UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM CONSERVACAO E
MANEJO DE RECURSOS NATURAIS — NiVEL MESTRADO

EZEQUIEL MARCAL ZANCHETTI DA LUZ

POTENCIAL ALELOPATICO DE Inga marginata W. E SEUS EFEITOS SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DE MILHO: A VIABILIDADE
PARA SISTEMAS AGROFLORESTAIS

CASCAVEL-PR
MAIO/2018



EZEQUIEL MARCAL ZANCHETTI DA LUZ

POTENCIAL ALELOPATICO DE Inga marginata W. E SEUS EFEITOS SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DE MILHO: A VIABILIDADE
PARA SISTEMAS AGROFLORESTAIS

Dissertacdo apresentado ao Programa de
Pés-graduacédo Stricto Sensu em
Conservacdo e Manejo de Recursos
Naturais — Nivel Mestrado, do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Saude, da
Universidade estadual do Oeste do Parand,
como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Mestre em Conservacdo e Manejo
de Recursos Naturais.

Area de Proporcéo: Ciéncias Ambientais
Orientadora: Profa. Dra. Andrea Maria

Teixeira Fortes

Co-orientadora: Profa. Dra. Jaqueline

Malagutti Corsato

CASCAVEL-PR
MAIO/2018



Dedico este trabalho a meus pais,

Paulino e Licelda.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida...

A meus pais, por sempre terem dado todo suporte e apoio, dando-nos
forcas para ndo desistir de nossos sonhos. A esses que; se dedicaram, abdicaram
de tempo e de muitos projetos pessoais para que meus irmaos e eu tivéssemos a
oportunidade de estudar e construir nossos projetos sobre aquilo que
acreditamos. Enfim, se pudesse escrever sobre tudo que sou grato; certamente
sairia um livro rsrs... Obrigado, mae e pai por tudo!

Aos meus irméos por toda parceria e companheirismo. Como sempre foi
dito; os irmaos mais velhos devem dar o exemplo para 0s mais novos. Vocés com
certeza serviram durante toda a minha formacdo como referéncia, algumas a
serem seguidas, outras nao rsrs... Obrigado por tudo!

A minha orientadora Professora Andréa por ter me aceitado no laboratério
e me proporcionado essa oportunidade. Agradeco pelos dois anos de dedicacéo
nas orientacbes e ensinamentos, que com certeza foram fundamentais para o
meu crescimento e aperfeicoamento profissional. Obrigado por ter confiado no
meu trabalho e por toda paciéncia e compreensao. Levarei para minha carreira o
exemplo de profissionalismo e respeito que tem com a pesquisa...

A minha co-orientadora Professora Jaqueline pela dedicacdo que teve com
a minha pesquisa. Agradeco pela orientacdo e por tudo que me ensinou nesses
dois anos; por estar sempre junto tirando todas as duvidas, ensinando a pesquisar
e realizar os experimentos do laboratdrio; nas interpretacdes dos dados. Obrigado
pelo exemplo profissional e pela amizade...

Aos colegas de laboratério pela parceria fechada durante esses dois anos,
gue com certeza vou lembrar para sempre, aprendi muito com todos vocés. Pela
dedicacdo e responsabilidade que sempre tivemos uns com 0S outros na
realizacdo dos experimentos laboratoriais. Obrigado pela amizade e
companheirismo...

A Ivone por todo apoio técnico, pela dedicacao e responsabilidade que teve
com a pesquisa. Obrigado por sempre ter ajudado na solucdo dos problemas
técnicos no laboratorio e providenciar os reagentes que necessitavamos...

Enfim, obrigado a todos que contribuiram no desenvolvimento desse

projeto...



SUMARIO

S U1 6
N = 1S ¥ N O P 7
CAPITULO L oo 8
INTRODUGAO ...ttt 10
MATERIAL E METODOS .......ooiiiite ettt eve e eaeane e 11
Teste de germinacdo em [aboratlrio ...........cceuvvuiiiiieeeieeeecee e 11
Desenvolvimento INICIAl ...........uuuiiiiie e 11
ANALISE ENZIMALICA. ... .uuuueritiiiiiiiiiiiiiiii e nessannsnasasnnnnnnnes 12
Delineamento experimental e analise estatistica................ccceevvvviiiienineeenn. 12
RS U 172 I 1 12
(1274 001 F=Tok= Lo TR PP PPPPPPPPPP 12
CresCimento INICIAL..........ouviiiiiiii e 12
FaN T2 1 EST=IN=T o 4T = 13
DISCUSSAQ ....oouiiicieiiiie ettt 15
N 1) (o RO SUPPPT 19
CAPITULO 2 .o 22
1. INTRODUGAO. ..ottt 25
2. MATERIAL E METODOS .....ooviiiiiiiieeciecte ettt 27
2.1. Emergéncia em casa de Vegetagao ..........couvvvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 28
2.2. Crescimento inicial em casa de vegetagdo .........ccccccvvvvviiiiiieiiiiiinenenn. 29
2.3. ANAlISE ENZIMALICA ......ceevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
2.4. Delineamento experimental e analise estatistica ...............ccccuvvveeeeennn. 31
3. RESULTADOS ... 32
3.1. Emergéncia em casa de vegetaCao .............uceeiiieeeeeieiiiiiiiii e ee e 32
3.2, Crescimento INICIAI ........cooeeeiieeiiiiiiie e e e e e e e eeeeees 33
3.3. Analise ENZIMALICA .........ccevviiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
A, DISCUSSAD. ..ottt 36
5. REFERENCIAS .....oooviiitiitieete ettt 39

AANEXO Ll e e e 44



RESUMO

A presente dissertacao foi dividida em dois capitulos. No primeiro o objetivo foi
avaliar em laboratério o efeito alelopéatico do extrato aquoso das folhas de inga,
sobre germinacéo, desenvolvimento inicial e atividade antioxidante de plantulas
de milho. No segundo capitulo o objetivo foi avaliar em casa de vegetagédo o
efeito alelopatico do inga sobre a emergéncia, crescimento inicial e resposta
antioxidante de plantulas de milho. Para o efeito alelopatico sobre a
germinacao, analisou-se a porcentagem de germinacao, indice de velocidade
de germinacdo, tempo médio de germinacdo, frequéncia e sincronizacdo da
germinacdo das sementes de milho expostas as diferentes proporcées do
extrato aquoso das folhas secas de ingd. Para o efeito sobre o
desenvolvimento inicial, analisamos o0 peso de massa seca e 0 comprimento
médio de raizes e partes aéreas das plantulas de milho. Também foi
quantificado a atividade das enzimas envolvidas no estresse oxidativo,
superoxido dismutase, catalase e peroxidase, além da peroxidacao lipidica,
medida pelos teores de malondialdeido. Para o teste de emergéncia em casa
de vegetacdo os tratamentos também foram constituidos pelas diferentes
propor¢cdes do extrato aquoso de ingd, sendo avaliada a porcentagem de
emergéncia, tempo médio de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia,
sincronizacao e frequéncia relativa. No teste de crescimento inicial em casa de
vegetacdo foram obtidos uma testemunha e o tratamento dois que recebeu
cobertura do solo com pé das folhas secas de inga, avaliando a massa seca de
parte aérea, massa seca de raiz, comprimento médio de parte aérea e
comprimento médio de raiz. Para avaliacdo do estresse oxidativo sobre
crescimento inicial foram quantificadas as enzimas, superéxido dismutase,
peroxidase e catalase, além da peroxidacdo lipidica pelos niveis de
malondialdeido. Em laboratério o extrato aguoso das folhas de inga néo
interferiu nas variaveis de germinacdo do milho, no entanto, causou inibicdo do
comprimento médio das raizes, inibicdo da atividade da catalase na raiz e parte
aérea e aumentou os teores de MDA radicular. Em casa de vegetacdo néo
houve diferengas estatisticas entre os tratamentos para as varidveis avaliadas
na emergéncia e crescimento inicial das plantulas de milho. No entanto,
registramos que houve maior expressédo da catalase tanto em raiz como em
parte aérea e menor peroxidacdo lipidica na parte aérea das plantulas
submetidas ao tratamento dois. Apesar de ser registrado efeito alelopatico
prejudicial em laboratério, o extrato ndo prejudicou o desenvolvimento das
plantulas de milho em casa de vegetacdo. Sendo assim, propomos que 0
consorcio entre as espécies em SAFs é viavel.

PALAVRAS CHAVE: alelopatia; crescimento inicial; emergéncia; estresse
oxidativo; enzimas antioxidantes; Sistema agroflorestal.



