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RESUMO GERAL

A alelopatia é definida como o efeito direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, de compostos
quimicos que sdo produzidos e liberados no ambiente por plantas ou microorganismos sobre
outros individuos. No Brasil, varias espécies de gramineas africanas, entre elas espécies do
género Urochloa, foram introduzidas acidentalmente ou para fins forrageiros, tornando-se
invasoras de ecossistemas naturais, principalmente dos ambientes abertos, como campos e
cerrados. A presenca de gramineas exoticas nestes ambientes dificulta o processo de
regeneracdo natural, bem como interfere em plantios de espécies para fins de restauracdo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de Urochloa brizantha e Urochloa
decumbens sobre a germinagéo e o desenvolvimento de plantulas de Lactuca sativa (alface),
Allium cepa (cebola) e da espécie arbérea Guazuma ulmifolia (mutambo) em bioensaios em
laboratdrio. Os biotestes foram realizados em diferentes concentracfes (0, 250, 500 e 1000
mg.L™?) do extrato etandlico bruto (EEB), fragdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE)
e fracdo etanol-agua (FEA). Os parametros avaliados (porcentagem de germinacao, indice de
velocidade de germinacdo, crescimento aéreo e radicular, atividade da enzima peroxidase e
catalase, teor de clorofila e respiracdo celular das raizes foram influenciados em todos os testes

realizados.

PALAVRAS-CHAVE: aleloquimicos, plantas invasoras, fitotoxidade.

ABSTRACT

Allelopathy is defined as the direct or indirect beneficial or harmful effect of chemical
compounds that are produced and released into the atmosphere by plants or microorganisms on
other individuals. The allelochemicals are present in almost all plant tissues, including leaves,
stems, roots, rhizomes, flowers, fruits and seeds, and its concentration is critical for self defense
plants. Allelopathy can cause direct effects on growth and plant metabolism. In Brazil, several
species of African grasses, including species of the genus Urochloa, or were accidentally
introduced for fodder purposes, becoming invasive in natural ecosystems, especially of open
habitats, such as fields and savannas. The presence of exotic grasses in these environments
complicates the process of natural regeneration, as well as interfere in plantations of species for
purposes restauration. Many experimental studies have shown that the presence of grasses can

inhibit the growth and survival of seedlings of tree species, the most relating competition as the
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main factor. The objective of this study was to evaluate the allelopathic potential of Urochloa
brizantha and Urochloa decumbens on germination and seedling growth of Lactuca sativa
(lettuce), Allium cepa (onion) and the tree species Guazuma ulmifolia (mutambo) in laboratory

bioassays.

KEY - WORDS: allelochemicals, invasive plants, phytotoxicity.

INTRODUCAO GERAL

As espécies vegetais estdo constantemente competindo no ambiente por luz, agua e
nutrientes, podendo resultar na reducdo da fecundidade, crescimento e sobrevivéncia dos
individuos envolvidos (BEGON et al., 2007). Segundo este autor, a competicdo pode ocorrer
de duas maneiras, por exploracdo ou por interferéncia. Na competicdo por exploracdo, 0s
individuos interagem indiretamente entre si, respondendo a redugdo de recursos decorrente da
atividade dos competidores. J& na competicdo por interferéncia, conhecida como alelopatia,
ocorre atraves da producédo e liberacdo no ambiente de substancias (aleloquimicos) que sdo
toxicas para outras espécies. A sintese destas substancias, oriundas do metabolismo secundario,
pode interferir em alguma etapa do ciclo de vida de outra planta (ALVES et al., 2004; BEGON
et al., 2007).

O termo alelopatia, (do grego allelon = de um para o outro, pathos = prejuizo) foi proposto
em 1937 pelo alemédo Hans Molisch, para referir-se as interacdes bioquimicas entre todos os
tipos de plantas e inclusive entre microorganismos (RICE, 1984). Posteriormente, em 1996, a
Sociedade Internacional de Alelopatia definiu-a como a “ciéncia que estuda qualquer processo
envolvendo, essencialmente, metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e
fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos,
incluindo efeitos positivos e negativos” (MACIAS et al., 2000).

Os aleloquimicos tém como principal funcdo a protecdo dos organismos que 0S
produzem. Sua acao ndo € muito especifica, podendo exercer varias fungdes, dependendo mais
da concentracdo e translocacdo do que da prépria composi¢do quimica. As plantas podem
produzir dois tipos de aleloquimicos: as fitotoxinas e as fitoalexinas. As primeiras sao
continuamente produzidas pelas plantas, porém, quando esta é submetida a estresse, sua
producdo é aumentada. Ja as fitoalexinas sdo produzidas somente quando a planta é submetida
a estresse (PINTO et al., 2002). A resisténcia ou tolerancia a estas substancias é especifica,
sendo que espéecies mais sensiveis tendem a apresentar menores taxas de sobrevivéncia, pois

sdo influenciadas desde a sua germinagdo até seu crescimento (PERES et al., 2004).
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Os aleloquimicos estdo presentes em quase todos os tecidos da planta, incluindo folhas,
caules, raizes, rizomas, flores, frutos e sementes, e sua concentracdo tem fundamental
importancia na auto defesa das plantas (MACIAS et al., 2007). Essas substancias podem ser
liberadas no ambiente de varias maneiras: exsudacdo do sistema radicular, volatilizacdo,
decomposicéo de residuos e lixiviagdo atraves da chuva ou sereno, de toxinas sollveis em agua,
da parte aérea ou de tecidos subterraneos (SILVA et al. 2009). Apos a liberagao pela “planta
doadora”, um composto alelopéatico pode seguir por diferentes vias (ou ser alterado), até causar

o efeito negativo ou positivo na “planta receptora” (Figura 1) (REZENDE et al., 2000).

PLANTA DOADORA

l

Liberacdo do Aleloquimico

l

Adsorg3o Metabolismo Fixagdo de Absorg3o pela
pelo solo microbianc ac. humicos planta receptora
Inativagao Destruico ou Inativagao Alteracio
ten*pcra{xa do alteracio temporana %
metabolito -
l v
Liberac3o Liberagdo Reativacdo

g

Inibigao da espécie receptora

FIGURA 1. Vias provaveis seguidas por compostos quimicos da liberacdo pela planta

doadora até causar o efeito alelopatico na espécie receptora. (Fonte: REZENDE et al., 2000).

Os aleloquimicos podem ser seletivos em suas acOes e as plantas podem ser seletivas em
suas respostas, tornando-se dificil esclarecer o modo de agdo destes compostos (SEIGLER,
1996). A alelopatia pode causar efeitos diretos no crescimento e no metabolismo vegetal, tais
como alteragdes em nivel celular, fitormonal, fotossintético e respiratdrio, e ainda, causar
efeitos indiretos na biodiversidade local, por causar alteraces na sucessao vegetal, na estrutura,

dominancia de certas espécies e composic¢do das comunidades vegetais (CHOU, 2006). Pode
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também causar efeitos fisioldgicos, devido a interagdes alelopaticas, na inibicdo da
porcentagem, velocidade da germinacéo e na reducdo do crescimento inicial (PEDROL et al.,
2006).

O mecanismo de acdo dos aleloguimicos pode ser dividido em ac¢des diretas e indiretas.
As acdes indiretas incluem efeitos que promovem alteragdes nas propriedades do solo, bem
como alteragBes nas populacdes e/ou atividade de microorganismos, insetos, nematdides e
outras. As acbes diretas envolvem os efeitos sobre varios aspectos do metabolismo e
desenvolvimento das plantas, bem como a inibi¢do da germinacéo e crescimento (FRITZ et al.,
2007). As rotas de sintese de alguns produtos quimicos alelopaticos ja sdo conhecidas (Figura
2).
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FIGURA 2. Rotas provaveis de sintese de alguns grupos de aleloquimicos. (Fonte: REZENDE
et al., 2000).

O estudo de plantas para verificacdo de potenciais alelopaticos vem se tornando mais
comum, muitas dessas plantas como a erva moura (Solanum americanum Mill.), Hovenia dulcis
Thunb., vassoura (Bacharis dracunculifolia D.C) e capim-santo (Cymbo pogoncitratus (DC
Stapf.) apresentam efeitos alelopaticos que, uma vez conhecidos, servem para a identificacdo

de moléculas de interesse agronémico, pois sdo precursoras de herbicidas, inseticidas,
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fungicidas e outras moléculas com potenciais de uso (FERREIRA e AQUILA, 2000;
BORELLA, 2012; WANDSCHEER et al., 2011).

No Brasil, varias espécies de gramineas africanas, entre elas espécies do
género Urochloa, foram introduzidas acidentalmente ou para fins forrageiros, tornando-se
invasoras de ecossistemas naturais, principalmente dos ambientes abertos, como campos e
cerrados (MATOS e PIVELLO, 2009). A presenca de gramineas exoticas nestes ambientes
dificulta o processo de regeneracao natural, bem como interfere em plantios de espécies para
fins de restauracdo (PIVELLO, 2008).Varios estudos experimentais demonstraram que a
presenca de gramineas pode inibir o crescimento e a sobrevivéncia de plantulas de espécies de
arvores, a maioria relacionando a competicio como principal fator (GARCIA-ORTH e
MARTINEZ-RAMOS, 2011; PEREIRA et al., 2013). No entanto, estes estudos néo
determinam ao certo se estes resultados encontrados seriam decorrentes da competicdo por
exploracdo ou resultado de competicdo por interferéncia. A inibicdo do estabelecimento e
crescimento destas poderia ser atribuida, pelo menos em parte, a alelopatia e esta interagcdo pode
representar uma limitacdo importante no estabelecimento de espécies de arvores em areas de
pastagens.

H& na literatura estudos indicando que gramineas forrageiras do género Urochloa
apresentam potencial alelopatico tanto nas sementes como na parte aérea e nas raizes, inibindo
a germinacdo e desenvolvimento de plantas de diferentes espécies, como o feijdo-guandu e
eucalipto (FAGIOLI, 2000; SOUSA et al., 2003; BOCCHESE, 2007). No entanto, apesar de
comprovada a atividade alelopatica do género Urochloa, como inibitéria da germinacao e
desenvolvimento inicial de plantas herbaceas (SOUZA FILHO et.al., 2005; VERONKA et al.,
2012), estudos enfocando a alelopatia do género na germinacédo de espécies arboreas ainda séo
escassos na literatura, o que poderia afetar a re-introducdo destas espécies em areas degradadas
via semeadura direta.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de Urochloa brizantha e
Urochloa decumbens sobre a germinacgéo e o desenvolvimento de plantulas de Lactuca sativa
(alface), Allium cepa (cebola) e da espécie arbérea Guazuma ulmifolia (mutambo) em

bioensaios em laboratorio.
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Capitulo 1

Atividade alelopatica de Urochloa brizantha sobre a germinacéo,
desenvolvimento e estresse oxidativo de plantulas de alface e

cebola

Ana Paula Paniagua de Oliveiral, MarizeTerezinha Lopes Pereira Peres?, Valdemir Antonio Laura®

!Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde, CEP 79070-900. Campo
Grande, MS, Brasil. ana.op.@hotmail.com

2Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Faculdade de Engenharias, Arquitetura e Urbanismo e Geografia,
CEP 79070-900. Campo Grande, MS, Brasil.

SEmbrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, Brasil.

