a fotos-

20 40

Concentragao (%)

Figura 2. a: emergéncia de plantulas em casa de vegetagio;
b: comprimento de parte aérea (CPA) e de radicula (CPR);
e ¢: massa seca total de plantulas de alface emergidas sob
acdo de concentragdes do extrato de Z. aethiopica (signifi-
cativo a 5% *).

sintese (Rizvi et al., 1992).
Aliado, como maiores concen-
tragdes do extrato proporciona-
ram redugdo quanti-qualitativa
dos teores de clorofila € possi-
vel verificar o seu efeito nega-
tivo sobre o aparato fotossinté-
tico da plantula, o que permite
evidenciar o efeito estressor
proporcionado pelo extrato,
conforme evidenciado pelo au-
mento da peroxidacao lipidica e
atividade das enzimas superoxi-
do-dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase
(APX; Figura 3c, d, e).
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e da plantula, que
por sua vez, refle-
te-se no elevado
nimero de plantu-
las anormais em
concentragdes
mais elevadas do
extrato.

O comprimento
da parte aérea e
radicula apresenta-
ram relagdo dose-resposta em
laboratoério e em casa de vege-
tagdo, com elevado nivel de
significancia (Figura le, 2b).
Houve tendéncia de redugdo do
comprimento em ambas as ca-
racteristicas de crescimento ao
aumentar a concentracdo do
extrato. As plantulas sofreram
maior efeito prejudicial do ex-
trato sobre a radicula do que
na parte aérea. Entretanto, em
plantulas sob condi¢des labora-
toriais houve forte indicio de
oxidacdo da radicula nas con-
centracoes 25 e 50% devido ao

actmulo de H,0, (Figura 3a) e
a ineficiéncia na detoxicagado
dos tecidos pelas enzimas supe-
roxido dismutase, catalase e
ascorbato peroxidade, mesmo
com a elevacdo acentuada da
sua atividade (Figura 3c, d, e).
Corroborando, a formagdo de
anomalias na plantula pode ser
resultado da presenca de flavo-
nodides que atuam alterando a
permeabilidade das membranas
celulares (Basilea et al., 2003).
O efeito mais pronunciado do
extrato sobre a radicula pode
ser atribuido a maior sensibili-
dade e pelo contato direto dos
tecidos com o extrato (Chung
et al., 2001). Enquanto, a redu-
¢do do comprimento de ambos
os orgaos 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 radicula, o
que exclui o efeito de situagdes
que simulam o déficit hidrico
(Marenco e Lopes, 2007) e
permite evidenciar o efeito to-
xico do extrato sobre estes atri-
butos de crescimento. Similar-
mente, Lima ¢ Moraes (2008)
obtiveram redu¢do de radicula
e de parte aérea ao testarem o
efeito do extrato aquoso de
Ipomoea fistulosa sobre a ger-
minago e o crescimento inicial
de alface e tomateiro. Enquan-
to, extratos de Dicranopteris
flexuosa aumentam o cresci-
mento da radicula de plantulas
de alface e ndo alteram o com-
primento de parte aérea (Silva
et al., 2011).

A massa seca total mostrou
tendéncia ao aumento em plan-
tulas obtidas em laboratério até
a concentragdo 6% (Figura 1f),
sendo o aumento do crescimen-
to em menores concentragdes
do extrato, um mecanismo de
defesa e sobrevivéncia vegetal
(Hong et al., 2004). A partir da
concentragdo 12%, ocorreu de-
créscimo acentuado na massa
seca total de maneira que plan-
tulas submetidas a concentra-
¢do 50% ndo obtiveram massa
suficiente para aferi¢do. Simi-
larmente aos resultados obtidos
em laboratério, o aumento na
concentracdo do extrato de Z.
aethiopica promoveu a redugdo
da massa seca total nas plantu-
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Concentragao (%)

las em casa de vegetagdo, sen-
do as diferencas incrementadas
a partir da concentracdo 6%
(Figura 2c). Tal caracteristica
de crescimento reforca a teoria
de que a velocidade de germi-
nacdo possa ter sido reduzida
pela acdo negativa do extrato
sobre o sistema enzimatico hi-
drolitico e de mobilizag¢do de
reservas da semente, o que tem
relagdo com a inibigdo da ativi-
dade da enzima a-amilase na
presenca de compostos fenoli-
cos ou ainda, a inibi¢do na
sintese de acido giberélico (Po-
litycka e Gmerek, 2008). Ao
avaliarem o efeito do extrato
aquoso de leucena sobre se-
mentes de milho, Pires et al.
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(2001) observaram redugdo da
massa seca total das plantulas.