ALLELOPATHY POTENTIAL OF Inga marginata W. AND ITS EFFECTS ON
MAIZE DEVELOPMENT: THE VIABILITY FOR AGROFLORESTATIC
SYSTEMS

ABSTRACT

In the first chapter the objective was to evaluate in laboratory the allelopathic
effect of the aqueous extract of inga leaves on germination, initial development
and antioxidant activity of maize seedlings and in the second chapter the
objective was to evaluate in greenhouse the allelopathic effect of the inga on
the emergency, initial growth and antioxidant response of corn seedlings. For
the allelopathic effect on germination, we analyzed the percentage of
germination, germination speed index, mean germination time, frequency and
synchronization of the germination of the maize seeds exposed to the different
proportions of the aqueous extract of the dried leaves of inga. For the effect on
the initial development, we analyzed the weight of the dry mass and the
average length of the roots and aerial parts of the maize seedlings. The
enzymes involved in oxidative stress, Superoxide dismutase, Catalase and
Peroxidase, as well as lipid peroxidation, measured by the levels of
malondialdehyde (MDA), were also quantified. For the greenhouse emergency
test the treatments were also constituted by the different proportions of the
aqueous extract of inga, being evaluated the percentage of emergency,
average time of emergency, index of emergency speed, synchronization and
relative frequency. In the initial greenhouse growth test, a control was obtained
and the treatment two that received ground cover with dry leaves of inga,
evaluating the aerial part dry mass, root dry mass, average length of aerial part
and length root mean. For the evaluation of oxidative stress on initial growth,
enzymes, superoxide dismutase, peroxidase and catalase, besides lipid
peroxidation by malondialdehyde levels were quantified. The aqueous extract of
the inga leaves did not interfere in the germination variables of the corn,
however, caused inhibition of root mean length, inhibited root and shoot
catalase activity and increased root MDA contents. There were no statistical
differences between treatments for the variables evaluated in the emergence
and initial growth of corn seedlings in greenhouse. However, we observed that
there was greater expression of catalase in both root and aerial part and lower
lipid peroxidation in the aerial part of the seedlings submitted to treatment two.
In this way we propose that the consortium among the species in Saf's is viable.

KEYWORDS: allelopathy; initial growth; emergency; oxidative stress;
antioxidant enzymes; agroforestry system.
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Resumo

Conhecer as interagdes entre as espécies que constituem um sistema agroflorestal ¢ um dos pontos fundamentais para
o desenvolvimento deste tipo de cultivo, visto que; se houver efeito alelopético negativo sobre a espécie cultivada,
pode haver prejuizos na producéo. Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito alelopatico do extrato
aquoso das folhas de ing4, sobre germinacdo, desenvolvimento inicial e atividade antioxidante de plantulas de milho,
verificando assim, a viabilidade do consércio entre as espécies. Para avaliar o efeito alelopatico sobre a germinagéo,
analisou-se: a porcentagem de germinagdo (PG), indice de velocidade de germinacdo (IVG), tempo médio de
germinagdo (TMG), frequéncia e sincronizagdo da germinacdo. Para o efeito sobre o desenvolvimento inicial,
analisamos o peso de massa seca e 0 comprimento médio de raizes e partes aéreas das plantulas de milho. Também
foi quantificado a atividade das enzimas envolvidas no estresse oxidativo, Superéxido dismutase, Catalase e
Peroxidase, além da peroxidacdo lipidica, medida pelos teores de malondialdeido (MDA). O extrato aquoso das
folhas de ing& ndo interferiu nas variaveis de germinacdo do milho, no entanto; causou inibicdo do comprimento
médio das raizes, inibiu a atividade da Catalase de raiz e parte aérea e aumentou os teores de MDA radicular.
Portanto foi possivel conclui que o extrato aquoso das folhas de inga induzem ao estresse oxidativo em plantulas de
milho, causando reducéo do crescimento de raiz, ndo sendo encorajado o consdrcio entre as duas espécies em SAFs.

Palavras-chave: Sistema agroflorestal, estresse oxidativo, alelopatia, interacéo alelopatica.
Abstract

Knowing the interactions between species that constitute an agroforestry system is one of the fundamental points for
the development of this type of crop, since if there is a negative allelopathic effect on the cultivated species, there
may be losses in production. In this way, the present work aimed to evaluate the allelopathic effect of the aqueous
extract of the ing4 leaves, on germination and initial development of maize, through induction to oxidative stress,
thus verifying the viability of the consortium among the species. In order to evaluate the allelopathic effect on
germination, germination percentage (PG), germination speed index (IVG), mean germination time (TMG),
germination frequency and synchronization were analyzed. For the effect on the initial development, we analyzed the
dry weight weight and the average length of roots and aerial parts of maize seedlings. The enzymes involved in
oxidative stress, Superoxide dismutase, Catalase and Peroxidase, as well as lipid peroxidation, measured by the levels
of malondialdehyde (MDA), were also quantified. The aqueous extract of the inga leaves did not interfere in the
germination variables of the corn, however, caused inhibition of root mean length, inhibited root and shoot catalase
activity and increased root MDA contents. Therefore, it was possible to conclude that the aqueous extract of the inga
leaves induce the oxidative stress in corn seedlings, causing a reduction of the root growth, and the consortium
between the two species in Saf's was not encouraged.

Keywords: Agroforestry system, oxidative stress, allelopathy, allelopathic interaction.
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INTRODUGAO

Dentre as modalidades de cultivo que sdo adotadas nos Gltimos anos para minimizar os impactos
ambientais causados pela agricultura estdo os sistemas agroflorestais. Esse tipo de sistema visa o
consdrcio das espécies agricolas como o milho, com espécies arbdreas, para aumentar as interacdes
ecoldgicas e 0 aporte de matéria organica no solo, proporcionando um aumento da fertilidade natural da
matriz, além de evitar a sua perda pela erosdo (EWERT et al., 2016).

As espécies arbdreas da familia Fabaceae, como 0 Inga marginata W., sdo visadas para esse tipo
de cultivo para fins de adubacédo verde a partir da fixacdo biol6gica de nitrogénio e deposicdo da matéria
organica oriunda das podas (MATTAR et al., 2013). Essa espécie € nativa da mata atlantica, com ampla
distribuicdo geogréfica, tendo registros em diversas formagdes florestais, como floresta ombroéfila densa,
ombréfila mista e estacional semidecidual (POSSETTE; RODRIGUES, 2010).

No entanto, apesar de o inga ja ser utilizado para fins de adubagdo verde em SAFs, nao ha
registros na literatura acerca das suas interagGes fisioldgicas sob o desenvolvimento de outras espécies.
Destaca-se que a utilizagdo de uma espécie inadequada no desenvolvimento desses sistemas pode trazer
prejuizos para a producdo agricola, uma vez que as espécies vegetais podem interferir no
desenvolvimento de outras plantas ou organismos, através de compostos secundarios liberados no
ambiente, em um processo denominado alelopatia (HABERMANN et al., 2016; CORSATO et al., 2016)

Os compostos alelopaticos podem ser liberados no ambiente por lixiviagdo, decomposi¢do e ou
exsudatos radiculares e, assim, interferir no desenvolvimento vegetal, afetando a germinacdo ou o
crescimento inicial de sementes e plantulas. Dentre os efeitos observados, que podem ser atribuidos a
esses compostos, estd a inducdo ao estresse oxidativo que gera diversos danos ao organismo, causado pelo
desequilibrio nas concentragGes internas de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ALMEIDA et al.,
2008; SILVA et al., 2016).

As EROs sdo geradas naturalmente nos organismos a partir da respiracdo celular ou outros
processos metabolicos e o estimulo & sua produgdo acontece por diversos mecanismos. Dentre eles, 0
blogueio da cadeia transportadora de elétrons, onde os elétrons ficam livres e reagem facilmente com o O,
formando radical superoxido (O,) e peroxido de hidrogénio (H,O,) que, por sua vez, pode reagir gerando
radicais mais reativos como o hidroxil (OH"). Os radicais podem afetar a permeabilidade de membranas,
causando danos ao DNA e outras estruturas, como a membrana plasmatica (GNIAZDOWSKA,;
BOGATEK, 2005; BARBOSA et al., 2014).