RESUMO

Experimentos em laboratério foram conduzidos para determinar o potencial de atividade
alelopética do extrato etandlico bruto (EEB) e fragdes semipurificadas obtidas em hexano (FH),
acetato de etila (FAE) e etanol-4gua (FEA) de Urochloa brizantha sobre a germinacéo, o
crescimento e estresse oxidativo de alface (Lactuca sativa var. Grand rapids) e cebola (Allium
cepa var. Baia periforme). Os biotestes foram realizados nas concentracées 0, 250, 500 e 1000
mg.LL. Os pardmetros avaliados (% de germinagdo, IVG, crescimento aéreo e radicular) foram
influenciados de maneira distinta e na grande maioria das vezes de modo dose-dependente,
observando-se reducdo no numero de sementes germinadas, retardando a germinacéo, reducéo
no crescimento do hipocotilo/coledptilo de alface e cebola, e também no comprimento da
radicula de alface e cebola. Na avaliagdo do metabolismo, quanto a atividade da enzima
peroxidase, observou-se paraambas espécie-alvo que as solucBes-teste aumentaram a atividade
da enzima. Na avaliacdo da enzima catalase em alface o aumento foi observado na maior
concentracdo de EEB e FH e nas demais solugdes teste observou-se queda; em cebola todas as
solugBes-teste provocaram aumento em relacdo ao controle, exceto nas maiores concentrages
de FEA. A producéo de clorofila em alface aumentou somente para FH e FAE, e em cebola
queda da producdo em FAE e aumento em EEB e FEA. A atividade respiratoria e a massa seca
n&o diferiram em relagdo ao controle. Os resultados obtidos sugerem que U. brizantha apresenta
potencial alelopatico para as espécies alface e cebola, em especial para os parametros

analisados.
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PALAVRA-CHAVE: alelopatia, plantas invasoras, aleloquimicos.
Allelopathic activity Urochloa brizantha on germination, seedling growth and
metabolism of lettuce and onion

ABSTRACT

Laboratory experiments were conducted to determine the potential for allelopathic activity of
the crude ethanol extract (EEB) and semi-purified fractions obtained in hexane (FH), ethyl
acetate (FAE) and ethanol - water (FEA) of Urochloa brizantha on germination, oxidative stress
and growth of lettuce (Lactuca sativa var . Grand rapids) and onion (Allium cepa var . Baia
piriform). The bioassays were performed at concentrations of 0, 250, 500 and 1000 mg.I"%. The
parameters evaluated (% germination, IVG, shoot and root growth) were influenced differently
and in most cases a dose- dependent manner, with a reduction in the number of germinated
seeds, delaying germination, reduced growth hypocotyl/coleoptile lettuce and onion, and also
in radicle length of lettuce and onion. In the evaluation of metabolism and the activity of the
peroxidase enzyme was observed for both target species that test solutions increased the enzyme
activity. In the evaluation of the enzyme catalase in lettuce increase was observed at the highest
concentration of EEB and FH and in the other test solutions observed falling; onion in all test
solutions caused increased compared to control, except at the highest concentrations of FEA.
The production of chlorophyll in lettuce increased only for FH and FAE, and falling onion
production in FAE and increase in EEB and FEA. The respiration rate and dry mass did not
differ from the control. The results suggest that U. brizantha presents allelopathic potential for

species lettuce and onions, in particular for the parameters analyzed.

KEY-WORDS: allelopathy, invasive plants, allelochemicals.

INTRODUCAO

A alelopatia € definida como o efeito direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, de
compostos quimicos que sdo produzidos e liberados no ambiente por plantas ou
microorganismos sobre outros individuos (RICE, 1984; SILVA et al., 2009). Os compostos
aleloguimicos tém origem no metabolismo secundario e sua principal funcéo é a protecao dos
organismos que os produzem (SOUZA-FILHO, 2006). Na natureza, estes compostos podem
influenciar o crescimento e desenvolvimento de sistemas bioldgicos circundantes (RAZAVI,
2011), representando um fator ecoldgico importante na estruturacdo das comunidades vegetais.

Quando substancias alelopéticas sdo liberadas no ambiente, os efeitos podem influenciar de

11
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forma negativa ou positiva na germinacao e/ou o desenvolvimento de plantas ja estabelecidas,
uma vez que os aleloquimicos podem proporcionar estresse oxidativo, atuando nos processos
de degradacdo celular, causando danos em processos fisiologicos e alterando o
desenvolvimento inicial das plantulas (ALMEIDA et al., 2008).

No Brasil, vérias espécies de gramineas africanas foram introduzidas acidentalmente ou
para fins forrageiros. Atualmente cerca de 172 milhdes de hectares sdo ocupados no pais por
pastagens, sendo destes 95 milhdes com espécies do género Urochloa (muito conhecido como
Brachiaria) e 60 milhdes exclusivos da espécie U. brizantha (IBGE 2006). No entanto, em
muitos casos, estas especies tornarem-se invasoras de ecossistemas naturais, principalmente
dos ambientes abertos, como campos e cerrados (MATOS e PIVELLO, 2009).

Ha na literatura estudos indicando que gramineas forrageiras do género Urochloa
apresentam potencial alelopatico tanto nas sementes como na parte aérea e nas raizes, agindo
na inibigdo da germinagdo e desenvolvimento de plantas de diferentes espécies, como o feijdo-
guandu e eucalipto (FAGIOLI, 2000; SOUSA et al., 2003; BOCCHESE, 2007). Os efeitos de
compostos potencialmente alelopaticos sdo pesquisados por meio de extratos aquosos e/ou
alcoolicos derivados de plantas e aplicados sobre outros vegetais (VERONKA et al., 2012).

O conhecimento do potencial alelopatico de Urochloa é importante para o entendimento
do processo de ocupacgdo e dominancia de pastos formados com essas espécies, a fim de se
entender o dificil estabelecimento de espécies nativas em campos ocupados por esta graminea.

Assim, objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de Urochloa brizantha
na germinacao, crescimento e metabolismo de alface (Lactuca sativa) e cebola (Allium cepa)

em hioensaios em laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar o potencial alelopatico de Urochloa brizantha foram coletados individuos
adultos de U. brizantha (aproximadamente trés quilos de matéria fresca) em dezembro de 2012,
nos campos da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS (20°25°27°’S e 54°41°16°0). O
material coletado (porcdes aérea e subterranea) foi fragmentado em pequenos pedacgos e
acondicionados em saco plastico a -7 °C. Posteriormente o material foi submetido a extracdo
por meio de maceracdo com etanol absoluto (m/v, 1:2), a temperatura ambiente. Apos 7 dias,
foi realizada a filtragem e o material s6lido descartado, sendo o solvente evaporado (+ 40 °C)
sob vacuo em evaporador rotativo para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB). Para
obtencéo das fracbes semipurificadas (FS), o EEB foi fracionado através de particdo liquido-
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liquido com solventes de diferentes graus de polaridade, hexano e acetato de etila, em funil de
decantacdo, sendo obtidas as fracdes hexanica (FH), acetato de etila (FAE) e etanol-agua (FEA).
O teor de agua foi determinado a partir de uma aliquota do EEB e das fracGes, submetida a
secagem (100 °C), até obtencdo de massa constante. Para o preparo das solucbes-teste, o0 EEB
e as FS (FH, FAE, FEA) foram pesados, levando-se em consideracdo o teor de agua e
dissolvidas em DMSO (Dimetilsulféxido) a 0,1% (DAYAN et al., 2000), obtendo-se a solugéo
estoque de 1000 mg.L™; as concentracdes de 500 e 250 mg.L 2 foram obtidas por diluicio. As
solucBes-teste foram tamponadas com solucdo de MES (Acido 2-morfolinoetanosulfonico) a
10 mM, e o pH foi ajustado para 6,0 com solucdo de KOH 0,1 N (MACIAS et al., 2000). As
fragdes foram ensaiadas com a eudicotiledénea alface (Lactuca sativa L. cv. Grand rapids) e
com a monocotileddnea cebola (Allium cepa L. cv. Baia Periforme), pois estas espécies
representam uma classe de espécies indicadoras em estudos alelopaticos, devido a sensibilidade
a varios aleloquimicos e a resisténcia das sementes a ampla faixa de pH e potencial osmoético
(RICE, 1984).

Nos bioensaios de germinacéo, foi aplicada a metodologia de Macias et al. (2000). Placas
de Petri (9,0 cm de diametro) contendo papel filtro Whatman n°. 1, ambos previamente
autoclavados, receberam 5 mL das solugdes-teste nas concentragdes de 250, 500 e 1000 mg.L
! Em seguida, foram semeados sobre cada disco de papel filtro 50 diasporos das espécies alvo
(alface e cebola), distribuidos aleatoriamente, com 4 repeti¢fes para cada solucdo, conforme
Brasil (2009). Como controle, procedimento similar foi utilizado, porém com 5 ml de DMSO
0,1% e a solugcdo tampdo MES 10 mM, ajustando o pH para 6,0, quando necessario, com
solucdo KOH 0,1 N (MACIAS et al., 2000). As placas de Petri contendo os didsporos foram
levadas a uma camara de germinacido (BOD), com condicdes de luz (160 W m2), umidade
relativa (£ 80%) e temperatura constante, adequada a cada espécie alvo (alface, 25 °C com luz
interna constante; cebola, 15 °C e fotoperiodo de 12 h) (BRASIL, 2009). A germinacédo foi
avaliada por meio de contagens diérias para a cebola e a cada 12 horas para alface. Foram
consideradas germinadas as sementes que apresentaram protrusdo radicular com no minimo 2
mm de comprimento. O experimento foi considerado concluido quando ndo ocorreu
germinacdo por trés dias consecutivos (FERREIRA e AQUILA, 2000).

Nos bioensaios de crescimento foi utilizada a metodologia descrita por Macias et al.
(2000). Apos a germinacéo, tendo como critério a protruséo radicular de no minimo 2,0 mm de
comprimento, foram selecionadas 80 plantulas (quatro repeticdes de 20), para cada tratamento,
sendo entdo transferidas para as placas de Petri contendo as solucGes teste, utilizando-se

procedimento similar ao descrito nos bioensaios de germinagdo.Apds trés dias da protrusdo
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radicular para alface e cinco dias para cebola, foi medido o comprimento da raiz e do
hipocétilo/coledptilo  (dez pléntulas por placa), utilizando-se papel milimetrado.
Posteriormente, essas plantulas foram levadas a estufa a 60°C até peso constante, para obtencéo
da massa seca.

Para a determinacdo dos teores de clorofila foram macerados 20 mg da parte aérea das
plantulas-alvo em DMSO 0,1% (Dimetilsulfoxido), sendo posteriormente o macerado deixado
em repouso No escuro por 24 horas, a temperatura ambiente. Apos este periodo as absorbancias
das solucGes contendo clorofila foram lidas em espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda
645 e 663 nm e, a partir desses dados, foram calculados os teores de clorofila a, de clorofila b
e de clorofila total (ARNON, 1949).

