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RESUMO - O efeito inibitério ou benéfico, direto ou indireto, de uma planta sobre outra é conhecido como alelopatia. Com o
objetivo de identificar possiveis efeitos alelopaticos, foi conduzido em laboratdrio um bioensaio com delineamento
inteiramente casualizado, para avaliar o efeito de extratos aquosos, obtidos por infusdo das folhas secas de aveia (Avena sativa
cv. IPR 126), feijdo guandu (Cajanus cajan cv. Mandarin), azevém (Lolium multiflorum) e braquiaria (Brachiaria brizantha
cv. Marandu) sobre a germinacéo, o conteddo de proteina celular e atividade da enzima peroxidase de alface (Lactuca sativa).
Os extratos de feijdo guandu e aveia reduziram a germinacdo de alface, sendo que a aveia apresentou maior efeito alelopatico,
retardando e diminuindo a emergéncia das plantulas de alface. Para esses tratamentos se observou menor atividade da
peroxidase. Os extratos de azevém e braquidria ndo exercem efeito alelopético sobre a germinacao e atividade enzimatica de
plantulas de alface.
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Allelopathy of forage species on germination and peroxidase activity in lettuce

ABSTRACT - Allelopathy is defined as the inhibitory or beneficial effect, direct or indirect, of one plant to another. Thus, it
was conducted in the laboratory and under completely randomized design, a bioassay with the aim of evaluating the effect of
aqueous extracts, obtained by infusion of dried leaves of oat (Avena sativa cv. IPR 126), pigeon pea (Cajanus cajan cv.
Mandarin), ryegrass (Lolium multiflorum) and braquiaria (Brachiaria brizantha cv. Marandu), on the germination, content of
cellular protein and peroxidase activity of lettuce (Lactuca sativa). The extracts of pigeon pea and oats reduced germination,
which oats had higher allelopathic effect, delaying and reducing the emergence of lettuce seedings. To these treatments also
was observed the lower peroxidase activity. The extracts of ryegrass and braquiaria did not show allelopathic effect on
germination and enzyme activity of lettuce seedlings.
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Alelopatia de espécies forrageiras sobre a germinacéo...
INTRODUCAO

Na agricultura brasileira o uso de plantas de
coberturas é constante e de suma importancia, tendo em
vista seus beneficios para a protecdo do solo, a
manutencdo da fauna e da flora microbiana, protecdo
contra plantas daninhas e ciclagem de nutrientes.

Na olericultura essa técnica é amplamente
utilizada para rotagdo de culturas e melhorias nas
condicbes de cultivo, e fornecimento de nutrientes.
Bulegon et al. (2012), trabalhando com plantas de
cobertura na cultura do rabanete, constataram efeitos de
reducdo de doses de nitrogénio, sem reducdo na
produtividade. Castro et al. (2005), estudando adubacg&o
verde como fonte de N na cultura da berinjela, verificaram
que o uso de leguminosas na adubacdo verde em pré-
cultivo e consércio contribui significativamente para o
fornecimento de N para a cultura.

No entanto, apesar dos beneficios, o uso de
plantas de cobertura tem gerado preocupacdes aos
horticultores, com destaque para o efeito alelopético,
provindo de algumas plantas que podem inibir ou retardar
o0 desenvolvimento das plantas.

A alelopatia pode ser definida de varias maneiras,
sendo considerado um processo pelo qual produtos do
metabolismo secundario de determinado vegetal sdo
liberados, impedindo a germinagdo e o desenvolvimento
de outras plantas relativamente proximas (SOARES;
VIEIRA, 2000). Ou ainda, a alelopatia é um mecanismo de
interacdo, definido por Rice (1984), como qualquer efeito
direto ou indireto, danoso ou benéfico, que uma planta,
inclusive microorganismos, exerce sobre outra pela
producdo de substancias quimicas liberadas no ambiente.

Os efeitos alelopaticos sdo mediados através de
substancias quimicas pertencentes a diferentes categorias
de compostos, tais como fendis, terpenos, alcalGides,
poliacetilenos, &cidos graxos, peptideos, entre outros.
Essas substancias quimicas estdo presentes em diferentes
orgaos, incluindo folhas, flores, frutos e gemas de muitas
espécies vegetais (DELACHIAVE et al., 1999). Assim o
estudo dos efeitos alelopaticos é de fundamental
importancia, para garantir que o uso de plantas de
cobertura tragam efeitos desejaveis. Uma das espécies
comumente utilizadas em testes de alelopatia é a alface,
cujas cipselas sdo facilmente encontradas e bastante
sensiveis a varios aleloquimicos, mesmo em baixas
concentragdes (FERREIRA, 2004). Rice (1984) também
descreve que a germinagdo, na temperatura ideal, € rapida
(menos de 24 h), com crescimento linear, insensivel as
diferencas de pH em ampla faixa de variacdo e aos
potenciais osmaticos das solugdes.