Para proteger o0 organismo contra a acdo dos radicais livres, enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), sdo geradas para catalisar o0 O,” a H,0,, constituindo a primeira linha de defesa da
planta. J& os niveis de H,O, sdo controlados pela atividade de outras enzimas antioxidante, como a
catalase (CAT) e a peroxidase (POD) que o decompdem a agua e O, (BLOKHINA; VIROLAINEN;
FAGERSTEDT, 2003).

No entanto, em eventos de estresses ambientais, como o causado pela exposicdo a compostos
alelopéticos, podem ocorrer desequilibrios no sistema antioxidativo, seja por concentracdes muito
elevadas dos radicais ou por inativacdo enzimatica. Nesses casos, 0s processos de desintoxicacdo das
EROs torna-se ineficaz, gerando o estresse oxidativo (ORACZ et al., 2007).

O dano de membrana celular ocorre principalmente pela acdo do radical OH", que reage com 0s
acidos graxos poli-insaturados através da retirada de um hidrogénio, desencadeando uma reacdo em
cadeia que leva a destruicdo celular (BARBOSA et al., 2010). A peroxidacdo da membrana mitocondrial
gera como produto, dentre outros, o malondialdeido (MDA) que pode ser quantificado para identificar o
dano celular causado pela acdo das EROs (GILL; TUTEJA, 2010).

Como visto anteriormente as enzimas que compdem o sistema antioxidante vegetal podem ter
sua atividade especifica alterada pela presenca de compostos alelopaticos. Assim, esse tipo de analise
constitui uma ferramenta eficaz para as pesquisas que envolvem o efeito desses compostos sobre
desenvolvimento de outras espécies, tornando a analise mais precisa, tendo em vista que a maioria dos
estudos com a alelopatia abordam somente a germinacdo e crescimento inicial.

Tendo em vista que a liberagdo dos aleloquimicos no ambiente pode ocorrer, também, por
lixiviagdo e decomposicdo da matéria organica e que nos sistemas agroflorestais as folhas dos
componentes arboreos sdo podadas e depositadas ao solo, se essa espécie apresentar efeito alelopatico
negativo sobre o desenvolvimento da cultura agricola poderd ocorrer prejuizos para a producao
(MATTAR et al., 2013). Portanto, sdo importantes estudos que investiguem o efeito alelopatico das
espécies a serem utilizadas nesse tipo de sistemas.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito alelopatico do extrato aquoso das
folhas de Inga marginata sobre a germinacéo, crescimento inicial e atividade antioxidante de plantulas de
milho, assim avaliar a viabilidade do consércio entre as duas espécies em sistemas agroflorestais.
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MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS) da Universidade Estadual do Oeste do Parand — Unioeste, campus de
Cascavel-PR, no periodo de agosto de 2016 a agosto de 2017.

As folhas de Inga foram coletadas em um fragmento de mata, localizado na regido do municipio
de Serrandpolis do lguagu-PR, sob as coordenadas 25°38'94.81"S 53°99'58.26"W, nas proximidades do
Km 05 da PR 495. Uma exsicata do material vegetal foi registrada no Herbéario da Universidade Estadual
do Oeste do Parana, campus Cascavel sob o registro 4138.

Apobs a coleta, as folhas de Inga foram acondicionadas em estufa de circulagdo forcada a
temperatura de 40° C, até que a massa se mantivesse constante, para a secagem total das folhas. Depois, a
matéria seca foi triturada em moinho de faca tipo willye modelo star ft 50 e o pé acondicionado ao abrigo
de luz e em temperatura ambiente, seguindo metodologia proposta por Mourdo Junior e Souza filho
(2010).

As sementes de milho (Zea mays L) da variedade IPR 164 Lote: 3210090 foram obtidas no
comércio local no ano de 2016.

Teste de germinagdo em laboratério

O material obtido apds o processo de trituracéo foi submetido a extracdo aquosa. Para o teste de
germinacdo em milho foram utilizados cinco tratamentos compostos pelas proporgdes do extrato aquoso
do pd das folhas secas de Inga, sendo esses, agua destilada (testemunha); 2,5 %; 5,0 %; 7,5 % e 10 % p/v.
Para a obtencdo das diferentes propor¢cdes do extrato realizou-se 0 mesmo procedimento para cada
tratamento. Para o extrato a 2,5 % foi dissolvido 25g de pé para 1L de &4gua destilada, para a propor¢édo de
5,0 % dissolveu-se 50g de p6 para 1L de agua destilada, para 7,5 % foi dissolvido 75g de p6 para 1L de
dgua destilada e para a propor¢do de 10 %, 100g de p6 para 1L de &gua destilada. A suspensdo
permaneceu em repouso por um periodo de 4 horas e depois foi filtrada com o auxilio de um filtro de
pano.

A avaliacdo do pH e o potencial osmotico dos extratos foi pré-requisito para prosseguir com o
teste de germinagéo. Os valores de pH dos extratos avaliados com pHmetro MICRONAL B474 ficaram
entre 6,0 e 8,0, enquanto que para o potencial osmdtico medido pelo indice de refracdo utilizando-se de
refratbmetro, todos os tratamentos apresentaram valores acima de -0,0079 MPa. A partir da literatura
consultada as duas varidveis foram consideradas adequadas para a germinacdo das sementes de milho
(Souza filho & Dutra, 1998; Prates et al., 2000; Silva Jr et al., 2014).

Para cada tratamento foram realizadas 4 repeti¢Bes de 25 sementes, colocadas para germinar
entre 3 folhas de papel Germitest previamente autoclavados. O papel foi anteriormente umedecido com a
solugdo referente a cada tratamento, com a quantidade de 2,5 vezes o peso do papel seco. Apos esse
processo, foram confeccionados rolos e colocados para germinar em camara de germinacdo do tipo
B.0.D, com um fotoperiodo de 12 horas luz/escuro em temperatura controlada de 25°C + 2 (BRASIL,
2009).

A contagem de sementes germinadas foi realizada diariamente até o 7° dia, sempre no mesmo
horério, sendo consideradas germinadas as sementes que apresentaram comprimento de raiz igual ou
superior a 2mm (HADAS, 1977). As varidveis analisadas foram: porcentagem de germinacdo (PG),
tempo médio de germinacdo (TMG) segundo Edmond e Drapala (1958), indice de velocidade de
germinacdo (IVG) segundo Silva e Nakagawa (1995) e frequéncia e sincronizacdo da germinagéo
segundo Labouriau e Valadares (1976).

Desenvolvimento inicial

Para este experimento foram utilizadas 10 sementes de milho por repeticdo em cada tratamento.
As sementes foram pré-germinadas em rolos de papel Germitest previamente autoclavados, umedecidos
com agua destilada (2,5 vezes o peso do papel seco) e mantidas em camara de germinacéo do tipo B.O.D,
com temperatura de 25°C+2 e fotoperiodo de 12 horas (luz/escuro), por aproximadamente trés dias, até
que a raiz atingisse aproximadamente 5¢cm de comprimento. Em seguida as plantulas foram transferidas
para novos rolos de papel Germitest (autoclavados) embebidos com as diferentes propor¢des do extrato
aquoso de folhas secas de Ingéa (0; 2,5; 5,0; 7,5; 10% p/v) na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel.

Em garrafas de plastico foram adicionados 2,5 vezes o peso seco do papel germitest de solugdo
referente a cada tratamento, onde foram acondicionados os rolos de papel com as plantulas no sentido
vertical. O experimento foi mantido em camara de germinagdo por um periodo de sete dias sob condicdes
controladas de temperatura (25° C+ 2) e fotoperiodo (12horas). A solugdo das garrafas foi renovada a
cada 3 dias a fim de evitar a oxidag8o dos extratos.
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Ao final dos sete dias do experimento foram realizadas as medi¢des de comprimento médio e
peso seco de raiz e parte aérea, além das andlises das enzimas Catalase (CAT), Peroxidase (POD),
Superéxido dismutase (SOD) e montante de malondialdeido (MDA).

Analise enzimatica

A extragdo das proteinas soltveis foi de acordo com metodologia proposta por Kar e Misha
(1976), sendo o ponto de partida para determinacdo e quantificacdo das enzimas antioxidantes SOD,
POD, CAT e montante de MDA. Foi utilizado 100mg de material (raizes e parte aérea separadamente)
triturado em nitrogénio liquido, homogeneizados com o auxilio de almofariz em 2 mL de tampdo de
extracdo fosfato de potassio 0,1 mol L™ pH 6,8. O macerado foi centrifugado a 12000 rpm por 20
minutos. A determinacdo das proteinas solUveis totais foi realizada pelo método de Bradford (1976).