A respiracdo potencial das células radiculares foi estimada por meio da reducdo do
cloridrato de trifeniltetrazolio (TTC) pela atividade da enzima desidrogenase e do surgimento
do formazan. Para a avaliacdo dessa caracteristica as raizes foram cortadas a 1,0 cm a partir da
coifa, sendo tomadas as suas massas (20 mg) e em seguida transferidas para tubos de ensaios,
onde foram adicionados 3,0 mL de TTC 0,6% (p/v) em tampdo fosfato 0,05 M (pH 7,0). Os
tubos de ensaios foram mantidos sob vacuo em dessecadores, por duas horas, sendo
posteriormente transferidos para banho-maria a 30°C por 15 horas. Ao final desse tempo, as
solucBes de TTC foram drenadas dos tubos de ensaio e descartadas; em seguida as raizes foram
lavadas uma vez com agua destilada que posteriormente, também foi drenada ao maximo e
descartada. Os tubos de ensaios contendo as raizes foram novamente transferidos para banho-
maria com agua fervente (£ 100°C), sendo entdo adicionados 7 mL de etanol 95% (v/v) em
cada um deles. Decorridos 10 minutos as solugdes etandlicas obtidas foram drenadas para
outros tubos de ensaio. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, cada solucédo foi acrescida
del10 mL de etanol a 95% (v/v). As absorbancias dessas solugdes etandlicas foram lidas em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda 530 nm e 0s resultados expressos nos valores da
absorbancia (STEPONKUS e LANPHEAR, 1967).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica, primeiramente as plantulas frescas (1,0 g) foram
maceradas em nitrogénio liquido e tampéao fosfato de potassio (6,0 mL; 0,2 M; pH 7,0). Em
seguida, o extrato foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante utilizado como
extrato enzimatico (ZENG et al., 2001). Para a atividade da peroxidase (POD) uma aliquota de
10 ul de extrato foi adicionado em tubos de ensaio contendo 1 mL de tampdo fosfato de potassio
(0,2 M; pH 7,0); em seguida os tubos foram levados para banho-maria até a estabilizacdo da
temperatura a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 100 puL de guaiacol (0,5%), 100 uL de H20:
(0,08%) e, imediatamente, efetuou-se as leituras de absorbancia em espectrofotdmetro na
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absorbéncia de 470 nm, com 3 repeticGes para cada tratamento. A atividade da POD foi
calculada usando o coeficiente de extingdo de 25,5 mM™ cm™ e o resultado foi expresso em
umoles de tetraguaiacol produzido (mg de proteina)™* (ZENG et al., 2001). Para a avaliagio da
atividade da catalase (CAT) 100 uL de extrato enzimatico foram adicionados a 3,0 mL de
peroxido de hidrogénio (H20-) (12,5 mM) em tampdo fosfato de potassio (50 mM; pH 7,0), a
30°C. Em seguida foi realizada as leituras da absorbancia a 240 nm, com 3 repeti¢Oes para cada
tratamento (CAKMAK e MARSCHNER, 1992).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando os efeitos dos tratamentos
foram significativos, em relacdo a testemunha, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey. Os dados de porcentagem de germinacdo foram transformados em arco seno para a
analise estatistica. Todos os resultados foram analisados considerando o nivel de significancia
o= 5%.

RESULTADOS

A germinacdo e o vigor das duas espécies avaliadas (alface e cebola) foram influenciados
de forma distinta tanto pela utilizacdo de diferentes extratos, como pela concentragdo dos
mesmos, mostrando-se dose dependente, exceto para 0 EEB em alface.O EEB e a FH inibiram
a germinacdo de ambas as espécies-alvo em todas as concentracdes ensaiadas. Sendo as maiores
inibicBes verificadas na maior concentracdo do EEB e FH em cebola. (Tabela 1).

O Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG) das duas espécies-alvo foi influenciado de
forma inversamente proporcional em relagdo ao aumento da concentragéo, sendo o aumento
das concentracOes das solucdes-teste reduziu de forma gradativa o valor do IVG, exceto para o
EEB em alface. A fracdo FH foi a que mais interferiu no IVG de alface, e 0 EEB no IVG de
cebola, atrasando a germinacéo (Tabela 1).

No crescimento da parte aérea das plantulas-alvo, todas as solugdes-teste reduziram
significativamente o crescimento do hipocotilo/coledptilo de ambas as espécies (Figura 1). Para
alface, a FH e a FAE apresentaram diferencas significativas entre as solugdes-teste e o controle,
porém ndo entre as diferentes concentracGes. Para a espécie-alvo cebola, as solugdes-teste
apresentaram resultados semelhantes quanto ao parametro do crescimento aereo, onde 0s
ensaios demonstraram uma relacdo inversamente proporcional, isto €, com o aumento da
concentracdo diminui o comprimento do coleopitlo (Figura 1).

O crescimento da raiz de plantulas de alface foi inibido em todas as solugdes-teste e

concentracdes ensaiadas, com excecdo do EEB. Assim como observado para a por¢ao aérea de
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alface, a raiz também sofreu maior queda no crescimento para FH e FAE, independente da
concentracdo. Ja para a cebola, nenhuma das solucBes-teste influenciou no crescimento de
raizes de plantulas, exceto o EEB (Figura 1).

A atividade enzimatica das plantulas das duas espécies avaliadas foi influenciada tanto
pelo tipo de extrato como pela concentracdo utilizada. Para a alface, a producédo de peroxidase
(POD) apresentou um aumento para as concentragdes utilizadas, em relagéo ao controle (Figura
2), sendo a FEA a que apresentou o maior aumento da producéo de peroxidase em qualquer
uma das concentracdes utilizadas, em relacdo ao controle. J& em cebola, a atividade da POD
elevou-s e com o0 aumento da concentracdo utilizada em todas fracGes, exceto na FH, onde
ocorreu uma queda na produgéo (Figura 2).

A atividade da catalase (CAT) em alface foi reduzida nas fracdes FAE e FEA com o
aumento das concentracdes utilizadas em relacdo ao controle; ja para o EEB ocorreu uma queda
nas menores concentragdes e um aumento na maior concentragao, e para a FH a diferenca foi
somente para a maior concentragdo. Para a cebola, observou-se um aumento na producgéo de
catalase em todas as solucdes-teste em relagdo ao controle (Figura 2).

A massa seca ndo apresentou diferenca significativa em nenhuma solucdo-teste e
concentracgéo realizadas.

A producdo de clorofila em plantulas de alface nao foi influenciada pelo EEB e pela FEA.
Para a fracdo FH, houve um aumento da producdo em concentrac¢Ges intermediarias enquanto
que para a fracdo FAE o aumento da concentracdo resultou em aumento da producdo de
clorofila (Figura 3). Em plantulas de cebola, a producdo de clorofila foi estimulada nas
solugdes-teste EEB e FEA; sendo que a maior producdo de clorofila ocorreu para as
concentragdes intermediarias. Para a fracdo FH, ndo houve alteracao significativa da producao
de clorofila enquanto que na fracdo FEA, a maior concentracdo resultou em uma reducdo
significativa de producdo (Figura 3).

A atividade respiratoria das células das raizes das plantulas de alface e cebola ndo sofreu

influéncia na presenca das solugdes-teste em nenhuma concentracao (Figura 3).

DISCUSSAO

Os bioensaios de germinacao de sementes na presenca de extratos vegetais sdo pontos de
partida para a investigacdo de alelopatia intra e inter especificos (HAMDI et al. 2001). Tanto
para alface quanto para cebola, a queda no nimero de sementes germinadas foi proporcional ao
aumento da concentragdo em todas as solucgdes teste, exceto para EEB em alface. Estudos

recentes mostram que, além da porcentagem final de germinagdo,0 padrdo de germinacao,
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identificado por diferengas tanto na velocidade como na sincronia desse processo, também pode
ser modificado pela acdo de aleloquimicos (SANTANA et al., 2006). A importancia desses
estudos se baseia no fato de que as sementes constituem unidades biologicas por meio das quais
processos ecoldgicos, como a invasdo de novos nichos por espécies ndo nativas, a colonizacao
de novos habitats e a regeneracdo da vegetacao nativa, dentre outros,podem ser desencadeados.

Assim como a germinacao foi influenciada de maneira geral para menor germinabilidade,
o IVG também apresentou queda com o aumento das concentracfes nos testes, fato que pode
influenciar na sincronia da germinacdo e sobrevivéncia das espécies no campo; pois 0S
aleloquimicos presentes em uma determinada espécie poderia diminuir a velocidade de
germinacdo de outras e, se o desenvolvimento das outras espécies é prejudicado, mesmo
germinando, a plantula ndo consegue vencer as interferéncias e se instalar, estabelecendo sua
prole (FERREIRA e BORGUETT]I, 2004). A reducédo no vigor das sementes, pode acarretar
em uma perda progressiva da capacidade produtiva, reducdo na uniformidade da germinagéo,
indicando maior ou menor probabilidade de sucesso ap6s a semeadura (SANTANA e RANAL,
2006). No presente estudo, observou-se que o IVG das espécies teste foi, de forma geral,
negativamente afetado por U. brizantha, sugerindo que esta espécie podera alterar o padréo de
estabelecimento de outras espécies a campo.Se analisar para as culturas agricolas, ndo sdo
desejados atrasos na germinacgdo das sementes, pois predispdem as sementes por mais tempo
ao ataque de pragas, doencas de solo e herbivoria (CASTAGNARA et al., 2012), podendo
também justificar esse maleficios para as comunidades vegetais naturais. Com a queda da
porcentagem de germinacdo acompanhando o aumento das concentragfes, na maior parte dos
testes, e também com o menor vigor das sementes, pode inferir-se que substancia quimica do
metabolismo secundéario presente nas solugbes-teste de U. brizantha afetam a germinacéo das
espécies-alvo. Abordando esse comportamento na natureza, o impedimento da germinacao de
sementes quimicamente sensiveis a substancias alelofitotdxicas pode ter como conseqiiéncia a
diminuicdo da densidade de seus individuos o que, em médio e longo prazos, pode levar a
extincdo local dessa espécie, com implicacfes para a biodiversidade local (LEVIN, 1970;
CALLAWAY et al.2005).

Ap0s a germinagdo outros fatores podem influenciar no estabelecimento de determinada
especie; como o tamanho absoluto das plantulas que pode afetar o seu estabelecimento em
determinado ambiente, a competicdo por recursos e a herbivoria (GUREVITCH et al. 2009).
Os resultados obtidos no presente estudo, indicam que substancias alelopéaticas produzidas por

U. brizantha, presentes em todas as solu¢Bes-teste inibiram o crescimento radicular e aéreo de
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alface, e 0 aéreo de cebola. A alteracdo no comprimento de 6rgdos da plantula esta relacionada
a modificacdo no balan¢o hormonal do vegetal (ALVES e SANTOS, 2002).

A producéo de clorofila nas plantulas de alface e cebola néo foi inibida na presenca das
solucdes teste. O aumento da clorofila pode estar relacionado a tentativa de aclimatacdo da
espécie ao fator de estresse, devido sua funcdo fotoprotetora (MARENCO e LOPES, 2005).

Quanto a influéncia na respiracao celular das raizes para a cebola, ndo foram detectadas
alteracdes significativas. A presenca de aleloquimicos pode alterar a atividade respiratoria
celular interferindo em varias etapas desse processo (CHON et al., 2000). Estudos indicam que
o milho teve a respiragdo das raizes inibida em até 90%, enquanto 0 pepino apresentou um
aumento nessa atividade respiratéria (DURIGAN e ALMEIDA 1993), portanto a respiracao
das células radiculares pode sofrer aumento ou queda, dependendo da natureza quimica dos
compostos presentes nos vegetais estudados.

De maneira geral, as espécies teste utilizadas apresentaram aumento na producdo de
peroxidase pela exposicdo as solugbes de U. brizantha, exceto para FH em cebola. J& para
catalase (CAT) o aumento em alface foi somente para FH, porém em cebola observou-se
aumento em todas as solucdes teste. Alguns aleloquimicos induzem o aumento da atividade de
enzimas oxidativas, modificando a permeabilidade das membranas e a formacéo de lignina, que
contribuem para a reducdo do comprimento da parte radicular ou aérea (FERRARESE et al.,
2000). Devido a queda no comprimento da parte aérea, tal fator pode evidenciar a ineficiéncia
destas enzimas no processo de desintoxicacdo dos tecidos da plantula ao ser submetida as
maiores concentragdes do extrato de U. brizantha.

Os vegetais constituem a fonte mais abundante para enzimas da classe oxidorredutase. A
peroxidase faz parte deste grupo, atuando na protecdo antioxidativa. e ainda catalisando uma
variedade de reacdes envolvendo transferéncias de elétrons (CHANCE & MAEHLY, 1955).
Segundo Rabinovichet et al. (2004) e Sinsabaugh (2010), a expressdo da peroxidase parece ser
uma resposta ao estresse oxidativo e a presenca de compostos fenélicos. Estudos indicam que
essas enzimas estdo relacionadas aos mecanismos de defesa das plantas em situagdes de
estresse, ativando sua atividade se a planta detectar algum fator anormal no ambiente e que
venha ocasionar estresse para sua sobrevivéncia (MARAFON et al., 2009).