Souza Filho et al. (2002) constataram que
gramineas forrageiras do género Brachiaria possuem
atividade potencial alelopatica inibitoria na germinacéo de
sementes de diferentes espécies. Ducca e Zonetti (2008), e
Moraes et al. (2009), observaram efeitos supressivos da
aveia (Avena strigosa), feijdo guandu (Cajanus cajan) e
azevém (Lolium multiflorun), respectivamente, no
desenvolvimento de plantas de diferentes espécies.
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Entretanto, a maioria das pesquisas em alelopatia
refere-se apenas ao efeito do aleloquimico sobre a
germinacdo e 0 crescimento da planta-teste, nédo
considerando o0s eventos celulares relacionados as
mudancas fisioldgicas e bioquimicas no sistema da planta
(PIRES et al., 2001).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de extratos de aveia, feijdo
guandu, braquiaria e azevém sobre a germinacéo in vitro,
conteido de proteina celular total e especifica e atividade
da enzima peroxidase da alface.

MATERIAL E METODOS

O bioensaio foi conduzido no Laboratério de
Fitopatologia pertencente a Universidade Estadual do
Oeste do Parand.

O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e cinco
repeticbes. Os tratamentos foram obtidos a partir de
extratos aquosos obtidos por infusdo das folhas secas das
espécies cultivadas para a cobertura do solo: aveia (Avena
sativa cv. IPR 126), feijdo guandu (Cajanus cajan cv.
Mandarin), azevém anual (Lolium multiflorum) e
braquidria (Brachiaria brizantha cv. Marandu), tendo
como testemunha a agua destilada.

Para a preparacdo dos extratos, as folhas das
plantas foram coletadas no campo agrostoldgico do Ndcleo
de EstagBes Experimentais da Universidade Estadual do
Oeste do Parand em setembro de 2009. A aveia e 0 azévem
encontravam-se no estadio fenoldgico de inicio do
florescimento, enquanto o feijdo guandu e a braquiaria
encontravam-se em estadio vegetativo. Apds a coleta o
material vegetal foi embalado separadamente em sacos de
papel e submetido & secagem em estufa com ventilacdo
forgada de ar a 55 °C + 2 °C por 96 h até massa constante.
Para a preparacdo dos extratos o material seco foi
submetido a moagem em moinho tipo Willey, com facas e
camara de inox e peneira de 1 mm.

Os extratos foram preparados visando a
concentracdo de 5% por meio da infusdo de 5 g do
material seco e moido em 100 mL de &gua destilada
aquecida a 80 °C. As solugBes permaneceram em repouso
até atingir a temperatura ambiente. Ap6s esse periodo, a
solucdo foi centrifugada na rotacdo de 3.000 rpm durante
cinco minutos, coletando-se em seguida o liquido
sobrenadante conforme descrito por Rizzardi et al. (2008),
o qual foi utilizado para a aplicacdo nas placas.

O bioensaio de germinacéo in vitro foi realizado
em placas de Petri (9 cm), forradas com papel de filtro
umedecido com 6 mL dos extratos, nas quais foram
distribuidas 50 sementes de alface (Lactuca sativa L. cv.
Elisa). Para manter assepsia, as placas com o papel filtro
foram autoclavadas a 120 °C e 1 atm durante 20 min. Para
a distribuicéo nas placas, as sementes foram submetidas ao
processo da desinfestacdo em becker com hipoclorito de
s6dio por cinco minutos, e posteriormente submetidas a
trés lavagens consecutivas em agua destilada e em seguida
colocadas sobre papel toalha para retirada do excesso de
agua. As placas foram seladas com filme de PVC para
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evitar evaporagdo dos extratos ou da agua destilada, e
mantidas em camara de germinacdo a 20 °C, com
fotoperiodo de 12 h e irradiancia de 45 pmol m?s™
(BRASIL, 2009).