A quantificacdo da atividade da CAT seguiu metodologia proposta de Azevedo et al., (1998)
sendo expressa em nmol de H,0, consumido min® mg™. A quantificacdo da POD foi de acordo com
citado por Teisseire; Guy (2000) e Corsato (2014), em umol de purpurolaina min ™. Para a enzima SOD a
seguiu-se a metodologia proposta por Beauchamp; Fridovich (1971), expressa em U/mg de proteina. E a
peroxidacdo lipidica pelo montante de MDA conforme proposto por Heath; Packer (1968) citado por
Corsato 2014 e expresso em nmol g* da massa fresca. Todas as leituras foram realizadas em triplicata.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 4 repeticGes,
sendo o tratamento com &gua destilada utilizado como testemunha e quatro propor¢des de extrato aquoso
do po das folhas secas de Inga (2,5%; 5%; 7,5% e 10%). Os dados foram submetidos a anéalise de
variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5% e quando houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos foi realizado teste de regresséo, por meio do programa Rstudio verséo 3.2.4.

RESULTADOS

Germinacéo

Na tabela 1 esta disposto o quadro de analise de varidncia das variaveis; porcentagem de
germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, tempo médio de germinacdo e sincronizagdo da
germinacéo, que de acordo com o teste F ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05). Destacamos
gue também ndo houve diferengas entre os tratamentos na frequéncia relativa de germinacéo. Isso mostra
gue o extrato aquoso de Ing4, além de ndo ter influenciado na porcentagem final de germinacdo das
sementes de milho, também ndo interferiu na distribuicdo do processo germinativo,

Tabela 1. Quadro de analise de variancia da germinacdo de sementes de milho expostas a diferentes
proporc¢des do extrato aquoso das folhas secas de Inga marginata W. PG=Porcentagem de germinacéo,
IVG= indice de velocidade de germinacio, TMG=Tempo médio de germinacdo, U=indice de
sincronizac&o.

Table 1. Analysis of variance analysis for germination of corn seeds exposed to different proportions of
the aqueous extract of the dried leaves of Inga marginata W. PG = Germination percentage, IVG =
Germination speed index, TMG = Mean germination time, U = Synchronization index.

Variaveis Valor F Valor p C.V.
PG 0.69 0.60 5,32 %
VG 2.88 0.05 5.62 %

TMG 1.72 0.19 6,69 %
u 1,32 0,30 35.86 %

Crescimento inicial

O crescimento inicial das plantulas de milho, referente a parte aérea ndo diferiu estatisticamente
entre os tratamentos. A média para os tratamentos encontrou-se entre 6,28cm referente ao tratamento na
proporcdo de 2,5% e 7,48cm para o tratamento na proporcdo de 10%. Também ndo foi possivel registrar
diferengas estatisticas entre os tratamentos para a massa seca da raiz, com variagao entre 19mg referente
ao tratamento na proporcao de 7,5% e 22mg referente a testemunha e tratamento na proporcéao de 2,5%.
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No entanto a massa seca da parte aérea das plantulas de milho foi estatisticamente diferente entre
os tratamentos (p<0,05). Verificou-se a partir do modelo de regressdo de polinomial de segunda ordem,
aumento da massa seca relacionado ao aumento na propor¢do do extrato de inga (fig. 1A). Essa tendéncia
de aumento foi registrada até a proporc¢éo de 7,5%, sendo observada uma curva descendente no sentido da
proporcdo de 10%. O menor valor de MSPA foi de 23 mg para as plantulas expostas somente a agua
destilada e o maior para as plantulas submetidas ao extrato na proporcéo de 7,5% que foi de 34 mg.

Também sdo observadas diferencas significativas entre os tratamentos para a variavel
comprimento médio da raiz (p<0,05), pois houve um ajuste de regressdo polinomial de modelo
quadratico, demonstrando que o extrato aquoso de inga influenciou desfavoravelmente o comprimento
médio da raiz das plantulas de milho. Registra-se uma diminui¢do do comprimento médio da raiz
relacionado ao aumento da proporcao do extrato (fig. 1B). O comprimento médio das raizes das plantulas
do tratamento constituido somente pela dgua destilada foi de 29,2 cm, sendo esse o maior valor, enquanto
que o menor valor foi de 10 cm, para as raizes das plantulas submetidas ao tratamento com 10% do
extrato.
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—~ e
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Figura 1. Grafico da massa seca da parte aérea (MSPA) (A) e comprimento médio da raiz (CMR) (B) de
plantulas de milho, submetidas as diferentes proporgdes do extrato aquoso das folhas de Inga marginata
W.

Figure 1. Graph of the dry mass of the aerial part (MSPA) (A) and average length of the root (CMR) (B)
of maize seedlings submitted to the different proportions of the aqueous extract of the leaves of Inga
marginata W.

Analise enzimatica

Na tabela 2 estdo dispostos os valores de F e p referentes a analise de variancia para a atividade
enzimatica e peroxidagdo lipidica das plantulas de milho expostas aos diferentes tratamentos. Nao foram
registradas diferencas estatisticas entre os tratamentos para a atividade especifica das enzimas peroxidase
e superdxido dismutase, tanto na parte aérea quanto na raiz (p>0,05). Também ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos para a peroxidagdo lipidica de parte aérea das plantulas de milho
(p>0,05).
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Tabela 2. Quadro da analise de variancia para atividade enzimatica e peroxidagdo lipidica das plantulas de
milho, expostas as diferentes proporcbes do extrato aquoso das folhas de Inga marginata W.
POD=atividade da peroxidase em pmolmin®mg™. CAT= atividade da catalase em mKatmg™. SOD=
atividade da superéxido dismutase em U mg™. MDA=Teores de malondialdeido em nmol/g. pa=parte
aérea. r=raiz.

Table 2. Table of the analysis of variance for enzymatic activity and lipid peroxidation of corn seedlings
exposed to different concentrations of the aqueous extract of leaves of Inga marginata W. POD =
Peroxidase activity in umol/min/mg. CAT = Catalase activity in mKat / mg. SOD = superoxide dismutase
activity in U/ mg. MDA = Malondialdehyde content in nmol / g. pa = aerial part. r = root.

Variaveis Valor F Valor p C.V.
SODpa 0,84 0,52 36.85 %
CATpa 15,81 2,94.10° 57.34 %
PODpa 1,24 0,33 35.22 %
MDApa 0,86 0,50 53.88 %
SODr* 2,5 0,086 65.82 %
CATr* 10,24 3,33.10" 54.74 %

PODr 0,55 0,69 2753 %
MDAr 16,52 2,26.10° 17.27 %

*residuos fora de normalidade a 5% de significancia.

A atividade da POD na parte area variou de 10,31 umol min* mg® para o tratamento na
proporcao 7,5% a 18,10 pmol min™ mg™ referente as plantulas expostas ao tratamento na proporgéo do
extrato de 2,5%. J& para a atividade da POD em raiz os valores médios encontraram-se entre 61,76 umol
min™mg min™ para as plantulas testemunhas e 112,99 pmolmin™mg™ para as plantulas pertencentes ao
tratamento na proporcéo de 2,5%.

Na atividade especifica da SOD na parte aérea das plantulas de milho, os valores encontram-se
entre 99,75 U/mg para as plantulas do tratamento na propor¢do de 5% e 151,83 U/mg para as plantulas
testemunhas. A atividade dessa enzima nas raizes das plantulas variou de 90,26 U/mg para as testemunhas
e 222,53 U/mg para as plantulas pertencentes ao tratamento na propor¢do de 7,5%.

Para a peroxidacéo lipidica, medida pelo montante de MDA, na parte aérea das plantulas de
milho, os valores encontram-se entre 4,55 nmol/g para as plantulas testemunhas e 7,81 nmol/g para
aquelas submetidas ao tratamento na proporcao de 7,5%.

Porém, foi registrado a partir da andlise estatistica que existem diferencas significativas entre os
tratamentos aplicados na expressdo da atividade da enzima catalase, tanto na parte aérea como na raiz
(p<0,05). Observamos uma relacéo polinomial de tendéncia cubica entre a propor¢do do extrato aquoso
de inga e a atividade enzimatica na parte aérea e de segunda ordem para atividade dessa enzima na raiz
das plantulas de milho, mostrando que o extrato inibiu a atividade especifica da enzima (fig.2).