Os aleloquimicos estimulam a producéo de oxigénio reativo por diversos mecanismos.
Por exemplo, o bloqueio da cadeia transportadora de elétrons, onde os elétrons ficam livres e
reagem facilmente com o O, formando superoxido (FOREMAN et al., 2003). Estudos tém

demonstrado que os aleloquimicos produzidos por Secale cereale L. reduziram o crescimento
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radicular de Cucumis sativus L., pois causam mudancas nas estruturas celulares das raizes
(BURGOS et al., 2004).

Os resultados obtidos evidenciam que os extratos de U. brizantha tem acdo inibitoria
sobre 0 metabolismo das plantas-alvo, bem como interferem no crescimento. Verificou-se
também aumento da atividade de enzimas antioxidantes o que indica indugdo do metabolismo
de defesa em resposta aos extratos. Todos esses processos metabolicos sdo cruciais para o
estabelecimento de qualquer planta. Todas as soluges teste interferiram no desenvolvimento e
metabolismo das espécies ensaiadas, sendo a FH e a FAE as fragbes que causaram maior

inibicdo no crescimento e na germinacéo, e a FH a que causou maior atividade de enzimas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que U. brizantha apresenta potencial alelopatico para as
espécies alface e cebola, em especial para os pardmetros de germinacdo, crescimento das
plantulas e na producdo de enzimas sinalizadoras de estresse.

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto (EEB), fracfes hexénica

(FH), fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo etanol-agua (FEA) de Urochloa brizantha sobre o
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indice de velocidade de germinagdo (IVG) e porcentagem de germinagdo (%G) de alface e

cebola.
Urochloa brizantha
Germinabilidade (%G)
Tratamento? 250 mg.L? 500 mg.L™! .1.000 mg.L!
Alface; Controle: 66,0
EEB 36,0* 40,0* 34,0*
FH 35,0* 34,5* 34,0*
FAE 53,5 52,0 51,0
FEA 55,0 48,5 44,0
Cebola; Controle: 70,0
EEB 59,5* 41 5* 24,5*
FH 73,5% 59,0* 31,0*
FAE 78,0 65,0* 64,5*
FEA 81,0 78,5 77,5
indice de velocidade de germinacio (IVG)
Alface; Controle: 15,6
EEB 13,5 13,0 12,5
FH 5,9* 3,5* 1,8*
FAE 12,1* 10,1* 7,1*
FEA 8,7* 8,5* 7,3*
Cebola; Controle: 6,1
EEB 2,7* 2,6* 1,5
FH 4,9* 4,1* 3,4*
FAE 5,4* 4,3* 3,8*
FEA 57 55 5,2
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Figura 1. Efeito das diferentes concentracOes dos extratos de Urochloa brizantha sobre o

crescimento do hipocétilo/coleoptilo e radicula das plantulas de alface e cebola (EEB= extrato

etanolico bruto; FH= fracdo hexanica; FAE= fracdo acetato de etila; FEA= fracdo etanol 4gua).

Dados expressos em percentual em relacdo ao controle. * A média do tratamento difere

significativamente (p < 0,05) em comparagdo com a média do controle, pelo teste de Tukey.
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FIGURA 2. Efeito das diferentes concentraces dos extratos de U. brizantha sobre a atividade
peroxidase e catalase das plantulas de alface e cebola. Médias seguidas da mesma letra do
controle ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. (EEB= extrato
etandlico bruto; FH= fracdo hexanica; FAE= fracdo acetato de etila; FEA= fracdo etanol agua).
Dados expressos em percentual em relacdo ao controle. * A média do tratamento difere

significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle, pelo teste de Tukey.
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597 FIGURA 3. Efeito das diferentes concentrac@es dos extratos de U. brizantha sobre o teor médio
598 de clorofila total a parte aérea e atividade respiratdria das células das raizes das plantulas de
599 alface e cebola. Médias seguidas da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de
600 Tukey a 5% de probabilidade. (EEB= extrato etanolico bruto; FH= fracdo hexanica; FAE=
601  fracdo acetato de etila; FEA= fracdo etanol agua). Dados expressos em percentual em relacdo
602  ao controle. * A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em compara¢do com
603  amédia do controle, pelo teste de Tukey.
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Capitulo 2

Atividade alelopatica de Urochloa decumbens sobre a
germinacao,desenvolvimento e metabolismo de alface e cebola
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RESUMO

Experimentos em laboratorio foram conduzidos para determinar o potencial de atividade
alelopética do extrato etandlico bruto (EEB) e fragdes semipurificadas obtidas em hexano (FH),
acetato de etila (FAE) e etanol-agua (FEA) de U. decumbens sobre a germinacao, o crescimento
e metabolismo de alface (Lactuca sativa var. Grand rapids) e cebola (Allium cepa var. Baia
periforme). Os biotestes foram feitos para diferentes concentracées (0, 250, 500 e 1000 mg.L"
1. Os parametros avaliados (% de germinacdo, IVG, crescimento aéreo e radicular) foram
influenciados de maneira distinta e na grande maioria das vezes de modo dose-dependente,
reduzindo o nimero de sementes germinadas, retardando germinacéo, reduzindo o crescimento
do hipocotilo/coleoptilo de alface e cebola, porém para radicula em alface aumentando o
crescimento nas solucgdes-teste, e em cebola ndo diferindo do controle. Na avaliagdo do
metabolismo observou-se que as solugfes-teste elevaram a atividade da enzima peroxidase em
ambas espécie-alvo. Na avaliacdo da enzima catalase em alface observou queda na producéo
na FAE e EEB, e aumento na FH, ja em cebola observou aumento em todas as solucdes-teste,
exceto nas maiores concentragdes da FAE. A producdo de clorofila em alface apresentou
aumento significativo no EEB e FAE, e em cebola na FAE e FEA. A atividade respiratoria
apresentou queda na respiracdo somente na FAE em alface, e em cebola ndo diferindo
comparado ao controle. Os resultados obtidos sugerem que U. decumbens apresenta potencial

alelopatico para as espécies alface e cebola, em especial para os parametros analisados.

PALAVRAS- CHAVES: pastagem, fitotoxidade, interferéncia quimica.

Allelopathic activity of Urochloa decumbens on the germination
and seedlings of lettuce and onion

ABSTRACT
Laboratory experiments were conducted to determine the potential for allelopathic
activity of the crude ethanol extract (EEB) and semi-purified fractions obtained in hexane (FH),

ethyl acetate (FAE) and ethanol - water (FEA) of U. decumbens on germination, growth and
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metabolism of lettuce (Lactuca sativa var . Grand rapids) and onion (Allium cepa var . Baia
piriform). The bioassays were performed at different concentrations (0, 250 , 500 and 1000
mg.I" 1). The parameters evaluated (% germination , IVG, shoot and root growth) were
influenced differently and in most cases a dose- dependent manner , reducing the number of
germinated seeds, delaying germination , reducing growth of hypocotyl/ coleoptile of lettuce
and onions, lettuce radicle however for increasing growth in test solutions, and onion did not
differ from control. In the evaluation of metabolism was observed that the test solutions
increased the activity of the peroxidase enzyme in both target species. In the evaluation of the
enzyme catalase in lettuce observed drop in production in the FAE and EEB, and increased FH,
onion already observed an increase in all test solutions except at the highest concentrations of
FAE. The production of chlorophyll in lettuce showed a significant increase in EEB and FAE,
and onion in the FAE and FEA. The respiratory activity decreased in respiration only in FAE
lettuce, onion and no difference compared to the control. The results suggest that U. decumbens
has allelopathic potential for species lettuce and onions, in particular for the parameters

analyzed.

KEY- WORDS: pasture, phytotoxicity, chemical interference.

INTRODUCAO

Espécies de plantas invasoras geram grande problema para as plantas nativas de
determinado ambiente, sendo a Urochloa decumbens, uma espécie introduzida como forrageira
e que esta se tornando uma importante infestante (KISSMANN, 1997). No Brasil, existem mais
de 172 milhGes de hectares (ha) de pastagem, dos quais aproximadamente 95 milhdes de ha séo
cultivados com espécies de Urochloa, sendo constituidos, por U. decumbens (25 milhdes de
ha), (IBGE, 2006).

As plantas podem afetar quimicamente seu ambiente de varias maneiras, como empregar
uma "guerra quimica"” para obter vantagem sobre competidores. Tal fenémeno, denominado
alelopatia, poderia ser uma das maneiras das plantas garantirem sucesso no estabelecimento
(GUREVITCH, 2009). A alelopatia é definida como o efeito inibitério ou benéfico, direto ou
indireto, de uma planta sobre outra, via producdo de compostos quimicos que sao liberados no
ambiente (RICE, 1984). Na natureza estes compostos podem influenciar o crescimento e
desenvolvimento de sistemas biologicos circundantes (RAZAVI, 2011), tornando-se um fator
ecoldgico importante na formagéo das comunidades vegetais. A alelopatia poderd influenciar a

germinacao, uma vez que os aleloquimicos podem proporcionar estresse oxidativo, atuando nos
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processos de degradacdo celular, causando danos em processos fisiologicos e alterando o
desenvolvimento inicial das plantulas (ALMEIDA et al., 2008).

Maciel et al. (2003) avaliaram os efeitos alelopaticos de U. decumbens no
desenvolvimento inicial de duas leguminosas, e observaram resultados positivos para
alelopatia. Ha ainda estudos que indicam a vantagem dessa espécie em liberar fitoquimicos de
tecidos mortos, incorporados ao solo através de lixiviacao, facilitando seus efeitos no campo,
ou ainda a capacidade de U. decumbens reduzir drasticamente a quantidade de nitrogénio no
solo (SOUZA et al. 1997).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de atividade
alelopéatica de Urochloa decumbens na germinacgdo, crescimento e metabolismo de alface

(Lactuca sativa) e cebola (Allium cepa), em bioensaios em laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados individuos adultos (aproximadamente trés quilos de matéria fresca) em
dezembro de 2012, nos campos da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS (20°25°27°’S
€ 54°41°16°°0). O material coletado (porcOes aerea e subterranea) foi fragmentado a -7 °C, para
posterior extracdo através de maceracdo com etanol absoluto (m/v, 1:2), a temperatura
ambiente. Ap6s 7 dias, foi feita filtragem e o material sélido descartado, sendo o solvente
evaporado (z 40 °C) sob vacuo em evaporador rotativo para obtencdo do extrato etanolico bruto
(EEB). Para obtencdo das fracdes semipurificadas (FS), o EEB foi fracionado por meio de
particdo liquido-liquido com solventes de diferentes graus de polaridade, hexano e acetato de
etila, em funil de decantagéo, sendo obtidas as fraces hexanica (FH), acetato de etila (FAE) e
etanol-agua (FEA). O teor de agua foi determinado a partir de uma aliquota das fracdes,
submetida a secagem (100 °C), até obtencdo de massa constante. Para o preparo das solucdes-
teste, o EEB e as FS (FH, FAE, FEA) foram pesados, levando-se em consideracdo o teor de
agua e dissolvidas em DMSO (Dimetilsulféxido) a 0,1% (DAYAN et al. 2000), obtendo-se a
solugéo-teste estoque de 1000 mg.L™; as concentragdes de 500 e 250 mg.L™* foram obtidas por
diluicdo. As solugbes-teste foram tamponadas com solucio de MES (Acido 2-
morfolinoetanosulfénico) a 10 mM, e o pH foi ajustado para 6,0 com solu¢do de KOH 0,1 N
(Macias et al. 2000). As solugdes-teste foram ensaiadas com a eudicotiledénea alface (Lactuca
sativa L. cv. Grand rapids) e com a monocotiledonea cebola (Allium cepalL. cv. Baia Periforme)
espécies indicadoras em estudos alelopaticos, devido a sensibilidade a varios aleloquimicos e a

resisténcia das sementes a ampla faixa de pH e potencial osmoético (RICE, 1984) .
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No bioensaio de germinacéo, foi aplicada a metodologia de Macias et al. (2000). Placas
de Petri (9,0 cm de didmetro) contendo papel filtro Whatman n°. 1, ambos previamente
autoclavados, receberam 5 mL das solugdes-teste nas concentragdes de 250, 500 e 1000 mg L-
! Em seguida, foram semeados sobre cada disco de papel filtro 50 diasporos das espécies alvo
(alface e cebola), distribuidos aleatoriamente, com 4 repetices para cada solugdo, conforme
Brasil (2009). Como controle, procedimento similar foi utilizado, porém com 5 mL somente de
DMSO 0,1% e a solucdo tampdo MES 10nM. As placas de Petri contendo os diasporos foram
levadas a uma camara de germinacdo (BOD), com condigdes de luz (160 W m2), umidade
relativa (£ 80%) e temperatura constante, adequada a cada espécie alvo (alface, 25 °C com luz
interna constante; cebola, 15 °C e fotoperiodo de 12 h) (BRASIL, 2009). A germinacédo foi
avaliada por meio de contagens diarias para a cebola e a cada 12 horas para alface. Foram
consideradas germinadas as sementes que apresentaram protrusao radicular com no minimo 2
mm de comprimento. O experimento foi considerado concluido quando n&o ocorreu
germinacdo por trés dias consecutivos (FERREIRA e AQUILA, 2000).