O registro do nimero de sementes germinadas foi
realizado diariamente, e foi iniciado no primeiro dia apos a
montagem do ensaio e finalizado no 10° dia ap6s o inicio
do experimento. O critério de avaliagcdo da germinacéo foi
a curvatura geotrdpica da raiz, como indicado por Ferreira
e Aqiila (2000). Foram calculados os Indices de
Velocidade de Germinagdo (IVG) e percentual de
germinacao (germinabilidade), utilizando-se como critério
0 aparecimento da radicula de comprimento maior que
50% do tamanho da semente para evitar falsa germinacéo
por expansdo do embrido com a embebicdo
(LABOURIAU, 1983).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG)
evidencia 0 nimero de sementes germinadas a cada dia e
expressa diretamente o vigor delas pela férmula de
Maguire (1962), em que IVG= G1/N+ Gy/N, + ... G/N, ,
na qual G;, G, ... G, € igual ao nimero de sementes
germinadas, e Ny, N, ... Ny corresponde ao nimero de
dias.

A porcentagem de germinacdo (%G) representa o
nimero total de sementes germinadas sob determinada
condicdo experimental e foi calculada de acordo com
Brasil (2009).

Encerrado o periodo de germinacdo, para a
determinacdo do conteldo de proteina sollveis totais
especifica e atividade da enzima guaiacol peroxidase, as
plantulas foram coletadas e homogeneizadas em 4 mL de
tampao fosfato de sodio 0,01 M (pH 6,0) em almofariz de
porcelana  previamente resfriado, mantendo-se a
temperatura padrdo de 4 °C. O homogeneizado foi
centrifugado a 20.000 g durante 20 min. O sobrenadante
obtido, considerado como a fragdo contendo as proteinas
soltveis, foi armazenado a 4 °C para posteriores analises
bioguimicas (LUSSO; PASCHOLATI, 1999).

O teor de proteinas totais foi determinado pelo
método de Bradford (1976), em reacdo contendo 600 pL
de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200 uL de extrato
enzimatico e 200 pL de reagente de Bradford. Apos
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adicionar o reagente sob agitacéo e incubar as amostras por
5 min, foi efetuada leitura em espectrofotémetro a 595 nm.
Cada amostra foi formada por trés réplicas. A cubeta de
referéncia consistiu de 800 pL de tampdo fosfato 0,01 M
(pH 6,0) e 200 pL de reagente. A absorbancia foi plotada
em curva padrdo para proteina (y = 0,0299x + 0,0596, onde
y é a absorbancia a 595 nm e x a concentracdo de proteina
(ng)). As atividades enzimaticas foram relacionadas aos
teores de proteinas totais.

A atividade da guaiacol peroxidase foi
determinada  a 30 °C, através do  método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al.,
1982). A reacdo consistiu de 2,8 mL do substrato para
enzima (0,036 M de perdxido de hidrogénio p.a.), 12,5 mL
de guaiacol 2% e 87,5 mL de tampéo fosfato 0,01M (pH
6,0) e 0,2 mL de preparacdo enzimatica, completando o
volume da cubeta de referéncia (3 mL). A reacdo foi
monitorada em espectrofotémetro a 470 nm, pelo periodo
de 2 min pelo aumento da absorbancia com a formacéo de
tetraguaiacol. A atividade foi determinada pela variacdo
ocorrida entre os valores extremos, situados na faixa de
incremento linear, e expressa em U de enzima por min™
mg proteina™.

Os dados foram submetidos & andlise de
variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados
relativos a germinacdo de sementes de cada repeticdo
foram previamente transformados em arcoseno +F/100,
para normalizacdo dos dados e estabilizacdo das variancias
de tratamentos (SANTANA; RANAL, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos de guandu e aveia reduziram o 1IVG
das sementes de alface em comparagdo a testemunha,
enquanto o IVG das sementes submetidas ao extrato de
azevém e braquidria ndo diferiu da testemunha. Para a
germinabilidade foi possivel detectar significancia dos
extratos estudados apenas para a aveia (P<0,05), e o valor
médio foi de 84,80% (Tabela 1).

TABELA 1. Valores de indice de velocidade de germinagdo (IVG) e
germinabilidade (%G) de sementes de alface submetidas & teste de
germinacdo com extrato aquosos de azevém, braquidria, aveia e feijdo

guandu.
Tratamento Germinabilidade

Agua destilada 57,87 a 99,00 a
Azevém 53,60 ab 97,00 a
Braquiéria 44,78 be 90,00 a
Aveia 17,51 d 62,00 b
Guandu 38,35¢ 86,00 a

Média 84,80

CV (%) 12,92

**Meédias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.
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A velocidade de germinacao foi
significativamente influenciada pelos extratos, com maior
significancia para a aveia, acompanhado do guandu. Os
extratos de braquiaria e azevém, ndo apresentaram efeitos
negativos consideraveis, devido apresentaram
germinabilidade acima de 90% o que segundo Rodrigues
et al. (2012), é adequada para as condi¢des da cultura da
alface.