Também houve diferenca significativa, entre os tratamentos, nos teores de peroxidacédo lipidica
das raizes de plantulas de milho submetidas ao extrato aquoso das folhas de inga, registrando-se a partir
de regressdo de modelo ajustado a segunda ordem, uma relagdo entre a propor¢do do extrato e a
peroxidacdo lipidica, avaliado pelos teores de malondialdeido (MDA) (p<0,05). As raizes das plantulas
submetidas ao tratamento constituido somente por 4gua destilada apresentaram média de 1,79 umol g™* no
montante de MDA, aumentando os valores conforme aumentou a proporc¢do do extrato, sendo que as
plantulas submetidas ao tratamento na proporg¢do de 10% a média foi de 5,97 nmol/g (Fig. 3).
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Figura 2. Grafico da expressdo da enzima catalase em parte aérea (CATpa) (A) e raiz (CATr) (B) de
plantulas de milho, submetidas as diferentes proporcoes do extrato aquoso das folhas de Inga marginata

W.

Figure 2. Graph of the expression of the enzyme catalase in aerial part (CATpa) (A) and root (CATr) (B)
of corn seedlings, submitted to different proportions of the aqueous extract of the leaves of Inga
marginata W.
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Figura 3. Gréfico de montante de malondialdeido da raiz (MDAr) de plantulas de milho submetidas as
diferentes proporcdes do extrato aquoso das folhas de Inga marginata W.

Figure 3. Root malondialdehy uptake plot (MDAr) of maize seedlings submitted to different proportions
of the aqueous extract of the leaves of Inga marginata W.

DISCUSSAO

Segundo Silva (2012) a germinagdo de sementes é a menos sensivel a acdo dos aleloquimicos do
que o desenvolvimento inicial de plantulas. Isso pode justificar o fato de, em nosso trabalho, o extrato
aquoso das folhas de inga néo ter influenciado significativamente o processo germinativo (fig. 1), mas ter
induzido a redugdo do comprimento da raiz primaria das plantulas de milho (fig. 2).

Resultados semelhantes foram encontrados por Prates et al. (2000), que avaliaram o efeito do
extrato aquoso de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, uma leguminosa arbérea como o inga, sobre a
germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de milho. Os autores relatam que o extrato nédo
influenciou a germinagdo das sementes de milho em nenhuma das proporgdes testadas, com extrato
obtido com &gua fria e aquecida, no entanto relataram inibi¢do da raiz seminal das plantulas de milho,
dose dependente do extrato obtido com agua aquecida.

Notamos que apesar de o extrato de inga ter inibido o crescimento das raizes de milho, houve um
incremento na massa seca da parte aérea das plantulas. Resultados semelhantes foram evidenciados por
Spiassi et al., (2011) que constaram diminuicdo radicular e aumento da massa seca da parte aérea de
plantulas de milho expostas ao extrato de cartamo. De acordo com Carvalho et al., (2016) o processo de
crescimento da parte aérea é dependente das divisdes celulares oriundas das estruturas ligadas a parti¢do
de nutrientes pela plantula. Possivelmente houve interferéncias na composi¢do nutricional do substrato
pela presenca do extrato de inga que pode ter gerado esse aumento observado.

O crescimento das raizes nas plantas ocorre por processo de multiplicacdo e alongamento de
células meristeméticas, que pode ser interrompido por condigdes de estresses ambientais, como a
exposicao a substancias toxicas. A acdo da auxina é um dos fatores que atuam no alongamento dessas
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células, sendo que alteragdes nas proporcGes desse hormdnio podem gerar distdrbios no crescimento de
orgdos vegetais, por meio de alteracfes em processos relacionados ao gravitropismo e desenvolvimento
vascular (TANIMOTO, 2005).

O transporte polar de auxina ocorre por intermédio de proteinas especificas e alguns compostos
alelopéaticos como os flavonoides, podem interromper esse transporte, por meio de inativacbes dessas
proteinas (BROWN et al., 2001; TAYLOR; GROTEWOLD, 2005). Portanto essa pode ser uma das
causas da relacdo encontrada, entre a reducdo do crescimento radicular das plantulas de milho e o
aumento na proporcdo do extrato. Uma vez que foi identificado, a partir do screening fitoquimico, a
presenga de compostos pertencente a classe dos flavonoides e compostos fendlicos nas folhas de inga
(LUZ et al., dados ndo publicados).

Outro efeito observado pela agdo dos aleloquimicos ¢ a geracdo de ERO’s, que levam a danos de
observada no presente estudo, uma vez que segundo Barbosa et al. (2014) a peroxidacao lipidica ocorre
por uma cascata de rea¢fes que quando ndo controlada pode levar inclusive a morte celular. Destacamos
também que segundo Lima e Abdalla (2001) e Gill e Tuteja (2010) esse dano pode ser quantificado pelo
montante de MDA e identificamos uma relacdo de causa e efeito entre as proporcdes do extrato e os
niveis de MDA na raiz das plantulas de milho, ocorrendo maior peroxidacao lipidica na raiz das plantulas
expostas as maiores proporcdes do extrato (fig. 4).

Dentre os mecanismos de protecdo do organismo contra as EROs, estdo as enzimas
antioxidantes, como a catalase (CAT), que fazem a reducdo dessas espécies reativas de oxigénio a
compostos mais estaveis, onde por exemplo o H,0, é decomposto a O, e H,O (GILL; TUTEJA, 2010;
SHARMA et al., 2012). Em nosso trabalho houve menor atividade da CAT, tanto na parte aérea como na
raiz, das plantulas de milho expostas aos tratamentos com o extrato aquoso das folhas de inga (fig. 3). O
extrato inibiu a ago dessa enzima desde a propor¢éo de 2,5%.

Segundo Choudhury et al (2013) estresses ambientais, como exposi¢do a compostos alelopaticos,
podem levar ao desequilibrio no sistema antioxidante da planta e gerar danos que podem comprometer
diversos fatores do desenvolvimento vegetal. Assim, sugerimos que o dano de membrana e redugéo
atividade da catalase. Esse desequilibrio pode gerar um aumento nos niveis de EROs, como o H,0, que
apesar de ndo ser considerado um radical livre, sofre reagcBes que ddo origem ao OH’, altamente tdxico
aos organismos, responsavel pela peroxidacdo de lipidios das membranas celulares (BARBOSA et al.,
2014).

Outro fator que pode ter interferido na inibicdo do crescimento radicular das plantulas de milho,
observados no presente estudo (fig. 2B), pode ser a lignificacdo de parede celular. De acordo com Bentes
e Matsuoka (2005) o H,O, é um agente promotor para a formag&o da lignina, responsavel por aumentar a
rigidez da parede celular, por exemplo na protecdo contra patdgenos. Em eventos de estresse, como o
observado em nosso trabalho, os niveis elevados de H,O, podem promover a rapida deposicdo da lignina,
ocasionando inclusive a morte celular (SOARES et al., 2012; HABERMANN et al., 2016). Suzuki et al.
(2008) sugeriram em seu trabalho reducgdo radicular de cultivares de soja, em consequéncia da maior
lignificacdo da parede celular e que um dos precursores desses efeitos é o &cido ferdlico, pertencente ao
grupo dos compostos fendlicos.

Nossos resultados para o crescimento inicial de plantulas foram semelhantes aos encontrados por
Ribeiro et al. (2017), onde notaram diminuicéo significativa do comprimento médio da raiz de plantulas
de pepino, induzidas pelo extrato aquoso de uma leguminosa arbdrea (Leucaena leucocephala). Os
autores notaram que, em 168 horas de germinagdo, houve maior atividade da catalase para a testemunha,
comparada aos outros tratamentos, podendo supor que essa reducdo também seja decorrente do estresse
oxidativo.

Assim, sugerimos que inibi¢do do crescimento radicular das plantulas de milho observadas nesse
estudo foi devido a inducdo ao estresse oxidativo causada pelos compostos alelopaticos presentes no
extrato aquoso de inga, pois, nota-se que as plantulas que tiveram maiores inibigdes do crescimento
radicular, também apresentaram menor expressdo da enzima antioxidante CAT,sendo que os danos de
membrana possivelmente causados pela a¢do das EROs puderam ser quantificados pelos niveis de
peroxidagdo lipidica.

No entanto, destacamos que segundo Ferreira e Aquila (2000) e Ferreira e Borguetti (2004) os
efeitos alelopaticos podem variar de acordo com o ambiente em que as espécies estdo inseridas. Os
resultados obtidos em experimentos laboratoriais podem ser diferentes dos efeitos observados em casa de
vegetacdo ou a campo, contudo possuem suma importancia para a tomada de decisfes.