No bioensaio de crescimento foi utilizada a metodologia descrita por Macias et al. (2000).
Apdbs a germinacdo, tendo como critério a protrusdao radicular de no minimo 2,0 mm de
comprimento, foram selecionadas 80 plantulas (quatro repeticdes de 20), para cada tratamento,
sendo entdo transferidas para as placas de Petri contendo as solucOes-teste, utilizando-se
procedimento similar ao descrito nos bioensaios de germinacdo. Apds trés dias da protrusao
radicular para alface e cinco dias para cebola, foi medido o comprimento da raiz e do
hipocétilo/coledptilo  (dez pléantulas por placa), utilizando-se papel milimetrado.
Posteriormente, essas plantulas foram levadas a estufa a 60°C até peso constante, para obtencdo
da massa seca.

Para a determinacdo dos teores de clorofila foram macerados 20 mg da parte aérea das
plantulas em DMSO 0,1% (Dimetilsulféxido), sendo posteriormente o macerado deixado em
repouso no escuro por 24 horas, a temperatura ambiente. Apos este periodo as absorbancias das
solugdes contendo clorofila foram lidas em espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda 645
e 663 nm e, a partir desses dados, foram calculados os teores de clorofila a, de clorofila b e de
clorofila total (ARNON, 1949).

A respiragdo potencial das células radiculares foi estimada por meio da reducdo do
cloridrato de trifeniltetrazolio (TTC) pela atividade da enzima desidrogenase e do surgimento
do formasan. Para a avaliacdo dessa caracteristica as raizes foram cortadas al1,0 cm a partir da
coifa, sendo tomadas as suas massas (20 mg) e em seguida transferidas para tubos de ensaios,
onde foram adicionados 3,0 mL de TTC 0,6% (p/v) em tampdo fosfato 0,05 M (pH 7,0). Os
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tubos de ensaios foram mantidos sob vacuo em dessecadores, por duas horas, sendo
posteriormente transferidos para banho-maria a 30°C por 15 horas. Ao final desse tempo, as
solucdes de TTC foram drenadas dos tubos de ensaio e descartadas; em seguida as raizes foram
lavadas uma vez com agua destilada que posteriormente, também foi drenada ao maximo e
descartada. Os tubos de ensaios contendo as raizes foram novamente transferidos para banho-
maria com agua fervente (£ 100°C), sendo entdo adicionados 7 mL de etanol 95% (v/v) em
cada um deles. Decorridos 10 minutos as solucdes etandlicas obtidas foram drenadas para
outros tubos de ensaio. Apés o resfriamento a temperatura ambiente, cada solucéo foi acrescida
del0 mL de etanol a 95% (v/v). As absorbancias dessas solugfes etanolicas foram lidas em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda 530 nm e 0s resultados expressos nos valores da
absorbancia (STEPONKUS e LANPHEAR, 1967).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica, primeiramente as plantulas frescas (1,0 g) foram
maceradas em nitrogénio liquido e tampdo fosfato de potéssio (6,0 mL; 0,2 M; pH 7,0). Em
seguida, o extrato foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante utilizado como
extrato enzimatico (ZENG et al., 2001). Para a atividade da peroxidase (POD) uma aliquota de
10 uL de extrato foi adicionado em tubos de ensaio contendo 1 mL de tampéo fosfato de
potédssio (0,2 M; pH 7,0); em seguida os tubos foram levados para banho-maria até a
estabilizagdo da temperatura a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 100 puL de guaiacol (0,5%),
100 uL de H.O> (0,08 %) e, imediatamente, efetuou-se as leituras de absorbancia em
espectrofotbmetro na absorbancia de 470 nm, com 3 repeticGes para cada tratamento. A
atividade da POD foi calculada usando o coeficiente de extin¢do de 255 mM™ cm™ e o
resultado foi expresso em umoles de tetraguaiacol produzido (mg de proteina)™? (ZENG et al.,
2001). Para a avaliagdo da atividade da catalase (CAT) 100 pL de extrato enzimatico foram
adicionados a 3,0 mL de perdxido de hidrogénio (H20.) (12,5 mM) em tampdo fosfato de
potéssio (50 mM; pH 7,0), a 30°C. Em seguida foi realizada as leituras da absorbancia a 240
nm, com 3 repeticOes para cada tratamento (CAKMAK e MARSCHNER, 1992).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando os efeitos dos tratamentos
foram significativos, em relacdo a testemunha, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey. Os dados de porcentagem de germinagdo foram transformados em arco seno para a
analise estatistica. Todos os resultados foram analisados considerando o nivel de significancia
a=5%.

RESULTADOS
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A germinacdo e o vigor das duas espécies avaliadas (alface e cebola) foram influenciados
de forma distinta tanto pela utilizacdo dos diferentes extratos, como pela concentracdo dos
mesmaos. As solucgdes-teste inibiram a germinacéo de alface e cebola em todas as concentragdes
ensaiadas, porém, as menores concentracfes de FEA e FAE, acarretaram um estimulo na
germinacdo, de ambas as espécies em relacdo ao controle, embora ndo significativo (Tabela 1).

O indice de Velocidade de Germinacio (IVG) também sofreu influéncia distinta para
ambas as espécies, onde as concentracfes das solucles teste diminuiram de forma gradativa o
valor do IVG para alface, com o aumento na concentracdo, fato que interfere no vigor das
sementes. Para cebola observa-se que o EEB foi a Unica solucGes-teste que interferiu no IVG
em todas as concentragdes, causando reducdo, ao passo que as solucdes das fracbes FAE e FEA
acarretaram aumento do IVG.

No crescimento das plantulas,todas as solucbes-teste reduziram significativamente o
crescimento do hipocétilo/coledptilo de ambas as espécies alvo, exceto o extrato bruto para
alface que ndo apresentou diferenca significativa no comprimento do hipocétilo em relagdo ao
controle. E para cebola a FH, na maior concentracao, foi a que causou maior fitotoxidade no
crescimento aéreo (Figura 1).

O crescimento da raiz de alface diferiu em todos os testes realizados apresentando menor
crescimento, exceto para EEB (Figura 2).

A atividade da peroxidase (POD) foi aumentada em todos os testes para ambas espécies;
sendo a FEA a solucdo-teste que causou a maior producdo desta enzima nas trés concentracoes
testadas. Em cebola observa-se que o efeito foi dose-dependente, exceto para FH (Figura 2).

A atividade de catalase (CAT) apresentou-se de forma distinta para as espécies alvo,
porém em alface observa-se uma queda em sua producao nos testes realizados; somente para a
FH ocorreu um pequeno aumento na atividade, ao passo que para cebola observa-se aumento
da enzima em todos os testes realizados (Figura 2).

A producéo de clorofila das plantulas de alface foi aumentada na presenca do EEB para
a maior concentracdo, e nao apresentou diferenca significativa para as fragdes quando
comparado ao controle. Para cebola, observa-se um aumento da enzima quando submetida as
fragOes mais polares e nas menores concentracoes (Figura 3).

A atividade respiratdria das células das raizes das plantulas de alface e cebola ndo sofreu
influéncia quando submetida ao EEB e fragdes em nenhuma concentracéo, exceto na FAE em

que a alface sofre uma gradativa queda na respiragéo.

DISCUSSAO
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Os bioensaios de germinacdo com extratos vegetais sdo ponto de partida para a
investigacdo da alelopatia, embora haja controvérsia em relacdo a este tipo de experimento
(HAMDI et al. 2001). Muitos pesquisadores afirmam que as sementes apresentam menor
sensibilidade aos aleloquimicos do que as plantulas devido a processos seletivos e evolutivos
(FERREIRA e AQUILA 2000). Porém estudos recentes mostram que, embora a porcentagem
final de germinagdo ndo seja significativamente afetada pela acdo de aleloquimicos, o padrdo
de germinacao pode ser modificado, verificando-se diferencas na velocidade e na sincronia da
germinacdo de sementes (SANTANA et al. 2006). No campo, a interferéncia da germinacéo de
sementes quimicamente sensiveis a substancias fitotoxicas liberadas por outros individuos,
pode diminuir a densidade de certos individuos, podendo levar a extingdo local dessa espécie,
afetando a biodiversidade local (CALLAWAY et al.2003).

Assim como a germinacao foi influenciada de maneira geral para menor germinabilidade,
o IVG também apresentou queda com o aumento das concentracfes nos testes, fato que pode
influenciar na sincronia da germinacdo e sobrevivéncia das espécies no campo; pois 0s
aleloquimicos presentes em uma determinada espécie poderia diminuir a velocidade de
germinacdo de outras e, se o desenvolvimento das outras espécies € prejudicado, mesmo
germinando, a plantula ndo consegue vencer as interferéncias e se instalar, estabelecendo sua
prole (FERREIRA e BORGUETTI, 2004). A reducdo no vigor das sementes, pode acarretar
em uma perda progressiva da capacidade produtiva, reducdo na uniformidade da germinacéo,
indicando maior ou menor probabilidade de sucesso apos a semeadura (SANTANA e RANAL,
2006). No presente estudo, observou-se que o IVG das espécies teste foi, de forma geral,
negativamente afetado por U. decumbens, sugerindo que esta espécie podera alterar o padréo
de estabelecimento de outras espécies a campo. Se analisar para as culturas agricolas, ndo sdo
desejados atrasos na germinacao das sementes, pois predispdem as sementes por mais tempo
ao ataque de pragas, doencas de solo e herbivoria (CASTAGNARA et al., 2012), podendo
também justificar esse maleficios para as comunidades vegetais naturais. Com a queda da
porcentagem de germinagdo acompanhando o aumento das concentragfes, na maior parte dos
testes, e também com o menor vigor das sementes, pode inferir-se que substancia quimica do
metabolismo secundério presente nas solucGes-teste de U. decumbens afetam a germinacéo das
especies-alvo.