Os valores de IVG encontrados para 0s extratos
de azevém, braquiaria e guandu estdo acima dos relatados
por Rodrigues et al. (2012), estudando o efeito alelopatico
de folhas de Bamburral (Hyptis suaveolens), na
germinacéo de sementes de alface. Os valores encontrados
pelo autor assemelham-se ao encontrado para a aveia, 0
gue para esse caracteriza um efeito alelopéatico negativo.

Wandscheer et al. (2011), estudando extratos
aquosos de folhas secas de cajuzeiro japonés (Hovenia
dulci), na germinacéo da alface, encontraram 1IVG médio
de 21 para o tratamento com 1% do extrato, semelhante ao
encontrado para a aveia, considerando esse valor como
interferéncia negativa. O IVG tem mostrado sensibilidade
aos efeitos alelopéticos, sendo um pardmetro interessante a
ser avaliado (TUR et al., 2010), o atraso ou ganho no
indice de velocidade de germinagdo pode trazer lucros ou
onerar ainda mais os custo de producéo.

Castagnara et al. (2012), estudando o efeito
alelopatico de extratos de azevém, braquidria, aveia e
guandu sobre a cultura do pepino encontrou IVG superior
ao encontrado para alface, mostrando a sensibilidade dessa
cultura.

Os resultados encontrados para %G séo
semelhantes ao de IVG, esse pardmetro foi influenciado
negativamente apenas para aveia, onde o valor foi de 62%.
O efeito alelopético da aveia é conhecido sobre varias
espécies, principalmente daninhas. Jacobi e Fleck (2000),
citam efeito inibitério dessa na germinacdo de azevém,
enquanto Hageman et al. (2010), também relatam efeito
inibitério total da germinacdo sobre azevém e amendoim
bravo (Euphorbia heterophylla).

Embora a %G foi influenciada apenas quando
utilizado o extrato de aveia, quando se avaliado
diariamente a %G (Figura 1) apresentou variacao,
principalmente nos dois primeiros dias para os extratos de
braquiéria, guandu e azevém, quando avaliados em relacéo
ao tratamento testemunha (dgua destilada).

No tratamento testemunha a geminagdo ocorreu
quase que na totalidade no primeiro dia, ficando em 98% e
chegando a estabilidade de 99% no segundo dia, enquanto
os demais tratamentos chegaram proximos a sua
estabilidade a partir do terceiro dia, quando os valores
chegaram a 83%, 87% e 94% para guandu, braquiaria e
azevém, respectivamente. Apds esse periodo foi constatada
pequenas variagBes desses valores.

J& para o extrato de aveia a estabilidade néo foi
encontrada, e o retardamento da germinacdo ficou
evidenciado, no terceiro dia onde os demais extratos
aproximaram-se da estabilidade esse tratamento chegou a
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36% de germinacdo e alcangou seu maximo de 62%
apenas apds 10 dias da semeadura.

Segundo Ferreira e Aquila (2000), muitas vezes o
efeito alelopatico ndo se da sobre a porcentagem de
germinacdo, mas sobre o indice de velocidade de
germinacdo ou outro parametro do processo, por isso o
acompanhamento da germinacdo deve ser diario. Atrasos
na germinacdo das sementes ndo sdo desejados quando se
trata de culturas agricolas, pois além de predispor as
sementes por mais tempo ao ataque de pragas e doencas de
solo, ocasionam desuniformidade e/ou falhas de estande.

Rickli et al. (2011), estudando efeito alelopético
de Azadirachta indica sobre germinacdo de alface,
encontraram %G de 1% quando utilizando a concentracdo
de 80% do extrato, e 0 tempo médio de germinacédo foi de
dois dias, semelhante ao encontrado para a aveia. Esse
efeito ndo foi evidenciado quando estudando culturas
como milho, soja e feijéo.

Quando avaliado o teor de proteinas totais o
extrato de aveia proporcionou maior valor, porém
diferenciando apenas do tratamento com &agua destilada.
Entretanto 0 mesmo tratamento apresentou menor
atividade da enzima peroxidase (POX), juntamente com o
feijdo guandu. Para os extratos de azevém e braquiaria ndo
foram observados alteracdes dessa enzima (Tabela 2).