Diante dos resultados obtidos, ndo aconselhamos o consorcio entre as espécies antes da
realizacdo de bioensaios que investiguem o efeito alelopatico em condi¢Bes mais proximas ao campo.
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CONCLUSOES

e O extrato aquoso das folhas secas de inga ndo interfere na germinacédo das sementes de milho.

e O extrato aquoso das folhas secas de inga induz ao estresse oxidativo de plantulas de milho
inibindo a atividade da enzima antioxidante catalase e aumentando a peroxidacdo lipidica, além
de inibir o crescimento radicular das plantulas de milho.
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Resumo

O objetivo do trabalho foi investigar o efeito alelopatico do inga sobre a
emergéncia, crescimento inicial e resposta antioxidante de plantulas de milho.
Para o teste de emergéncia em casa de vegetacdo o0s tratamentos foram
constituidos pelas diferentes propor¢gfes do extrato aquoso de inga, sendo
avaliada a porcentagem de emergéncia, tempo médio de emergéncia, indice de
velocidade de emergéncia, sincronizagao e frequéncia relativa. Para o teste de
crescimento inicial foram obtidos a testemunha (T1) e o tratamento dois (T2)
que recebeu cobertura do solo com p6 das folhas secas de inga, avaliando a
massa seca de parte aérea, massa seca de raiz, comprimento médio de parte
aérea e comprimento médio de raiz. Para avaliar o estresse oxidativo sobre
crescimento inicial foi quantificada a atividade das enzimas, superoxido
dismutase, peroxidase e catalase, além da peroxidacao lipidica pelos niveis de
malondialdeido. N&o houve diferencas estatisticas entre os tratamentos para as
variaveis avaliadas na emergéncia e crescimento inicial das plantulas de milho.
No entanto, registramos que houve maior expressao da catalase, tanto em raiz
como em parte aérea e menor peroxidacdo lipidica na parte aérea das
plantulas submetidas ao tratamento dois. Assim sendo, concluimos que o

consorcio entre as espécies € viavel.



25

1. INTRODUCAO
A crescente demanda na recuperacdo de areas degradadas impulsiona
a criacao de praticas produtivas, que garantam o desenvolvimento econémico
sustentavel. No meio rural uma das praticas que vem sendo estudada nos
altimos anos é o consorcio entre espécies vegetais em sistemas de cultivo
agroflorestais (SAFs). Esse tipo de sistema visa minimizar danos como erosao
e baixa fertilidade do solo, aléem da perda da biodiversidade causada pelos

sistemas convencionais de cultivo (Ewert et al., 2016).

Nos SAFs do tipo em aleias, os componentes arb6reos sédo podados
periodicamente e as folhas depositadas ao solo para fins de cobertura e
adubacao verde (Abdo et al., 2008; Meirelles & Souza, 2015). Porém, a escolha
de espécies adequadas para serem utilizadas é um ponto chave para o
desenvolvimento desses sistemas, pois, existem alguns fatores que podem
trazer prejuizos para a producdo; como o efeito alelopatico que quando
negativo pode afetar o desenvolvimento das espécies cultivadas (Souza Filho

et al., 2010).

Os efeitos alelopaticos sao diversos, podendo afetar tanto a germinacao
de sementes como o crescimento inicial de plantulas. Dentre os efeitos
causados pelos aleloquimicos esta a inducao ao estresse oxidativo, que ocorre
pelo desequilibrio no sistema antioxidante do organismo vegetal, podendo

causar danos estruturais ou até a morte da planta (Corsato et al., 2016).

Naturalmente nos organismos aerobios, ocorre a geracado de espeécies
reativas de oxigénios (EROS),que sao formados em compartimentos das

células de intenso fluxo de elétrons, como na mitocdndria, cloroplastos e
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peroxissomos (Choudhury et al., 2013). Os radicais livres podem causar
diversos danos nas estruturas das células, como degradacdo de proteinas e
DNA, além de danos de membranas pela peroxidacéo lipidica.(Barbosa et al.,

2010; Choudhury et al., 2013).

No entanto 0s organismos possuem mecanismos de defesa contra a
acdo dessas EROS, que consiste em um sistema antioxidante enzimatico e
ndo enzimético, que controla 0s niveis intracelular desses compostos. As
principais enzimas envolvidas nesses processos sdo; a superoxido dismutase
(SOD) que faz a conversdo do radical O, a H,O, a catalase (CAT) e a
peroxidase (POD) que decompdem o H,O, a O, e &gua, evitando assim, que

ocorra o estresse oxidativo (Sharma et al., 2012).

Dentre as arboreas indicadas para adubacao verde em sistemas de aleia
esta o Inga marginata W., que possui rapido crescimento e aceita bem as
podas, realizadas para a deposicdo da matéria organica (Silva et al., 2007;

Mattar et al., 2013; Paes et al., 2015).

Estudos investigando os efeitos alelopaticos do Inga marginata sobre
uma espécie bioindicadora, em condi¢des de laboratério, foram realizados por
Luz et al., (dados nao publicados), sendo observado danos na germinacao das
sementes. Ja para o milho, Luz et al. (dados ndo publicados) verificaram que
os extratos das folhas de inga nao influenciaram na germinacéo, porém houve
inducéo do estresse oxidativo nas plantulas de milho, inibindo a atividade da
enzima catalase, o que aumentou a peroxidacao lipidica e inibiu o crescimento

das raizes.
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Apesar de haverem abordagens laboratoriais estudando o efeito
alelopatico do ing4, vale destacar que os efeitos podem variar de acordo com
as condicdes ambientais em que as espécies estdo expostas. Os resultados
obtidos a partir de bioensaios laboratoriais podem ser diferentes daqueles
adquiridos em casa de vegetacao ou a campo (Ferreira & Aquila, 2000; Ferreira

& Borguetti, 2004).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi investigar em casa de
vegetacao, o efeito alelopatico do inga sobre a emergéncia, crescimento inicial
e atividade antioxidante de plantulas de milho e assim obter uma resposta
sobre a possibilidade do consoércio entre as espécies em sistemas

agroflorestais de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos na Casa de Vegetacdo e no
Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual do Oeste do
Parana — Unioeste, campus de Cascavel-PR. No periodo de agosto de 2016 a

agosto de 2017.

As folhas de Inga marginata Willd. foram coletadas no municipio de
Serranépolis do Iguacu-PR, em um fragmento de mata, sob as coordenadas
25°38'94.81"S 53°99'58.26"W. Uma excicata foi registrada no Herbario da
Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus Cascavel, sob registro
4138. Depois da coleta as folhas de inga foram submetidas ao processo de
secagem, permanescendo em estufa de circulacdo de ar forcada a 40° C até

gue 0 peso se mantivesse constante. Apds a secagem o material obtido foi
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triturado em moinho de facas do tipo Willye modelo star ft 50 e o po

acondicionado em temperatura ambiente e protegido da luz.

As sementes de milho (Zea mays L) variedade IPR 164 Lote: 3210090,
utilizadas para os bioensaios de emergéncia e crescimento inicial nesse

trabalho, foram obtidas em comércio local no ano de 2016.
2.1. Emergéncia em casa de vegetacao

Para o teste de emergéncia, foram utilizados cinco tratamentos,
compostos pelas proporc¢des do extrato aquoso do p6 das folhas secas de inga,
sendo, agua destilada 0% (testemunha); 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10% p/v. Apés a
obtencdo dos extratos esses permaneceram em repouso por um periodo de

quatro horas e depois foram filtrados em filtro de pano.

O pH e o potencial osmético dos extratos foram avaliados, antes da
realizacdo dos bioensaios e considerados adequados para a germinacao das
sementes de milho (Souza filho & Dutra, 1998; Prates et al., 2000; Silva Jr et
al., 2014). O pH dos extratos e da agua destilada foram avaliados com pHmetro
MICRONAL B474, variando de 6,0 a 8,0, ja o potencial osmético foi medido
pelo indice de refracdo utilizando-se de refratdmetro analdgico (°BRIX), todos

os tratamentos apresentaram valores acima de -0,0079 MPa.

Para cada tratamento foram realizadas quatro repeticbes de 50
sementes de milho, colocadas para germinar em bandejas de plastico com
substrato vermiculita, cada repeticdo em uma bandeja. Foram dispostos 220
gramas de vermiculita em cada bandeja, umedecidas com 3 vezes 0 peso seco
do substrato com o extrato referente a cada tratamento, aproximadamente 660

mil.
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Apoés a umidificacédo, foi utilizado um marcador de sementes para as
perfuracdes do substrato, onde foram dispostas as sementes de milho na
profundidade de aproximadamente 2,5 cm. Depois do plantio as bandejas
foram acondicionadas em casa de vegetacdo, com controle de ventilacdo e

umidade onde permaneceram por um periodo de oito dias.