O crescimento da radicula foi pouco influenciado nos tratamentos estudados, sendo que
estudos realizado por Peres, 2004 indicam que a emergéncia da radicula ocorre as custas de
suas reservas, por isso, acarreta menor sensibilidade a presenca de aleloquimicos do que o

crescimento das plantulas.
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A atividade das enzimas peroxidase (POD) e catalase (CAT) aumentou em algumas
solugdes-teste estudadas, ao passo que em outras houve queda da atividade dessas enzimas.
Alguns aleloquimicos induzem o aumento da atividade de enzimas oxidativas, modificando a
permeabilidade das membranas e a formacao de lignina, que contribuem para a reducdo do
alongamento radicular (FERRARESE et al., 2000). O aumento na atividade da CAT ja foi
observado em outros estudos sob a acdo de aleloquimicos, onde foi verificado que o acido
ferulico aumentou a atividade da CAT em plantulas de milho (DEVI e PRASAD, 1996). Os
vegetais constituem a fonte mais abundante para enzimas da classe oxidorredutase. A
peroxidase faz parte deste grupo, atuando na protecéo antioxidativa. e ainda catalisando uma
variedade de reacfes envolvendo transferéncias de elétrons (CHANCE; MAEHLY, 1955).
Estudos indicam que essas enzimas estdo relacionadas aos mecanismos de defesa das plantas
em situacOes de estresse (ROSSI e LIMA 2001).

Estudos tém demonstrado que os aleloquimicos produzidos por Secale cereale L.
reduzem o crescimento radicular de Cucumis sativus L., pois causam mudancas nas estruturas
celulares das raizes (BURGOS et al., 2004). O que sugere que os disturbios nas membranas
celulares resulta em mudancas na permeabilidade das membranas, destruicdo dos
cloroplastos,mitocondria, nudcleo e reticulo endoplasmatico. Esses processos fisiologicos
anormais resultam na reducdo da fotossintese, contribuindo para a reducao do crescimento das
plantas (BURGOS et al., 1994).

Em algumas classes de aleloquimicos a fotossintese € inibida por induzir mudancas no
contetdo de clorofila das plantas receptoras (CHOU, 1999). Porém nesse estudo ndo
observamos a reducdo de clorofila para as espécie-alvo e sim um aumento na producdo de
clorofila em cebola, quando submetidas a FAE.

A atividade respiratdria das células das raizes das plantulas de alface sob os tratamentos
foi menor somente quando submetida a FAE nas maiores concentracdes ensaiadas.A respiracdo
celular também pode ser fortemente afetada pela presenca de aleloquimicos (RICE, 1984;
CHON et al., 2000) que interferem em varias etapas desse processo em um ou mais niveis, dos
quais dependem as respostas observadas (CHON et al., 2000). Em estudo com compostos
isolados das folhas, da casca dos frutos secos e da casca do tronco de individuos do género
Juglans (Juglandaceae), foi observado reducdo em até 90% da respiracao das raizes de milho,
enquanto o macerado de folhas de artemisia (Artemisia tridentada Nutt.) acelerou a respiracdo
das células radiculares de pepino (DURINGAN e ALMEIDA1993). Logo, a respiracdo das
células radiculares pode ser aumentada ou diminuida, dependendo da natureza quimica dos

compostos presentes nos vegetais empregados.
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Nos resultados de fitotoxicidade, verificou-se que os extratos de U. decumbens inibiram

a germinacdo, o crescimento do hipocotilo/coledptilo, bem como estimularam a presenca de

enzimas que indicam fatores de estresse de alface (Lactuca sativa) e cebola (Allium cepa). Os

resultados obtidos evidenciam que os extratos de U. decumbens tém acdo inibitoria sobre as

variaveis do metabolismo analisadas das plantas-alvo, com aumento da atividade de enzimas

antioxidantes o que indica inducdo do metabolismo de defesa em resposta aos extratos. Todos

esses processos metabolicos sdo cruciais para o estabelecimento de qualquer planta.

Tabela 1. Efeito de diferentes concentracdes do extrato etanolico bruto (EEB), fracdo hexanica

(FH), fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo etanol-agua (FEA) de Urochloa decumbens sobre

o0 indice de velocidade de germinacdo (IVG) e porcentagem de germinacdo (%G) de alface e

cebola.
Brachiaria decumbens
indice de velocidade de germinacio (IVG)
Tratamento? 250 mg.L? 500 mg.L? 1.000 mg.L?
Alface; Controle: 66,0
EEB 47,0 36,0 34,0%*
FH 43,5 41,5 39,5
FAE 35,0%* 34,5% 26,0*
FEA 56,5 53,5 48,5

Cebola; Controle: 85,0
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

EEB 61,5* 59,5% 51,5%
FH 71,0* 68,0* 65,5*
FAE 65,0* 63,5* 68,0*
FEA 64,0* 61,5* 69,0*
Germinabilidade(%)

Alface; Controle: 60,0

EEB 23,7* 23,5%* 17,0%*
FH 32,5 30,5 27,0*
FAE 44,0 39,5 25,0%*
FEA 45,0 39,0 37,5
Cebola; Controle: 83,0

EEB 48,5* 39,5%* 35,5%
FH 75,0 67,5 43,0*
FAE 85,0 78,5 75,0
FEA 85,0 78,5 75,5
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Figura 1. Efeito das diferentes concentra¢des dos extratos de U. decumbens sobre crescimento

do hipocotilo/coledptilo e raiz das plantulas de alface e cebola (EEB= extrato etanolico bruto;

FH=fragdo hexanica; FAE= fracdo acetato de etila; FEA= frag&o etanol 4gua). Dados expressos

em percentual em relagéo ao controle. * A média do tratamento difere significativamente (p <

0,05) em comparacdo com a média do controle, pelo teste de Tukey.
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1109 FIGURA 2. Efeito das diferentes concentragdes do extrato de U. decumbens sobre a atividade
1110  peroxidase e catalase das plantulas de alface e cebola. (EEB= extrato etandlico bruto; FH=
1111  fracdo hexanica; FAE= fracdo acetato de etila; FEA= fracdo etanol agua). Dados expressos em
1112 percentual em relagcdo ao controle. * A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05)
1113  em comparacdo com a média do controle, pelo teste de Tukey.
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FIGURA 3. Efeito das diferentes concentracdes dos extratos de U. decumbens sobre o teor
médio de clorofila total na parte aérea e respiracéo das células das raizes das plantulas de alface
e cebola. (EEB= extrato etanolico bruto; FH= fracdo hexanica; FAE= fracdo acetato de etila;
FEA= fracdo etanol agua). Dados expressos em percentual em relacdo ao controle. * A média do

tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacgdo com a média do controle, pelo teste
de Tukey.
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RESUMO

A inibicdo do estabelecimento de espécies arbdreas em areas de pastagem poderia, pelo
menos em parte, ser atribuida a alelopatia, e esta interacdo pode representar uma limitagdo por
alterar tanto os padrdes de germinacdo como de crescimento destas espécies. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de U. brizantha e U. decumbens na germinacéo,
crescimento e metabolismo de Guazuma ulmifolia. Os biotestes foram feitos para diferentes
concentragdes (0, 250, 500 e 1000 mg.L™?). Os parametros avaliados (% de germinacéo, IVG,
crescimento aéreo e radicular) foram influenciados de maneira distinta e na grande maioria das
vezes de modo dose-dependente, reduzindo o nimero de sementes germinadas, retardando
germinacao, reduzindo o crescimento do hipocotilo/coledptilo. Os resultados obtidos sugerem
que U. brizanthae U. decumbens apresentam potencial alelopatico para G. ulmifolia em especial
para os parametros de germinacdo, crescimento da parte aérea e radicular, bem como alteraram

0 metabolismo, indicando a inducdo de estresse da espécie arborea.
PALAVRAS-CHAVE: graminea, atividade bioldgica, aleloquimicos.

Allelopathic potential of two species of Urochloa on Guazuma ulmifolia

ABSTRACT

Inhibition of establishment of trees in a grazing areas could, at least in part, be attributed
to allelopathy , and this interaction can represent a limitation by changing the patterns of both

germination and growth of these species. The objective of this study was to evaluate the

44



1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291

1292

1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313

allelopathic potential U. brizantha and U. decumbens on germination, growth and metabolism
Guazuma ulmifolia. The bioassays were performed at different concentrations (0, 250, 500 and
1000 mg.I"Y). The parameters evaluated (% germination, IVG, shoot and root growth) were
influenced differently and in most cases a dose- dependent manner, reducing the number of
germinated seeds, delaying germination, reducing growth of hypocotyl/coleoptile. The results
suggest that U. brizantha e U. decumbens present allelopathic potential for G. ulmifolia
especially for the parameters of germination, growth of shoots and roots, as well as altered

metabolism, indicating the induction of stress on the tree species.

KEY- WORDS: grass, biological activities, allelochemicals

INTRODUCAO

Os ecossistemas tropicais tém sido intensamente alterados nas ultimas décadas (FAO
1999) e grande parte destas areas tém sido destinadas a formacao de pastagens (CHEUNG et
al., 2010). Muitas destas areas, contudo, tém sido abandonadas devido a diminuicdo na
produtividade por exaustdo do solo ou mudancas na economia local (HOLL 1998; HOOPER et
al., 2002; FLORENTINE e WESTBROOKE 2004). Apo6s o abandono, areas intensamente
utilizadas por um longo periodo normalmente ndo contemplam mais em seu banco de sementes
espécies-alvo desejaveis, e a recolonizacao natural tende a ser lenta ou inviavel (WAGNER et
al., 2011). Por isso uma reintroducéo ativa € normalmente necessaria (PYWELL et al., 2007).

Diversos trabalhos tém mostrado a eficacia da utilizacdo de semeadura direta de
espécies arbdreas em projetos de restauracdao, como técnica de menor custo financeiro e de mais
facil operacionalizacdo que plantio de mudas (CAMARGO et al., 2002; WOODS e ELLIOTT,
2004; SOVU et al., 2010). Segundo Mattei & Rosenthal (2002), ainda ha poucos exemplos de
implantacdo de florestas por semeadura direta na América Latina, sendo qu eainda s&o
necessarios experimentos que avaliem a eficiéncia dessa técnica em éareas de pastagens
abandonadas (FLORENTINE e WESTBROOKE, 2004) e os fatores que podem influenciar
negativamente a utilizagdo da mesma.

A competicdo com gramineas pode inibir o crescimento e a sobrevivéncia de plantulas
de espécies de arvores em areas de pastagem, conforme relatado por Griscom et al. (2009),
Garcia-Orth e Martinéz-Ramos (2011) e Pereira et al. (2013). No entanto, estes estudos nao
determinam ao certo se estes resultados encontrados seriam somente decorrentes da competi¢éo

por exploracdo ou se seriam adicionalmente resultado de competicdo por interferéncia. A
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competicdo por interferéncia, conhecida como alelopatia, ocorre através da producdo e
liberacdo no ambiente de substancias provenientes do metabolismo secundério das plantas
(aleloguimicos) que sdo toxicas para outras especies. A sintese destas substancias, oriundas do
metabolismo secundario, pode interferir em alguma etapa do ciclo de vida de outra planta, desde
a sua germinacdo (PERES, 2004; BEGON et al., 2007). Assim, a inibi¢cdo do estabelecimento
de espécies arbdreas em &reas de pastagem poderia, pelo menos em parte, ser atribuida a
alelopatia, e esta interacdo pode representar uma limitacdo por alterar tanto os padrdes de
germinacdo como crescimento destas espécies.