Aumento no teor de proteinas em plantas
submetidas a germinacdo em diferentes extratos foi
observado por Pires et al. (2001), que trabalhando com
extratos de diferentes concentracfes de leucena (Leucaena
leucocephala) em sementes de milho, constataram efeito
de aumento no teor de proteina com o aumento das doses,
sendo que o efeito inibitdrio apresentou comportamento
contrario. Esse resultado foi semelhante do encontrado
nesse trabalho mostrando que com o aumento do efeito
alelopédtico, as plantulas aumentam a concentracdo de
proteinas totais.

Resultados diferentes desses foram encontrados
por Castagnara et al. (2012), que estudando efeito
alelopatico de plantas de cobertura em sementes de pepino
encontraram maior concentracdo de proteinas onde se
utilizou extratos de azevém, enquanto os resultados para a
cultura da aveia foram intermedidrios, esse autor concluiu
que ambas aveia e azevém causaram efeito alelopatico.

Quando avaliado a atividade da peroxidase as
plantulas de alface obtidas dos tratamentos com extrato de
aveia e guandu apresentaram menores média, quando
comparadas com braquiria e azevém, sendo que essas ndo
diferiram da testemunha.

Essa reducdo da POX ndo era esperada, uma vez
que essa enzima representa maior atividade quando a
planta € submetida a condigdes estressantes. Entretanto
esse fato pode ser explicado pelo retardamento da
germinacdo provido por esses dois extratos, assim no
momento da coleta das plantulas, essas se encontravam
num estadio de desenvolvimento menor em relagdo aos
tratamentos de braquiaria e azevém que ndo apresentaram
efeito alelopatico sobre a germinagdo e desenvolvimento
de plantulas de alface.
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Esse resultado concordam com Marafon et al.
(2009), que citam que a atividade da peroxidase, esta
ligada com a taxa de liginificacdo das plantas. Anterola e
Lewis (2002) evidenciaram que maior atividade de
peroxidase resulta em reforco da parede celular, devida a
deposicdo de lignina e suberina. Portanto plantulas que néo
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sofreram processo inibitério durante a germinacédo
encontravam-se num estadio de desenvolvimento superior,
tendo uma maior deposicédo de lignina.
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FIGURA 1 - Germinacgéo de sementes de alface submetidas ao extrato aquoso
por ingusdo das folhas secas de azevém, braquiaria, aveia e guandu, além de

testumnha agua.

TABELA 2. Teores de proteina solGveis totais e atividade da enzima guaiacol peroxidase em
plantulas de alface germinadas a partir de sementes submetidas a extratos aquosos de azevém,

aveia, braquiéria e feijdo guandu.

Peroxidase
Tratamento Proteina (mg g MF™) (U de enzima
min™ mg proteina™)

Agua destilada 10,1076 b 0,12a

Azevém 17,4129 ab 0,11a

Braquiaria 21,4129 ab 0,17 a

Aveia 23,5051 a 0,03b

Guandu 14,1758 ab 0,03b
Media 17,39 0,09

CV (%) 20,15 2524

**Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.

Outro fato que pode explicar a redugdo da POX
nos extratos de guandu e aveia foi o aumento da catalase,
que esta relacionada com a remocédo dos perédxidos (H,0,)
produzido pela POX de dentro das células, esse efeito é
citado por Faust e Wang (1993) e Castagnara et al. (2012).

Resultados semelhantes ao obtidos séo citados por
Muniz et al. (2007), estudando efeito alelopatico de

extratos de bulbos tiririca (Cyperus rotundus) em
diferentes concentracdes na germinacdo de sementes de
alface, encontrando reducdo na atividade da POX com o
aumento das concentragdes, consequentemente o aumento
das concentragcBes promoveram um aumento no efeito
alelopéatico, esse autor atribuiu esse fato ao menor
desenvolvimento das plantulas. Fachim et al. (2008)
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também citam reducdo da atividade da POX, provinda do
efeito alelopatico de raizes e folhas assa-peixe (Vernonia
polyanthes) sobre plantas de Brachiaria brizantha cv.
Marandu. Baida e Delai (2010), também observaram
reducdo da POX com aumento na concentracdo de extratos
de assa-peixe em capim marandu.

CONCLUSOES

Extratos aquosos de azevém e braquidria ndo
apresentam efeito alelopatico sobre a germinacdo e
atividade enzimatica da POX de semente e plantulas de
alface.

O retardamento da germinacéo, e menor atividade
enzimatica da POX, foram observados em extrato de feijdo
guandu.

A aveia apresentou inibicdo e retardamento da
germinacdo e menor atividade da POX.

O efeito alelopatico sobre a alface foi observado
para os extratos aquasos, obtidos pela infusdo das folhas
secas de feijdo guandu e aveia.
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