A contagem das plantulas emergidas foi realizada diariamente até o 8°
dia, sempre no mesmo horario, considerando como emersas as plantulas
visiveis, que apresentassem mais de 0,5 cm de parte aérea acima da superficie
do substrato (Correia & Durigan, 2004). As varidveis analisadas foram
porcentagem de emergéncia (PE), tempo médio de emergéncia (TME) segundo
Edmond e Drapala (1958), indice de velocidade de emergéncia (IVE) segundo
Silva e Nakagawa (1995) e frequéncia e sincronizagédo de emergéncia segundo

Labouriau e Valadares (1976).

2.2. Crescimento inicial em casa de vegetacao

Para o bioensaio de crescimento inicial, utilizou-se vasos plasticos do
tamanho 2 com capacidade de 250 mL. Os vasos foram preenchidos com
substrato vermiculita umedecido com trés vezes o peso seco do substrato,
sendo plantadas de 3 a 4 sementes de milho em cada vaso na profundidade de
2,5 cm, postos para germinar em casa de vegetacdo, com controle de
ventilagdo e umidade. Apos a emergéncia foi realizado o desbaste deixando
apenas uma plantula por vaso. Nesse momento, foram separados

aleatoriamente 0s vasos para compor os tratamentos.

Foram considerados dois tratamentos: testemunha (T1), na qual as

plantulas foram cultivadas apenas em substrato vermiculita e regadas com
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agua e o tratamento dois (T2) onde foi colocado o p6 das folhas de inga sobre
a superficie do substrato, regando com agua. Cada tratamento foi constituido

de oito repeticbes com dez plantulas, totalizando 160 vasos.

O célculo da quantidade do p6 adicionado na superficie do substrato foi
feito seguindo a metodologia proposta por Rizzardi et al. (2008) na qual foi
calculada a média da deposicao de serapilheira nas formacdes vegetais de
Floresta Ombrofila Mista e Floresta Estacional Semidecidual, caracteristicas da
regido Oeste do estado do Parana, que foi de 7241 kg ha™. O valor foi
calculado para que a quantidade de pd6 adicionado fosse proporcional a
deposicdo de serapilheira ocorrida em ambiente natural. Os vasos utilizados
nesse experimento possuiam 14 centimetros de didmetro e area aproximada

de 154 cm, sendo necessarios 11,15 gramas de po.

As plantulas foram regadas diariamente, considerando a evaporacéo
como parametro da quantidade de agua ser adicionada. Foi utilizado um Cap
Tampado de PVC graduado em centimetros para o calculo da quantidade de
agua evaporada. Depois de calcular a porcentagem de agua evaporada do

recipiente, realizavam-se as regas repondo a quantidade necessaria.

Apos o periodo de 10 dias o experimento foi desmontado e as plantas
avaliadas quanto o comprimento médio e a massa seca de parte aérea e raiz,
além das andlises das enzimas Catalase (CAT), Peroxidase (POD), Superoxido

dismutase (SOD) e peroxidacéo lipidica.

2.3. Analise enzimatica
A extracdo das proteinas soluveis foi de acordo com metodologia

proposta por Kar e Misha (1976), sendo o ponto de partida para determinacao
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e quantificacdo das enzimas antioxidantes SOD, POD, CAT e montante de
MDA. Foi utilizado 100 mg de material (raizes e parte aérea separadamente)
triturado em nitrogénio liquido, homogeneizados com o auxilio de almofariz em
2 mL de tamp&o extracdo fosfato de potassio 0,1 mol L™ pH 6,8. O macerado
foi centrifugado a 12000 rpm por 20 minutos. A determinacdo das proteinas

sollveis totais foi realizada pelo método de Bradford (1976).

A quantificacdo da atividade da CAT seguiu metodologia proposta de
Azevedo et al., (1998) sendo expressa em nmol de H,O, consumido min™* mg™.
A quantificacdo da POD foi de acordo com citado por Teisseire; Guy (2000) e
Corsato (2014), em pmol de purpurolaina min . Para a enzima SOD a seguiu-
se a metodologia proposta por Beauchamp; Fridovich (1971), expressa em
U/mg de proteina. E a peroxidacéo lipidica pelo montante de MDA conforme
proposto por Heath; Packer (1968) citado por Corsato 2014 e expresso em

nmol g da massa fresca.

2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado para o0s bioensaios de
emergéncia e crescimento inicial foi em blocos casualizados. Para os testes de
emergéncia foram obtidos cinco tratamentos com quatro repeti¢cdes, onde cada
repeticéo foi disposta em um bloco, tendo, portanto, quatro blocos. O bioensaio
de crescimento inicial foi formado por dois tratamentos com oito repeticdes

cada tratamento, cada repeticdo pertencendo a um bloco, portanto, oito blocos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com nivel de
significancia de 5% e quando houve diferenga significativa entre os tratamentos

foi realizado teste de Tukey, por meio do programa RStudio 3.2..
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Os dados da atividade da enzima CAT em parte aérea foram transformados
por raiz quadrada mais um, para que atendessem 0s requisitos de normalidade

dos residuos pelo teste Shapiro-Wilk.

3. RESULTADOS

3.1. Emergéncia em casa de vegetacao
O extrato aquoso de inga néo interferiu sobre as variaveis porcentagem ,
tempo médio, indice de velocidade e sincronizacdo da emergéncia das
plantulas de milho (p>0,05) (fig.1). Também n&o houve diferencas estatisticas
entre os blocos, demonstrando que os resultados ndo foram influenciados

pelas condicbes ambientais.

Notamos, porém, a partir do grafico de frequéncia relativa (fig. 1), que ha
diferencas na distribuicdo temporal de emergéncia das plantulas de milho entre
os tratamentos. As plantulas testemunhas apresentaram um pico de
emergéncia bem definido, no quarto dia, contados a partir da montagem do
experimento, onde 53% das plantulas emergiram. J4 para os demais
tratamentos a porcentagem de plantulas emergidas nesse mesmo periodo foi
menor, sendo 42%, 47% e 48% para o0 T2, T3 e T4 respectivamente, com pico
de emergéncia ndo bem definido. O tratamento constituido de 10% do extrato
apresentou 36% de emergéncia no quarto dia, tendo o pico no quinto dia com

49%.

Assim, apesar de ndo serem registradas diferencas estatisticas entre as
variaveis de emergéncia das plantulas de milho, o extrato influenciou na

distribuicdo do processo, ao atrasar a emergéncia das plantulas.
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Figura 1. Grafico de frequéncia relativa de emergéncia de sementes de milho
submetidas as diferentes proporcdes do extrato aquoso do pé das folhas secas
de Inga marginata W.. PE=Porcentagem de emergéncia IVE=indice de
velocidade de emergéncia TME=Tempo médio de emergéncia U=indice de

uniformidade ou sincronizacéo da emergéncia.

3.2.  Crescimento inicial
A andlise estatistica mostra que ndo houve diferencas entre o0s
tratamentos para as variaveis, massa seca da raiz e parte aérea e comprimento
meédio da raiz e parte aérea (p>0,05). A massa seca das raizes das plantulas

de milho foi de 1,23g para a testemunha 1,429 para as plantulas submetidas ao
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tratamento com o pé das folhas de inga. As plantulas testemunhas
apresentaram média de massa seca da parte aérea igual a 0,88 g, enquanto
gue as submetidas ao tratamento com cobertura de solo apresentaram média

igual a 0,82 g.

O comprimento médio da raiz das plantulas de milho pertencentes ao
grupo das testemunhas foi de 31,43 cm, enquanto que aquelas expostas ao po
das folhas de ingad apresentaram 32,11cm. O comprimento meédio da parte
aérea das plantulas de milho na testemunha foi de 9,21 cm. J& aquelas

expostas ao tratamento dois apresentaram 10,15 cm.

De acordo com analise estatistica, ndo ha diferencas entre os blocos
para nenhuma das variaveis de crescimento inicial (p>0,05). O que significa
que as condicbes ambientais ndo interferiram na analise dos efeitos

observados.