Gramineas africanas do género Urochloa, amplamente conhecidas com braquiérias,
foram introduzidas no Brasil para fins forrageiros e sdo amplamente distribuidas pelo pais,
tornando-se, inclusive, invasoras de ecossistemas naturais (MATOS e PIVELLO, 2009).
Caracteristicas do género como reproducao vegetativa e por sementes, ciclo reprodutivo rapido,
alta eficiéncia fotossintética e na utilizagdo de nutrientes e elevadas taxas de crescimento
(LEVINE et al., 2003) o tornam altamente competitivo em relacdo as espécies arbdreas. Assim,
estudos que avaliem a influéncia de espécies do género Urochloa sobre o estabelecimento de
espécies arboreas sdo importantes para fornecer informacdes que subsidiem a re-introducéo
destas em pastagens abandonadas. Mais especificamente, em projetos que utilizem a semeadura
direta, seria importante avaliar o potencial alelopatico das espécies de gramineas sobre a
germinacdo de sementes de arvores.

Guazuma ulmifolia, popularmente conhecida como chico-magro ou mutambo, é uma
espécie arborea com ampla distribuicdo pela América tropical (CARVALHO, 2007), podendo
ser encontrada em areas de Cerrado, Mata Atlantica (RIBEIRO e WALTER, 1998; SANTOS
et al., 2005), Floresta Amazonica, Caatinga e Pantanal (CARVALHO, 2007). E uma espécie
pioneira, apresentando crescimento rapido, grande adaptacdo ao fogo e nao é exigente quanto
a solos, habitando tanto sitios secos como Umidos (CARVALHO, 2007). Além disso,
desempenha um importante papel ecoldgico, pois seus frutos servem de alimento para a fauna
(ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO 2007). Por todas essas caracteristicas € uma espécie
amplamente utilizada em programas de recuperacdo de areas degradadas. No entanto, ndo séo
registrados na literatura estudos que enfoquem a germinagéo e desenvolvimento de plantulas
desta especie sob a influéncia de gramineas do género Urochloa.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial alelopatico de U. brizantha e U.
decumbens na germinacdo, crescimento e metabolismo de Guazuma ulmifolia.

MATERIAL E METODOS
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Para avaliar o potencial alelopatico de U. brizantha e U. decumbens foram coletados
individuos adultos das duas espécies (aproximadamente trés quilos de matéria fresca (de cada
espécie) em dezembro de 2012, nos campos da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS
(20°25°27°S e 54°41°’16°0). O material coletado (porcdes aérea e subterranea) foi
fragmentado e acondicionado em saco plastico a -7 °C, para posterior extracdo através de
maceracdo com etanol absoluto (m/v, 1:2), a temperatura ambiente. Apds 7 dias, foi feita
filtragem e o material solido descartado, sendo o solvente evaporado (+ 40 °C) sob vacuo em
evaporador rotativo para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB). Para obtencédo das fraces
semipurificadas (FS), o EEB foi fracionado por meio de parti¢do liquido-liquido com solventes
de diferentes graus de polaridade, hexano e acetato de etila, em funil de decantacdo, sendo
obtidas as fracdes hexanica (FH), acetato de etila (FAE) e etanol-agua (FEA). O teor de agua
foi determinado a partir de uma aliquota do EEB e FS, submetida a secagem (100 °C), até
obtengdo de massa constante. Para o preparo das solugcbes, o EEB e as FS (FH, FAE, FEA)
foram pesados, levando-se em consideracdo o teor de agua e dissolvidas em DMSO
(Dimetilsulfoxido) a 0,1% (DAYAN et al., 2000), obtendo-se a solu¢éo estoque de 1000 mg.L"
1. as concentragdes de 500 e 250 mg.L™* foram obtidas por diluicdo. As solugdes-teste foram
tamponadas com solugdo de MES (Acido 2-morfolinoetanosulfonico) a 10 mM, e o pH foi
ajustado para 6,0 com solucdo de KOH 0,1 N (MACIAS et al. 2000). As solugdes-teste foram
ensaiadas com sementes de G. ulmifolia, obitdas pelo viveiro do Instituto Brasileiro de Florestas
(IBF).

As sementes de G. ulmifolia foram escarificadas termicamente com agua quente a 100°C
por 5 min para a quebra da dorméncia (CARVALHO, 2007). No bioensaio de germinacéo, foi
aplicada a metodologia de Macias et al. (2000). Placas de Petri (9,0 cm de diametro) contendo
papel filtro Whatman n°. 1, ambos previamente autoclavados a 100 °C por 24 horas, receberam
5 mL das solucdes nas concentragdes de 250, 500 e 1000 mg L. Em seguida, foram semeados
sobre cada disco de papel filtro 50 didsporos da espécie alvo, distribuidos aleatoriamente, com
4 repeticdes para cada solugdo. Como controle, procedimento similar foi utilizado, porém com
5 ml somente de DMSO a 0,1% e a solugdo tampdo MES. As placas de Petri contendo os
diasporos foram levadas a uma camara de germinacéo (BOD), com condi¢Ges de luz (160 W
m-2), umidade relativa (+ 80%) e temperatura constante (27 °C, com fotoperiodo de 12 h). A
germinacdo foi avaliada por meio de contagens diérias, sendo consideradas germinadas as
sementes que apresentaram protrusdo radicular com no minimo 2 mm de comprimento. O
experimento foi considerado concluido quando ndo ocorreu germinacdo por trés dias
consecutivos (FERREIRA e AQUILA, 2000).
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Nos bioensaios de crescimento foi utilizada a metodologia descrita por Macias et al.
(2000). Apos a germinacéo, tendo como critério a protruséo radicular de no minimo 2,0 mm de
comprimento, foram selecionadas 80 plantulas (quatro repeti¢es de 20 plantulas), para cada
tratamento, sendo entdo transferidas para as placas de Petri contendo as solugdes tratamento,
utilizando-se procedimento similar ao descrito nos bioensaios de germinacéo. Apos cinco dias
da protrusdo radicular, foi medido o comprimento da raiz e do hipocotilo/coledptilo (dez
plantulas por placa), utilizando-se papel milimetrado. Posteriormente, essas plantulas foram
levadas a estufa a 60°C até peso constante, para obtencdo da massa seca.

Para a determinag&o dos teores de clorofila foram macerados 20 mg da parte aérea das
plantulas em DMSO 0,1% (Dimetilsulféxido), sendo posteriormente o macerado deixado em
repouso no escuro por 24 horas, a temperatura ambiente. Apés este periodo as absorbancias das
solucgdes contendo clorofila foram lidas em espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda 645
e 663 nm e, a partir desses dados, foram calculados os teores de clorofila a, de clorofila b e de
clorofila total (ARNON, 1949).

A respiracdo potencial das células radiculares foi estimada por meio da reducdo do
cloridrato de trifeniltetrazélio (TTC) pela atividade da enzima desidrogenase e do surgimento
do formazan. Para a avaliacdo dessa caracteristica as raizes foram cortadas a 1,0 cm a partir da
coifa, sendo tomadas as suas massas (20 mg) e em seguida transferidas para tubos de ensaios,
onde foram adicionados 3,0 mL de TTC 0,6% (p/v) em tampdo fosfato 0,05 M (pH 7,0). Os
tubos de ensaios foram mantidos sob vacuo em dessecadores, por duas horas, sendo
posteriormente transferidos para banho-maria a 30°C por 15 horas. Ao final desse tempo, as
solucBes de TTC foram drenadas dos tubos de ensaio e descartadas; em seguida as raizes foram
lavadas uma vez com agua destilada que posteriormente, também foi drenada a0 maximo e
descartada. Os tubos de ensaios contendo as raizes foram novamente transferidos para banho-
maria com agua fervente (£ 100°C), sendo entdo adicionados 7 mL de etanol 95% (v/v) em
cada um deles. Decorridos 10 minutos as solugdes etandlicas obtidas foram drenadas para
outros tubos de ensaio. Apés o resfriamento a temperatura ambiente, cada solucéo foi acrescida
de 10 mL de etanol a 95% (v/v). As absorbancias dessas solugdes etandlicas foram lidas em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda 530 nm e 0s resultados expressos nos valores da
absorbancia (STEPONKUS e LANPHEAR, 1967).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica, primeiramente as plantulas frescas (1,0 g) foram
maceradas em nitrogénio liquido e tampéao fosfato de potassio (6,0 mL; 0,2 M; pH 7,0). Em
seguida, o extrato foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante utilizado como

extrato enzimatico (ZENG et al., 2001).Para a atividade da peroxidase (POD) uma aliquota de
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10 ul de extrato foi adicionado em tubos de ensaio contendo 1 ml de tampéo fosfato de potéssio
(0,2 M; pH 7,0); em seguida os tubos foram levados para banho-maria até a estabilizacdo da
temperatura a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 100 puL de guaiacol (0,5%), 100 uL de H20-
(0,08%) e, imediatamente, efetuou-se as leituras de absorbancia em espectrofotémetro na
absorbéncia de 470 nm, com 3 repeticGes para cada tratamento. A atividade da POD foi
calculada usando o coeficiente de extingdo de 25,5 mM™ cm™ e o resultado foi expresso em
umoles de tetraguaiacol produzido (mg de proteina)? (ZENG et al., 2001). Para a avaliacéo da
atividade da catalase (CAT) 100 uL de extrato enzimatico foram adicionados a 3,0 mL de
peroxido de hidrogénio (H202) (12,5 mM) em tampéo fosfato de potassio (50 mM; pH7,0), a
30°C. Em seguida foi realizada as leituras da absorbancia a 240 nm, com trés repeticdes para
cada tratamento (CAKMAK e MARSCHNER, 1992).

Os dados foram submetidos a analise de variancia para cada solucdo e quando os efeitos
dos tratamentos foram significativos, em relacdo a testemunha, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey. Os dados de porcentagem de germinacdo foram transformados em arco
seno para a andlise estatistica. Todos os resultados foram analisados considerando o nivel de

significancia a = 5%.

RESULTADOS

As solucdes-teste de U. brizantha e U. decumbens inibiram a germinacdo de G. ulmifolia
de modo dose-dependente.(Tabela 1).0 indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) foi
influenciado de forma distinta em relacdo as duas espécies de gramineas. As solucfes de U.
brizantha atrasaram a germinacgdo de G. ulmifolia em relag&o ao controle. Ainda, se observou
maior atraso com o aumento da concentragéo, exceto para a menor concentra¢do do EEB, onde
ndo houve diferenca quando comparado ao controle. Ja na presenca das solucGes de U.
decumbens, observou-se um atraso na germinagdo menos acentuado, uma vez que em
concentragdes baixas das solu¢bes ndo houve alteracdo do IVG, em relacdo ao controle (Tabela
1).

As duas espécies de gramineas avaliadas reduziram o crescimento tanto da porcdo aérea
como da radicular de plantulas de G. ulmifolia (Figura 1). Considerando-se a influéncia de U.
brizantha, notou-se que com a presenca de qualquer solugdo-teste,independente da

concentracdo, houve inibicdo do crescimento aéreo de G. ulmifolia. Para U. decumbens foi
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encontrada uma relacdo inversamente proporcional, sendo que o0 aumento da concentracdo das
solucBes utilizadas resultou em uma reducdo do comprimento do hipocétilo de G. ulmifolia
(Figura 1). Este segundo padrédo foi semelhante ao encontrado para o crescimento da raiz de
plantulas de G. ulmifolia sumbetidas tanto a solucbes de U. brizantha como de U. decumbens
(Figura 1).

A atividade enzimatica da peroxidase (POD) em pléantulas de G. ulmifolia variou em
funcdo da espécie de Urochloa avaliada. Para U. brizantha, a producdo POD aumentou
significativamente somente nas concentragdes mais altas do EEB, FAE e FEA (Figura 2).
Plantulas de G. ulmifolia submetidas as solu¢bes U. decumbens apresentaram aumento da
atividade da POD somente nas concentragcdes de 500 e 1000 (mg/L) do EEB.A atividade da
catalase (CAT) néo sofreu alteracdo em nenhum dos testes realizados (Figura 2).