A emergéncia de plantulas
foi reduzida com o aumento
da concentracdo do extrato em
uma relacdo dose-resposta (Fi-
gura 2a). Houve em sementes
submetidas a concentragdo 6%
do extrato a reducdo de 10%
na emergéncia de plantulas,
sendo esta variavel, drastica-
mente reduzida em 55% na
maior concentragdo do extrato
comparativamente a concentra-
¢do nula. Os resultados de
emergéncia foram menos afe-
tados em comparagdo aos da-
dos de germinagdo obtidos em
laboratoério, o que se deve as
condigOes favoraveis de labo-

(significativo a 5% *).

ratério, que além da germina-
¢do, favoreceram a absorcdo e
a translocagdo dos compostos
presentes no extrato. A partir
da avaliagdo da emergéncia, ¢
possivel inferir que o extrato
de Z. aethiopica possua agdo
negativa sobre o vigor de se-
mentes de alface, com estreita
relagdo a danificacdo do siste-
ma de membranas celulares,
conforme evidenciado pelo
aumento da condutividade elé-
trica com o incremento da
concentragdo do extrato (Figu-
ra 1d). Além disso, é possivel
verificar a similaridade entre
os resultados de germinagdo
em laboratério, fato que dis-
corda de Silva et al. (2011)

que ao testarem o efeito de
diferentes concentra¢des do
extrato etandlico de Dicranop-
teris flexuosa nao verificaram
diferengas na emergéncia de
plantulas de alface, tomate e
cebolinha.

A atividade das enzimas
superoxido-dismutase, catalase
e ascorbato peroxidase foi al-
tamente influenciada pela ele-
vagdo na concentracdo do ex-
trato de Z. aethiopica (Figura
3¢, d, e). Houve tendéncia de
acréscimo da atividade com a
elevagdo da concentragao do
extrato. Entretanto, plantulas
sob a agdo das concentragdes
0, 6 e 12% apresentaram res-
postas similares e menor ativi-
dade das enzimas SOD, CAT
e APX aliado aos menores ni-
veis de H,0, e peroxidacdo
lipidica (Figura 3a, b). En-
quanto, plantulas expostas a
concentragdes 25 ¢ 50% tive-
ram tendéncia de elevacgdo
acentuada na atividade das
enzimas SOD, CAT e APX
com o aumento da quantidade
de H,0, e da peroxidagio lipi-
dica, sendo mais drastico o
efeito quanto maior concentra-
¢do. A elevacdo da atividade
antioxidante da enzima supero-
xido-dismutase ocorreu em
resposta ao estresse imposto
pelo extrato aos tecidos das
plantulas, provavelmente devi-
do a elevacdo da quantidade
de radicais superdxido (0,*) e
visando promover a dismuta-
cdo deste radical a H,O, (Si-
nha e Saxena, 2006). A cleva-
¢do no H,0, ativou a enzima
catalase que em conjunto com
a enzima ascorbato-peroxidase
foi responsavel, até certo pon-
to, pela degradagdo do H,0O, e
liberacdo de agua pela APX e
ainda, agua e O, molecular
pela CAT (Barreiros et al.,
2006). Cabe salientar que, nas
concentragdes 6 e 12%, o
dano ocasionado as plantulas
foi menos acentuado, provavel-
mente devido ao sistema antio-
xidativo manter o equilibrio
entre a formagdo e a degrada-
¢do de H,0, (Matés, 2000).
Por outro lado, as concentra-
coes 25 e 50% promoveram
severo estresse as plantulas,
estimulando acentuadamente a
elevacdo da atividade das en-
zimas SOD, CAT e APX. En-
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tretanto, é possivel inferir que
a elevagdo da atividade destas
enzimas nao foi suficiente para
a eliminacdo dos radicais li-
vres, com reflexos no aumento
da concentragdo de H,0, e
consequente peroxidagdo lipi-
dica, com danos ao sistema de
membranas celulares, resultan-
do no aumento da incidéncia
de plantulas anormais. Ao sub-
meterem plantulas de pepino a
diferentes concentragdes ¢ ex-
tratos desta mesma espécie,
Yu et al. (2003) obtiveram au-
mento da atividade enzima
superoxido-dismutase e da pe-
roxidacao lipidica, enquanto
Singh et al. (2009) observaram
elevacdo na atividade das en-
zimas catalase e superoxido
dismutase, ao expor plantulas
de milho ao extrato aquoso de
Nicotiana plumbaginifolia.

Uma andlise geral dos resul-
tados obtidos permite verificar
que concentragdes superiores,
entre 25% e 50%, do extrato
de Z. aethiopica influenciaram
de forma prejudicial o desem-
penho fisiolégico de sementes
de alface, bem como os para-
metros de crescimento de plan-
tulas.

Conclusoes

O aumento da concentragdo
do extrato de folhas de Zante-
deschia aethiopica afeta nega-
tivamente a qualidade fisiolo-
gica de sementes de alface; o
extrato, mesmo promovendo o
aumento da atividade das en-
zimas do metabolismo antio-
xidativo, ocasiona fitotoxici-
dez em plantulas de alface,
devido a provavel ineficiéncia
das enzimas envolvidas na
detoxicacdo das plantulas de
alface; a fitotoxicidez propor-
cionada pelo extrato possui
relacdo com o acumulo de
formas reativas de oxigénio e
alteracdes fisiologicas em ni-
vel de membranas celulares,
afetando negativamente o vi-
gor da semente e refletindo
em atributos de crescimento
das plantulas.
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