3.3. Analise enzimética
Na tabela 1 estdo dispostas as médias da atividade enzimética e niveis
de peroxidacdo lipidica das plantulas de milho. A andlise de variancia dos
dados mostra que ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos para
a atividade das enzimas superoxido dismutase e peroxidase tanto na parte
aérea como na raiz das plantulas de milho. Também ndo houve diferencas

entre os tratamentos para peroxidase na raiz.

Tabela 1. Atividade enzimatica e peroxidagéo lipidica em plantulas de milho
submetidas a diferentes tratamentos de cobertura de solo com o po das folhas
secas de Inga marginata W.. POD=atividade da peroxidase em umol

purpurogalina min® mg™ de proteina. CAT= atividade da catalase em nmol de
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H,O, min mg * de proteina. SOD= atividade da superéxido dismutase em
U/mg de proteina. MDA=montande de malondialdeido em nmolg™. pa=parte

aérea. r=raiz

Table 1. Enzymatic activity and lipid peroxidation in maize seedlings submitted
to different soil cover treatments with the dry leaves powder of Inga marginata
W .. POD = peroxidase activity in umol purpurogalin min * mg™* protein. CAT =
catalase activity in nmol H.O, min * mg ™ protein. SOD = superoxide dismutase
activity in U / mg protein. MDA = montane of malondialdehyde in nmol g™*. pa =

aerial part. r = root

Tratamentos

Parametros Testemunha Cobertura CV.%
SODpa 255,72a 165,30a 71,81
CATpa Ob 735a 49,48
PODpa 12,522 10,15a 64,01
MDApa 9,522 5,74b 29,95
SODr 202,91a 181,88a 54,65
CATr 185,69b 355,88a 44,31
PODr 55,322 105,83a 54,31
MDAr 4,212 3,05a 41,95

*letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia

N&o foi detectavel a atividade da enzima catalase na parte aérea das
plantulas de milho testemunhas, sendo, portanto, estatisticamente diferente do
tratamento que recebeu cobertura da superficie do substrato com o pé das
1

folhas de inga (p<0,05). Esse apresentou atividade média de 735 nmol min®

mg™ proteina da enzima catalase.

Também houve diferenca estatistica entre os tratamentos para a
peroxidacdo lipidica na parte aérea das plantulas de milho (p<0,05). As

plantulas expostas ao tratamento com o p6 das folhas secas de inga
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apresentaram menores indices de MDA, 5,74 nmol g* de massa fresca,

enquanto a testemunha apresentou 9,52 nmol g* de massa fresca (tabela 1).

A expressdo enzimatica da catalase na raiz diferiu entre os tratamentos
empregados As plantulas expostas ao tratamento com o p6 das folhas de inga
apresentaram maior atividade dessa enzima, 355,88 nmol min? mg* de
proteina, enquanto as plantulas testemunhas apresentaram 185,69 nmol min™

mg™ de proteina (tabela 1).

4. DISCUSSAO
O controle do pH e potencial osmatico, do extrato vegetal utilizado em
experimentos como 0 nosso € essencial, pois acucares, aminoacidos, acidos
organicos e outras substancias, podem estar presentes e influenciar estas
variaveis (Ferreira & Aquila, 2000). Em nosso trabalho, tanto o pH quanto o
potencial osmético do extrato das folhas de inga, utilizados em nosso trabalho
para o bioensaio de emergéncia, podem ser considerados adequados para a

germinacao das sementes.

No bioensaio de emergéncia notamos que, apesar de nao haver
diferencas estatisticas entre os tratamentos, houve, quando analisado pelo
grafico de frequéncia relativa, atraso na emergéncia das plantulas de milho
submetidas ao tratamento com o extrato das folhas de inga, tendo o pico de
emergéncia deslocado para o quinto dia (fig.1). Isso pode ser devido a agéo
dos aleloquimicos presente no extrato. Uma vez que segundo Garcia-Sanchez
et al. (2012) alguns compostos, como os fendlicos, podem influenciar a
germinacdo de sementes, restringindo a mobilizagdo de reservas para o

embrido.



37

De acordo com Garcia-Sanchez et al. (2012) esses compostos
restringem a mobilizacdo de reservas pela inativacdo de algumas enzimas
especificas ou hormoénios, como a alfa-amilase e acido giberélico. Isso pode
justificar o atraso na emergéncia observado em nossos resultados de
frequéncia relativa, visto que, Luz et al. (dados nao publicados) identificaram a
partir de triagem fitoquimica, a presenca de compostos fendlicos, como

flavonoides e taninos no extrato das folhas de inga.

Porém, os efeitos causados pela acdo dos aleloquimicos sao bastante
diversos. Esses compostos podem interferir em muitos outros processos de
desenvolvimento vegetal, como por exemplo, causando desequilibrio no
sistema antioxidante da planta. O desequilibrio leva ao aumento nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), que dependendo do grau de intoxicacdo
podem gerar danos as estruturas celulares e até a morte do organismo (Silva,

2012).

Dentre as EROs, a mais téxica ao organismo é o OH", originado a partir
de reacbes do H,0,. Por meio da retirada de um H dos acidos graxos, leva a
peroxidacao de lipidios, causando reacdo em cadeia que podem levar a morte
celular (Barbosa et al.,, 2014). Uma das enzimas responsavel pelo controle
desse radical € a CAT, que decompde o H,O, em O, e agua (Choudhury et al.,

2013).

Na tabela 1 podemos observar que a cobertura do solo com o pé das
folhas de inga induziu a um aumento nos niveis de atividade da enzima CAT,
tanto na parte aérea como nas raizes das plantulas de milho. O aumento

observado pode ter ocorrido em resposta a uma elevagao nos niveis de EROs,
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causado pelo estresse gerado na presenca dos aleloquimicos (Mahdavikia et

al., 2017).

O aumento da atividade da CAT observado nos resultados pode ocorrer
em resposta a estresses ambientais, como o0 proporcionado pelas substancias
alelopaticas. Resultados semelhantes foram observados em outros estudos.
Mahdavikia et al., (2017) notaram aumento da atividade da catalase em
plantulas de Raphanus sativus L., submetidas ao extrato aquoso de hortela-
pimenta. Ventura et al., (2016) registraram que o Oleo volatili de Cleome
guianensis Aubl, induz o aumento da atividade dessa enzima em plantulas de

Senna occidentalis L.

Como a CAT é responsavel pela eliminacdo de H,O,, 0s compostos
alelopaticos presentes no p6 das folhas de ingd podem ter levado a um
estresse que desencadeou a producdo dessa ERO, pois, de acordo com
Barbosa et al. (2010) e Choudhury et al. (2013) os aleloquimicos podem, por
meio de interrupcdes no fluxo normal de elétrons, fazer com que a reducao do
O, ocorra de forma incompleta, gerando assim as espécies reativas, como 0

0O,, H,O0,e OH".

E importante destacar que ndo houve diferencas estatisticas entre os
tratamentos na atividade especifica das outras enzimas estudadas (Tabela 1):
a superoxido dismutase (SOD) que faz a converséao do radical O, a H,O, e a
peroxidase (POD) que, como a CAT, decompde o H,O, a O, e agua (Sharma
et al., 2012). Sugerimos que, apesar de 0s compostos presentes no po das

folhas de inga terem causado estresse as plantulas de milho, a CAT foi eficaz
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no controle dos radicais livres, ndo permitindo que ocorressem danos

estruturais.

Os possiveis danos causados pela acdo das EROs, mais
especificamente do radical OH’, podem ser quantificados pelos niveis de
peroxidacado lipidica, medido pelo montante de MDA (Lima & Abdalla, 2001).
No entanto, verificamos que n&o houve diferenca estatistica entre o0s
tratamentos para essa varidvel na raiz das plantulas de milho e que, a
peroxidacao lipidica foi menor na parte aérea das plantulas expostas ao p6 das

folhas de inga do que nas da testemunha (Tabela 1).

Podemos notar que o sistema antioxidante das plantulas de milho se
mostrou eficiente na remocdo das EROs, o que pode ser confirmado pela
analise da peroxidacdo lipidica, mostrando que ndo houve danos de
membranas. Destacamos também, que ndo houve interferéncia alelopaticas

nas variaveis de crescimento inicial.

A partir dos resultados obtidos com esse trabalho, concluimos que o
consorcio entre as espécies estudadas pode ser viavel. Pois, apesar do extrato
das folhas de inga ter influenciado na distribuicdo da emergéncia e terem
ocorrido alteracbes na atividade enzimatica, ndo foi suficiente para causar

prejuizos no desenvolvimento das plantulas de milho em casa de vegetacéo.
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