A producdo de clorofila em plantulas de G. ulmifolia apresentou padrdes distintos em
relagdo as duas espécies de Urochloa. Em U. brizantha observou-se aumento da producéo de
clorofila em todas as solugdes ensaiadas, independentemente da concentragao avaliada. Em U.
decumbens observou-se esse aumento somente para 0 EEB e FEA, sendo que para FAE, nas
maiores concentracdes da solucdo observou-se reducéo dos teores de clorofila (Figura 3).

A atividade respiratoria das células das raizes das plantulas de G. ulmifolia foi reduzida
em todas as solucdes ensaiadas de U. brizantha. J& na presenca da U. decumbens, com excecao
da fracdo FH, um aumento na concentracao das solucBes-teste resultou em aumento da atividade
respiratoria das raizes de G. ulmifolia (Figura 3).

A massa seca ndo apresentou diferenca em relacéo ao controle.

DISCUSSAO

Os bioensaios de germinacao de sementes na presenca de extratos vegetais sdo pontos de
partida para a investigacdo de efeitos de alelopatia intra e interespecificos (HAMDI et al. 2001).
Ambas as espécies de Urochloa inibiram a germinacdo de G. ulmifolia (Tabela 1). No campo,
0 impedimento da germinacdo de sementes quimicamente sensiveis a substancias
alelofitotdxicas pode ter, como consequéncia, a diminui¢do da densidade de seus individuos o
que, em médio e longo prazos, pode levar a extin¢do local dessa espécie, com implica¢fes para
a biodiversidade local (LEVIN 1970; CALLAWAY et al., 2003). Assim, a re-introducao de G.
ulmifolia via semeadura direta em areas de pastagem deve levar em consideracdo a densidade
de sementes adequada para sobrepor este primeiro obstaculo oferecido pelas espécies de

gramineas para a germinagdo da espécie arborea.
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Estudos recentes mostram que, além da porcentagem final de germinacéo,o padréo de
germinacdo, identificado por diferencas tanto na velocidade como na sincronia desse processo,
também pode ser modificado pela acdo de aleloquimicos (FERREIRA e BORGUETTI 2004,
SANTANA et al., 2006). Essa alteracdo também foi encontrada no presente estudo, atraves da
modificacdo do IVG de G. umlifolia sob a influéncia das duas gramineas (Tabelal). O atraso
na germinacdo, em decorréncia do efeito alelopatico encontrado, pode resultar na redugéo da
probabilidade de estabelecimento da espécie em condi¢cdes de campo, uma vez que submete as
sementes a exposicdo prolongada a inimigos naturais no solo como fungos (DALLING et al.,
2011) e predadores vertebrados e invertebrados (DOUST et al., 2008), aumentando as chances
de mortalidade dos individuos ainda em fase de semente (PEREIRA et al., 2013). Além disto,
0s projetos de re-introducdo de espécies arboreas com fins de recuperacdo ambiental tendem a
ser implantados em épocas com maior disponibilidade hidrica, principalmente em regiées com
déficit hidrico por periodos prolongados. Assim, 0 atraso na germinacao de sementes poderia
ainda acarretar em falha no estabelecimento de plantulas, caso a disponibilidade de agua ja
tenha se tornado muito reduzida (PEREIRA et al., 2013).

Além das alteracdes na germinacdo de sementes, foram detectadas também alteracdes
no tamanho das plantulas em funcdo da presenca das solucGes-teste de ambas as espécies de
gramineas utilizadas. Os resultados obtidos mostraram que as solugdes-teste inibiram o
crescimento aéreo e radicular de G. ulmifolia (Figuras 1 e 2). Segundo Alves e Santos (2002),
a alteracdo no comprimento de 6rgaos da plantula esta relacionada a modificacdo no balanco
hormonal do vegetal. A redugcdo do tamanho de plantulas pode representar um segundo
obstaculo ao estabelecimento de espécies arbdreas em areas de pastagens, ja que plantas
maiores tendem ater vantagens através do acesso mais precoce de dgua em camadas mais
profundas do solo (LEISHMAN e WESTOBY, 1994) e ser potencialmente melhores
competidoras (HENKIN et al., 1998; WOODS e ELLIOTT, 2004, SCHMIDT, 2008;
LARSON, et al., 2011). Pereira (2012) avaliando o estabelecimento de sete espécies arboreas
de Cerrado via semeadura direta sob competicdo com U. brizantha, observou que a intensidade
da competicdo entre as espécies arbdreas e U. brizantha foi reduzida apos 15 meses da
semeadura. A autora sugere que, ap0s esse periodo, as raizes das espécies arbdreas superariam
a zona de competicdo radicular com as gramineas. Outros estudos com especies arboreas
também encontraram o mesmo padrdo (GARAU et al., 2009; GUNARATNE et al., 2011).
Assim, o tamanho inicial de plantulas de espécies arboreas, resultado da interferéncia
alelopatica, pode influenciar a capacidade competitiva de plantulas por recursos no solo,

alterando os padrdes de estabelecimento das espécies.
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Os vegetais constituem a fonte mais abundante para enzimas da classe oxidorredutase. A
peroxidase faz parte deste grupo, atuando na protegdo antioxidativa e, ainda, catalisando uma
variedade de reacdes envolvendo transferéncias de elétrons (CHANCE; MAEHLY, 1955).
Segundo Rabinovichet al. (2004) e Sinsabaugh (2010), a expressao da peroxidase parece ser
uma resposta ao estresse oxidativo e a presenca de compostos fendlicos. Estudos indicam que
essas enzimas estdo relacionadas aos mecanismos de defesa das plantas em situagdes de estresse
(ROSSI e LIMA 2001).No presente estudo, detectou-se um aumento da atividade da peroxidase
(POD) em plantulas de G. ulmifolia principalmente quando submetidas as altas concentragdes
das solugdes teste de U. brizantha (Figura 3), sugerindo, mais uma vez que esta espécie teria
um maior efeito deletério sobre a espécie arborea estudada. O aumento da atividade de enzimas
oxidativas, induzido pela acdo de aleloguimicos, pode modificar a permeabilidade das
membranas celular e a formacao e deposicdo de lignina, que contribuem para a reducdo do
alongamento radicular (FERRARESE et al., 2000). Assim, 0 extresse oxidativo decorrente das
altas concentragdes das solucGes-teste poderia ser um dos fatores contribuindo para a redugéo
do tamanho de plantulas constatado no presente estudo (Figura 2)

De maneira geral, a producéo de clorofila em G. ulmifolia foi estimulada na presenca das
solugdes teste, exceto para as maiores concentragcdes de FAE de U. decumbens. Como uma
tentativa de aclimatacdo da espécie, pode-se relacionar o aumento da clorofila, com a sua fungéo
fotoprotetora e captacdo de energia para a fotossintese (MARENCO; LOPES, 2005). Ja a
diminuicdo da clorofila mantém a relacdo ao fato de compostos aleloquimicos interferirem na
fotossintese, alterando o teor de clorofila envolvendo algumas enzimas, influenciando
negativamente a eficiéncia de processos fotossintéticos (HUSSAIN; REIGOSA, 2011).

A presenca de aleloquimicos pode alterar a respiracdo celular interferindo em varias
etapas (CHON et al., 2000). Observou-se que as solucdes teste de cada espécie atuaram de
forma distinta, onde para U. brizantha todos os testes reduziram a taxa de respiracéo radicular,
e para U. decumbens todos os testes apresentaram uma maior taxa de respiracdo celular
radicular, exceto para FH. Estudos tém demonstrado que os aleloquimicos produzidos por
Secale cereale L. reduzem o crescimento radicular de Cucumis sativus L., pois causam
mudancas nas estruturas celulares das raizes (BURGOS et al., 2004). Com esses resultados
sugere-se que os distirbios nas membranas celulares resulta em mudancgas na permeabilidade
das membranas, destruicdo dos cloroplastos,mitocéndria, nucleo e reticulo endoplasmatico.
Esses processos fisiologicos anormais resultam na reducéo da fotossintese, contribuindo para a

reducdo do crescimento das plantas (SONG et al., 1996).

52



1549
1550
1551
1552
1553
1554
1555
1556
1557
1558
1559
1560
1561
1562
1563
1564
1565
1566
1567
1568
1569
1570
1571
1572

1573

1574

1575
1576
1577
1578

1579

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que os extratos de U. brizantha e U.
decumbens tem acdo inibitéria sobre o metabolismo de G. ulmifolia, afetando tanto a
germinacdo como o crescimento de plantulas. Verificou-se também aumento da atividade de
enzimas antioxidantes o que indica inducdo do metabolismo de defesa em resposta aos extratos.
Todos esses processos metabolicos sdo importantes para o estabelecimento das espécies
vegetais e 0s dados obtidos neste estudo mostram que as espécies de gramineas avaliadas
apresentam potencial para restringir a re-introducdo de G. ulmifolia em areas de pastagem via

semeadura direta devido a competicao por interferéncia.

CONCLUSAO
Extratos de U. brizantha e U. decumbens inibem a germinacéo, o crescimento inicial de
plantulas, bem como alteram o metabolismo de G. ulmifolia indicando a inducéo de estresse da

espécie arborea.

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto (EEB), fracfes hexénica
(FH), fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo etanol-agua (FEA) de U. brizantha e U. decumbens
sobre o indice de velocidade de germinagdo (IVG) e porcentagem de germinacao (%G) de

Guazuma ulmifolia.

Brachiaria brizantha Brachiaria decumbens
Germinabilidade (%) Germinabilidade (%)
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Tratamento® 250mg.L? 500mg.L? 1.000mg.L? Tratamento' 250mg.L? 500 mg.L! 1.000 mg.L?

Controle:60,0

EEB 54,0 38,0* 24,0*
FH 20,0* 16,0* 10,0*
FAE 28,0* 18,0* 8,0*

FEA 34,0* 26,0* 18,0*

Controle: 60,0

EEB 48,0* 44,0 14,0*
FH 54,0 46,0* 24,0*
FAE 54,0 52,0* 28,0*
FEA 54,0 44,0* 32,0*

indice de velocidade de germinagéo (IVG)
Controle: 3,06

EEB 3,26* 2,58* 1,59*
FH 0,88* 0,87* 0,46*
FAE 1,22* 0,94* 0,33*
FEA 1,61* 1,58* 0,91*

indice de velocidade de germinagéo (IVG)
Controle: 3,06

EEB 2,94 2,23* 0,87*
FH 4,20* 3,53* 1,54*
FAE 3,29 3,06 1,67*
FEA 3,00 2,60* 1,84*

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Efeito das diferentes concentragdes dos extratos de Urochloa brizantha e Urochloa

decumbens sobre o crescimento do hipocétilo e radicula das plantulas de Guazuma ulmifolia

(EEB= espécie extrato bruto; FH= fracdo hexanica; FAE= fracdo acetato de etila; FEA= fracdo
etanol agua). Dados expressos em percentual em relagdo ao controle. * A média do tratamento
difere significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle, pelo teste de

Tukey.
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FIGURA 2. Efeito das diferentes concentracdes do extrato de U. brizantha e U. decumbens
sobre a atividade peroxidase e catalase das plantulas de Guazuma ulmifolia. Médias seguidas
da mesma letra do controle ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(EEB= espécie extrato bruto; FH= fracdo hexanica; FAE= fracdo acetato de etila; FEA= fracdo
etanol 4gua).
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FIGURA 3. Efeito das diferentes concentracBes dos extratos de U. brizantha e U. decumbens
sobre o teor médio de clorofila total e respiracdo celular das raizes das plantulas de Guazuma
ulmifolia. (EEB= espécie extrato bruto; FH= fracdo hexanica; FAE= fragdo acetato de etila;
FEA= fracdo etanol agua). Dados expressos em percentual em relagdo ao controle. * A média do
tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparacdo com a média do controle, pelo teste
de Tukey.
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